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RESUMEN

Se realizé un estudio comparativo de tres pruebas de identificacién para hongos
levaduriformes, el medio Brillance Candida®, sistema OXOID de identificacién bioquimica
(OBIS)® para Candida albicans y el sistema RaplID Yeast Plus® frente a dos sistemas de
eficacia probada el CHROMagar Candida® e ID32 C®.

Se utilizaron 41 cepas de diferentes especies de Candida aisladas en el Hospital Infantil de
México “Federico GOmez” de pacientes pediatricos con candidemia. Las cepas utilizadas
corresponden a los afos 2004 al 2008, asi como de otras levaduras Trichosporon
mucoides, Geotrichum capitatum, Rhodotorula rubra y Schiztosaccharomyces pombe.
Todos estos microorganismos fueron previamente identificados mediante el sistema

ID 32C®.

Estos microorganismos fueron sembrados en medio Agar Dextrosa Sabouraud vy
posteriormente cultivados en el medio cromogénico Brillance Candida® para evaluar la
morfologia colonial y su coloracion. En el nuevo medio Brillance Candida® las colonias no
presentaron diferencia significativa en cuanto a morfologia colonial, sin embargo en
comparacion con el CHROMagar Candida® la coloracion es mas intensa, dado que el

medio al ser opaco permite una mejor observaciéon de la pigmentacién colonial.

De acuerdo al andlisis estadistico X* para el medio cromogénico, muestra una buena
eficiencia lo que significa que no hay diferencias significativas con el CHROMagar
Candida®, el unico inconveniente es que dificulta la diferenciacién de Candida tropicalis,
ya que algunas cepas no presentan la coloracion azul obscuro, y ademas de que solo
identifica tres especies C. tropicalis, C. albicans y C. krusei y el CHROMagar Candida®

ademas de éstas identifica a C. glabrata.

El sistema de Identificacion Bioguimica Oxoid® para Candida albicans (OBIS), se compard
también con CHROMagar Candida®, y se aplicd el mismo analisis estadistico, mostrando
gue no hay diferencias significativas. Esta prueba es un método de diagnostico rapido que

da resultado en una hora después del aislamiento del microorganismo en estudio, este
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permite la diferenciacion de C. albicans de las no albicans, lo que resulta en un diagndstico

rapido y se basa en la deteccién de dos enzimas que solo C. albicans sintetiza.

El sistema RapID Yeast Plus® es una galeria que contiene 18 sustratos diferentes y evalla
la capacidad del hongo de utilizar cada sustrato y mediante la obtencidn de un cédigo en
la base de datos electrénica ERIC®, se identifica al patdgeno. A pesar de que éste sistema
brinda resultados en 4 horas no presentd buen rendimiento ya que no hay correlacién con

el ID32®.

FES CUAUTITLAN TEAHULOS, 2014

vi

—
—



I. GENERALIDADES

1.1 Antecedentes

Desde el inicio de los tiempos, los hongos y el hombre han ido evolucionando
conjuntamente a lo largo de la vida, sin embargo, el comienzo del estudio sistematico de
los hongos comenzd hace 250 aiios, pero estos organismos han sido conocidos durante
miles de afios atrds. Los pueblos antiguos eran conocedores de las fermentaciones
bioldgicas, los egipcios pensaban que era un legado del gran Dios Osiris, los griegos de
Dionisio y los romanos de Baco. Sin embargo, los hongos también producen infecciones

en el hombre, los animales y las pIantas.1

En el siglo XVII, Antonio Van Leeuwenhoek inventd un lente de vidrio en el que a través de
él podia observar muy pequeiios organismos a los que llamd “bichejos”. Este hecho
propicié la busqueda de microorganismos aunado a la aparicién de los primeros
microscopios, marcando la pauta de una nueva era, la microbiologia. En 1665, Robert
Hooke un microscopista inglés publicd la descripcion de un organismo al que llamé hongo
microscdpico, su descripcién fue tan precisa que su espécimen pudo identificarse como el

P 2
moho comun del pan.

A lo largo de la historia, los hongos han jugado un papel importante que ha ocasionado
que diversos investigadores se hayan interesado por este mundo tan complejo. El
descubrimiento de los agentes causales de enfermedades producidas por estos
microorganismos ha permitido un estudio mas profundo de cada uno de ellos y al conocer
sus caracteristicas se contribuye a la busqueda de farmacos que inhiban o destruyan por
completo al patégeno. En la figura 1 se presenta una breve historia del descubrimiento e

importancia de los hongos microscépicos.3
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Figura 1. Linea del tiempo del descubrimiento de algunos agentes etioldgicos, y la importancia de

estos a través de la historia.

A las infecciones fungicas se les ha reconocido un papel cada vez mas importante en la
practica clinica. En la actualidad las claves para su diagndstico radican, no solo en un
correcto examen clinico, sino también en los métodos diagndsticos complementarios, por
lo que la implementacién de nuevos métodos de diagndstico confiables permitira en gran
medida la rdpida y oportuna identificacion del agente causal, beneficiando asi a la
poblacién afectada, principalmente a la pediatrica y esto es porque en estos pacientes se
tiene una respuesta inmunoldgica inmadura, de tal forma que el paciente pediatrico es

uno de los mas susceptibles de infeccién por hongos.4

Las enfermedades ocasionadas por hongos levaduriformes hacen referencia a las micosis
oportunistas que bajo ciertas condiciones causan dafio, ya que la mayoria de estos son
hongos saprofitos que habitan la piel y mucosas, sin embargo, se ha visto aumentada su

incidencia.’
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Los hongos levaduriformes constituyen las infecciones mas importantes causadas por
hongos en el ser humano. Los agentes etioldgicos son numerosos, destacando:

Candida sp, Cryptococcus neoformans, y Trichosporon sp principalmente.®

En estudios realizados en Argentina se menciona que en pacientes pedidtricos
hospitalizados, la fungemia es un problema cada vez mds frecuente en neonatos de las
unidades de cuidados intensivos y estd asociada a catéteres venosos, enfermedades
hematoldgicas, induccion de neutropenia por quimioterapia, inmunodeficiencias,

tratamiento con antibidticos de amplio espectro y terapia con inmunosupresores.’

La identificacién de las levaduras se puede realizar utilizando criterios bioquimicos,

inmunoldgicos y/o moleculares.®

En los criterios bioquimicos, se destacan los medios cromogénicos que son usados para el
aislamiento e identificacion presuntiva de algunas especies de Candida. Estos se basan en
la deteccion de la actividad enzimatica, mediante la hidrdlisis de un sustrato cromogénico
es decir, debido a la deteccion de enzimas especificas producidas por los microorganismos

en estudio.’

Estos microorganismos se caracterizan por tener sistemas enzimaticos especificos que
son responsables de la escision del sustrato en el interior del cromégeno, con la finalidad
de separar el sustrato por lo que la unién entre las dos partes del cromdgeno se rompen
por la enzima. De este modo los cromdforos son liberados y pueden ser detectados

visualmente mediante la observacién de un cambio de color en el medio.’

El agar Brillance Candida® (2010) en un estudio realizado comprobaron que este medio y
el CHROMagar Candida®, no presentan diferencias significativas al comparar la coloracion

. . .01
y las colonias crecidas en cada medio.*®

Se evalué el sistema Rapid Yeast Plus® (2007) comparandolo con el VITEK 2 y observaron
un 95.5% de correlacion deduciendo que, tiene una alta confiabilidad en la determinacién

del diagnéstco.™
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Para el sistema OXOID de identificacion bioquimica, no se han realizado estudios para
verificar su funcionalidad, por lo que una de las finalidades de este trabajo es asegurar

gue este método de identificacion para Candida albicans sea eficaz.

Es sumamente importante optimizar los métodos de diagndstico para obtener resultados
en el menor tiempo posible, sin olvidar que el tratamiento requerido depende de la
confiabilidad de los resultados de la prueba y de la premura con que éstos puedan
obtenerse, ya que un diagndstico rapido y confiable del agente etioldgico causante de la
infeccion es fundamental para que el médico suministre el tratamiento adecuado para

salvaguardar la salud del paciente.*
1.2 Caracteristicas generales de los hongos

Se han identificado alrededor de dos millones de especies de hongos, de los cuales mas de
400 son patdgenos para los humanos, causando infecciones conocidas como micosis. Los
hongos son organismos eucariontes, es decir, poseen un nucleo estructural con
membrana nuclear, heterdtrofos, ampliamente distribuidos en la naturaleza como

saprobios o parés.itos.13

Algunas células fungicas unicelulares poseen capsula, situada por fuera de la pared celular
y solo se observa en algunas especies , estd compuesta por polisacdridos especiales,
habitualmente glucoroxilomananos, que le brindan a la célula una mayor proteccién
frente a la respuesta inmune del hospedero; la pared celular es una estructura rigida
constituida en su mayoria por quitina, glucanos, mananos y proteinas, que le da al hongo
su forma caracteristica, brinda proteccidén, por su permeabilidad permite el paso de
elementos nutritivos y la eliminacién de residuos metabdlicos, sus componentes al ser
proteinas y polisacaridos de alto peso molecular se comportan como antigenos que

.. . . 1
originan una respuesta inmune especifica en el hospedero.**

Por dentro de la pared se encuentra la membrana plasmatica, integrada por fosfolipidos,

proteinas, sistemas enzimaticos, como el citocromo P450 importante en el metabolismo y
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sintesis de ergosterol (principal esterol de estas células) y con frecuencia representa un

blanco utilizado por los antifingicos para ejercer su funcién.**

La divisidn celular se produce por mitosis con la peculiaridad de que la membrana nuclear
no desaparece durante el proceso. En el caso de los hongos con fase sexuada hay nucleos

diploides y se produce la meiosis.*

El aspecto macroscépico de los hongos unicelulares es la produccion de  colonias

redondas u ovales de un diametro de entre 3y 30 p.

Se reproducen asexualmente mediante gemacion en la que a partir de una célula madre
se produce protusiones protoplasmicas también Ilamados blastoconidios que van
creciendo hasta separarse y formar una nueva célula. En ocasiones, las células hijas no se

separan y forman cadenas de células que se denominan seudohifas.*®
1.3 Micosis por hongos oportunistas

Las micosis por hongos oportunistas son infecciones causadas por hongos de bajo poder
patdgeno capaces de diseminarse por via hematdgena a diversos organos, con los que
causan trastornos severos e incluso la muerte. Estas infecciones principalmente se
presentan en hospederos con alteraciones en el sistema inmunolégico. En los ultimos
afos estas infecciones se han incrementado, los principales factores predisponentes para
las infecciones fungicas son los trasplantes de érganos sélidos, padecimientos oncoldgicos,
tratamientos inmunodepresores, tratamiento con antibiéticos de amplio espectro, por
enfermedades créonico degenerativas como la diabetes mellitus o por infecciones por

VIH.Y

Existen 623 especies conocidas de hongos levaduriformes distribuidas en 60 géneros
taxondmicos, de los cuales aproximadamente 30 pueden producir enfermedades en
humanos, por lo que se consideran de importancia clinica. Dentro de los agentes causales
de infeccién que han sido aislados destacan: C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C.
guillermondii, C. glabrata, C. krusei, C. lusitaniae, Cryptococcus neoformans, Trichosporon

beigelii, Malassezia sp, Rhodotorula glutinis, Rhodotorula rubra.*®
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1.4 Infeccién causada por Candida

Las micosis producidas por Candida se originan por alteraciones del sistema inmune o
ruptura de las barreras mucosas. La mayoria de los factores de riesgo para la adquisicién
de candidemia en los pacientes hospitalizados son: inmunosupresidon originada por
neutropenia, malnutricion, quimioterapia, radioterapia, agentes que facilitan la ruta de
infeccidn como el uso de catéteres, quemaduras, colonizacidn previa, entre otros. Cuando
existe una combinacién de varios factores de riesgo, como es la administracién de
antibacterianos de amplio espectro que pueden inducir la proliferacion de hongos en el
tracto gastrointestinal provocando la colonizacion de la piel y llegar al torrente

sanguineo.”

Las infecciones en el torrente sanguineo causados por Candida han aumentado en las
Ultimas dos décadas, su mortalidad es de 29% a 50%. Estas infecciones representan un
importante problema clinico-epidemioldgico en las unidades de cuidados intensivos,
principalmente en pacientes inmunodeprimidos. En la poblacién pediatrica ocupan el

.. .2
segundo lugar en fallecimientos entre todas las causas de sepsis.”

Los factores de riesgo relacionados con las candidemias en pacientes pediatricos mas
comunes son: bajo peso, prematurez (menos a 27 semanas), hospitalizacion mayor a tres
semanas, aplicacion de catéteres venosos centrales, ventilacion mecanica, administracion
de antibidtico de amplio espectro, corticosteroides, nutricién parenteral y procedimientos

quirurgicos.21

El principal patégeno de los hongos levaduriformes varia en forma considerable, siendo el
mas virulento Candida albicans capaz de generar con mayor frecuencia enfermedad
mortal en seres humanos, Candida tropicalis es la segunda levadura de importancia en
cuanto a patogenicidad, Candida parapsilosis y Candida krusei también tienen cierto grado

de virulencia, asociado a micosis oportunistas causando infecciones, pero la debilidad del
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hospedero debe ser muy marcada para permitir que este microorganismo menos

virulento lo invadan.??

Existen mas de 150 especies de Candida pero solo nueve son las mas frecuentes para el
ser humano: C. albicans, C. guillermondii, C. krusei, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. kefyr,
C. lusitaniae, C. glabrata, de las cuales en México se ha encontrado con mayor prevalencia

a C. albicans, C. krusei, C. tropicalis, C. parapsilosis y C. glabrata. **

C. albicans es componente habitual de la microbiota cutdnea, tracto gastrointestinal vy
genital. Del 2 al 15% de los enfermos colonizados por esta especie desarrollan candidosis
diseminada casi siempre de origen enddgeno. La mortalidad por esta especie es del 79%,
muchas veces por los factores de virulencia que puede desarrollar el hongo (fosfolipasas,

Aspartil proteasas, lipasas, adhesinas, formacion de biopelicula).®*

C. parapsilosis, comensal habitual de la piel, se aisla con mayor frecuencia en pacientes
pedidtricos, también desarrolla factores de virulencia y se le ha relacionado tanto en la
nutricién parenteral como con el uso prolongado de catéteres (mecanismo de transmisién

exdgena). Es la menos patégena de las especies con una mortalidad del 30%.%

La capacidad invasora de C. tropicalis es mayor que la de C. albicans, se considera que
entre el 50 al 60% de los colonizados por esta especie desarrollan candidosis invasiva.
Afecta con mas frecuencia a pacientes con enfermedad hematoldgica o receptores de
médula dsea y suele adquirirse, mediante un mecanismo de transmisidén enddgeno, en los

primeros dias de hospitalizacién en ausencia de tratamiento antifungico.®

C. glabrata y C. krusei afectan predominantemente a pacientes con antecedentes de
tratamiento con fluconazol no portadores de catéteres y sin antibioterapia previa a la
fungemia; C. glabrata es la menos virulenta de todas; sin embrago, es la que presenta la
segunda mayor tasa de mortalidad detras de C. krusei, esta especie es la que se aisla con

mayor frecuencia en pacientes con neoplasia hematolc')gica.27
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C. lusitaniae forma parte de la biota del tracto gastrointestinal y respiratorio. Se han
descrito pocos casos de infeccidn nosocomial por esta especie, algunas por mecanismos

de transmisidn exdgena y en otros por infecciones cruzadas.?

1.5 Infeccion por otras levaduras

Desde un punto de vista epidemiolégico, las nuevas levaduras emergentes se les pueden

encontrar en el medio ambiente y, especialmente en tracto gastrointestinal y genital.

Trichosporon cutaneum causa habitualmente una infeccion superficial en la base del pelo
conocido como “piedra blanca”. En los enfermos hospitalizados se han dado casos
esporadicos en pacientes con inmunodepresion profunda. Clinicamente se manifiesta
como infeccién grave de la piel, endocarditis, infeccién sistémica o peritonitis asociada

con el catéter de la didlisis.?®

Se han descrito varios casos de fungemia por Rhodotorula sp y se ha relacionado siempre
con el uso de catéter intravenoso, aisldndose casi siempre de la sangre tomada del
catéter. Rhodotorula mucilaginosa también conocida como Rhodotorula rubra es una
levadura pigmentada de color rojo anaranjado debido a la presencia de pigmentos
carotenoides, es la especie mas frecuentemente identificada en infecciones en humanos
seguida por R. glutinis y R. minuta, esta levadura es un hongo oportunista capaz de
producir infecciones localizadas y generalizadas del tipo fungemia. Una elevada
proporcidn de infecciones invasoras ha sido descrita en pacientes inmunodeprimidos

(oncoldgicos, trasplantados o con VIH).*

La criptococosis es una micosis oportunista aguda, subaguda o crénica, inicialmente
pulmonar causada principalmente por Cryptococcus neoformans (variedad neoformans y
grubii) y Cryptococcus gattii. Es un hongo que ocasionalmente causa infeccidon en
humanos con inmunosupresion. Se encuentra con frecuencia en deposiciones de palomas,

en la tierra y en algunas frutas. La puerta de entrada de este patdgeno es a través de las
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vias respiratorias, en forma de aerosoles en los que el hongo no esta encapsulado, la

formacion de la capsula se produce luego de que la levadura infecta los tejidos.>!

La geotricosis es producida por la levadura del género Geotrichum sp, hongo de
distribucién cosmopolita, presente en el medio ambiente, la piel y mucosas del hospedero
humano. Como en todos los casos del oportunismo, el hospedero con respuesta inmune
deprimida desarrolla la enfermedad. La infeccion puede ser de fuente enddgena o
exdgena. Las formas clinicas son varias y las mds frecuente es la pulmonar con
manifestaciones muy similares a la tuberculosis, con evolucién crénica y fulminante y de
mal prondstico. Se puede presentar también la lesién en las paredes bronquiales, en el
aparato digestivo se presentan lesiones orales y de localizacién intestinal de

caracteristicas similares a la candidosis. >
1.6 Métodos de diagndstico

Para el diagndstico de las micosis por hongos levaduriformes, no basta Unicamente con la
macroscopia y microscopia como lo es para los hongos filamentosos, sino que se requiere
ademas de pruebas bioquimicas para llegar al diagndstico de género y especie del agente

causal.®

Para el aislamiento primario de los hongos, se utilizan diversos medios de cultivo. Estos
medios hay que seleccionarlos en funcidon del hongo que se sospeche y del tipo de
muestra. La temperatura de incubacion depende del hongo de que se trate, ya que los

hongos filamentosos se incuban a 25°C mientras que las levaduras se incuban a 37°C.

Existen medios de cultivo utiles para el aislamiento de los hongos unicelulares como lo es
el SDA, asi como de medios selectivos y diferenciales que permiten la identificacion
presuntiva de estos como agares cromogénicos utilizados para la identificacion de
especies de Candida; Agar Niger, Canavanina Glicina Azul de bromotimol para la

identificacidn y diferenciacién de Cryptococcus, por mencionar algunos.

Los medios cromogénicos estan disefiados para el aislamiento e identificacidon de algunas

especies del género Candida. El fundamento de los mismos se basa en la deteccién de
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determinadas actividades enzimaticas por parte de levaduras mediante la hidrdlisis
especifica de un sustrato cromogénico en presencia de un indicador de la enzima. Una de
las principales ventajas de estos medios es permitir diferenciar facilmente los cultivos

mixtos.>*

El medio CHROMagar Candida® fue descrito por Odds y Bernaest en 1994, para
identificar las especies clinicamente importantes del género Candida en base a la
coloracion que produce. Este medio permite diferenciar a C. albicans (verde), C. tropicalis

(azul), C. glabrata (rosa) y C. krusei (rosa palido).*®

El medio Candida ID® permite el aislamiento e identificaciéon presuntiva de C. albicans y
cierta orientacidn para la identificacion de otras especies no albicans, las colonias de
C. albicans adquieren un color azul, otras especies como C. guillermondii, C. tropicalis,

C. lusitaniae desarrollan un color rosa.>®

La identificacion basada en métodos de asimilacion de nutrientes, se fundamenta en la
aplicacion por separado de diferentes nutrientes hidrocarbonados o nitrogenados, sobre
un medio base sintético para apreciar el crecimiento selectivo de una levadura en la

, . . 7
cercania de los nutrientes necesarios para su desarrollo.?

La galeria Auxacolor® de Bio-Rad mostrada en la figura 2, es un sistema de identificacion
basado en la asimilacidon de 12 azlcares que permiten la identificacion de 26 especies. El
crecimiento de la levadura se visualiza por el cambio de un indicador de pH. La galeria
incorpora ademds, una prueba de resistencia al actidione y otra para la deteccién de la

actividad fenol oxidasa de C. neoformans.38
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AUXACOLOR®
DIAGNOSTICS PASTEUR

0159 ¢
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Figura 2. Sistema Auxocolor ® de Bio-Rad.

El sistema API 20C AUX® (bioMerieux) se compone de 20 cupulas con sustratos
deshidratados que permiten realizar 19 pruebas de asimilacion, mostrado en la figura 3.
Las cupulas se inoculan con un medio minimo semisdlido y las levaduras solo se

reproducen si son capaces de utilizar el sustrato correspondiente. Permite identificar un

total de 34 levaduras.*®

Figura 3. API 20C AUX® (bioMerieux)

En la actualidad se han comercializado diversos métodos de asimilacion de nutrientes que
simplifican tanto su uso como su interpretacion. La lectura de estas reacciones se hace por

comparacion con un control de crecimiento y la identificaciéon se obtiene a partir de un
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codigo numérico. Entre éstos se encuentra la galeria ID 32C® (BioMerieux), como se
observa en la figura 4, compuesta por diferentes pruebas de asimilacién y permite
identificar especies de Candida, Cryptococcus, Trichosporon, Geotrichum, Rhodotrula,

Saccharomyces, Pichia, Malassezia, Hansenula en 24 a 48 horas.*

La galeria se compone de 32 cupulas; 29 contienen un sustrato de carbono deshidratado,
una es el control negativo, otra detecta la sensibilidad a la cicloheximida y la ultima es una

prueba colorimétrica para la esculina.®

Figura 4. Galeria ID32C® (bioMerieux)

El sistema Vitek® consta de un mdédulo con cdmara de vacio para inoculacion de la tarjeta,
un lector/inoculador, un sistema automatico de manipulacion de tarjetas, un fotdmetro
para medir la densidad dptica, un ordenador central y una impresora. Permite identificar
36 especies diferentes de levaduras en 24 horas, 16 especies del género Candida, 6 de
Cryptococcus, 3 de Rhodotorula, 2 de Trichosporon, 3 Geotrichum, 2 Protheca, Hansenula

.. . .. .. . 11
anomala, Pichia ohmeri, Saccharomyces cerevisiae y Yarrowia lipolytica.

Entre los sistemas automadticos estdn: el sistema Vitek® 2 que es utilizado para la
deteccién del metabolismo fungico, pudiendo identificar levaduras en tan solo 15 horas.
Esta basado en tecnologia de fluorescencia y se compone de la tarjeta de andlisis con 63
pozos. Este sistema permite la identificacion de 51 especies diferentes incluida
Candida dubliniensis y al igual que los sistemas semiautomaticos requieren pruebas

.« . s . . . . . .7 2
adicionales (fundamentalmente morfoldgicas) en caso de baja discriminacion.*
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El Rapid Yeast ldentification panel MicroScan® es un método automatizado para la
identificacion rapida de 40 especies de levaduras en 4 horas, identifica especies de
Candida, Cryptococcus, Geotrichum, Rhodotorula, Trichosporon, Protecha, Pichia,
Hansenula, Saccharomyces. Se basa en la utilizacién de pruebas convencionales vy
cromogénicos en una placa de micro dilucion de 96 pozos que utilizan 27 sustratos

deshidratados.®

También se utilizan pruebas fisiolégicas como tubo germinativo, produccién de
clamidoconidios ambos utilizados para la identificacién de C. albicans. Sin embargo, tubo
germinativo resulta hoy en dia obsoleto, ya que no es especifico para C. albicans debido a
que C. dubliniensis tiene comportamiento similar a éste, ademas de que no todas las
C. albicans dan positivo para esta prueba, un falso positivo podria presentarse con

C. tropicalis porque produce una estructura similar al tubo germinativo de C. albicans.**

Es importante reiterar que algunos medios de cultivos selectivos y diferenciales son de
gran utilidad para dar un diagndstico presuntivo, sin embargo se tiene que hacer una
identificacidon confirmativa utilizando algunas de las pruebas bioquimicas existentes o que

usen en su laboratorio.
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II.  JUSTIFICACION

Existen numerosas pruebas para la identificacién de hongos levaduriformes, por lo tanto
es indispensable conocer su utilidad para el diagndstico, ya que de su funcionalidad

depende la correcta identificaciéon de microorganismos causantes de enfermedad.

Hoy en dia, se han creado nuevos medios de cultivo que permiten una facil y sencilla
identificacion de hongos levaduriformes, y en especial de los referidos a algunas especies
de Candida. El agar Brillance Candida®, un nuevo medio cromogénico que permite la
identificacion de C. albicans, C. tropicalis y C. krusei, para conocer su utilidad en el
diagndstico es necesario realizar una comparaciéon de éste, con un medio de cultivo

convencional del cual su funcionalidad es garantizada, el CHROMagar Candida ®.

Asi mismo otras pruebas rdpidas para la oportuna identificacién de hongos unicelulares
han salido al mercado y para ello es necesario asegurar su funcionalidad para la
identificacion de estos microorganismos, por tal razén el Sistema de Identificacion
Bioquimica OXOID® y el Sistema RapID Yeast Plus® seran comparados con el medio

CHROMagar Candida® y con el Sistema ID 32 C® respectivamente.

Por lo tanto, se hard una correlacién estadistica de los datos obtenidos en cada prueba y
asi conocer si no hay diferencias significativas entre ellos, es decir, entre las pruebas de
identificacidn en estudio y las pruebas convencionales con la finalidad de establecer si son
confiables para ser utilizados en la practica como métodos alternativos para el

diagnédstico.

El diagndstico puede considerarse como el mas importante resultado de la practica
médica, ya que es la clave que conduce al tratamiento. Se llama prueba diagndstica a
cualquier proceso, que pretenda determinar en un paciente la presencia de cierta
condicidn patoldgica, por lo tanto, al considerarse el mas importante de los resultados
este debe ser eficaz y confiable, para corroborarlo se utilizan diversos criterios estadisticos

para conocer si hay diferencias significativas.*
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Para la comparacion de métodos y comprobacion de hipdtesis se utilizardn calculos
s . . . . e . 60 ,
estadisticos, para conocer si hay diferencias significativas.” Entre los métodos que

permitiran el analisis de los datos cualitativos esta la Chi cuadrada (X%), es un método muy

flexible utilizando el programa Spss.*®
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m.  OBIJETIVOS

Objetivo general

Comparar tres pruebas de identificacion para hongos levaduriformes (Agar Brillance
Candida®, RapID Yeast Plus System® y Sistema de Identificacion Bioquimica Oxoid®)
contra métodos convencionales (CHROMagar Candida® e ID 32C®) utilizando cepas
clinicas de padecimiento sistémico obtenidas de pacientes pedidtricos en el Hospital

Infantil de México “Federico Gomez”.

Objetivos particulares

e Verificar que las cepas proporcionadas por el Hospital Infantil de México “Federico

Gomez” no estén contaminadas.

e Corroborar la identificacion previa de las cepas utilizadas con el sistema de

asimilacién de compuestos de carbono ID 32 C ® (bioMerieux).

e Correlacionar los datos obtenidos en cada prueba con el andlisis estadistico

utilizando el programa SPSS para determinar si hay relacién entre ellos.
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IV. HIPOTESIS

Ho= Si las pruebas de identificacion para la diferenciacion de hongos levaduriformes no
presentan diferencias significativas con las pruebas estandar, entonces tendremos un

método analitico confiable y oportuno para el diagndstico.

Ha= Si los métodos de identificacion para la diferenciacion de hongos levaduriformes
presentan diferencias significativas con las pruebas estandar, entonces no tendremos un

método analitico confiable y oportuno para el diagndstico.

VARIABLES

Dependiente: pruebas de identificacion de hongos levaduriformes

Independiente: cepas de hongos levaduriforme
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V.  MATERIALY METODOS
5.1 Diseio
Observacional, transversal, retrospectivo, comparativo, cerrado.

Criterios
a) Inclusion

-Cepas de hongos levaduriformes aislados de padecimientos sistémicos en pacientes
pediatricos.

-Pacientes con expedientes completos.

b) Exclusién: Cepas no viables.

c) Eliminacién: Cepas contaminadas y cepas con identificacion dudosa.
Tamaiio de muestra

Se trabajo con 41 cepas de Candida sp aisladas de padecimientos sistémicos en el periodo
2004-2008, previamente identificadas con ID32 C® y CHROMagar Candida® y con 6
cepas diferentes a Candida sp (Cryptococcus gattii, Cryptococcus neoformans,
Rhodotorula rubra, Schiztisaccharomyces pombe, Geotrichum capitatum, Trichosporon
mucoides). Se utilizaron como referencia cepas ATCC: C. albicans 14053, C. krusei 14423,
C. glabrata CB5138, C. parapsilosis 22019, Candida lusitaniae 34449,

C. neoformans 14116, C.tropicalis 123 y C.guillermondii
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Material y equipo de laboratorio

* Micropipetas de 10, 100 y 1000 * Mechero de Bunsen

pl
* Panel de prueba RapIDT'vI®

* Puntas para micropipetas de 10,

* TEST O.B.I.
100 y 1000 pL STO.B.1.S®

.. * |D32C®
*  Asas microbioldgicas

. C * Incubadora
* Cajas Petri estériles

*  Autoclave
* Matraz Erlenmeyer de 1L

*  Bal tari
* Probeta graduada de 1L alanza granataria

Medios de cultivo
*  Sabouraud Dextrosa Agar (SDA)
*  Agar Brillance Candida® (BCA)

* CHROMagar Candida® (CHC)
Reactivos
* Suplemento selectivo Brillance Candida (cloranfenicol)
*  Solucion OBIS Rehidratante
* Revelador OBIS NaOH
* Revelados OBIS DMAC
* Reactivo RaplD Yeast Plus A
* Reactivo RaplD Yeast Plus B

*  Agua destilada estéril
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5.2 Diagrama de flujo

ATCC conservadas a -70°C en
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5.3 Metodologia

Posterior a la preparaciéon del medio SDA mostrado en el anexo A, las cepas ATCC y de
aislamientos clinicos se resembraron por estria cruzada y se incubaron de 30 a 37°C por 24
a 48 horas maximo. También se resembraron en este medio las cepas diferentes a

Candida.

» Medios cromogénicos

a) Una vez obtenido crecimiento en el SDA, se resembraron en los medios cromogénicos
CHROMagar Candida® vy Brillance Candida® (la preparacion de los medios se muestran
en el anexo B), y se esperd el crecimiento segun las indicaciones del inserto, mostrado en

la figura5y6.
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Figura 5. Aspecto de las colonias de Candida sp en el medio CHROMagar Candida®.

(En azul se muestra C. tropicalis, en verde C. albicans, en rosa C. glabrata y en rosa pélido
C. krusei.)
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Figura 6. Aspecto de las colonias de Candida sp en el medio Agar Brillance Candida®.

(En azul se muestra C. tropicalis, en verde C. albicans y en morado C. krusei.)

b) Las lecturas se realizaron a las 24, 48 y 72 horas.
c) Se compararon las caracteristicas de las colonias de los hongos (coloracién, tamaiio,

aspecto) en ambos medios.
> Sistema de Identificacion de Levaduras ID 32 C®
a) Preparacion del inéculo

1. Abrir una ampolla de API® Suspension Medium (2mL). En el anexo C se muestra la

composicion de la ampolla.

2. Tomar una o varias colonias del medio de cultivo SDA.

3. Preparar una suspension de turbidez igual al patrén 2 de Mc Farland (6.0 x 10® UFC/mL).
4. Abrir la ampolla de API C Medium y transferir 250 pL de la suspensién precedente.

b) Inoculaciéon de la galeria.
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1. Inocular cada cupula de la galeria con 135 uL de la suspension preparada al 2 de Mc

Farland.

2. Cerrar la galeria con la tapa. En el anexo C, se muestra la composicién de la galeria.
3. Incubar a 37°C por 24 a 48 horas.

c) Lectura de la galeria

1. Las reacciones obtenidas se codifican en un perfil numérico.

2. Comparar con el control (0) y anotar todas la cupulas que aparecen con turbidez como

positivos.

3. En la ficha se registran los resultados obtenidos de cada cupula, colocando (+) si es

positivo o (-) si es negativo.

4. Los ensayos se separan en grupos de 3 y se asignan para cada uno valoresde 1, 2y 4

como se observa en la figura 7.
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Figura 7. Ficha de registro de resultados del panel ID 32®.
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5. Se suman en el interior de cada grupo los valores que corresponden a las reacciones

positivas.
6. Obtener el cddigo correspondiente

7. ldentificar mediante el programa informatico apiweb "™® para obtener género y

especie del hongo levaduriforme.
> Sistema de Identificaciéon Bioquimica Oxoid (OBIS) ®

1. Utilizar la paleta de plastico sin usar y transferir aproximadamente de 3 a 5 colonias en

la zona de ensayo circular, asegurarse de que se tenga una capa fina y uniforme.
2. Humedecer el inéculo con una gota de solucién rehidratante (IDO0701M- tapa blanca)

3. Colocar la tarjeta en la funda de reaccidn de plastico y asegurarse que la zona de ensayo

se cubra.
4. Incubar a 37°C por 60 minutos.

5. Después de la incubacidn, eliminar la funda de plastico de reaccidn y dispensar una gota
de revelador de NaOH (ID0702M- tapa amarilla) sobre el drea de inoculacién. Los reactivos

se muestran en la figura 8.

6. El desarrollo de un color amarillo sobre el frotis de inoculacién indica presencia de [3-
galactosaminidasa, de lo contrario, el organismo no es C. albicans y no se requiere de mas

pasos.
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Figura 8. Reactivos del sistema OXOID para identificacién de Candida albicans

7. Dispensar una gota de revelador DMAC (ID0702M-tapa morada) sobre el area de

inoculacion.

8. El desarrollo de un color magenta sobre el area de inoculacién después de 10 segundos
indica la presencia de L-prolina aminopeptidasa (figura 9). Si no hay cambio de color indica

la ausencia de esta enzima y el organismo no es C. albicans. ,

Presenciade las dos
enzimas

Ausenciade una o
ambas enzimas

Figura 9. Resultados del sistema de Identificacién Bioquimica Oxoid (OBIS)®.
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9. Registrar el resultado en la tarjeta de prueba mostrada en la figura 10.

Figura 10. Tarjeta de prueba del Sistema de OXOID para Candida albicans.

> RapID ™ Yeast Plus System®
a) Preparacion del inéculo

1. Las placas usadas de SDA para la preparacién del indculo deben incubarse por 48 horas

a 30°C.

2. Con un asa bacterioldgica, suspender suficiente crecimiento del cultivo en el liquido de

inoculacién RapID ™ (2mL), seleccionar colonias aisladas.

3. Continuar afiadiendo el microorganismo hasta que la turbidez de la suspension oculte

completamente las lineas negras de la tarjeta de inoculacién.
b) Inoculacién de los paneles.

1. Con una pipeta transferir el contenido de todo el tubo de liquido de inoculacién a la

esquina superior derecha del panel.
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2. Sellar el acceso de inoculacion del panel. Los componentes del panel se muestran en el

anexo D.

3. Inclinar el panel en sentido contrario de los pozos de reaccion, aproximadamente en un

angulo de 45°.
4. Mover suavemente el panel para distribuir homogéneamente el indculo.

5. Mantener en posicién horizontal nivelada e inclinar lentamente hacia los pozos de

reaccion hasta que el indculo fluya completamente.
6. Incubar a 30°C o a temperatura ambiente por 4 horas.
7. Aiadir los reactivos correspondientes a los pozos que se indican en la figura 11.

*  Afiadir una gota del reactivo RapID ™ Yeast Plus A a los pozos del 7 al 14.

* ARadir una gota de reactivo RapID ™Yeast Plus B a los pozos del 16 al 18.

Situacion en el panel de prueba RapID™ Yeast Plus

Woe 4 9 4 4 5 6|7 8 9 0 oH 2B Ul o
pocillo
;‘ﬁf:bie GLU WAL SUC TRE RAF LIP [NAGA uSLU BGLU ONPG aGAL BFUC PHS PCHO| URE|PRO HIST LGY
. Reactvo RaplD™
™
Reactivo RaplD™ Yeast Plus A YeastPlisB

Figura 11. Panel del sistema de identificacidn bioquimica RapID Yeast Plus®.

8. Después de afiadir el reactivo RapID ™ Yeast Plus B, esperar al menos 30 segundos pero

no mas de 1 minuto para que desarrolle color.

9. Leer y puntuar los pozos de prueba de izquierda a derecha (En el anexo E se presenta

una tabla de interpretacion de los resultados del sistema asi como una guia de colores)
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10. Anotar las puntuaciones en los recuadros correspondientes del formulario de

resultados del Compendio de Cédigos RapID ™Yyeast Plus.

11. Consultar el cédigo obtenido en el formulario de resultados del Compendio de Cédigos

RapID ™ Yeast Plus (compendio electrénico) para la identificacion.
12. Realizar por duplicado.

13. Una vez realizado cada procedimiento, comparar resultados.
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VI. RESULTADOS Y ANALISIS

Se realizéd un estudio comparativo de un nuevo medio cromogénico el Agar Brillance
Candida®, y para ello se utilizaron 41 cepas de diferentes especies de Candida obtenidas
en el Hospital Infantil de Meéxico “Federico Gémez” de padecimientos sistémico
(candidemia) en pacientes pediatricos, dichas cepas fueron identificadas como: C. albicans,
C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei; y otros géneros como Geotrichum, Rhodotorula,
Trichosporon y Schiztosaccharomyces, identificados previamente mediante el sistema de

asimilacién de compuestos de carbono ID 32 C®.

En las tablas 1 y 2 se muestran el espectro de colores y morfologia colonial de las 41 cepas
de aislamiento clinico tanto en CHROMagar Candida® y Brillance Candida®, asi como de las

cepas ATCC que fueron utilizadas como control y otros hongos levaduriformes. En el anexo

F se muestran las cepas utilizadas en cada una de las pruebas de identificacidn en estudio.

Tabla 1. Morfologia colonial de especies de Candida en CHROMagar Candida® y Brillance

Candida®.

Género/ Especie

No. de cepas

Morfologia en CHROMagar
Candida®

Morfologia en Brillance

Candida®

Candida de aislamiento clinico de padecimiento sistémico

C. albicans 20 Verdes, lisas, cremosas Verdes, lisas, cremosas
C. tropicalis 12 Azul claro, lisas, cremosas Azul obscuro, lisas, cremosas
C. parapsilosis 8 Beige, lisas, cremosas Amarillas, lisas, cremosas
C. krusei 1 Rosa palido, planas, opacas Café, planas, opacas

Cepas ATCC de diferentes especies de Candida

C. albicans 14052 1 Verdes, lisas, cremosas Verdes, lisas, cremosas

C. tropicalis 123 1 Azul claro, lisas, cremosas Azul obscuro, lisas, cremosas
C. guillermindii 38 1 Beige, lisas, cremosas Beige, lisas cremosas
C. glabrata CB5138 1 Rosas lisas, cremosas Beige, lisas, cremosas

C. krusei 390 M 1 Rosa palido, planas opacas Cafés, planas, opacas
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Tabla 2. Morfologia colonial de géneros diferentes a Candida en CHROMagar Candida® y

Brillance Candida®.

Género/ Especie

No. de cepas

Morfologia en CHROMagar
Candida®

Morfologia en Brillance

Candida®

Otros géneros de levaduras

Geotrichum capitatum 1 Rosas de aspecto lanoso Moradas de aspecto lanoso
S. pombe 1 Amarillas, lisas, Verde, lisas, cerosas
Trichosporon mucoides 1 Azul claro, rugosas, cerosas Azul claro, rugosas cerosas
Rhodotorula rubra 1 Sin crecimiento Sin crecimiento
C. neoformans 1 Beige, mucoides, brillosas Beige, mucoides, brillosas
C. gattii 1 Beige, mucoides, brillosas Moradas, mucoides,

brillosas

El espectro de colores del CHROMagar Candida® se muestra en la figura 12 observando

un color verde para C. albicans, azul para C. tropicalis, rosa para C. glabrata, rosa palido

para C. krusei y beige para otras especies como C. parapsilosis.

a)
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Figura 12. Gamma de colores en CHROMagar Candida® de cepas ATCC.

C. krusei, b) C. albicans, c) C. tropicalis, d) C. glabrata y e) C. guillermondii
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La gamma de colores para Brillance Candida® se muestran en la figura 13. Se observa en

verde C. albicans, azul C. tropicalis, café obscuro o marrén C. krusei y beige dependiendo

de la actividad enzimdtica de las especies de Candida.

Figura 13. Gamma de colores en Agar Brillance Candida® de cepas ATCC.
a) C. albicans, b) C. tropicalis, c) C. guillermindii, d) C. glabrata y €) C. krusei
De acuerdo a los resultados, no hubo variacion significativa en cuanto a la morfologia
colonial de las cepas, y se obtienen la misma gamma de colores en la mayoria de estas a
excepcion del color café obscuro de C. krusei en el Brillance Candida® vya que en
CHROMagar Candida® las colonias de este hongo son color rosa palido (figura 14). Sin
embargo en el medio de interés, la tonalidad en los colores en mas intensa, ademas de
que al ser un medio opaco la visibilidad del tono de color es facilmente observable. En la

figura 15 se presenta la coloracidn obtenida en el medio Agar Brillance Candida®.

Figura 14. C. krusei en el medio BCAy en el medio CHC.
Izquierda: C. krusei (color café) en el medio BCA y en la foto de la izquierda C. krusei (color rosa) en
el medio CHC
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Figura 15. Coloracién de las colonias de algunas cepas de aislamiento clinico en el HIMFG en el
medio Agar Brillance Candida® de lado izquierdo y CHROMagar Candida® lado derecho.

Derecha: En azul se presentan las cepas de C. tropicalis, en verde C. albicans y en amarillo
C. parapsilosis. 1zquierda: En azul C. tropicalis, en verde C. albicans y en amarillo C. parapsilosis

Cabe mencionar que, algunas de las cepas de C. tropicalis no mostraron el azul obscuro
como se observa en la figura 16, ya que en 3 cepas la pigmentacién mostré un tono
morado, esto pudo deberse a que las cepas no son de recién aislamiento, sino que, son
cepas aisladas en los afios 2004 a 2008, por lo tanto la actividad enzimatica se ve afectada
por el tiempo de congelacién y el uso que se les ha dado hasta la fecha, sin embargo, se
realizd6 para estas nuevamente el ID32C® las cuales fueron identificadas

satisfactoriamente como C. tropicalis en un 99.9%.
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Figura 16. Pigmentacion colonial de C. tropicalis en el medio Agar Brillance Candida® y
CHROMagar Candida®.

(Puede notarse que la coloracion no es la esperada en el BCA en comparacion con las cepa control
ATCC).

En cuanto a los otros géneros, aunque también hacen cambio de color en el medio, es
diferenciable de Candida ya que las colonias son de aspecto cerosas. La finalidad de
sembrar géneros diferentes a Candida fue para corroborar que no se presenten falsos
positivos en el medio y que solo es capaz de identificar las especies de Candida referidas

por el fabricante. (Figura 17)
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Figura 17. Morfologia y coloracion de cepas diferentes a Candida en el medio Agar Brillance
Candida®.

a) Geotrichum capitatum, b) Rhodotorula rubra, c) Trichosporon mucoides, d)
Schiztosccharomyces pombe.

El BCA tiene la capacidad de identificar especies de Candida por la presencia de dos
enzimas: fosfatasa alcalina que es producida por C. krusei y hexosaminidasa producida por
C. tropicalis y C. albicans. Estas enzimas tienen la capacidad de degradar los sustratos
cromogénicos presentes en el medio de cultivo el BCIP (5-Bromo-4-Cloro-3’-Indolfosfato) y

X-NAG (N-acetil-B-D-Glucosamina) respectivamente.

En la tabla 3 se muestra un resumen de los resultados obtenidos con los diferentes
métodos utilizados en la identificacion morfolégica de los aislamientos. Recordando que
se toman como positivas las cepas que es capaz de identificar cada medio segun las

indicaciones del fabricante.
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Tabla 3. Resumen de los resultados obtenidos en los medios CHROMagar Candida® y Agar

Brillance Candida®

No. de

No. de

Cepa Género/Especie | CHC | BCA Cepa Género/Especie | CHC [ BCA
2 C. albicans + + 79 C.tropicalis + +
4 C. tropicalis + + 80 C.tropicalis + +
10 C.parapsilosis - - 82 C.tropicalis + +
13 C.albicans + + 84 C.tropicalis + +
14 C.parapsilosis - - 88 C.parapsilosis - -
19 C.albicans + + 90 C.tropicalis + +
28 C. albicans + + 91 C.albicans + +
30 C.parapsilosis - - 95 C.albicans + +
31 C. parapsilosis - - 109 C.albicans + +
32 C. tropicalis + + 115 C.albicans + +
33 C. tropicalis + + 120 C. krusei + +
35 C. albicans + + 122 C. albicans + +
45 C. albicans + + 124 C. parapsilosis - -
47 C. albicans + + 126 C. albicans + +
51 C. tropicalis + - 153 C. tropicalis + +
53 C. albicans + + 168 C. parapsilosis - -
58 C. albicans + + 176 C. albicans + +
64 C. parapsilosis - - 181 C. albicans + +
69 C. albicans + + 21 G. capitatum - -
70 C. tropicalis + - --- S. pombe - -
72 C. tropicalis + - --- T. mucoides - -
73 C.albicans + + 387 C. neoformans - -
74 C.albicans + + -—- C. gattii - -
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En la figura 18 se muestra que no hay diferencias entre los medios cromogénicos en la
identificacion de las especies. La barra azul representa las especies de interés
identificadas, C. albicans, C. tropicalis, C. krusei; mientras que la barra roja representa las
especies no identificadas, C. parapsilosis y los géneros diferentes a Candida, reiterando
gue se tomaron como positivas las especies identificadas por el medio de cultivo C.

albicans, C. tropicalis, C. krusei, de acuerdo a las especificaciones del fabricante.

COMPARACION DEL NUMERO DE CEPAS IDENTIFICADAS EN LOS MEDIOS
CHROMagar Candida ® Y Brillance Candida®
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Figura 18. Comparacion de la identificacion de las cepas utilizadas entre el CHC y el BCA.

Otra prueba comparada con el CHROMagar Candida® fue el Sistema de Identificacion
Bioguimica OXOID, en donde se utilizaron 19 cepas de C. albicans, 1 de C. krusei y 4 cepas
de otros géneros (Geotrichum, Trichosporon, Rodhotorula y Schiztosaccharomyces). La

tabla 4 muestra las cepas utilizadas asi como el resultado obtenido en cada ensayo.
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Tabla 4. Presencia de la produccion de las enzimas L- Prolin aminopeptidasa y

B—galactosaminidasa por Candida y otras levaduras

No. de cepa Género/Especie Presencia de L- Prolin Presencia de B—
aminopeptidasa Galactosaminidasa

ATCC 14053 C. albicans + +
Control positivo

ATCC 22019 C. parapsilosis - +
Control negativo

2 C. albicans 4 +
13 C. albicans + +
19 C. albicans + +
28 C. albicans + +
45 C. albicans + +
47 C. albicans + +
51 C. albicans + +
70 C. albicans + +
74 C. albicans + +
79 C. albicans + +
95 C. albicans + +
109 C. albicans + +
115 C. albicans + +
122 C. albicans + +
126 C. albicans + +
176 C. albicans + +
181 C. albicans + +
21 G.capitatum - -
- T. mucoides - -
- R. rubra - +
- S. pombe - +
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Esta prueba consiste en la detecciéon de las enzimas - galactosaminidasa y L-prolin-
aminopeptidasa. Se observa que todas las cepas de C. albicans tienen la capacidad de
sintetizar dichas enzimas para la degradacion de los sustratos p-nitrofenol-N-acetil-f-D-
glucosamina y L-prolinil-7-amido-4-metilcumarina presentes en la tarjeta de prueba. Lo
cual se pone en evidencia al adicionar el revelador correspondiente para cada sustrato,
NaOH y DMAC (Dimetilacetamina) respectivamente, dando como resultado una

coloracion amarilla y magenta.

En las tablas 3 y 4 se observa que todas las especies de C. albicans producen las enzimas
antes mencionadas, mientras que otras especies y otros géneros no las producen a
excepcion de Schiztosaccharomyces pombe. Reiterando que se considera como positivo si
hay presencia de ambas enzimas y como negativo si hay presencia de una o ninguna de
ellas, puede notarse que para Schiztosaccharomyces pombe, da positivo para ambas
enzimas, ya que se ha encontrado que este hongo produce galactosaminidasa y ciertos

tipos de aminopetidasas. (Figura 19).

<«——— Control positivo

<4— C(ontrol negativo

Figura 19. Comparacién de S. pombe con un control positivo y un control negativo.

En la tabla 5 se presenta un resumen de los resultados obtenidos en cada prueba para la
identificacion de especies de Candida, puede notarse que la especie de interés
identificada por esta prueba coincide con el medio CHC por lo que se considera que no se

observan diferencias entre éstos.
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Tabla 5. Resumen de los resultados obtenidos en el CHROMagar Candida® y la tarjeta de prueba

OBIS
No. de Cepa Género/Especie CHC OBIS
2 C. albicans + +
4 C.albicans + +
10 C.albicans + +
13 C.albicans + +
14 C.albicans + +
19 C.albicans + +
28 C.albicans + +
30 C.albicans + +
31 C.albicans + +
32 C.albicans + +
33 C.albicans + +
35 C.albicans + +
45 C.albicans + +
47 C.albicans + +
51 C.albicans + +
53 C.albicans + +
58 C.albicans + +
64 C.albicans + +
69 G. capitatum - -
70 T. mucoides - -
71 R. rubra - -
73 S. pombe - -
74 C. krusei + -
79 C. albicans + +
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En la figura 20 se puede observar que no hay diferencias en la identificaciéon de las
especies con el CHROMagar Candida® y el OBIS. La barra naranja representa las especies
identificadas como C. albicans, mientras que la barra café representa las especies no
identificadas como C. albicans. Notandose que la tarjeta presenta buenos resultados para

la identificacion de este hongo.

COMPARACION DEL NUMERO DE CEPAS IDENTIFICADAS EN
CHROMagar Candida® Y LA TARJETA DE PRUEBA OBIS®
18 18
20
15
10
5
0 0 0 1 0
pre———_ g

0

C. albicans | C. albicans | Otros generos | Otros generos |

18 | 18 | 6 | 6 |

CHC | OBIS | CHC | OBIS |

W ESPECIE IDENTIFICADA B ESPECIE NO IDENTIFICADA

Figura 20. Comparacion de la identificacion de las cepas utilizadas entre el CHROMagar Candida®
y el OBIS

Para garantizar que no hay diferencias significativas entre el Agar Brillance Candida® y el
OBIS con el CHROMagar Candida®, con ayuda del programa SPSS, se realizd el anélisis
estadistico de los resultados obtenidos en cada método (el andlisis estadistico de cada

prueba se presenta en el anexo J).
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El andlisis descriptivo de los resultados en el SPSS, se realizaron tablas de contingencia de
2x2 (anexo J) que muestran la proporcidon de cepas identificadas por cada método a
prueba, en las que se puede observar que las proporciones no son idénticas por lo que se
evalué con el mismo programa si hay significancia entre los métodos mediante la prueba
X?, obteniéndose un valor de X’= 0.448 y un valor de P de 0.503 en la evaluacién del BCA,

mientras que para el OBIS se tiene una X* de 0.762 y un valor de P de 0.383.

Tomando en cuenta que se utilizé un intervalo de confianza del 95%, un valor de
significancia (a) del 0.05 (P<0.05) y comparando con el resultado obtenido se tiene que,

al ser el valor de P mayor que o en ambos casos, la hipétesis nula no se rechaza.

Por lo tanto hay relacion entre las variables debido a que no se encontraron diferencias
significativas entre ellos. Recordando que la hipdtesis nula planteada hace referencia a
que hay relacion entre las pruebas de identificacion para especies de Candida, y

obteniéndose una correlacién del CHC y el BCA del 90.90% y del 94.73.

El panel del sistema remel RapID Yeast Plus® estd constituido por una galeria en la que
cada pozo tiene un sustratos como carbohidratos y cromogenos (figura 21) que van a ser
degradados por ciertas enzimas, es decir, este sistema se basa en la utilizaciéon de ciertas
sustancias por algunos hongos levaduriformes, este es a lo que se le conoce como

zimograma. (En el Anexo G se muestran los principios y componentes de la galeria)

Figura 21. Panel del sistema de identificacidn bioquimica RapID Yeast Plus®
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Para el estudio de este sistema se utilizaron 12 especies de los géneros Candida, una de
Geotrichum, Trichosporon, Cryptococcus y Schiztosaccharomyces. Una vez obtenido el
resultado de cada panel (Anexo H), este es introducido en la base de datos ERIC® para
obtener un cédigo que da el porcentaje de probabilidad de que sea el hongo en estudio,

los cddigos se muestran en la tabla 6.

Tabla 6. Cddigo y porcentaje de identificacidn de las cepas utilizadas para el ensayo.

No. cepa Género/Especie Cadigo % de identificacién
2 C. albicans 307011 99.9% C. albicans
4 C. tropicalis 712014 99.9 % C. tropicalis
10 C. parapsilosis 106031 95.6% C. lusitaniae
14 C. parapsilosis 550002 99.9% C. glabrata
21 G. capitatum 006032 79.5 % Hassenula winger
32 C. tropicalis 717006 99.9% C. tropicalis
45 C. albicans 303011 99.9% C. albicans
47 C. albicans 303013 99.9% C. albicans
53 C. albicans 303011 99.9% C. albicans
120 C. krusei 100002 99.9% C. krusei
387 C. neoformans 707040 99.9% C. neoformans
ATCC 10231 C. albicans 303013 99.9% C. albicans
ATCC 14053 C. albicans 303013 99.9% C. albicans
ATCC 14116 C. neoformans 707040 99.9% C. neoformans
ATCC 34449 C. lusitaniae 106411 94.8% C. parapsilosis
- C. gattii 000040 98.2% C. neoformans
- S.pombe | - No identificado
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Se observa en la tabla 6 que el sistema RapID Yeast Plus® no identificd correctamente
algunas de las especies utilizadas, notando también que el sistema no diferencia
correctamente a dos especies, C. parapsilosis y C. lusitaniae. En el anexo | se presenta una
tabla de los géneros y especies de hongos levaduriformes que identifica el panel asi como

el porcentaje de pruebas positivas en cada pozo para cada uno de ellos.

Tabla 7. Resumen de los resultados obtenidos con la prueba ID 32 C® y Yeast Plus

No. de Cepa Género/Especie YPS ID 32C®
2 C. albicans + +
4 C. tropicalis + +
10 C. parapsilosis - +
14 C. parapsilosis - +
21 G. capitatum - +
32 C. tropicalis + +
45 C. albicans + +
47 C. albicans + +
53 C. albicans + +
120 C. krusei + +
387 C. neoformans + +
ATCC 10231 C. albicans + +
ATCC 14053 C. albicans + +
ATCC 14116 C. neoformans + +
ATCC 34449 C. lusitaniae - +
--- C. gattii + +
--- S. pombe ND +

ND: No Determinado

Puede observarse que no es tan eficaz en comparacién con este ultimo, y como se observa
en la figura 22, las diferencias son muy significativas ya que el niumero de especies
identificadas por el Yeast Plus® es muy baja. Es importante reiterar que el Yeast Plus® no
es muy eficiente, ya que solo mostrd buenos resultados en la identificacion de especies de
Candida a excepcién de C. parapsilosis. También se tiene buenos resultados en Ia

identificacion de Cryptococcus.
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6 COMPARACION DE LAS CEPAS IDENTIFICADAS EN EL PANEL
ID 32C® Y RaplID Yeast Plus System®
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Figura 22. Comparacion en la identificacién de las cepas entre el ID 32C® y el Yeast Plus®

En el anexo J se muestra la integracién de los resultados en una tabla de contingencia
mostrando las proporciones de las cepas identificadas. La frecuencia esperada es el
porcentaje esperado por el sistema SPSS a partir del nimero de cepas usadas en el
ensayo. Se puede notar claramente que el Yeast Plus® no presenté buen rendimiento en
la identificacién de los hongos en estudio, por lo tanto, puede decirse que no hay relacién

entre las pruebas.

Las variables que se consideran que intervinieron para que este método de identificacién
no presentara buenos resultados fueron el tiempo de incubacién, recordando que esta
prueba da resultados en cuatro horas, y la temperatura de incubacién, en este caso los

paneles se incubaron a temperatura ambiente como lo marca el inserto.
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Esto comparado con el ID 32 C® el cual se incuba a 37°C de 24 a 48 horas da mas tiempo
a los hongos a degradar los sustratos contenidos en cada cupula del panel, favoreciendo
asi con la temperatura de incubacidn, el mantenimiento metabdlico del microorganismo

asi como la reproduccién del mismo.

Para corroborar los datos proporcionados por el grafico y la tabla de contingencia de 2 x 2,
de acuerdo al anélisis estadistico se tiene una X’=5.8 y P=0.015, por lo tanto, se rechaza
la hipdtesis nula al encontrar diferencias significativas del Yeast Plus® con respecto al ID

33C®, obteniéndose una correlacién del 70.5%.
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VIl. DISCUSION

Las micosis por hongos oportunistas han ido en aumento, por lo que es de gran
importancia que los métodos de diagndstico sean eficientes y sobre todo que den un
resultado rdpido, lo que facilita al médico que administre el tratamiento adecuado al

paciente y en tiempo oportuno.*’

El uso de medios de cultivo con sustratos cromogénicos ha sido un gran avance en el
reconocimiento temprano de distintas especies de levaduras, en especial para distinguir a
especies de Candida, tal como observar la presencia de mas de una especie en una misma
muestra clinica. De esta forma se puede orientar la terapéutica anti fungica mds adecuada

hasta tener la tipificacién definitiva.*

En este estudio se comparé la capacidad de identificacidon presuntiva de un nuevo medio
cromogénico (Brillance Candida®) con CHROMagar Candida® utilizado en el Hospital
Infantil de México “Federico Gémez”. Se pudo notar que ambos medios son Utiles para la
identificacion presuntiva de varias especies de Candida tal como lo especifica el

fabricante.

Se comprobd que los medios de cultivo CHROMagar Candida® y Agar Brillance Candida®
no tienen diferencia significativa de acuerdo al analisis estadistico X? obteniéndose un

valor de 0.448 y un valor de P =0.503 (P>0.05).

Los resultados obtenidos concuerdan con el estudio realizado por Alfonso et al”, en el
gue demuestra que ambos medios son similares de acuerdo al grado de concordancia
obtenido. Este autor menciona que el medio BCA tiene la capacidad de hacer la
identificacion presuntiva de otras levaduras, sin embargo esto hallazgos deben ser

corroborados por otro estudio.

También se realizé una comparacion en el tiempo de aparicion de los productos, tanto en
medio BCA y CHC y se observé que el tiempo de aparicion de la coloracion de las colonias
del hongo fue después de 60 minutos de que se sembrd, mientras que en el medio CHC Ia

coloracién se comenzé a presentar coloracién a las 4 horas después de la siembra, por lo

FES CUAUTITLAN TEAHULOS, 2014

46

—
—



gue se puede decir que, el medio BCA la identificacién presuntiva es mas rapida que el
CHC, sin embargo, para tener la certeza de ello es necesario realizar otro estudio

utilizando cepas de recién aislamiento.

Aunque, actualmente no se tiene un costo establecido para el medio de cultivo en
estudio, la eleccidon del BCA o CHC dependerd del costo y de las preferencias del operador,
dado que ambos son faciles de preparar y brindan resultados confiables para la
identificacion presuntiva, debe recalcarse la importancia de seguir las instrucciones de

preparacion del fabricante, para evitar resultados erréneos.

Otra prueba de identificacion comparada con el CHROMagar Candida® es la tarjeta de
prueba OBIS para C. albicans, no hay estudios realizados en México, sin embargo, el
anadlisis estadistico mostré que hay similitud entre el medio de cultivo y la tarjeta,

obteniéndose un valor estadistico de X’=0.762 y P=0.383 (P>0.05).

Es importante mencionar que la tarjeta de prueba OBIS es rapida vy proporciona los
resultados en un tiempo menor a 48 horas. Una vez aislado el patdgeno, se inocula en la
tarjeta y después de una hora de incubacion y al adicionar los reveladores

correspondientes se determina si el microorganismo es Candida albicans o no.

Es indispensable llevar a cabo las indicaciones del fabricante para obtener resultados
favorables, y se debe tener en cuenta que la coloracién de la mayoria de las colonias es

amarilla que puede confundirse con la coloracion presentada al adicionar el revelador.

La identificacion de los aislamientos micdticos hasta el nivel de especie en un laboratorio
clinico requiere del empleo de procedimientos rapidos y precisos, porque esta
informacién puede ser importante para orientar al tratamiento antifungico. En otras
razones, la importancia de identificar estos organismos en cuanto a género y especie, se
encuentran las epidemioldgicas, ya que esto permite ampliar el conocimiento de estas

especies desde el punto de vista clinico y micolc')gico.50
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Hasta ahora, los procedimientos para la identificacién de hongos levaduriformes se basan
en varias pruebas, incluida la habilidad de asimilar azliicares como Unica fuente nutricional.
De las pruebas fisioldgicas y bioquimicas se han derivado como ya se menciond, los
ensayos de asimilacion (auxograma) y fermentacién (zimograma) para la identificacién de

levaduras.

Para la identificacion confirmativa de diferentes hongos levaduriformes se tiene el panel
de prueba ID 32C® que se basa en la asimilacién del hongo para crecer en presencia de
compuestos de carbono y nitrogenados. Este sistema se utiliza con frecuencia para la
estandarizacion de diferentes pruebas diagndsticas y es el utilizado en el Hospital Infantil

de México “Federico Gomez”

Se evalué la capacidad de un nuevo sistema de identificacidon para hongos levaduriformes
RaplID Yeast Plus System®, este zimograma fue comparado con el auxograma ID 32C®,
dicho estudio revelé que el RapID Yeast Plus no es de gran eficacia para la tipificacién. En
el andlisis estadistico se obtuvo una X* de 7.286 y un valor de P de 0.007 (P>0.05),

deduciendo que no hay relacion con la prueba estandar.

Los resultados obtenidos no coinciden con otros estudios realizados, Sanguinettii y col.”

concluyeron que el sistema RapID Yeast plus® es un buen método de identificaciéon para
levaduras, ellos lo compararon con el VITEK 2, con ID 32C® y el APl 20C®. Otro estudio
realizado por Stockman vy col. 2 en el gue compararon el Rapld Yeast Plus System con el

APl 20 C® determinaron que tienen un 95% de correlacién entre ellos.

Aunque el sistema RapID Yeast Plus® es fécil de preparar y da resultados 4 horas después
de la inoculacion del panel, se tiene que tomar en cuenta que la suspensidon preparada
para la inoculacién debe tener caracteristicas especificadas por el fabricante y que debe
hacerse en lo posible que cada pozo contenga aproximadamente el mismo volumen para

evitar resultados erréneos.
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La unica diferencia que tiene el RaplD Yeast Plus® con el ID 32C® es que éste debe
incubarse es de 48 a 72 horas después de la inoculacion del panel, y aunque el tiempo de

procesamiento es mas prolongado la confiabilidad en el diagndstico es alta.

El RapID Yeast Plus®, ademds de que no mostrd buenos resultados, se observd que no es
capaz de diferenciar a C. parapsilosis de C. lusitaniae, asi como géneros de Geotrichum,
por lo que el sistema puede utilizarse Unicamente para la identificacion de especies de

Candida y Cryptococcus spp.

En la actualidad se cuentan con diversos métodos, los cuales varian en tiempo de ensayo,
especificidad, sensibilidad, costos, etc. Varios sistemas existen en el mercado, como:
APl 20C®, APl ID32 C®, panel MicroScan®, Vitek®, entre otros, con la finalidad de
simplificar y acelerar la identificaciéon de los hongos. No obstante, estos poseen elevados

precios, elemento que limita su uso en la rutina del laboratorio clinico.

En cuanto a las pruebas de identificacion evaluadas en el trabajo, la diferencia en costos
es un poco superior a las pruebas estandarizadas, esto es debido a la poca rotacién en el
mercado de estos productos (OBIS®, RapID Yeast Plus System®, BCA®)debido a que son
productos de recién ingreso al mercado. En el anexo K se muestran la comparcion de

precios con diferentes distribuidores.
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VIIl. CONCLUSIONES

De acuerdo al andlisis estadistico, se comprobd que dos de los tres métodos en estudio
son Utiles para su uso en el diagnodstico, el medio Agar Brillance Candida® vy el sistema de
identificacion bioquimica para Candida albicans, al mostrar buena correlacién con el

CHROMagar Candida® el cual fué utilizado como prueba estandar.

Cabe mencionar que todas las cepas utilizadas fueron previamente identificadas con el
sistema ID 32C®, que también se utilizd6 como el estandar de oro para la comparacién con
el sistema RapID Yeats Plus®, y de acuerdo al analisis estadistico no presentd buenos

resultados ya que no hay relacion, su capacidad de identificacién es muy baja.

Existen numerosas pruebas para la identificacion de hongos levaduriformes, tomando en
cuenta caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas los cuales requieren de tiempo
prolongado para un diagnodstico certero. Sin embargo, a pesar de que el Yeats Plus®
proporciona resultados en un tiempo menor a 48 horas, no resulté muy eficiente para el
diagndstico, no obstante, puede utilizarse Unicamente para sospechas de candidosis o

criptococosis realizando también pruebas adicionales para confirmar.

En referencia a los costos, la diferencia no es muy alta en comparacién con las pruebas
gue en este caso se utilizaron de referencia, por lo que la eleccién del método de
identificacion dependerd de cada laboratorio y de acuerdo s sus posibilidades y sobre todo

a la confiabilidad de la prueba.
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X. ANEXOS

ANEXO A
Agar Dextrosa Sabouraud®

Tabla 8. Composicion del medio SDA.

Ingrediente Cantidad
Digerido enzimatico de caseina 10g
Dextrosa 40¢g
Agar 15¢g
Agua destilada c.b.p 1L

Preparacion del medio

Suspender 65 g de medio deshidratado en 1 L de agua destilada. Calentar agitando
frecuentemente y dejar hervir durante 1 minuto para disolver completamente los
ingredientes evitando el sobrecalentamiento. Esterilizar a 121°C durante 15 minutos.
Enfriar a temperatura ambiente, dispensar en placas Petri estériles y mantener en

refrigeracion.

FES CUAUTITLAN TEAHULOS, 2014

51

—
—




ANEXO B

CHROMagar Candida®

Tabla 9. Composicién del CHROMagar Candida®.

Ingrediente Cantidad
Peptona 10g
Glucosa 20g

Mezcla cromogénica 2g
Cloranfenicol 05¢g
Agar 15¢g

Agua destilada para 1L

Preparacion del medio

Disolver 20 g de CHROMagar Candida en 250 mL de agua destilada estéril. Calentar la
mezcla hasta disolucion completa. El medio no requiere esterilizacidon por autoclave, sin
embargo, después de enfriarlo en el bafio de agua a 45°C, el agar puede ser vertido en

placas. Después de solidificadas, las placas deben almacenarse a 4°C hasta su uso.

Agar Brillance ™ Candida®

Tabla 10. Composicién del Agar Brillance Candida®.

Ingrediente Cantidad
Peptona 4g
Mezcla cromogénica 136¢g
Cloranfenicol 0.25¢
Agar 136¢g
Agua destilada c.b.p 1L

Preparacion del medio

Suspender 15.6 g de medio deshidratado en 500 mL de agua destilada. Afiadir un vial de
suplemento selectivo del medio Brillance ™ Candida (cloranfenicol), al cual previamente
se le afiadiran 5 mL de etanol al 70%. Mezclarse cuidadosamente y llevar a ebullicién
agitando frecuentemente. Este medio no se puede esterilizar en autoclave, por lo que una

vez preparado se debe enfriar a 45°Cy se colocard en placas Petri estériles.
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ANEXO C

Tabla 11. Composicién de la galeria del ID 32 C®.

Cupulas TEST Substrato Cantidad
(mg/cupula)

1.0 GAL D-Galactosa 0.70
1.1 ACT Cicloheximida (ACTidiona) 0.014
1.2 SAC D-SACarosa 0.66
1.3 NAG N-Acetil-Glucosamina 0.64
1.4 LAT Acido LAcTico 0.64
1.5 ARA L-ARAbinosa 0.70
1.6 CEL D-CELobiosa 0.66
1.7 RAF D-RAFinosa 2.34
1.8 MAL D-MALtosa 0.70
1.9 TRE D-TREalosa 0.66
1.A 2KG 2-cetoGluconato potasico 1.09
1.B MDG Metil-o. -D-Glucopiranosida 1.92
1.C MAN D-MANitol 0.68
1.D LAC D-LACtosa (origen bovina) 0.70
1.E INO INOsitol 0.70
1.F 0 Sin substrato -

0.0 SOR D-SORbitol 2.72
0.1 XYL D-XlILosa 0.70
0.2 RIB D-RIBosa 0.70
0.3 GLY GLlcerol 0.82
0.4 RHA L-RHAmMnosa 0.68
0.5 PLE PalatinosA 0.66
0.6 ERY ERItritol 1.44
0.7 MEL D-MELibiosa 0.66
0.8 GRT GlucuRonaTo sddico 0.76
0.9 MLZ D-MelLeCitosa 0.66
0.A GNT GlucoNaTo de potasio 0.92
0.B LVT Acido LeVulinico 0.48
0.C GLU D-GLUcosa 0.78
0.D SBE L-SorBosA 0.70
0.E GLN GLucosamiNa 0.68
0.F ESC ESCulina 0.28
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ANEXO D

Composicion del Medio API C 7MlI

Tabla 12. Componentes del medio API C del ID32 C®.

Ingrediente Cantidad
Sulfato aménico 5g
Fosfato monopotdasico 031g
Fosfato dipotasico 0.45¢g
Fosfato disddico 092¢g
Cloruro sdédico 01lg
Cloruro célcico 0.05¢g
Sulfato de magnesio 02g
L-Histidina 0.005g
L-Triptofano 0.02g
L-Metionina 0.02g
Agente gelificante 05¢g
Solucidn de vitaminas 1mL
Solucién de oligoelementos 10 mL
Agua desmineralizada cts. 1000 mL
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ANEXO E

Sistema RaplD Yeast Plus

Tabla 13. Componentes del panel del Sistema RapID ™ Yeast Plus®.

N° de pocillo | Cédigo de la prueba | Ingredientes de los reactivos | Cantidad (%)
1 GLU Glucosa 1.0
2 MAL Maltosa 1.0
3 SucC Sacarosa 1.0
4 TRE Trehalosa 1.0
5 RAF Rafinosa 1.0
6 LIP Ester de 4cido graso 1.0
7 NAGA p-nitrofenil-N-acetil-$,D- 0.05

galactosaminidina
8 aGLU p-nitrofenil-o,D-glucdsido 0.05
9 BGLU p-nitrofenil- B,D-glucésido 0.05
10 ONPG p-nitrofenil-3,D-galactésido 0.05
11 aGAL p-nitrofenil-a,D-galactdsido 0.05
12 BFUC p-nitrofenil-B,D-fucdsido 0.05
13 PHS p-nitrofenil fosfato 0.05
14 PCHO p-nitrofenil fosforilcolina 0.05
15 URE Urea 0.3
16 PRO Prolina B—naftilamida 0.01
17 HIST Histidina B—naftilamida 0.01
18 LGY Leucil-glicina B—naftilamida 0.01
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ANEXO F

Tabla 14. Interpretacion de la prueba RapID Yeast Plus®

ity #N° i Reaccion
g:wgm cﬁld;g: dela Reactivo Comentario
P P Positivo Negativo
1 GLU
2 MAL
: : Azul, verde-azul, 0 Sélo se debe puntuar como positivo el desarrollo de un
8 SuC hieguo Amertio verde color amarillo bien definido.
4 TRE
5 RAF
. ; Rojo, rosa, naranja ~ Solo se debe puntuar como positivo el desarrollo de un
: o g AEe 0 dorado color amarillo limén bien definido.
7 NAGA
8 aGLU
9 pGLU
10 ONPG Reactivo RaplD™ Yeast : Transparente 0 El desarrollo de cualquier tono de amarillo se debe
Amarillo / ¥y
Plus A botdn cremoso puntuar como positivo
" aGAL
12 BFUC
13 PHS
14 PCHO
e ; : Sélo se puntuara como positivo el desarrolio de un color
15 URE Ninguno Eggrsar?gr':ur 8 ﬁ;nr:g'[?bar:gzﬂg 10j0 0 rojo-naranja oscuro. Los demés tonos de naranja
) ) ) se puntuardn como negativo.
16 PRO Transparente ; o
‘ : & dl Sdlo se puntuara como positivo el desarrollo de un color
™
17 HIST Reactivo ReplD™ Yeast  Morado, rojoo FRIE0, nArANA0 bien definido morado, rejo o rosa oscuro. Los tonos
altiz Mol fosa de pelico @ pélidos se puntuaran como negativos
18 LGY intermedio P QRIS

*NOTA: Los paneles se deben leer mirando a través de los pocillos de reaccién sobre un fondo blanco.
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ANEXO F

Figura 23. Guia de colores RapID®.

Se muestran los colores tipicos de reaccidén positivos (+) y negativos (-).
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ANEXO G

Cepas clinicas utilizadas en el estudio

Tabla 15. Cepas del género Candida utilizadas en el estudio comparativo de tres pruebas de
identificacion para hongos levaduriformes en el HIMFG.

No. de Cepa Género y Especie No. de Cepa Género y Especie
2 C. albicans 73 C. albicans
4 C. tropicalis 74 C. albicans
10 C. parapsilosis 79 C. ropicalis
13 C. albicans 80 C. tropicalis
14 C. parapsilosis 82 C. tropicalis
19 C. albicans 84 C. tropicalis
28 C. albicans 88 C. parapsilosis
30 C.parapsilosis 90 C. tropicalis
31 C. parapsilosis 91 C. albicans
32 C. tropicalis 95 C. albicans
33 C. tropicalis 109 C. albicans
35 C. albicans 115 C. albicans
45 C. albicans 120 C. krusei
47 C. albicans 122 C. albicans
51 C. tropicalis 124 C. parapsilosis
53 C. tropicalis 126 C. albicans
58 C. albicans 153 C. tropicalis
64 C. parapsilosis 168 C.parapsilosis
69 C. albicans 176 C.albicans
70 C. tropicalis 181 C. albicans
72 C. tropicalis
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ANEXO G

Cepas ATCC utilizadas en el estudio

Tabla 16. Cepas ATCC de Candida utilizadas en el estudio comparativo de tres pruebas de
identificacion para hongos levaduriformes en el HIMFG.

No. de Cepa Género y Especie
ATCC 390M Candida krusei
ATCC CB5138 Candida glabrata
ATCC 38 Candida guillermondii
ATCC 123 Candida tropicalis
ATCC 14053 Candida albicans
ATCC 34449 Candida lusitaniae
ATCC 10231 Candida albicans
ATCC 22019 Candida parapsilosis
ATCC 14116 Cryptococcus neoformans

Cepas clinicas diferentes a Candida utilizadas en el estudio

Tabla 17. Cepas utilizadas en el estudio comparativo de tres pruebas de identificacion para
hongos levaduriformes en el HIMFG

No. de Cepa Género y Especie
387 Cryptococcus
21 neoformans

- Geotrichum capitatum
- Cryptococcus gattii
- Schiztosaccharomyces
- pombe

- Trichosporon
mucoides

--- Rhodotorula rubra
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ANEXO H

Tabla 18. Principios y Componentes de la galeria del Sistema RapID Yeast Plus®.

N°de  Cédigode ’ . : o
pocillo  a prueba Ingredientes de los reactivos Cantidad Principio
1 GLU Glucosa 1.0%
2 MAL Maltosa 1,0% La utilizacion del hidrato de carbono da lugar a
3 SuC Sacarosa 1,0% productos écic_!os que bajan el pH e inducen el
4 TRE Trehalosa 10% Qo e iiceda,
5 RAF Rafinosa ‘ 1,0%
La hidr6lisis del dcido graso da lugar a productos
6 LIP Ester de 4cido graso 1,0% acidos que bajan el pH e inducen el cambio del
indicador,
i NAGA p-nitrofenil-N-acetil-p,D-galactosaminida  0,05%
8 oGLU p-nitrofenil-o,, D-glucésido 0,05%
° BaLY p-nitrofenit-B, D-glucdsido 0.05% La hidrdlisis enzimética del glucésido incoloro aril-
10 ONPG o-nitrofenil-B, D-galactdsido 0.05% sustituido o fosfoéster libera o- o p-nitrofenol
3 : ; 26007 ey arnariflo que es detectado con ayuda del reactivo
11 oGAL p-nitrofenil-o, D-galactdsido 0,05% RaplD™ %east Plus A Y
12- BFUC p-nitrofenil-g,D-fucdsido 0,05%
3 PHS p-nitrofenil fosfato 0,05%
i4 PCHO p-nitrofenil fosforilcoliria 0,05%
La hidrélisis de la urea da lugar a productos
19 URE Urea 0.3% alcalinos que aumentan el pH e inducen el cambio
3 i del indicador.
16 PRO Proiina-g-naftilamida 0,01% La hidrélisis enzimatica del sustrato de arilamida
i HIST Histdina B-naftitamida 0,01% libera B-naftilamira que se detecta con el reactivo
™
18 LY Leucilgicina p-naftlamida 0,01% P e e Ele B
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ANEXO |
Resultados de la utilizacion de sustratos en el Sistema RapID Yeast Plus®.

Tabla 20. Utilizacion de los componentes de la galeria por hongos levaduriformes.

=
o

11 12 13

[y
H
=
(6, }
=
[<)]
[y
~N
=
-]

Cepa/ 1 2 3 4 5 6 7 8 9

galeria

4 + + + + - - - + - - - - + - - - - +
I S A
14 + - + + - + - - - - - - - - - - + -
T A
32 + + + + - - + + + - - - - - - - + +
T R A
47 + + - - - - + + - - - - + - - + + -
S S T
120 + - - - - - - - - - - - - - - - + -

ATCC10231 + + - - - - + + - - - - + - - + - -

ATCC14116 + + + - - - + + 4+ - - - - - + - - -

C.gatti - - - - = - - o ..o
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ANEXO J

Tabla 21. Diagrama diferencial del Sistema RaplID Yeast Plus®.

Microorganismo GLU MAL SUC | TRE RAF LIP [NAGA® ofLU PBGLU {ONFG oGAL PFUC| PHS PCHO URE |PROY HIST LGY
SISO Culliiars 29 4 19 S s} 74 84 81 80 1 81 7 92 78 96 85 18 S0
SEsTsThITTT eoes CapiEUS 16 g 8 8 4 74 o 21 41 [o] o] 0 5 2 0 5 98 96
Codice shoas 6 94 2 14 1 84 4 Qo a 0 78 1 99 36 9
C oo 23 0 94 1 1 9] 1 1 G 2 7 0 S6 85
C. ef=mi 3 o] 2 o} o] 28 96 75 94 o] 11 2 86 2 55 11
C. colliculosa 38 5 o8 97 1 3] a5 90 1 o} 2 ag 0 3 99 86 &6
C. famata® jeio] o] 4 8 v} o 49 74 7 7 2 76 26 0 99 18 4
C. giabrafa" 98 8 2 86 2 24 1 4 11 sl 1 0 1 1 0 0 29 13
C. guilliermondii 91 0 92 4 38 3 o 63 4D C 70 1 91 88 7 99 70 29
C. infermedia a8 44 96 74 72 1 o 33 a9 o a 0 96 32 0 96 a7 28
C. kefyr™ . a7 7 98 3 92 g a 4 93 73 a 88 4] 3 1 16 4
C. krusei 89 41 1 1 0 1 a 0 26 c a ¢} 1 9 ] 69 35
C. Jambica 96 0 o] s} D 4 0 0 8 0 90 91 1 92 78 8
C. fusitaniae jeled o] 10 8 0 2 0 87 a8 0 0 a0 a8 6 99 66 6
C. marina 5 8] ¢] o 1] 0 0 1 o8 95 0 92 88 S0 2 98 92 2
C. parapsilosis 98 3 4 c v} 2 0 g4 8 9] 0 1 a0 77 4 98 15 6
C. rugosa o} Q 4] a 4] 84 14 a 2 60 o} 0 16 2 16 77 9
C. stellatoidez o8 95 ] g 2 9 g5 a5 5] 1 1 1 a1 2 0 42 9
C. tropicalis® $8 64 87 84 3 14 95 5 Q 1 1 60 &7 2 1 31 28
C. utilis a8 1 96 1 26 20 s} 1 g a8 92 2 17 90 85
C. zeyfanoides 7 a 8] 8] (] 20 C 0 8] 12 2 1 28 2 1
Cryptococcus albidus 86 &1 81 €9 11 14 so a2 0 1 18 a0 8a S0 70 61 11
3 Humicolus® 0 o 2 1 38 86 90 Q 98 66 88 93 81 55 17 36
Cr. laurentii 1 a o a 1 a1 77 a 9 16 838 as 28 8 4
Cr. necformans 68 16 44 5 11 3 15 12 38 0 ¢} 0 11 1 a8 1 2
Cr. terreus o] 0 0 0 0 0 0 19 0 98 0 74 70 70 a8 66 21
Cr. uniguttulatus 2 2 0 2 1 1 98 2 8 13 23 19 99 95 25 39
Geotrichium spp. 2 4] 8] 0 o} 2 0 0 84 0 0 71 1 o] 1 0 a0 61
;ﬂﬁﬂiﬁ@ﬁ:’ﬁ‘wﬂm 8 o ol o 5 2 Q 2 o8 0 o & 0 1 0 1 16 2
Hansenuia wingsi 98 0 0 9] o 2 1 90 o7 o} o] 80 90 93 0 13 20 24
Kiuyveromyces spp. 93 2 98 2 96 2 o 13 7 0 a} 0 51 2 0 55 3 37
Pichia anomala’ g9 22 96 1 94 2 o] j2le] o8 0 0 82 86 88 2 1 31 7
Frototheca wickerhamii S8 F(: BS 82 74 84 0 1 0 4] o 66 90 1 a0 8
. zepfii 98 70 B8O 63 7 8 0 D o} 0 1 g0 1 o} 3 15
Rhodoloruta giutinis 1 1 1 1 1 33 o] 34 4] 1 33 2 1 99 96
R. minuta 2 2 2 1 38 3 a0 81 0 2 88 23 2 98 29 7 21
R, rubra 9 6 5 3 2 48 a 64 2 4] Q 1} 28 26 a7 g9 71 62
Saccharomyces cerevisiae a3 24 96 1 92 1 85 82 5 9 1 3 1 1 1 66 44
Sporobolomyces salmonicolor o] 0 0 o o 11 a 0 0 a 3} 0 Q a7 98 838 986
Trichosporon beigafii 5 0 1 1 47 79 45 a3 [¢] 71 58 80 64 78 43 47 62
Yarrowia lipolytica G D o] [} ] 85 4] 0 32 0 o] 1 73 61 3 a8 S0 86
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ANEXO K
ANALISIS ESTADISTICO
MEDIOS DE CULTIVO CROMOGENICOS

Tabla 21. Tabla de contingencia de 2x2 de los medios cromogénicos CHC® y

BCA®
Identificacion Total
Si No
Recuento 33 14 47
CHC Frecuencia
33.0 14.0 47.0
Medio de esperada
cultivo Recuento 30 17 47
BCA Frecuencia
33.0 14.0 45.0
esperada
Recuento 63 31 94
Total Frecuencia
66.0 28.0 92.0
esperada

Tabla 22. Analisis estadistico de los medios cromogénicos CHROMagar Candida® y Brillance

Candida®
Valor gl Sig. asintdtica | Sig. exacta Sig. exacta
(bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 0.448 1 0.503
Correccién por
o 0.143 1 0.705
continuidad
Razdén de verosimilitudes 0.448 1 0.503
Estadistico exacto de
) 0.570 0.353
Fisher
Asociacidn lineal por
. 0.443 1 0.506
lineal
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CHROMagar Candida® y OBIS®

Tabla 23. Tabla de contingencia de 2x2 del sistema OBIS y CHROMagar Candida®

Identificacion Total
Si No
Recuento 19 5 24
CHROMagar .
Frecuencia
Candida 19.0 5.0 24.0
Panel de esperada
identificacion Recuento 18 6 24
OBIS Frecuencia
19.0 5.0 24.0
esperada
Recuento 37 11 48
Total Frecuencia
38.0 10.0 48.0
esperada

Tabla 24. Analisis estadistico del OBIS® y CHROMagar Candida®

Valor gl Sig. asintotica Sig. exacta Sig. exacta
(bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 0.762 1 0.383
Correccién por
o 0.190 1 0.663
continuidad
Razén de verosimilitudes 0.775 1 0.379
Estadistico exacto de
] 0.666 0.333
Fisher
Asociacidn lineal por
) 0.746 1 0.388
lineal
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SISTEMA RAPID YEAST PLUS® E ID 32C®

Tabla 25. Tabla de contingencia de 2x2 del Sistema Yeast Plus® e ID 32C®

Identificacion Total
Si No
Recuento 17 0 17
ID 32C
Frecuencia esperada 14.5 2.5 17.0
Panel utilizado
Recuento 12 5 17
Yeast
Frecuencia esperada 14.5 2.5 17.0
Recuento 29 5 34
Total
Frecuencia esperada 29.0 5.0 34.0

Tabla 26. Pruebas de chi-cuadrado del Yeast Plus® e ID 32C®

Valor Gl Sig. asintética | Sig. exacta Sig. exacta
(bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de
5.862 1 0.015
Pearson
Correccién por
o 3.752 1 0.53
continuidad
Razén de
o 7.798 1 0.005
verosimilitudes
Estadistico exacto de
) 0.044 0.022
Fisher
Asociacion lineal por
. 5.690 1 0.17
lineal
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ANEXO L

COMPARACION EN COSTO DE LAS PREUBAS EN ESTUDIO

PRODUCTO. OBSERVACIONES. MARCA. PRECIO
DISPOSITIVOS MEDICOS MBM S.A DE C.V
CHROM AGAR
CANDIDA. 10 PZS. BECTON DICKINSON. $ 269.30
ID32C. 25 GALERIAS BIOMERIEUX. No disponible
AGAR BRILLANCE MEDIO PARA
CANDIDA. PREPARAR OXOID. 8,339.00
RaplD Yeast Plus 20 PANELES REMEL. 1,569.00
System
OBIS TARJETA DE PRUEBA 0XO0ID. 4,865.00
DISTRIBUIDORA BIOGAMA
CHROM AGAR
CANDIDA. 10 PZS. BECTON DICKINSON. 269.30
ID32C. 25 GALERIAS BIOMERIEUX. 4,515.14
AGAR BRILLANCE MEDIO PARA -
CANDIDA. PREPARAR OXOID. No disponible
RaplD Yeast Plus 20 PANELES REMEL. No disponible
System
OBIS TARJETA DE PRUEBA 0XOID. No disponible
REACTIVOS, EQUIPO Y MATERIAL DE LABORATORIO S.A DE C.V
CHROM AGAR
CANDIDA 10 PZS. BECTON DICKINSON. 252.50
ID32C. 25 GALERIAS BIOMERIEUX. 5,300.00
AGAR BRILLANCE MEDIO PARA o
CANDIDA. PREPARAR OXOID. No disponible
RaplD Yeast Plus 20 PANELES REMEL. No disponible
System
OBIS TARJETA DE PRUEBA OXOID. No disponible
CENTRO PROVEEDOR DE LABORATORIOS CEPROLAB
CHROM AGAR
CANDIDA. 10 PZS. BECTON DICKINSON. 188.50
ID32C. 25 GALERIAS BIOMERIEUX. 5,079.00
AGAR BRILLANCE MEDIO PARA
CANDIDA. PREPARAR OXOID. 6,848.00
RaplD Yeast Plus 20 PANELES REMEL. 6,359.50
System
OBIS TARJETA DE PRUEBA 0XO0ID. No disponible
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