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1. TITULO

“ESPECIES DE Candida Y SU RESISTENCIA A FLUCONAZOL EN
MUESTRAS DE SECRECION VAGINAL DE MUJERES
EMBARAZADAS ATENDIDAS EN EL CENTRO DE SALUD N°1 DE
LA CIUDAD DE LOJA.”



2. RESUMEN

En el presente estudio de tipo descriptivo y corte transversal denominado: “Especies de
Candida y su resistencia a fluconazol en muestras de secrecion vaginal de mujeres
embarazadas atendidas en el Centro de Salud N° 1 de la ciudad de Loja”, se usaron
técnicas de laboratorio y de recoleccion de datos para determinar la frecuencia y especies
de Candida y su susceptibilidad frente al antimicotico mas usado; ademas de la
distribucion de los datos segun edad y vulvovaginitis recurrente (VVR) Para la
identificacion de Candida se usaron técnicas de andlisis con KOH al 10%; cultivo en agar
Sabouraud e identificacion de especies en Cromo agar; para determinar la sensibilidad a
fluconazol se usé la técnica de difusion en disco en agar Muller Hinton con glucosa y azul
de metileno basado en el protocolo de métodos estandarizados por el CLSI para el estudio
de sensibilidad a los antifungicos M 44-A. Participaron 67 mujeres embarazadas en cuyas
muestras se identificaron un 74.2% (n=23) de Candida albicans y un 25.8% (n=8) de
Candida krusei mientras que la determinacion de resistencia a fluconazol fue de 30.4%
(n=7) para C. albicans y 100% (n=8) para C. krusei; ademas el 44.4% (n=8) presentaron
vulvovaginitis recurrente; las edades mas frecuentes fueron entre 21 y 44 afios
correspondientes al 53.3 % (n=15). Por lo que se concluye que en la poblacién estudiada la
especie mas frecuente fue Candida albicans; que el 100% de C. krusei presentd resistencia
a fluconazol; que la presencia de VVVR no es un factor que se correlaciona a la resistencia a
fluconazol y que en la etapa de fertilidad (21 a 44 afios) las mujeres pueden ser méas

susceptibles a estas infecciones.

PALABRAS CLAVE: Candida spp, embarazadas, vulvovaginitis recurrente, fluconazol



3. SUMMARY

In this descriptive and cross-sectional study, called "Candida species and their resistance to
fluconazole in vaginal secretion samples of pregnant women attending Health Center N° 1
in the city of Loja", laboratory and data collection techniques were used to determine the
frequency and species of candida and their susceptibility to the most commonly used
antifungal; in addition to the data distribution according to age and recurrent vulvovaginitis
disease (VVR). In order to identify Candida, analysis techniques with 10% KOH,;
Sabouraud agar culture and species identification in Chrome agar were used. To determine
the sensitivity to fluconazole, the technique of disk diffusion in Muller Hinton agar with
glucose and methylene blue based on the protocol standardized by the CLSI methods for
studying antifungal susceptibility M 44-A were applied. Sixty-seven pregnant women
participated, within whose samples 74.2% (n = 23) of Candida albicans and 25.8% (n = 8)
of Candida krusei were identified. Meanwhile the determination of resistance to
fluconazole was 30.4% (n = 7) for C. albicans and 100% (n = 8) for C. krusei. Additionally
44.4% (n = 8) had recurrent vulvovaginitis; the most common ages for these occurrences
were between 21 and 44 years old, corresponding to 53.3% (n = 15). Thus, in the
population studied, it was concluded that the most frequent species was Candida albicans,
100% of C. krusei showed resistance to fluconazole, the presence of VVR is not a factor
that correlates to a resistance to fluconazole and women in their fertility (21 to 44) may be

more susceptible to these infections.

KEYWORDS: Candida spp, pregnant, recurrent vulvovaginitis, fluconazole



4. INTRODUCCION

La candidiasis vulvovaginal (CVV), particularmente en la mujer en edad reproductiva, es
una causa frecuente de consulta ginecoldgica, tanto la colonizacién como la infeccion
vaginal micotica son mas frecuentes en el embarazo y en mujeres con otros factores

predisponentes (Heredia, 2010).

La portacién asintomatica de Candida spp. en vagina en mujeres no gestantes oscila entre
10 y 17% y aumenta hasta un 35% en el embarazo. La resistencia de Candida spp.,
representa un reto terapéutico que deja un menor ndmero de posibilidades para el
tratamiento de estas infecciones que se caracterizan, a su vez, por una alta
morbimortalidad, el representante mas importante para el tratamiento es el fluconazol que
es un antifungico triazélico, cuyo mecanismo de accion es reducir la concentracion de
ergosterol, esencial para la integridad de la membrana citoplasmica fungica y su efecto es
fungistatico, la disponibilidad en el mercado facilitd su uso; sin embargo, como
consecuencia de ese uso tan generalizado, se ha desarrollado en levaduras como Candida
spp., el riesgo potencial de resistencia. En la actualidad, la resistencia informada al
fluconazol (FCZ) en especies de Candida albicans es cercana al 3%, con variaciones

regionales y locales muy notorias (Quintero, 2011).

El surgimiento de aislamientos resistentes a los antifingicos en el género Candida plantea
la necesidad de identificar las levaduras y determinar la sensibilidad a drogas antifungicas,

especialmente en aquellos casos de fracasos terapéuticos (Duque, 2010 ).

Se realiz6 un estudio sobre la evaluacion de la susceptibilidad de especies de Candida a
fluconazol por el método de difusion de disco en los paises de Colombia, Ecuador y
Venezuela, donde se obtuvieron 2.139 aislamientos de Candida spp., cuya clasificacion
reveld que Candida albicans era la especie mas frecuentemente aislada, seguida por
Candida parapsilosis, Candida tropicalis, Candida glabrata y Candida krusei, al analizar
los datos se encontré que C. albicans eran susceptibles al fluconazol, ligeramente menos
susceptible resultaron ser C. tropicalis y C. parapsilosis y la menor susceptibilidad se
encontro en las especies C. glabrata y C. krusei, lo cual indicd que en ellas estaba la mayor
resistencia (Catalina Bedout, 2012).

En la ciudad de Loja se realiz6 un estudio en mujeres embarazadas en la que la prevalencia

de infeccidn vaginal fue en su mayoria causada por hongos (Bricefio, 2009).



Por lo que el fin de este trabajo de tipo descriptivo fue determinar la frecuencia de las
especies de Candida y su resistencia a fluconazol en muestras de secrecion vaginal de
mujeres embarazadas atendidas en el Centro de Salud N° 1 de la ciudad de Loja, y
relacionar la presencia de resistencia a fluconazol de las especies de Candida con la
recurrencia de la vulvovaginitis (VVR) y la edad. Cuyos resultados reflejaron que Candida
albicans fue la especie que se presentd con mayor frecuencia seguida de Candida krusei,
asi mismo ambas presentaron resistencia a fluconazol en algunas cepas identificadas
siendo C. krusei la que presentd una resistencia total a este antimic6tico. También se
identifico que la presencia de VVR no se relaciona con la resistencia a fluconazol y que se
manifiesta principalmente en las mujeres en edades fértiles cuyos rangos etarios
corresponden desde los 21 a los 44 afios (OMS, 2010).



5. REVISION LITERARIA
5.1. Candida
5.1.1. Generalidades
Los hongos del genero Candida por lo comun crecen como levaduras redondeadas, ovales
o con forma de yema de 4 a 6 um que se reproducen por gemacion (blastoconidios). A
excepcion de C. glabrata, el resto de las especies asociadas a candidosis pueden formar
pseudomicelios; C. albicans y C. dubliniensis ademas son formadoras de hifas (Olivares.,
2011).

5.1.2. Taxonomia del género Candida
e Clase: Ascomycetes
e Subclase: Hemyascomycetes
e Orden: Saccharomycetales
e Familia: Saccharomycetes

e Género: Pichia, Hansenula, Arxiozyma (Bonifaz, 2012).

Candida es un hongo que esta presente en todos nosotros, se encuentra en las membranas
superficiales y en las mucosas. En cantidades pequefias es indemne pero cuando su
crecimiento aumenta drasticamente puede estar devastando su salud. El hongo Candida
suelta toxinas en el torrente sanguineo que tiene un efecto devastador en el sistema

nervioso Yy el sistema inmune (UNPA, 2012).

5.2.Morfologia

El género Candida comprende mas de 200 especies, pero solo cerca de 50 tienen un interés
médico y de estas alrededor de ocho son las mas frecuentes; sobresale Candida albicans, la
que puede aislarse entre 40 hasta 85% de los casos. Candida spp., son levaduras que no
producen pigmentos melanicos, y su forma puede variar segin la especie: globosas,
ovoides, elipticas y cilindricas; su reproduccién asexuada o anamorfica es por
blastoconidios (holoblastica) (Bonifaz, 2012).

Los cultivos de Candida spp., son similares; se desarrollan en diversos medios, como
Sabouraud dextrosa, papa dextrosa y extracto de levadura agar; su promedio de

crecimiento es entre dos y tres dias a temperatura de 25-35°C; algunas especies son



termoresistentes, la mayoria forma colonias cremosas, limitadas, planas, opacas, y en
ocasiones rugosas o surcadas, de color blanco o blanco-amarillento, con excepcion de C.
guilliermondii, que es rosa-palido. Todas las especies patdgenas oportunistas de Candida
presentan pseudohifas largas, ramificadas, con pequefios o grandes cumulos de levaduras o
blastoconidios (excepto C. glabrata). La formacién de clamidoconidios se hace a partir del
pseudomicelio y solo dos especies lo generan; C. albicans con estructuras terminales o
intercalares de 10 y 12 um de diametro, y Candida dubliniensis, con estructuras maltiples

0 en racimos del mismo tamafio (Bonifaz, 2012) (Koneman, 2008).

5.3. Especies
Los agentes patogenos son levaduras del género Candida pertenecientes al Phylum
Ascomycotina. Muchas especies se han aislado de vegetales, suelo, agua, aire, alimentos y
algunas de ellas forman parte de la biota normal de la piel y membranas mucosas (boca,
vagina, vias respiratorias altas, tracto gastrointestinal) de mamiferos (Olivares., 2011).
Las especies de Candida mas importantes son:

e C. albicans,

e C.glabrata,

e C. tropicalis,

e C. parapsilosis,

e C. dubliniensis (Bonifaz, 2012).
Aungue se han reportado mas de 17 especies patdgenas, el 90% de las infecciones se
atribuyen a: C. albicans, C. krusei, C. glabrata, C. parasilopsis, C. tropicalis (Olivares.,
2011).

5.4. Patogenicidad

Frecuentemente la candidosis de las mucosas (oral, gastrointestinal y vaginal), es el primer
signo del deterioro de la funcion inmunoldgica; por lo tanto, los episodios de candidosis en
las superficies mucosas son muy frecuentes y dificiles de tratar, el deterioro de la respuesta
inmune y a los factores de virulencia que posee Candida, como la propiedad de adherencia,
la habilidad de competir con otros microorganismos por nutrientes y la capacidad de evadir
las defensas del hospedero, interactlian entre si, aumentando la frecuencia de la candidosis

en el paciente inmunosuprimido (Panizo, 2011).



La candidiasis se genera en pacientes que tienen factores que predisponen a la invasion o
sobre crecimiento de las levaduras. Los mecanismos de defensa de nuestro organismo ante
una infeccion por Candida son muy complejos. En primer lugar es necesario que la piel y
las mucosas estén intactas; cualquier proceso que produzca maceracion o dafio en la
epidermis favorece a la invasién de levaduras. Una vez que las levaduras han llegado a la
dermis o a la submucosa se inicia la respuesta inmune. Macréfagos, linfocitos y eosinéfilos
son capaces de fagocitar levaduras y dafar los filamentos y blastosporas de Candida
(Panizo, 2011).

5.5. Identificacion en laboratorio

Para el diagndstico de laboratorio de hongos se usan métodos directos e indirectos; los
métodos directos son aquellos que ponen en evidencia el agente o sus formas evolutivas,
fragmentos, etc, y los métodos indirectos son aquellos que nos permiten suponer la
presencia de un hongo en el organismo, mediante la respuesta del hospedero con

produccion de antigenos, anticuerpos, etc (Levaduras de interes médico, 2012).

5.5.1. Tipos de muestra

Para el analisis de Candida se pueden utilizar muestras de sangre, liquido cefalorraquideo,
muestras cutaneas como grandes y pequefios pliegues: axilar, intergluteo, inguinal,
submamario, supra pubico, ufias, granuloma candididsico; muestras de la mucosa oral,
digestiva, bronquial, biopsias y las muestras que se usaron en este estudio fue de secrecién
vaginal (Biasoli, 2013).

5.5.2. Examenes en fresco

El material se coloca sobre una lamina portaobjetos, montado en algin liquido o no,
cubierto con una laminilla, para su observacion al microscopio. Los liquidos de montaje:
solucion salina fisiolégica, hidroxido de potasio (KOH) 10-20 %, lactofenol - azul
algodon; estos facilitan la observacién microscopica evitando distorsiones de la luz,
reblandeciendo el material y/o aumentando el contraste de los objetos buscados (CEFA,
2012).



» Exa@men directo de KOH

Examen que determina la presencia de hongos a través de una muestra de diferentes partes
del cuerpo como: ufias, cuero cabelludo, lesiones, y en este caso secrecion vaginal, entre
otros (Risaraldal, 2011).

El KOH disuelve rapidamente la queratina de las células permitiendo digerir material
proteico, observando con mayor nitidez los elementos fungicos, su efecto de clarificar
puede incrementarse al calentar a la llama ligeramente la preparacion y posee una
sensibilidad del 70 al 80% en el hallazgo de levaduras. Adicionalmente, se puede emplear
colorante para pigmentar la pared de los hongos y mejorar la visualizaciéon. Una vez
realizado el examen en fresco o directo, la preparacion se debe calentar suavemente en una
fuente directa de calor (mechero, estufa); el objetivo de esto es acelerar la degradacién de
la queratina y saponificacion de las grasas; un inconveniente de este procedimiento radica
en que la potasa puede cristalizarse y dejar agujas que pueden obstruir la muestra o dar
falsos positivos; este efecto se puede minimizar agregando 10% de glicerol, que ademas

evita la evaporacion y mantiene la concentracion de la solucién (Luis Lopez, 2014).

Procedimiento

e Identificar la lAmina portaobjeto con un rotulador o marcador

e Colocar una gota en el portaobjeto con la solucién junto con la muestra y cubrir con
laminilla cubre objeto, con el cuidado de no formar burbujas de aire.

e Examinar toda la preparacion al fresco en el microscopio con objetivo 10x y 40x.

e Buscar presencia de levaduras o pseudohifas que se encuentren en la muestra.

e Anotar lo observado en el respectivo registro (Risaraldal, 2011).

Riesgos
e Muestra mal tomada.
e Muestra mal procesada.
e Ruptura de la preparacion.

e Confusién de la muestra (Risaraldal, 2011).

Indicaciones al usuario
e No utilizar cremas o talcos antes del examen, ya que pueden enmascarar el hongo.

e No realizar tratamiento para hongos, 10 dias previos al estudio (Risaraldal, 2011).



» Examen con solucion salina (solucién fisiol6gica)
Es el examen directo de la muestra en el microscopio se observa con objetivo de 10x y
40x, puede tambien detectar células indicadoras que son células epiteliales vaginales.

Ademaés ayuda a detectar hifas de hongos, pseudohifas y levaduras (Luis Lopez, 2014).

Muestra requerida
Secrecién vaginal, tomada con un hisopo estéril y colocado en un tubo con solucién salina
esteril (Luis Lopez, 2014).

Procedimiento

e Identificar la lamina portaobjeto con un rotulador o marcador

e Colocar una gota en el portaobjeto con la solucién junto con la muestra y cubrir con
laminilla cubre objeto, con el cuidado de no formar burbujas de aire.

e Examinar toda la preparacion al fresco en el microscopio con objetivo 10x y 40x.

e Buscar presencia de levaduras o pseudohifas que se encuentren en la muestra (Luis
Lopez, 2014).

Fuentes de error
e Contaminacién de la muestra.
e Solucion salina contaminada.
e Dejar secar la preparacion.

e Formacion de burbujas de aire en la preparacion (Luis Lopez, 2014).

» Azul de lactofenol
El examen microscépico es de gran importancia en micologia para la observacion de las
diferentes especies de hongos de interés clinico. Se deben utilizar tinciones que logren
preservar la integridad de las estructuras fungicas. Para la correcta identificacion de hongos
de interés clinico, ya sea con fines de diagndstico o estudios taxondmicos, es necesario
observar las estructuras fangicas con una alta calidad y contraste; para ello se utilizan
diversos compuestos quimicos que permitan la tincion entre la pared y el citoplasma de las
células fungicas. La tinciéon de azul algodén de lactofenol no es considerada una tincion
diferencial, sin embargo, posee caracteristicas tintoriales que permiten observar cada uno
de los componentes fungicos y apreciar facilmente las estructuras para una adecuada

identificacion (Luis Lopez, 2014).
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5.5.3. Tinciones

La ventaja de los colorantes es facilitar la identificacion de células, bacterias, hongos o en
general objetos microscopicos, los colorantes tifien de forma parcial, total o gradual las
diferentes estructuras que integran los objetos y principalmente los productos que se
desean observar ayudando a la identificacion morfoldgica del microorganismo.
(Slidershare, 2011).

» Tincion de GRAM
La microscopia directa tiene una clara utilidad en el diagnostico de las micosis, aunque
puede obtener resultados falsos negativos y falsos positivos. La microscopia dispone de
una sensibilidad menor que los cultivos, y la obtencion de resultados negativos no descarta
la existencia de una micosis. La tincién Gram tifie la mayor parte de levaduras y las hifas
presentes en las mismas. Casi todos los hongos son gram positivos, aunque algunos
muestran un patron motado o aparecen como gramnegativos como el Cryptococcus
neoformans. Es Util para observar blastoconidias y pseudomicelios de las especies del
género Candida, Malassezia y Cryptococcus, las cuales actian como gram positivas con

variaciones en la intensidad de la coloracion (CEFA, 2012).

Procedimiento

e Colocar el frotis en un soporte para tincion y recubra la superficie con solucion de
violeta de genciana

e Luego de un minuto lave exhaustivamente con agua destilada o buffer.

e Cubra el frotis con lugol durante un minuto. Nuevamente lave con agua destilada.

e Colocar alcohol cetona por 10 segundos o hasta que la decoloracién sea evidente.

e Enjuagar suavemente con agua destilada.

e Cubrir el frotis con safranina diluida por un minuto.

e Enjuagar suavemente con agua destilada

e Colocar el frotis en posicion vertical, para permitir que el exceso de agua drene y el
frotis se seque.

e Posteriormente se observara al microscopio con el objetivo de 100x (de inmersion),

utilizando aceite de inmersion (Gardeweg., 2012).
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5.5.4. Cultivo

Sirven para el aislamiento primario de una variedad de agentes. Pueden ser modificados
con el agregado o cambio de algin componente para darle mayor especificidad (CEFA,
2012).

» Tipos de cultivo

e EIl mas caracteristico y clasico es el agar Sabouraud con glucosa (AGS). Se utiliza
como medio de cultivo general y fundamentalmente para la realizar la descripcién
de las caracteristicas morfolégicas de la mayoria de los hongos

e Agar infusion cerebro-corazon (BHI) con o sin sangre de cordero al 5%, con o sin
antibacterianos

e Agar papa dextrosa. Sin embargo, los hongos también pueden crecer en medios no
selectivos, incluidos la mayoria de los medios bacteriolégicos, si se incuban el
tiempo suficiente.

e Medios cromogeénico para levaduras: Cromocandida contienen diversos sustratos
enzimaticos que estan unidos a compuestos cromogenico. Muy util para el estudio
de levaduras (Manuel Estrella, 2012).

Agar Sabouraud dextrosa
Este medio de cultivo es utilizado para cultivo de mohos y levaduras patdgenas y no
patdgenas. Es un tipo de medio de cultivo selectivo que contiene peptonas. Es utilizado
para el cultivo de hongos. El alto contenido de glucosa, la presencia de cloranfenicol y el
pH é&cido, inhiben el desarrollo bacteriano y favorecen el crecimiento de hongos y
levaduras, las colonias de candida que crecen son blanquecinas, opacas, cremosas, lisas,
rugosas, algunas cerebroides (CLINICA, 2013).

Agar BHI (cerebro-corazon) con 5% sangre de oveja

El agar infusion cerebro-corazén con 5-10% de sangre de oveja adicionado de
cloranfenicol y gentamicina inhibe el crecimiento de bacterias, pero permite el crecimiento
de hongos, incluso de los mas exigentes. Este agar se emplea como medio de aislamiento
primario para el crecimiento de hongos, ya que permite una mejor recuperacion de

patdgenos que el agar glucosa de Sabouraud (CLINICA, 2013).
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El agar de patata y dextrosa (APD)
Es un medio comun de cultivo microbiologico que se prepara a partir de infusion de patata
y dextrosa. Es el medio més utilizado para el crecimiento de hongos y levaduras, puede ser
suplementado con antibioticos o &cidos para inhibir el crecimiento bacteriano. Este medio
es recomendado para realizar el recuento colonial. También puede ser utilizado para

promover el crecimiento de hongos y levaduras de importancia clinica (CLINICA, 2013).

Cromo agar para Candida
Cromo agar Candida permite diferenciar C. albicans, C. tropicalis, C. krusei, y C. glabrata
en funcion de los colores que desarrollan en este medio. La siembra se realiza segun las
técnicas tradicionales y las placas se incuban a 30-37°C durante 48 h para que las
levaduras desarrollen completamente el color. Al cabo de este tiempo, las colonias de C.
albicans son lisas y de color verde esmeralda, a diferencia de C. dubliniensis que desarrolla
un color verde oscuro y que, ademas, es incapaz de crecer a 45 °C, C. tropicalis produce
colonias azul oscuro con un halo purpura-marron en el agar que la rodea. C. krusei forma
colonias rugosas con el centro rosado y el borde blanco. C. glabrata manifiesta un color
violeta morado. Las demas especies desarrollan colores y tonalidades diversas que no

permiten su identificacion por este medio (CLINICA, 2013).

5.5.5. Otros exadmenes de laboratorio

» Prueba del tubo germinal o filamentacion precoz

El tubo germinal es una extension filamentosa de la levadura, sin estrechamiento en su
origen, cuyo ancho suele ser la mitad de la célula progenitora y su longitud tres o cuatro
veces mayor que la célula madre. Sélo C. albicans, y en menor medida C. dubliniensis, son
capaces de producir verdaderos tubos germinales; sin embargo, otras especies como C.
tropicalis pueden producir pseudohifas precoces de aspecto similar a los tubos germinales
pero con una zona de constriccion caracteristica adyacente a la célula madre, por lo que
esta prueba es Gtil para diferenciar C. albicans y C. dubliniensis del resto de las especies de
Candida (Sicilia, 2013).

Falsos negativos: aproximadamente un 5% de cepas de C. albicans dan negativa la prueba
de los tubos germinales. Si se utiliza un indculo demasiado abundante de levaduras
(Sicilia, 2013).
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Metodologia:
e Emulsionar una porcion de la colonia aislada en 0,5 ml de suero humano, de
caballo o de conejo.
e Incubar a 35°C durante 2 horas.
e Depositar una gota de la emulsion sobre un portaobjetos limpio y desengrasado,
colocar un cubreobjetos y visualizar a 100 X, 400 X ¢ 1000 X. (Sicilia, 2013)
Interpretacion: La prueba es positiva si se visualizan tubos germinales (Sicilia, 2013).

» Pruebas bioquimicas
Al igual que en la mayoria de levaduras, las pruebas bioguimicas se basan en el empleo de
carbohidratos, ya que existe un perfil para cada uno de ellos, se usan dos métodos:
Zimograma o fermentacion y Auxonograma o utilizacion. El primero se hace en cultivo
liquido adicionando el carbohidrato en estudio mas un indicador de pH acido y campana de
fermentacion (gas); el segundo se realiza en medio solido con base peptona, y los
carbohidratos se agregan en forma de disco de papel impregnado con el sustrato. Similar a

sensidiscos de antibidticos (Bonifaz, 2012).

» Técnicas de biologia
Se basan en PCR, son rapidos para la identificacion de Candida spp, que los métodos
fenotipicos, permite identificar aquellas especies que no han podido ser determinadas por
métodos fenotipicos, la desventaja de este método es que son muy costosos, no son
aplicables a laboratorios clinicos sino a laboratorios de referencia y requiere de personal

especializado (Levaduras de interes médico, 2012).

» Técnicas alternativas al cultivo

e Deteccion de manano y anti-manano

e Deteccion de (1-3)-3-D-glucano

e Deteccidn de anticuerpos anti-micelio

e Deteccidn de &cidos nucleicos (SEIMC, 2010).
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5.6. CANDIDIASIS

Son micosis producidas por hongos saprofitos o saprobios que, en condiciones normales,
no generan enfermedad a humanos o animales, también se la define como micosis causada
por diversas especies de levaduras oportunistas del genero Candida, en especial Candida
albicans; presenta una variedad de cuadros clinicos; afecta en particular mucosas (boca,

vagina, etc.), piel, unas y de manera excepcional otros 6rganos como pulmones e intestino
(Bonifaz, 2012).

5.6.1. Superficiales
Candida albicans es la mas frecuente en micosis superficiales 60-90%. Dentro de las
micosis superficiales tenemos:

e Candidiasis cutaneas: afecta a los pliegues, causa foliculitis, onicomicosis
(perionixis, onicolisis y onixis), micosis en el area del pafial, pustulosis,
granulomatosa, cutdnea congénita (Candidiasis Superficiales., 2012) (Bonifaz,
2012).

e Candidiasis mucosas: orofaringea, vulvovaginal, balanitis, mucocutanea cronica,

gastrointestinal, bronquial/pulmonar (Candidiasis Superficiales., 2012) (Bonifaz,
2012).

5.6.2. Profundas

Candidiasis profunda o sistémica, es producida por Candida albicans y otras especies del
mismo género, capaces de invadir sangre y otros 6rganos profundos. Las levaduras de
Candida son colonizadoras de la mucosa rectal, vaginal y bucal, por lo que las infecciones
pueden ser enddgenas; también se ha demostrado la transmision interpersonal o como
resultado de contaminacién con sondas y catéteres (Micosis Profundas., 2010).

Hay diversas clases de candidiasis profundas como:
e Candidiasis profunda localizada: esofagica, pulmonar, renal, entre otros.
e Candidiasis profundas sistémicas: puerta de entrada variable con diseminacién

linfohematica y compromiso de uno o varios parénquimas (Micosis Profundas.,
2010).
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5.6.3. Vulvovaginitis
La vulvovaginitis es la inflamacion de la vulva, la vagina o ambas estructuras a la vez.
Alrededor del 90% estan causadas por Candida, Trichomonas o son vaginosis bacterianas
(Benito Ibarrola, 2011).

5.6.3.1.Generalidades

La vulvovaginitis candidiasica representa el 25% de las vaginitis y el 90% de las mismas
estd producido por Candida albicans. Se entiende por vulvovaginitis recurrente cuando
existen mas de cuatro episodios en un afio. La clinica caracteristica es el prurito intenso
acompafiado de leucorrea blanquecina en forma de grumos y no maloliente. A su vez

produce eritema, edema vulvar y dispareunia (Benito Ibarrola, 2011).

5.6.3.2.Agente etioldgico

El género Candida incluye cerca de 154 especies, de las cuales seis son las aisladas mas a
menudo de infecciones humanas. Candida albicans, es el agente causal mas frecuente
como colonizador y responsable de la mayor parte de los casos de vulvovaginitis por
hongos, las demas comprenden C. krusei, C. lusitaniae, C. glabrata, C. parapsilosis, C.
tropicalis. Sin embargo, en los ultimos decenios se ha incrementado la incidencia de
infecciones causadas por especies no albicans, principalmente Candida glabrata (Reascos,
2012).

5.6.3.3.Factores de riesgo
Un factor de riesgo es algo que hace que las probabilidades de contraer una enfermedad o

condicion aumenten (Quintanilla, 2010).

5.6.3.3.1. Embarazo

Es uno de los estados por los cuales pasan las mujeres a lo largo de la vida, que tiene una
serie  de cambios fisiologicos hormonales, tolerancia inmunitaria y elevadas
concentraciones de glucdgeno en la vagina por el cambio de pH, lo cual predispone a una
colonizacion por Candida (Quintanilla, 2010).

5.6.3.3.2. Edad
Se presenta en todas las edades principalmente en las mujeres de edad fertil entre 15 y 45

afios; el padecimiento afecta a ambos sexos por igual; solo los casos genitales son mas
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frecuentes en la mujer por las condiciones anatdmicas propias de la vagina y debido al
cambio de las condiciones climaticas, el aumento de la humedad y el uso de ropa interior,
no adecuada o en forma inadecuada, que no permita la transpiracion de la piel de la vulva
aumentan el nimero de gérmenes patdgenos presentes que generan sintomas: el mas

frecuente es el prurito o picazén (Quintanilla, 2010) (Bonifaz, 2012).

5.6.3.3.3. Actividad sexual
El 75% de las mujeres con actividad sexual son afectadas al menos una vez en su vida, y
un 10% se hacen recurrentes y dan sintomas crénicos, relaciones sexuales sin la adecuada

lubricacién o demasiado agresivas causando este tipo de infecciones (Martin, 2011).

5.6.3.3.4. Genética

Estas infecciones no tienen ningln factor hereditario, si una persona tiene procesos de
infecciones por micosis 0 vulvovaginitis recurrentes, se debe investigar si hay algun estado
de inmunodepresion o alteracion del nivel de glucemia (diabetes) ya que este tipo de
enfermedades favorecen la aparicion de este tipo de infecciones en forma recurrente
(Suzuki, 2011).

5.6.3.3.5. Otros factores

Se debe considerar como factores externos que contribuyen a que se desarrollen
infecciones por Candida las terapias donde se utiliza antibi6ticos de amplio espectro,
donde actan destruyendo los agentes patoldgicos y la flora saprofita del organismo del
paciente (Quintanilla, 2010).

5.6.3.4. Tratamiento

Depende del tipo de candidosis y del factor predisponente al que esté ligado; por tanto, a
veces la terapia es muy sencilla y solo requiere tratamientos topicos, mientras que en otras
situaciones es necesario que sea por via sistémica y por tiempo prolongado (Bonifaz,
2012).

5.6.3.4.1. Generalidades

Hay diversos tratamientos que se pueden utilizar entre ellos tenemos:

» Tratamientos topicos
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Algunos son tan sencillos que su Unico objetivo es corregir el pH; por ejemplo, las
soluciones &cidas (una cucharada de vinagre blanco en un litro de agua) son muy Utiles
para lavados vaginales y en la candidosis del area del pafial. Se utilizan soluciones basicas
(solucion saturada de bicarbonato de sodio), para las lesiones mucocutdnea se usa
topicamente con buenos resultados en forma de ungientos, cremas, Ovulos, cremas

vaginales y geles (Bonifaz, 2012).

» Tratamiento sistémico
Las candidiasis producidas por Candida albicans se trata con azoles por via oral, entre los
principales azoles tenemos: ketoconazol, itraconazol, fluconazol, voriconazol, posaconazol
y ravuconazol. En muchos casos son la terapia de eleccion para la mayoria de las
candidosis; se deben emplear en casos muy extensos, cronicos y rebeldes a tratamientos
topicos (Bonifaz, 2012) (Quintanilla, 2010).

5.6.3.4.2. Antimicoticos para tratar candidiasis superficiales — vulvovaginitis

El Gnico azol aprobado para el tratamiento de la candidiasis vulvovaginal es el fluconazol
150 mg en Unica dosis, presentando efectos colaterales en el 10% de los pacientes
(intolerancia gastrointestinal, cefalea y urticaria). También se puede utilizar ketoconazol
400 mg/dia por 5 dias (1 comprimido/12 horas por 5 dias); o Itraconazol 400 mg/dia por un
simple dia (1 comprimido/12 horas por 1 dia), 0 200 mg/dia por 3 dias (1 comprimido/dia
por 3 dias) (PUBMED, 2010).

Los azoles topicos pueden ser utilizados en el primer trimestre del embarazo. En la
candidiasis vulvovaginal no complicadas todas las formas de antimic6ticos disponibles son
altamente efectivas, tanto orales como tdpicos. En la candidiasis vulvovaginal complicadas
se debe realizar un tratamiento mas prolongado de 5-7 a 10-14 dias de terapia
convencional. Algunos datos sugieren que se requiere mas de una dosis de fluconazol.
(PUBMED, 2010).

5.7. FLUCONAZOL
El fluconazol es un antifangico, que pertenece al grupo de los azoles, concretamente a la
clase de los triazoles, su mecanismo de accion reduce la concentracion de ergosterol,

esencial para la integridad de la membrana citoplasmica fungica y su efecto es fungistatico.
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Su espectro de accidn incluye: Candida albicans y otras especies de Candida excepto C.
krusei, C. norvengensis, C. ciferri y C. inconspicua. EI 50% de las cepas de C. glabrata,
casi un 50% de las de C. famata y en torno al 10% de las de C. tropicalis son parcial o

totalmente resistentes (Villa, 2012).

Es una alternativa terapéutica habitual en el tratamiento de infecciones fungicas sistémicas
especificas, su actividad se basa en inhibir al citocromo P-450-3-A de la célula fungica, a
través de la inactivacion de la enzima C-14-a-dimetilasa, con lo cual se interrumpe la
sintesis del ergosterol en la membrana celular. Debido a la falta de ergosterol se comienzan
a acumular esteroles téxicos intermedios, aumenta la permeabilidad de la membrana y se

interrumpe el crecimiento del hongo (Scielo, 2010).

Se ha asociado con casos aislados de toxicidad hepética severa, incluyendo fatalidades,
principalmente en pacientes con condiciones médicas subyacentes severas. En raras
ocasiones, los pacientes han desarrollado desordenes exfoliativos de la piel durante el

tratamiento con fluconazol (Facmed, 2011).

5.7.1. Desarrollo de resistencia a fluconazol

» Resistencia en hongos
e Primaria: posee una resistencia natural al mismo sin necesidad de haber estado
en contacto con el compuesto. Ejemplo: C. krusei y fluconazol
e Secundaria: una cepa previamente sensible adquiere resistencia al compuesto
tras haber entrado en contacto con él. Ejemplo: C. albicans y fluconazol

/tratamiento prolongado con la droga (Biasoli, 2013).

» Mecanismos de resistencia
Los derivados triazolicos como el fluconazol (FCZ) inhiben de forma selectiva la enzima
14 a esterol demetilasa en la sintesis del ergosterol, que es dependiente del citocromo
p450. La deplecion del ergosterol, en conjunto con la acumulacién de compuestos
intermedios en la sintesis del mismo, conlleva a una pérdida de la funcionalidad de la
membrana plasmatica. Se describen tres posibles mecanismos en la génesis de la
resistencia: el primero es la modificacion del enzima blanco; el segundo, la incapacidad de

alcanzar concentraciones adecuadas del antibi6tico en el sitio de accién por la presencia de
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barreras de permeabilidad o sistemas de bombeo activo; y por Gltimo, la inactivacion del
antibiotico por modificacion del mismo. De todos éstos, en el caso de los azoles s6lo se

conocen los dos primeros como potenciales causas de resistencia (Quintero, 2011).

En las especies de Candida y en muchos otros hongos, el gen ERG11 se encarga de la
sintesis de la Ergllp o la enzima 14 a demetilasa indispensable para la sintesis del
ergosterol. La resistencia a los azoles se ha descrito en aislamientos clinicos en los que se
demuestra una disminucion de la expresién de dicha enzima o la presencia de mutaciones
especificas que la afectan en su estructura o funcién; y puede ser inducida por regulacion

negativa de su sintesis tras la exposicion prolongada al fluconazol (Quintero, 2011).

5.7.2. Antifungigrama
Mide la susceptibilidad de las levaduras a distintos agentes antifungicos. (Micoldgico,
2011)

5.7.2.1.Métodos de susceptibilidad a los antimicoticos

» Meétodos de dilucion en caldo
Los métodos de dilucién en caldo constituyen el estandar de oro para determinar la
susceptibilidad in vitro, tanto de levaduras como de hongos filamentosos y miden la
concentracion inhibitoria minima de distintos farmacos antifungicos, como anfotericina B,
fluocitosina, fluconazol, ketoconazol, itraconazol y los nuevos triazoles como voriconazol,

posaconazol y ravuconazol (CLSI, 2007).

» Método de microdilucién- levaduras (M27-A3)

El medio de cultivo que ha dado mejor concordancia, tanto intra como interlaboratorio, es
el medio sintético RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640 con glutamina y sin
bicarbonato sodico, tamponado con acido morfolino propano sulfonico (MOPS) 0,164 M,
ajustado a pH 70,1 y con 0,2% de glucosa (CLSI, 2007).

Preparacion:

e Disolver en 900 ml de agua destilada las cantidades indicadas, agitando hasta su
completa disolucion.

e AjustarelpHa6,9-7,1

e Afadir agua destilada hasta completar 1 litro.
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e Filtrar estérilmente.

e Mantener refrigerado hasta su uso (4-8 °C, maximo 6 meses) (CLSI, 2007)

» Inbculo para Candida spp.

Se prepara tocando con el asa de cultivo 5 colonias >1 mm y de 24 h de crecimiento en
placa de SDA (Sabouraud Dextrosa Agar) que se resuspenden en un tubo de solucion
salina (CINa 0,85%). Se agita bien y, con ayuda de un espectrofotdbmetro (longitud de
onda: 530 nm), se ajusta a una densidad Optica 0,5 McFarland, afiadiendo la cantidad
necesaria de solucién salina. Esta solucién tiene una concentracién aproximada de 1x10° -
5x10° UFC/ml. Posteriormente se realiza una dilucién 1:1000 con medio RPMI (Roswell
Park Memorial Institute). Esta ultima dilucién es la que se utiliza para inocular las placas
de antifungico (Tapia, 2012).

La concentracion final de levaduras en las placas sera de 0,5x10° - 2,5x10° (Tapia, 2012)
Inoculacion de las placas

e EIl dia del ensayo se sacan las placas del congelador y se dejan a temperatura
ambiente hasta su completa descongelacion.

e Seinoculan con 100 pl de la suspension de levadura desde el pocillo 2 hasta el 12.

e El pocillo n° 1 contiene 200 pl de RPMI, se utiliza para el control de esterilidad del
medio. También sirve para leer la absorbancia del medio.

e El pocillo n°12 no contiene antifungico pero debe tener la misma concentracion de
disolvente que los pocillos con antifungico. Es el control de crecimiento (Tapia,
2012).

Incubacidn de las placas

Las placas se incuban a 35 °C. Las inoculadas con especies del género Candida durante 48

h y las inoculadas con C. neoformans durante 72 h (Tapia, 2012).

» Meétodo de macrodilucién - levaduras

Se utilizan tubos estériles de 11x70 mm.
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Volumen final: 1 ml. EI medio de cultivo y preparacion del mismo, la solucion madre y

diluciones del antifungico igual al método de microdilucién (Tapia, 2012).
Preparacién del indculo

Se siguen las mismas recomendaciones que para el método de microdilucién. A partir de la
suspension ajustada a la escala 0,5 de McFarland se diluye 1/100 en medio RPMI y se
inoculan los tubos que contienen las concentraciones de antifangico con 0,9 ml del inéculo

diluido lo cual diluye estas concentraciones 1/10 (Tapia, 2012).
Temperatura y tiempo de incubacion

Igual que para el método de microdilucién.

Lectura de los resultados

La lectura se hace visualmente a las 48 h de incubacion comparando la turbidez de los
tubos con la del control. Por ejemplo: La CMI (Concentracion Minima Inhibitoria) de los
azoles, anfotericina B y 5-fluorocitosina es la concentracion de antifungico mas baja que
produce una inhibicion total del crecimiento debe leerse a las 24 h en Aspergillus spp y a

las 48 h en Sedosporium spp (Tapia, 2012).

Lectura visual

La lectura visual debe realizarse con ayuda de un espejo invertido.
O = Opticamente claro

1 = ligeramente turbio

2 = disminucion prominente de la turbidez

3 = ligera disminucién de la turbidez

4 = sin disminucion de la turbidez

Lectura espectrofotométrica: Aunque no es la recomendada por el CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute), puede hacerse una lectura espectrofotométrica a 405 nm

(longitud de onda de maxima absorbancia del medio), también puede leerse a 490 y 530
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nm ya que, practicamente, la CMI no varia. Antes de realizar la lectura espectrofotométrica

es conveniente agitar las placas para obtener una suspension homogénea (Tapia, 2012).

» Métodos de difusion de disco

Es un método simple, idéneo para ser realizado en agentes solubles en agua como
flucitosina, fluconazol y voriconazol. Fue estandarizado por el CLSI en el documento
M44-A para especies de Candida. Este método provee una zona de inhibicion y la medida
de ésta puede ser correlacionada con el valor de CIM, el cual fue demostrado por varios
miles de levaduras aisladas en un estudio multinacional. La desventaja es que sélo existen
puntos de corte para fluconazol y voriconazol. La utilizacion de azul de metileno, disperso
en la superficie de la placa, parece mejorar los limites de la zona de inhibicién y facilitar la
lectura (CLSI, 2007).

Medio de cultivo

Mueller Hinton Agar (MHA) suplementado con 2% de glucosa y 0,5 pg/ml de azul de
metileno (pH 7,2 - 7,4). Se puede incorporar los suplementos cuando se prepara el medio o
bien incorporar los suplementos a las placas de MHA ya preparadas.

La adicion de glucosa proporciona un mejor crecimiento de las levaduras y el azul de
metileno aumenta la definicion de los halos de inhibicion. Ademas, el medio MHA con
glucosa y azul de metileno permite diferenciar mejor las cepas sensibles y resistentes a
fluconazol, presentando buena correlacion con el método M27-A3 y con los datos in vivo.
Aunque hay poca diferencia entre la lectura a las 24 y 48 h, se recomienda realizarla a las
24 h (CLSI, 2007).

Solucién Madre de Glucosa (40%o)
e Glucosa................... 40 g
e Aguadestilada............ 100 ml
Calentar suavemente hasta completa disolucion de la glucosa.

Solucion Azul Metileno (5 MG/ML)

e Azulmetileno............. 0,1g
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Solucion Madre de Glucosa-Azul de Metileno (GAM)

Afiadir 200 pl de la soluciéon de azul de metileno a 100 ml de la solucion madre de
glucosa para obtener una solucion GAM con una concentracion final de glucosa de
0,4 mg/ml y 10 pg/ml de azul de metileno.

Dispensar en viales en alicuotas de 3,50 1,5 ml.

Esterilizar en autoclave 25 min a 121 °C.

Guardar a temperatura ambiente (maximo 1 afio) (CLSI, 2007).

Preparacion de Placas MHA Suplementado con Glucosa y Azul de Metileno

Preparar el medio de MHA siguiendo las indicaciones del fabricante y afiadir 20 g
de glucosa por litro de medio.

Anadir 100 pl de la soluciéon de azul de metileno (5 mg/ml) por cada litro de medio.
Esterilizar en autoclave.

Dejar enfriar el medio a 45-50 °C y llenar las placas a razon de 28-30 ml de medio
para placas de 9-10 cm de diametro y 67-70 ml si son de 5 cm (altura de la capa de
agar 4 mm).

Dejar enfriar y guardar en nevera (CLSI, 2007).

Una vez preparadas las placas se pueden almacenar durante 7 dias a menos que se tomen

pre cauciones adicionales que eviten el secado de las placas

Preparacion del indculo

Se prepara tocando con el asa de cultivo 5 colonias >1 mm y de 24 h de
crecimiento.

Se resuspenden en un tubo de solucion salina estéril como se ha descrito para el
método M27-A3.

Se agita bien y con ayuda de un espectrofotometro (longitud de onda: 530 nm), se
ajusta a una densidad oOptica 0,5 McFarland, afiadiendo la cantidad necesaria de
solucion salina (CLSI, 2007).

Inoculacion de las placas

Sumergir una torunda de algodon en la suspension del indculo de 0.5 McFarland.

Retirar el exceso de liquido rozando la torunda con las paredes del tubo.
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e Sembrar la placa uniformemente.
e Dejar secar 3-5 min y dejar la placa entreabierta.
e Aplicar los discos (CLSI, 2007).

Temperatura y tiempo de incubacion
Incubar a 35 °C durante 20-24 h para Candida spp. y 48 h para Cryptococcus spp.
Lectura

Si no hay suficiente crecimiento a las 24 h reincubar y leer a las 48 h. Medir el halo de
inhibicion donde se produce una reduccion importante del crecimiento. La lectura es
subjetiva y se requiere experiencia para dar medidas exactas. La presencia de micro
colonias en el borde del halo de inhibicién o de colonias grandes en el interior del halo
debe ser ignorada. C. glabrata y C. krusei, pueden necesitar 48 h de incubacion (CLSI,
2007).

> Etest

Es uno de los métodos mas utilizados debido a su facil implementacién y lectura.
Actualmente se encuentra aprobado por la Food and Drug Administration (FDA) para

susceptibilidad in vitro de Candida spp contra fluconazol e itraconazol.

e Involucra la inoculacion del hongo en la superficie de un agar.

e Aplicacion de una tira plastica impregnada con un gradiente de concentracion del
antifangico, lo cual permite determinar la CIM.

e La placa se incuba a 37 °C por 24-48 h y se genera una elipse de inhibicion que

permite obtener la CIM.

Este método ha sido uno de los méas eficaces comparado con el método de referencia de
microdilucion para detectar resistencia a anfotericina B en especies de Candida. Presenta
dificultades en la lectura con C. tropicalis, C. neoformans y Trichosporon asahii (Scielo,

Lo que debemos saber sobre los métodos de sensibilidad a los antifungicos , 2012).
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1. TIPO DE ESTUDIO

La presente investigacion de tipo descriptivo y corte transversal se realizd en la ciudad de

Loja en el Centro de Salud N° 1 durante el periodo Marzo — Junio del 2015
6.2. AREA DE ESTUDIO

Este estudio se realizé en la ciudad de Loja ubicada al este de la provincia de Loja, en el
Sur de la sierra ecuatoriana. El lugar de estudio fue el Laboratorio Clinico del Centro de
Salud N° 1 durante el periodo Marzo — Junio del 2015 ubicado en las calles Sucre entre
Lourdes y Cariamanga al cual acudieron las mujeres embarazadas que participaron en la
investigacion y cuyas muestras fueron analizadas en el Laboratorio Clinico “Centro de
Diagnoéstico Médico” de la Universidad Nacional de Loja ubicada en la avenida Manuel
Ignacio Monteros.

Durante el afio 2014 fueron atendidas 216 mujeres embarazadas en el Laboratorio Clinico

del Centro de Salud N° 1 para realizarse un examen de secrecion vaginal.

6.3. POBLACION Y MUESTRA
6.3.1. Universo

Las 127 mujeres embarazadas con pedido de secrecion vaginal que asistieron al
Laboratorio del Centro de Salud N° 1 de la ciudad de Loja en el periodo Marzo — Junio del
2015.

6.3.2. Muestra

Estuvo conformada por 67 mujeres embarazadas que se realizaron el exdmen de secrecion
vaginal en el Centro de Salud N° 1 de la ciudad de Loja durante el periodo Marzo — Junio
del 2015; 60 se excluyeron del estudio ya que las condiciones de toma de muestra no eran

las indicadas y en otros casos no se dio consentimiento.

6.4. CRITERIOS DE INCLUSION
1. Mujeres embarazadas que acudieron al laboratorio clinico del Centro de Salud N°
1 de la ciudad de Loja con pedido de analisis de secrecion vaginal durante el
periodo Marzo — Junio del 2015.
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2.

Mujeres embarazadas que voluntariamente dieron el consentimiento informado y

contestaron la encuesta.

6.5. CRITERIOS DE EXCLUSION

1.
2.
3.

Mujeres no embarazadas.
Mujeres embarazadas con tratamiento antifungico.
Mujeres embarazadas que no se encuentren en condiciones adecuadas para la toma

de muestra.

6.6. PROCEDIMIENTOS Y TECNICAS

6.6.1.

6.6.2.

FASE PREANALITICA

Oficio de aprobacion para la realizacion de la investigacion en el Centro de Salud
N° 1 de la ciudad de Loja dirigido al Director del mismo. (Anexo 1).

Oficio de aprobacion dirigido a la Directora del Area de la Salud Humana para la
realizacion del analisis de las muestras en el Laboratorio Clinico “Centro de
Diagnéstico Médico” de la Universidad Nacional de Loja. (Anexo 2).

Aplicacion del consentimiento informado y encuesta a las mujeres embarazadas
que acudieron al Centro de Salud N° 1 de la ciudad de Loja (Anexo 3y 4).

Se comunicaron las condiciones adecuadas para la toma de muestra de la paciente,
recoleccion y toma de muestras con solucion salina y KOH. (Anexo 5).

Transporte de las muestras al laboratorio para su analisis. (Anexo 6).

Se realizaron medios de cultivo Sabouraud, Chromo Agar y Mueller Hinton, los
cuales una vez preparados se incubaron por 48 horas a 35°C para realizar control de
esterilidad. (Anexo 7,8 y 9 respectivamente).

Se realizaron pruebas piloto con muestras de secrecion vaginal positivas con
hongos y se cultivaron en los medios de cultivo Sabouraud, Cromo Agar y Mueller
Hinton. (Anexo 16).

FASE ANALITICA

Examen con KOH a las muestras recolectadas. (Anexo 10).
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e Cultivo en medio Sabouraud a las muestras recolectadas con solucion salina.
(Anexo 11).

e En las muestras que hubo crecimiento se hizo un pase a Cromo agar y se incubé por
24 horas a 35°C. (Anexo 12).

e Posteriormente se hizo un inoculo de las muestras con crecimiento para el cultivo
en agar Mueller Hinton y se realizé el antifungigrama por el método de difusion en
disco segun la técnica del CLSI para el estudio de la sensibilidad de los
antifungicos M44-A. (Anexo 13).

6.6.3. FASE POST- ANALITICA

e Registro de resultados. (Anexo 14).

e Entrega de resultados (Anexo 15).

e Fotos relatoria del trabajo de ensayo (Anexo 16).
6.7. ANALISIS Y TABULACION DE DATOS

Los resultados se tabularon mediante el calculo de frecuencias utilizando estadistica
descriptiva, lo que se presenta en tablas y graficos de barras porcentuales para su

interpretacion.
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Presencia de Candida spp. en muestras de secrecion vaginal de mujeres embarazadas

gue acudieron al Centro de Salud N° 1. Marzo-Junio de 2015

7. RESULTADOS

TABLA N°1

RESULTADO | FRECUENCIA |PORCENTAJE
Positivo 31 46.3%
Negativo 36 53.7%
TOTAL 67 100 %

FUENTE: Registro de resultados de investigacién
ELABORADO POR: Carol Chillogallo

GRAFICO N° 1

Presencia de Candida spp. en muestras de secrecion
vaginal de mujeres embarazadas que acudieron al
Centro de Salud N° 1. Marzo-Junio de 2015

o

5379%

36
o 34
'S 46.3 % B Positivo
g 32 .
2 B Negativo
* 30 -

28

Candida sp. Sin crecimiento de hongos

FUENTE: Registro de resultados de investigacién
ELABORADO POR: Carol Chillogallo

INTERPRETACION: Se analiz6 un total de 67 muestras de secrecion vaginal de mujeres
embarazadas, de las cuales 31 pacientes (46.3%) dieron positivas para Candida sp.;
demostrandose asi que hay una mayor frecuencia de infecciones vaginales que podrian ser

provocadas por otro microorganismo que no son hongos (Alonso, 2014).
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TABLAN° 2

Especies de Candida aisladas en muestras de secrecion vaginal de mujeres
embarazadas del Centro de Salud N°1. Marzo-Junio de 2015

ESPECIES |FRECUENCIA |PORCENTAJE

C. albicans 23 74.2%
C. krusei 8 25.8%
TOTAL 31 100 %

FUENTE: Registro de resultados de investigacion
ELABORADO POR: Carol Chillogallo

GRAFICO N° 2
Especies de Candida aisladas en muestras de secrecion
vaginal de mujeres embarazadas del Centro de Salud N°1.
Marzo-Junio de 2015
74.2 %
25 -
20 -
<
2 15 1 25.8 %
3
© 10 -
LL
5 .
0 .
C. albicans C. krusei

FUENTE: Registro de resultados de investigacion
ELABORADO POR: Carol Chillogallo

INTERPRETACION: La especie de Candida mayormente aislada que causo
vulvovaginitis en las mujeres embarazadas que participaron en este estudio fue C. albicans
con una frecuencia de 23 casos que corresponden al 74.2%, seguida de C. krusei con 8
casos con el 25.81%, que fueron las especies que se presentaron en esta investigacion,
probablemente porque Candida sp forma parte de la flora enddgena normal de la vagina
(Lopez, 2014).
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TABLA N°3

Susceptibilidad a fluconazol de especies de Candida aisladas en muestras de secrecion

vaginal de mujeres embarazadas que acudieron al Centro de Salud N°1. Marzo-Junio

de 2015.
Especies | Resistentes|Porcentaje| Sensibles |Porcentaje| Total % Total
C. albicans 7 30,4% 16 69.6 % 23 100%
C. krusei 8 100% 0 0% 8 100%
FUENTE: FUENTE: Registro de resultados de investigacién
ELABORADO POR: Carol Chillogallo
GRAFICO N° 3
Susceptibilidad a fluconazol de especies de Candida
aisladas en muestras de secrecién vaginal de mujeres
embarazadas que acudieron al Centro de Salud N°1.
Marzo-Junio de 2015.
o 23
g 201 69.6%
% 15 - B C. albicans
§ 10 +~ 30.4% 100% 8 B C. krusei
i
5 1 0
0
Resistentes Sensibles Total

FUENTE: Registro de resultados de investigacion
ELABORADO POR: Carol Chillogallo

INTERPRETACION: De lo descrito se destaca que el 30.4% de Candida albicans son

resistentes a fluconazol mientras que el 100% de Candida krusei lo son; situacion que

obedece a la resistencia natural de C. krusei al antimicoético probado (Villa, 2012).

31



TABLA N°4

Relacion entre la resistencia a fluconazol de las especies de Candida aisladas con la

recurrencia de vulvovaginitis (VVR) en muestras de secrecion vaginal de mujeres

embarazadas que acudieron al Centro de Salud N°1. Marzo-Junio de 2015.

VVR | Resistentes | Porcentaje | Sensibles | Porcentaje| Total % Total
Si 8 44.4 % 10 55.6 % 18 100%
No 7 53.8 % 6 46.2 % 13 100%
FUENTE: Registro de resultados de investigacion
ELABORADO POR: Carol Chillogallo
GRAFICO N° 4
Relacion entre la resistencia a fluconazol de las
especies de Candida aisladas con la recurrencia de
vulvovaginitis (VVR) en muestras de secrecion vaginal
de mujeres embarazadas que acudieron al Centro de
Salud N°1. Marzo-Junio de 2015
20 - 18
13
8 15 1 55.6% usi
S 44.4%
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I 5-
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Resistentes Sensibles Total

FUENTE: Registro de resultados de investigacion
ELABORADO POR: Carol Chillogallo

INTERPRETACION: Se define como vulvovaginitis recurrente (VVR) aquella que se
presenta en cuatro o mas episodios al afio, es por ello que de las 31 personas con
candidosis vaginal, 18 presentaron VVR de las cuales 8 casos que corresponden al 44.4%
fueron resistentes; mientras que el 53.8% (n=7) de las mujeres que no presentan VVR
también tienen especies resistentes; de manera que en este estudio no se correlaciona la

recurrencia de las infecciones con la susceptibilidad del hongo al fluconazol (Tapia, 2012).
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Relacion entre la resistencia a fluconazol de las especies de Candida aisladas con la

TABLAN°5

edad de mujeres embarazadas que acudieron al Centro de Salud N° 1. Marzo-Junio

de 2015
Edad 10a14 15a20 21 a44 Total
Resistentes 1 6 8 15
Porcentaje 6.7 % 40% 53.3% 100%

FUENTE: Registro de resultados de investigacion
ELABORADO POR: Carol Chillogallo

GRAFICON°5

Marzo-Junio de 2015

=
(0]

53.3%

Frecuencia

10a14
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15a20
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21 a44

Total

Relacion entre la resistencia a fluconazol de las
especies de Candida aisladas con la edad de mujeres
embarazadas que acudieron al Centro de Salud N° 1.

B Resistentes

FUENTE: Registro de resultados de investigacion

ELABORADO POR: Carol Chillogallo

INTERPRETACION: Para cumplir con este objetivo se realizé la clasificacion en 3

rangos etarios de acuerdo a la OMS; se observa que la mayor frecuencia de resistencia a

fluconazol se presenta en el rango etario de 21 a 44 afios de edad que son las edades de

fertilidad de la mujer en la etapa adulta (OMS, 2010).
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8. DISCUSION

Los datos obtenidos de la presencia y distribucién de especies de Candida en muestras de
secrecion vaginal de mujeres embarazadas corroboran estudios similares en varios paises
como Brasil donde un estudio involucr6 a 300 mujeres embarazadas que fueron
confirmadas con levaduras en 90 casos (30%), resultando las especies mas frecuentes C.
albicans (61.1%), C. krusei (16.7%), C. tropicalis (6.7%), C glabrata (4.4%) y Candida sp
(11.1%); en los casos de vulvovaginitis recurrente, C. albicans fue la especie mas
encontrada con una prevalencia superior, en cambio, C. krusei aparecié como la segunda
especie mas prevalente en todas las muestras ademas hubo un predominio en los grupos de
edad de 21 a 30 afios y de 41 a 50 afios; estos resultados son similares a esta investigacion
en donde las muestras positivas con levaduras fue de un 46.3% (n=31), en cuanto a la
especie mas prevalente fue C. albicans con 74.2% (n=23) seguida de C. krusei con 25.8%

(n=8) que fueron las especies que se presentaron en este estudio (Basso, 2012).

En Argentina se realiz6 un estudio con el método de difusion en disco del CLSI M44-A
con 46 muestras donde los porcentajes de identificacion fueron: C. albicans 70%. C.
glabrata 15%, C. guillermondii 11%, C. krusei 4% Yy la resistencia a fluconazol fue de un
100% para C. krusei, resultado similar en cuanto a la resistencia a fluconazol de C. krusei

con el mismo porcentaje para nuestro estudio (Floridia, 2011).

En Caracas de 63 gestantes 24 (38%) presentaron candidiasis vaginal donde Candida
albicans fue la especie mas frecuente (88%), seguida por C. glabrata (8%) y C .krusei
(4%) y el grupo etario de 15 a 20 afios fue el mas afectado, 12 casos (50%), se observa que
al igual que en esta investigacion la especie mas frecuente es C. albicans sin embargo la
edad mas afectada difiere ya que en este estudio el grupo etario prevalente fue entre 21 a
44 afos (Torres, 2010).

En Medellin en el afio 2009 se hizo un estudio a 300 mujeres gestantes; se usé el método
de difusion en disco del CLSI M44-A, la prevalencia de Candida spp. fue de 33,3% (C.
albicans, 77%; C. parapsilosis, 11%; C. tropicalis, 5%; C. glabrata, 3%; C. guillermondii,
2%; C. kefyr 1%, y C. famata, 1%). Todos los aislamientos mostraron sensibilidad al
fluconazol, sin embargo en esta investigacion el 30,4% (n=7) de C. albicans fueron
resistentes a fluconazol y 100% (n=8) C. krusei datos comparables a nuestro estudio
(Duque C. , 2010).
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En nuestro pais en la cuidad de Latacunga se realizd un estudio a 108 pacientes con
candidiasis vaginal de las cuales el 93% (n=100) presentaron vulvovaginitis recurrente
(VVR) provocadas por C. albicans, el 72% resultaron resistentes a fluconazol cuyas edades
eran de 30 a 35 afios, aqui la resistencia a fluconazol se realiz6 sélo en las especies de C.
albicans lo cual nos lleva a plantear la necesidad de realizar la identificacion de las demas
especies debido los datos descritos tanto en este estudio como en otros mencionados
(Solis, 2014).

En la ciudad de Portoviejo se hizo un estudio a 420 mujeres embarazadas de las cuales 134
presentaron candidiasis cuyo rango de edad mas prevalente oscilaba entre 24 y 27 afios, a
pesar de que hay un gran nimero de embarazadas con candidiasis vaginal en esta
investigacion no hay la identificacion de especies, dato muy importante para un

diagnostico correcto (Murillo, 2013).

En la ciudad de Catamayo se realiz6 un estudio a 106 mujeres entre los 16 y 60 afios, 68
pacientes (64%) presentaron levaduras presumibles de Candida, lo que sugiere la
importancia del diagnostico completo en el laboratorio para la identificacion de levaduras,
la especie y completar con el ensayo de susceptibilidad a un antimic6tico como el
fluconazol considerando que es una de las opciones de tratamiento empirico (Gomez,
2013).

Se puede concluir que en la poblacion estudiada de mujeres embarazadas las levaduras del
género Candida presentan un porcentaje preocupante de resistencia a los antifungicos;
condicién que se debe sospechar si se aisla C. krusei. Se recomienda la identificacion a
nivel de especie y si es posible pruebas de sensibilidad a los antifingicos en caso de falla

terapéutica y candidiasis recurrente.
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9. CONCLUSIONES

La especie mas comun aislada en muestras de secrecidn vaginal es la Candida
albicans (n=23); presentando un porcentaje preocupante de resistencia a fluconazol

(n=15) que es el principal antimicotico usado para el tratamiento.

La resistencia a fluconazol de Candida krusei (n=8) fue mayoritaria al de C.
albicans (n=7), por lo que se debe considerar la identificacion a nivel de especie
para un buen diagndstico, dado que algunas especies de Candida presentan una

resistencia natural a este antimicético.

En el presente estudio la vulvovaginitis recurrente (VVR), no fue un factor
determinante para la resistencia a fluconazol, el grupo méas vulnerable que presento
VVR se encuentra entre las edades de 21 a 44 afos, es decir, en su etapa de
fertilidad.

36



10. RECOMEDACIONES
Culminada la investigacion se recomienda:

e A pesar que los aislados de Candida albicans continGan siendo més frecuentes, se
recomienda la identificacion de especie, con la finalidad de tener informacién
confiable que guie en el tratamiento, ya que conocemos de la resistencia intrinseca

a fluconazol expresada por C. krusei; lo cual contaria como una falla terapéutica.

e Realizar la investigacion de sensibilidad antifungica, para asegurar el tratamiento

terapéutico adecuado.
e Es necesario realizar estudios similares ampliando las variables de poblacion y

lugares de estudio, con el fin de contar con un perfil epidemiolédgico confiable que

permita estandarizar tratamientos empiricos de acuerdo a nuestra realidad.
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12. ANEXOS

ANEXO 1
Loja, 02 de Febrero del 2015
Dr.

Santiago Morocho

DIRECTOR DEL SUBCENTRO DE SALUD N° 1
Cuidad.-
De mi consideracion

Yo Carol Sofia Chillogallo Granda con cédula de identidad 1105809451; estudiante
del SEPTIMO MODULO de la carrera de LABORATORIO CLINICO en la
Universidad Nacional de Loja. por medio de la presente me dirijo a Usted para
solicitarle de la manera mas comedida me autorice el permiso para la realizacion de mi
trabajo de tesis cuyo titulo es: “ESPECIES DE CANDIDA Y SU RESISTENCIA AL
FLUCONAZOL EN MUESTRAS DE SECRECION VAGINAL EN
EMBARAZADAS ATENDIDAS EN EL SUBCENTRO N°1 DE LA CIUDAD DE
LOJA.”

En el cual requiero de las muestras de secrecion vaginal de las mujeres embarazadas que
a criterio médico deban realizarse, por lo que proporcionare mi propio material para la
obtencidn de las mismas, ademdés informo que las prucbas no se realizaran en el
laboratorio del subcentro sino en un laboratorio aparte por lo que le solicito me ayude
con el permiso respectivo para la obtencion de las muestras; los resultados serin
enviados en un informe a su autoridad.

Por la favorable atencidn que le dé al presente desde ya le expreso mis mas ginceros
agradecimientos.

Atentamente 5 P .’fj‘;

Carol Sofia Chillogallo Granda
1105809451
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ANEXO 2

DIRECC‘ON

Muro. 20150183—D—ASH-UNL
Loja, 13 de febrero de 2015

Seforita

Carol Chillogallo Granda

ESTUDIANTE DE LA CARRERA DE LABORATORIO CLINICO DE LA UNL
Ciudad.-

De mi consideracion:

“En atencion a la solicitud Nro. 20150081, con tramite Nro. 003569 de fecha
de 2015, visto en esta Direccion el 03 de febrero de 2015, y luege
presentado por Lic. Carmen Ullauri, le informo que el Laboratorio Clinico ¢
instalaciones y equipos necesarios para la ejecucion de su traba, 99
embargo no cuenta con los discos de fluconazol, mismos q
por usted, tomado en cuenta que la ejecucion de la parte an \
no forma parte de la colegiatura.

Particular que pongo en su conocimiento para los fines ¢ )

44



ANEXO 3

CONSENTIMIENTO INFORMADO
Fecha: ..o,

Y O con cédula de identidad nimero
............................. oriunda de la ciudad de ........................ declaro que he sido
informada de los aspectos correspondientes al estudio: “ESPECIES DE Candida Y SU
RESISTENCIA A FLUCONAZOL EN MUESTRAS DE SECRECION VAGINAL DE
MUJERES EMBARAZADAS ATENDIDAS EN EL CENTRO DE SALUD N°1 DE LA
CIUDAD DE LOJA”, en el que participare voluntariamente:

e Se me realizara una toma de muestra de secrecion vaginal.

e Contestaré una encuesta realizada por la tesista voluntariamente.

e Mi muestra sera utilizada para realizar cultivo y antifungigrama.

e Mi participacion en este proyecto es de caracter voluntario, y en caso de no

participar en él, esta decision no afectara la relacion médico-paciente.

Como sujeto del estudio declaro que estoy de acuerdo con lo anterior y que participo
voluntariamente y no he sido sometido a ninguna intervencién con coaccién para esta

decision. En constancia firmo a continuacion.

Firma: ..o,

HUELLA DIGITAL INDICE DERECHO ( en caso de pacientes que no sepan leer ni

escribir)
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ANEXO 4

ENCUESTA

1859
UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA.
AREA DE LA SALUD HUMANA.
CARRERA DE LABORATORIO CLINICO.

Muy respetuosamente me dirijo a usted con la finalidad de pedir su colaboracidén para
llenar la presente encuesta, la misma gue me permitird obtener datos sobre mi
investigacion.

Estimada paciente, le solicito comedidamente dar respuesta a las siguientes preguntas:
1. Edad:

2. Esti tomando antifangicos?
Si () No()
Hace cudntos dias inicio ¢l tratamiento?........cocccocnenne
3. :Ha presentado infecciones vaginales frecuentes?
Si () No( )
Cuantas veces en ¢l aflo usted tiene molestias o presenta sintomas?..................
Durante su embarazo cuantas ha presentado vulvovaginitis?.........c.occveeveee

4- ;Se realizé una ducha vaginal antes de realizarse el examen?

Si () No( )
OBSBRYAURKINES . o vnsass o sh wianiss s damss sh dausss s sss singa (s sd s Fabaeh Ve sLaciase sanss

GRACIAS POR SU COLABORACION.
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ANEXO 5

CONDICIONES DEL PACIENTE, RECOLECION Y TOMA DE MUESTRA DE
SECRECION VAGINAL

CONSIDERACIONES GENERALES PARA LA TOMA DE SECRECION VAGINAL
e Una semana antes de la realizacion del examen, NO debe aplicarse évulos ni
ningun otro medicamento intravaginal.
e No se realice bafio con ducha vaginal el dia de la muestra.

e Absténgase de tener relaciones sexuales 3 dias antes del examen (Madrid, 2014 ).
RECOLECCION Y TOMA DE MUESTRA

» MATERIALES

e Camilla ginecoldgica

e Hisopos estériles

e Tubo con de suero fisiologico
e Tubo con KOH

» PROCEDIMIENTO

e El usuario se acuesta boca arriba con los pies apoyados en los estribos en la mesa
de exploracion.

e Se introduce suavemente un hisopo o aplicador de algoddn estéril y himedo dentro
de la vagina para tomar una muestra de la secrecion.

e La muestra se toma de las paredes de la vagina hasta el fondo del saco vaginal
posterior.

e Se retira el hisopo y se lo coloca en los tubos con solucion salina y otro con KOH,
se tapan con tapones de gasa y algodén para evitar contaminacion con agentes

externos como el polvo (Leonardo Anzalone, 2011) (Scrib, 2010).
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ANEXO 6

PROTOCOLO DE TRANSPORTE DE MUESTRA DE SECRECION VAGINAL

e Se transportd las muestras de secrecion vaginal de las mujeres embarazadas
atendidas en el laboratorio del Centro de Salud N°1 de la ciudad de Loja hasta el
lugar de procesamiento en el Laboratorio Clinico “Centro de Diagndstico Médico”

del Area de la Salud Humana de la Universidad Nacional de Loja.

e Una vez tomadas las muestras segun el protocolo del Anexo N° 5 se colocé el
tapon de gasa en los tubos que contenian las muestras con KOH y suero fisiologico
estéril.

e Cada tubo se lo coloco en una gradilla para un mejor sostén de los mismos.

e Se coloco la gradilla junto con los tubos en una caja térmica y se transportd antes

de 2 horas después de obtenidas las muestras al laboratorio para su analisis en el
mismo dia de toma de muestra (Legnani, 2011 ).

48



>

ANEXO 7

PROTOCOLO PARA PREPARACION DE AGAR SABOURAUD
uSsoO

Sabouraud Dextrosa Agar se utiliza para el cultivo de levaduras, mohos y bacterias
aciduricas. (HIMEDIA, 2011)

> FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA
Composicién Gms/litro
Dextrosa 40.00
Peptona de Caseina 10.00
Agar 15.00
pH final 56+0.2

Formula ajustada, estandarizado para adaptarse a los parametros de rendimiento
(HIMEDIA, 2011)

>

>

PREPARACION
Suspender 65 gramos en 1000 ml de agua destilada.
Calentar hasta ebullicion para disolver el medio completamente.

Esterilizar en autoclave a presion de 15 libras (121 ° C) durante 15 minutos
(HIMEDIA, 2011)

PRINCIPIO

Agar Sabouraud Dextrosa es una modificacion de la formulacion descrita por Sabouraud

para el cultivo de hongos (levaduras, mohos), particularmente Utiles para el hongos

asociados con infecciones de la piel. También se emplea este medio para determinar la

contaminacion microbiana en los alimentos, cosméticos, y muestras clinicas

Las peptonas proporcionan factores de crecimiento y fuente de nitrogeno. La dextrosa es la

fuente de energia para el crecimiento de microorganismos y el pH bajo favorece el

crecimiento de hongos e inhibe bacterias contaminantes de las muestras de ensayo.
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Algunos hongos patdgenos pueden producir esporas infecciosas que son facilmente
dispersadas en el aire, por lo que el examen debe ser realizado en cabina de seguridad. Para
muestras muy contaminadas, la placa debe ser complementado con agentes inhibidores

para inhibir bacterias el crecimiento con un pH més bajo (HIMEDIA, 2011).

» CONTROL DE CALIDAD
e Apariencia
Crema a amarillo polvo fluido homogeéneo (HIMEDIA, 2011).
e Gelificacion
Firma, comparable con un 1,5% en gel de agar (HIMEDIA, 2011).
e Elcolory laclaridad del medio preparado
Ambar claro coloreado formas de gel transparente a ligeramente opalescente en placas de
Petri (HIMEDIA, 2011).
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ANEXO 8

PROTOCOLO PARA PREPARACION DE CROMO AGAR
» USO PREVISTO
Agar Cromogénico Candida es un medio cromogénico selectivo y diferencial,
recomendado para la rapida identificacion de Candida spp, a partir de muestras clinicas
(Pronadisa, 2010).

> FORMULA EN g/l

Glucosa 20.00 Mezcla cromogénicos  0.40
Peptona 10.00 Agar Bacteriologico  15.00
Cloranfenicol 0.50

Final pH 6.1 £ 0.2 a 25°C

» PREPARACION
Agar Cromogénico Candida presentacion 500 gramos, 5, 25, 50 kilos. Catalogo 1382
(Medio deshidratado) (Pronadisa, 2010).

e Suspender 45.9 gramos del medio en un litro de agua destilada. Mezclar bien y
calentar agitando frecuentemente. Dejar hervir durante un minuto o hasta
disolucién completa. NO ESTERILIZAR EN AUTOCLAVE. Verter en placas
Petri. Las placas preparadas deben almacenarse entre 8-15°C. EIl color del medio
preparado es &mbar ligeramente opalescente (Pronadisa, 2010).

e El medio deshidratado debe ser homogéneo, libre de floculos y de color beige
claro. Si hay algun cambio fisico no utilizar el medio (Pronadisa, 2010).

> PRINCIPIO Y APLICACION

AGAR CROMOGENICO CANDIDA es un medio selectivo y de diferenciacion para el
aislamiento de hongos. Con la inclusion de sustratos cromogenos en el medio, las colonias
de C. albicans, C. tropicalis y C. krusei producen color es diferentes, lo que permite la
deteccion directa de estas especies de levaduras en la placa de aislamiento (Pronadisa,
2010).

En el medio la glucosa es el carbohidrato fermentable aporta carbono y energia. La
Peptona aporta nitrdgeno, vitaminas, minerales y aminoacidos esenciales para el

crecimiento. El Cloranfenicol es un antibidtico que ayuda en el aislamiento de hongos
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patdgenos de muestras clinicas altamente contaminadas. La mezcla de cromogénicos
permite la identificacion y la diferenciacion de las 3 especies de candidas (Pronadisa,
2010).

Las distintas especies de Candida producen distintos tipos de infecciones. Candida
albicans es la mas comun de las especies y generalmente susceptible al grupo azole de los
agentes antifungicos. Mientras que Candida glabrata, Candida tropicalis y Candida krusei
son tolerantes a los azoles, por lo tanto la rapida identificacion de las distintas especies de
Candida es fundamental para el diagndstico y el tratamiento adecuado. Las colonias de

Candida se presentan de la siguiente manera:

ESPECIES DE Candida COLOR
Candida albicans verde

Candida tropicalis azul

Candida krusei morado-rosa
Candida parapsilosis y C. glabrata beige o morado

(Pronadisa, 2010)
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ANEXO 9

PROTOCOLO PARA PREPARACION DE AGAR MUELLER HINTON
» USO:

Medio de cultivo recomendado universalmente para la realizacion de la prueba de

sensibilidad a los antimicrobianos (Himedia, 2010 ).

» FUNDAMENTO:
Medio de cultivo nutritivo no selectivo que promueve el desarrollo microbiano. Por su
composicion, ha sido recomendado por el Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI), para ser utilizado en forma rutinaria en la realizacién del antibiograma en medio
solido, debido a que presenta buena reproducibilidad lote a lote en las pruebas de
sensibilidad (Himedia, 2010 ).

> FORMULA: (en gramos por litro)
Infusion de carne: 300.0
Peptona acida de caseina: 17.5
Almidon: 1.5
Agar: 15.0
pH final: 7.3+ 0.1

» INSTRUCCIONES:

Suspender el polvo en agua purificada. Dejar embeber de 10 a 15 minutos. Calentar con

agitacion frecuente y hervir durante 1 minuto para disolucion total (Himedia, 2010 ).

Para este estudio se afiadié glucosa y azul de metileno para realizar el antifungigrama en
disco de acuerdo al documento CLSI para el estudio de sensibilidad a los antifungicos
M44-A (Ver anexo 13); donde se afiadié 5.5 gr de glucosa y 30 ul de azul de metileno para
la preparacion de 12 cajas de agar. Luego se esteriliz6 a 121°C durante 15 minutos. Enfriar
a 45°-50°C y distribuir en placas de Petri estériles, 23 ml de volumen apropiado para que el
espesor sea de 4 mm sobre una superficie horizontal con ayuda de una jeringa (Himedia,
2010).

» ALMACENAMIENTO:

Medio de cultivo deshidratado a 10-35 °C.
Medio de cultivo preparado a 2-8 °C (Himedia, 2010 ).
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ANEXO 10

PROTOCOLO PARA EXAMEN CON KOH
> DEFINICION

Es el medio de montaje de las muestras clinicas universalmente aceptado. Permite
clarificar todo tipo de muestras clinicas con abundantes células y restos celulares y
observar la morfologia fungica. EI KOH disuelve mas rapidamente los elementos celulares
que los hongos (protegidos por la pared celular) (Risaralda., 2011).

Se realiz6 la identificacion de hongos a través de una muestra de secrecion vaginal.

» MATERIALES Y REACTIVOS:
e Tubos de vidrio

e Gradilla para tubos.

e Lamina portaobjetos.

e Laminilla cubreobjetos.

e Hisopos estériles.

e Marcador de vidrio o rotulador.

e KOH al 10% (Risaralda., 2011).

» EQUIPO
e Microscopio (Risaralda., 2011).

» PROCEDIMIENTO

e Identificar la lamina portaobjeto con un rotulador o marcador

e Colocar una gota en el portaobjeto con la solucién junto con la muestra y cubrir con
laminilla cubre objeto, con el cuidado de no formar burbujas de aire.

e Examinar toda la preparacion al fresco en el microscopio con objetivo 10x y 40x.

e Buscar presencia de levaduras o pseudohifas que se encuentren en la muestra.

e Anotar lo observado en el respectivo registro (Risaralda., 2011).
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ANEXO 11

PROTOCOLO PARA CULTIVO EN AGAR SABOURAUD
» PROCEDIMIENTO
e Sembrar las muestras tan pronto lleguen al laboratorio para su proceso y siembra.
e Incubar las cajas sembradas en una atmésfera himeda a 25-35°C.
e Examinar los cultivos después de 24 horas de incubacion para reportar resultados
de crecimiento (MAST, 2011).

> INTERPRETACION DE RESULTADOS

En las muestras positivas se observa el crecimiento de hongos y levaduras con su

morfologia colonial tipica o confluencia de colonias (MAST, 2011).

» ALMACENAMIENTO: 2-35° C.
» CADUCIDAD: 5 afios en frasco cerrado (MAST, 2011).
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ANEXO 12

PROTOCOLO PARA CULTIVO EN CROMO AGAR
» TIPO DE MUESTRA

Muestras de secrecion vaginal (Pronadisa, 2010).

» PROCEDIMIENTO
e Inocular en superficie y realizar estrias paralelas con el asa.
e Incubar a 35 + 2°C durante 24, 48 y 72 horas

e Lectura e interpretacion de los resultados (Pronadisa, 2010).

» ALMACENAMIENTO
e Una vez abierto guardar el medio cerrado para evitar la hidratacion
e Utilizable hasta la fecha de caducidad (Pronadisa, 2010).
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ANEXO 13

PROTOCOLO PARA ANTIFUNGIGRAMA EN DISCO

METODOS ESTANDARIZADOS POR EL CLSI PARA EL ESTUDIO DE LA
SENSIBILIDAD A LOS ANTIFUNGICOS (DOCUMENTO M 44-A)

» FUNDAMENTO
Es el mismo que para las bacterias, estd basado en el estudio la sensibilidad de las
levaduras a los antifungicos en funcién del halo de inhibicién producido por la difusion del
antifangico en un medio de cultivo sélido. Los pasos a seguir son los mismos que para las

bacterias pero con algunas modificaciones (CLSI, 2007).

» MEDIO DE CULTIVO

Mueller Hinton agar (MHA) suplementado con 2% de glucosa y 0,5 pug/ml de azul de
metileno (pH 7,2 - 7,4). Se puede incorporar los suplementos cuando se prepara el medio o

bien incorporar los suplementos a las placas de MHA ya preparadas (CLSI, 2007).

La adicion de glucosa proporciona un mejor crecimiento de las levaduras y el azul de
metileno aumenta la definicion de los halos de inhibicion. Ademas, el medio MHA con
glucosa y azul de metileno permite diferenciar mejor las cepas S y R a fluconazol,
presentando buena correlacion con el método M27-A3 y con los datos in vivo. Aunque hay
poca diferencia entre la lectura a las 24 y 48 h, se recomienda realizarla a las 24 h (CLSlI,
2007).

> PREPARACION DE PLACAS MHA SUPLEMENTADO CON GLUCOSA Y
AZUL DE METILENO

e Preparar el medio de Agar Muller Hinton (MHA) siguiendo las indicaciones del
fabricante y afnadir 20 g de glucosa por litro de medio.

e Anadir 100 pul de la solucion de azul de metileno (5 mg/ml) por cada litro de medio.

e Esterilizar en autoclave.

e Dejar enfriar el medio a 45-50 °C y llenar las placas a razon de 28-30 ml de medio
para placas de 9-10 cm de diametro y 67-70 ml si son de 5 cm (altura de la capa de

agar 4 mm).
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e Dejar enfriar y guardar en nevera (CLSI, 2007).
Una vez preparadas las placas se pueden almacenar durante 7 dias a menos que se tomen

pre cauciones adicionales que eviten el secado de las placas (CLSI, 2007).

> PREPARACION DEL INOCULO

e Se prepara tocando con el asa de cultivo 5 colonias >1 mm y de 24 h de
crecimiento.

e Se resuspenden en un tubo de solucidn salina estéril.

e Se agita bien y con ayuda de un densitometro, se ajusta a una densidad Optica 0,5

McFarland, afiadiendo la cantidad necesaria de solucion salina (CLSI, 2007).

> INOCULACION DE LAS PLACAS

e Sumergir una torunda de algodon en la suspension del indculo de 0.5 McFarland.
e Retirar el exceso de liquido rozando la torunda con las paredes del tubo.

e Sembrar la placa uniformemente.

e Dejar secar 3-5 min y dejar la placa entreabierta.

e Aplicar los discos.

> TEMPERATURA'Y TIEMPO DE INCUBACION
Incubar a 35 °C durante 20-24 h para Candida spp y 48 h para Cryptococcus spp.
» LECTURA

Si no hay suficiente crecimiento a las 24 h reincubar y leer a las 48 h. Medir el halo de
inhibicién donde se produce una reduccion importante del crecimiento. La lectura es
subjetiva y se requiere experiencia para dar medidas exactas. La presencia de micro
colonias en el borde del halo de inhibicion o de colonias grandes en el interior del halo
deben ser ignoradas. C. glabrata y C. krusei, pueden necesitar 48 h de incubacion (CLSI,
2007).

En la Tabla 15a.8 se especifican los diametros equivalentes a los puntos de corte. (CLSI,
2007)
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En la Tabla 15a.8. Puntos de corte y equivalencia diametro-CMI para Candida spp

Antifangico

Carga de disco Diametro (mm)

CMlI(ug/ml)
R S-DD S

Fluconazol
\oriconazol

Caspofungina

264  16-32 <8

S, sensible. S-DD, sensible dependiente de la dosis. R, resistente.

>4 2 <1
>2* - <2
*No sensible

(CLSI, 2007)
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ANEXO DOCUMENTO CLSI PARA ANTIFUNGIGRAMA METODOS DE
DIFUSION DE DISCO

Métodos estandarizados por el CLS] para el estudio de la sensibilldad
a los anfifinglcos (documentos M27-A3, M38-A y M44-A)

Lhilidad d= la macrodibscian
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e il ol Sl b el 6. Cormaet il e O placas
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o, Cedbad @ ©ned mBnEo B B, QorenErEC Dres 5 Lpion e @ kO (raling growifi).

Tabla 150 Resumen dol matodo Ma7-A2
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Equnomandngs : i Ch 05 |a conceniracion mds bag que producs LUna InRibcion del
e misrho W% & a5 24 1 deiraubacien

RPN 1640, oo gl ubaming, 5in bicarbonain sodoo y conun Rdcadcr ds pH
Aid o motoling propanc sURonioo (WO PS) & Lna onceniracion 0,164 moleslbn

Candita spp . 45 b a 35 “C oo Boodos |06 @nEiingl oo, euaspio Bs e rooandings qan

Funios de corbe Fuocrasnl: 5« 8 poiml; 5-00 1632 poiml; R = 54
Eacorazok § < 012 poiml; 500 02505 poml Fx 1 gl
Vorconarnd: 5 « 1 pgim, S-80 2 podmi; a4 poiml
Sfuomdiogng 5 x 4 pomil; | 5 16 g R x32 poimi
Equnccandras: 5« 2 poml NS = 2 poiml

Capas conird C. krwsal ATC G 858 y O pargpsfosis ATOD 22019

P

15a.4. Método de difusicn an disco
Mdd-A

La wilidad de los métodos de sensibilidad
basados en la difimiin del antifingico a partir de
dizoos o lablelas ha csiado limitada por bos proble-
mas do difusidn cn ogar de los mismos y por so fal-
ia de correlacién con la clinica. Se ha enconlra-
do cormelacién con Muconarol vy vofocomaral cntre
los bales do inhibicidn do discos de 25 pg {Muco-
nazel) ¥ 1 pg (voricomazal: Becten Dickinson,
Wheadtridge, Cola.) ¥ las CMI ohicoidas por cl
métoda MIT-A3. En 2005, ¢l CL5] cstandarind cl
mébndo de difusidn-disoo (domumonto Mdd-F) v oo
2004 publicd &) documents definitiva (documenlo
M44-A) [3] para Cardida spp con Muconaeo y
wvoriconarnd.

15a.4. 1. Fundamento

Es ¢l mismo que pam las bacterias, ostd besa-
do en €l estudio |2 senxibilidad de las levaduras a los
antifiingicas co funcidn del hale de inhibicidn pro-
ducido par la difusidn del anlifingico cn un medio de
cultiva sélide, Los pasos o scguir son kos mismas gue
jpara los bacterios pora con ol gunss modifcaciones.

15a.4.2. Medio de cultivo

Mucller Hinton agar {MHA) suplcmentado
can 2% do glecosa y 0.5 pgfml de wol do melilcmo
{pH 7.2 - T4). 5c pucde incorparar los suplomenios
cuando so prepara ol medio o bien incorparar los
suplcemnentas 2 las placas dc MHA ya propamdas,
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Métodos estandarizados por al CLSI para ol estudio de la sensibilidad
a los anfifingicos (documenios M27-A3, M38-A y M44-A)

La adicién de glucosa proporciona un mejor
crecimiento de las kevadums v el orul de metileno
aumenta la definicién de los hales de inhibiciin,
Ademis, el medio MHA con glucosa v arul de
metileno permite diferenciar mejor las cepas S v R oa
fluconarol, presentando buena correlacidn con el
métode M27-A3 y con los datos in vive. Aungue
kay poca diferencia entre |2 becturn 5 las 24 y 48 he
st recomienda realizarla a las 24 b

Solucion madre de glucosa (407:)
¢ (Hlocosa . R 1
* A.;gmd:shh:ll R

Calentar suavemenie hasta completa disolu-
ciin de la glicosa

Soducton azul metileno (5 mg'mi)
o Amlmetleno ... ... ...... 0]z
¢ Agmadestlada . ... .. ... ... 3ml

‘Solucion madre de glucosa-azul de metileno
(GAM)

I. Afiadir 200 pl de Ia solucidn de arul de metileno
a 100 ml de la solucide madre de glocosa para
ohiener una solucidn GAM con una concentra-
ciin final de glucosa de 0.4 mg'ml y 10 pgiml de
arul de metileno.

Diispensar en viales en alicunias de 3.5 o 1.5 ml
Esterilizar en autoclave 25 min a 121 "C.
Cmardar a temperatura amhiente {miximo 1 afio)

e

Preparacion de placas MHA suplementado con
glucosa y azul de mellanc

I. Preparar el medio de MHA sigusendo las indica-
ciones del fabricante y afadir 20 g de glucosa
par litro de media.

Afiadir 100 pl de In solucién de azul de metilens

(5 mg/ml) por cada litro de medio.

. Esterilizar en agioclave.

4. Dejar enfriar el medio o 45-50 °C y llenar las
placas a razdn de 28-30 ml de medic para placas
de 9-10 cm de didmetro ¥ 67-70 ml =i son de
15 cm (altura de la capa de agar 4 mm,

5. Dejar enfriar y guardar en mevern

[

[

Una vez preparadas las placas se pueden
almacenar durante 7 dins o menos que s tomen pre-
cauciones adicionales que eviten el secado de las
placas (Figura 150.8).

1 Propersciér del reed i SHE ooy 7% gl scoss + 0L F il
sy el oy rn il

Tmm'ml
CERR ke I:‘l
|m..i e =y
Lmﬁ-ﬂﬁlﬂlﬂ pheoomil p i
L
e~ S -
-"""\-r.'dﬁ o e ey o v
[ = G
icaderdal | i [

Figura 1502 Praparedis bl madie de Musla-Hinen age sups
Frearkacs (1) ff S e L N 5 i plac da MHA (2

Suplementacion de las placas da MHA con
glucosa y azul de metiieno

L. Werter 1.5 ml de In solucian de GAM sobre la
superficie de ln placa de MHA de %-10 cm o
35mlsiesdeo 15 cm

Repartir el liquido uniformemente por toda la

superficie de la placa con ayuda de un asa de

cristal o bolas de cristal.

3. Dejar o temperatura ambienie o en el refrigera-
dor el tempo necesano para gque se ghsorba wdo
el liquide anes de proceder a la inoculacidn de
la placa. El tiempo depende de lo humedad de la
placa, en general de 4 - 18 h

f=a

Lin consajo...

# [Es mojor propanr las placas of dia anterior al
y chafaries durante Sods i ook on e

o el fin de que hayl una absonddn o mpiota.

15a.4.3. Preparacion del indculo

5o preparn tocando con el asa de cultivo 5
colonias 21 mm y de 24 h de crecimiento en placa
de SDA gue se resuspenden en un fubo de solucidn
salina esténl {C1MNa 0,85% ) como se ha descrto para
€l método M27-A3. Se agita bien y con ayuda de un
espectrofotdmetro (longitud de onda: 530 nm), se
njusin o una densidad dptica 0.5 McFarland, afindi-
endo la cantidad necesaria de solucidn salina. Esm
soluciin Hene una concentracién aproximada de
1210 - Sx10*UFC/ml (Figara 1509

15a-11
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Métodos estandarizados por el CLSI para el estudio de la sensibilidad

a los antifinglcos (documentos M27-A3, M38-A y Md4-A)

B b b A

L]
Torwr 8.3 colonia

T

(15 FFasiwdl
R ]

'
e el e e e
e s L] e
v s
My el Fol e ',

Figura 1500, Proparmd iy indouio kadias 448

153.4.4. Inoculacion de las placas

1. Somergdr wna tomnda de alpoddo en la suspen-
sidin del indculo de 0.5 McFarland.

2. Betirar el exceso de lquido rozando 1a tonunda
con Las paredes del tubo.

3. Sembrar 1a placa wniformemente.

4. Dejar secar 3-5 min v dejar la placa entreabierta

5. Aplecar los discos.

152.4.5. Temperatura y tiempo de Incubacion

15a8.4.6. Lectura

51 oo hay suficiente crecimiento a las 24 b
reincubar v beer a las 48 h.

Medir el halo de inhibicién donde se produce
una reducchin importante del crecimiznto,

La lectura es subjetiva y se requiere expe-
riencia para dar medidas exactas.

presencia de micro colonias en o borde

el halo de inhibicién o de colonias grandes en el
intertor del halo deben ser ignoradas.

C. plabrata v C krusel, poeden necesitar
44 h de incubacidn.

153.4.7. Cepas Control da Calldad

En cada ensayo debe incluirse al menos una
cepa control de calidad para peder detectar
funhi-ujer anomalia o desactivacida del antifiingico.
El CLE1 aconseja utilkzar las siguientes cepas:

« O parapsilosis ATCC 22000
« O, krusel ATCC 6258

« O alblcans ATCC 0028

« O trapicalis ATCC 750

En la Tabla 1527 se especifican los didme-

bros de los halos de inhibickdn para las cepas control
de calidad.

153.4.8. Puntos de corte para Candida spp.

Incubar a 35 °C duorante 20-24 h para
Candida spp. y 48 h para Cryplococcis spp.

En la Tabla 1528 se especifican los didme-
bros equivalentes a los punios de corte,

Tabla 15a.7. Didmetro de las cepas comtrol de calidad [3,14-18]

Angingico Carga C. knmsai C. pampaiosis L. albans C. tmypicalis
dal disoo ATCC £258 ATCC 22018 ATCCa0Es ATEC T80
Fluoonazdl 26 ».-m . B -] 6. 37
Vasconazal 1pg 16 -25 A-3 n-42 *
Pommnazl Spg A-: 25-38 M- a-3

" o= han ssbshiscd o an ads cap s d shidn 5 18 varishl idsd sneon reds.
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Métodos estandarizados por el CLS] para el estudlo de la sensibllidad

a los antifungicos (documentos M27-A3, M38-A y M44-A)

Tabla 15a.8. Puntos de corte y equivalencia dimetro-CMI para Candida spp. [1,3,11,15,231
Anftingicn Canga del disco Digmetro (mm) CMI (pgimi)
R 5-DD ] R 50D 8
Fruconazol 25 1 =14 15-18 =19 =l 16 -32 =8
Viorconazol iuvg =13 14- 16 =17 =4 2 =1
Caapofungina Sug =10 - =11 na - =2
5, sensibe. 3400, 5 eneibie depend et o2 dosis. R, rasinte. “Mosaabe.
Tabla 15a.9. Resumen documento M44-A.
Medio de culive Mueller Hinlon agar + 2% ghecosa +0,5 mgiml azul de metilenc
pH T2-74
inGculo 0,5 McFarand (1-5 x 10° UFCimI)
Thempo y temperatra 35 °C durante 20 a 24 h
e Incubaciin Algunoa alalados de O, glabraay (O krusel & menwdo necesitan 48 h.
Carga del disco Fluconazol 25 pg
Voriconazol 1 pg
Poaaconazol 5 pg
Medida del halo de inhibicién ~ Medir el halo de inhibicidn donde se produce una reduccin importanie del crecimiento
Punios de corte Fluconazol: R =14 mm, 5-0D 15 - 18 mm, S =19 mm.
Vorkconazol: R =13 mm, 50D 14— 16mm, S 217 mm
Didmetro de inhibicdn = C. parapeiiosis ATCC 22019
de las cepas confrol fheconazol: 22 - 23 mm
e calidad voriconazol: 28 - 37 mm
posaconazol: 25 - 36 mm
caspofunging: 14 - 23 mm
= . krusel ATOC 6258
vorconazol: 16 - 25 mm
poaaconazol: 23 - 31 mm
caspofunging: 18 - 26 mm
= G albicans ATCC 0028
fhuconazol: 28 - 39 mm
vorconazol: 31 - 42 mm
posaconazol: 24 - 34 mm
caspofungina: 18 - 27 mm
= . tropicalis ATCC 750
fluconazol: 26 - 37 mm
pogaconazol: 23 - 33 mm
caspofungina: 20 - 27 mm
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ANEXO 14

HOJA DE REGISTRO

Examen con KOH Sensibilidad a fluconazol
Nombre Edad | N° de Cepas aisladas
mues Esporas Hifas Pl N S I R
tras
M.C1 - - X -
M.C 2 - - X -
M.C 3 - - X -
M.C4 Pocas esporas Pocas pseudohifas | x C. glabrata o C. X
parapsilosis
M.C5 | Pocas levaduras Algunas pseudohifas | x C. albicans X
1101704890 21 1 Escasas levaduras | Algunas pseudohifas | x C. albicans X
1120003122 32 2 Algunas levaduras | Algunas pseudohifas | x C. albicans X
1129141862 14 3 Pocas esporas Pocas pseudohifas | x C. albicans X
1104581606 30 4 - - X -
1709546110 35 5 - - X -
101242189 23 6 Escasas levaduras - X C. albicans X
1101291313 19 7 - - X -
1105292771 30 8 - - X -
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1104459779 30 9 - - -
1105824166 16 10 Pocas levaduras - . albicans
1150589420 18 11 - - -
1105841502 25 12 - - -
1170281451 28 13 - - -
1103718928 34 14 Pocas levaduras - . albicans
1104325160 25 15 - - -
015124466 35 16 - - -
1105864324 17 17 - - -
1150825899 19 18 Algunas levaduras - . albicans
1104278906 30 19 - - -
1105239543 24 20 - - -
1105802836 21 21 Escasas levaduras - . albicans
1104882251 25 22 - - -
1103922322 31 23 - - -
1105196396 26 24 - - -
1104132251 35 25 Algunas levaduras | Algunas pseudohifas . albicans
1104989924 25 26 - - -
0928917738 | 25 27 - - R
1105907491 21 28 Pocas levaduras - . albicans
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1103977599 22 29 Pocas levaduras Numerosas hifas y C. albicans
micelio

1170729431 22 30 - - -
1104899545 24 31 - - -
1105808422 16 32 - - -
1900555788 18 33 - - -
1104679806 25 34 - - -
1104744691 26 35 - - -
1103857643 23 36 - - -
1103589170 38 37 - - -
1105922800 24 38 - - R
1105209451 14 39 Escasas levaduras - C. krusei
1150557666 19 40 Escasas levaduras Escasos micelios C. albicans
1104687726 25 41 - - -
1103570246 38 42 Pocas levaduras Pocas hifas C. albicans
1105233942 23 43 - - -
1104629850 30 44 - - -
1105638660 22 45 - - -
1105809453 21 46 Pocas levaduras - C. albicans
1104684383 27 47 - - -
1105800285 19 48 Pocas levaduras - C- krusei
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1103984264 34 49 Pocas levaduras Hifas con C. albicans
clamidiosporas

1105809427 21 50 Pocas levaduras - C- krusei
1104858228 26 51 Pocas levaduras - C- krusei
1103871982 | 35 52 - - -
1104617558 28 53 Pocas levaduras - C- krusei
1104202062 22 54 Algunas levaduras - C. albicans
1106081571 19 55 Pocas levaduras - C- krusei
1003963434 | 32 56 - - -
1104834443 18 57 - - -
1150357067 24 58 - - -
1450015301 23 59 Pocas levaduras - C- krusei
1150708889 17 60 - Pocas hifas y micelios C. albicans
1104675325 19 61 Pocas levaduras - C. albicans
1105165862 26 62 Pocas levaduras - C. albicans
1038153162 23 63 Algunas levaduras Pocas hifas C. albicans
1105372625 16 64 Pocas levaduras - C. albicans
1165802426 20 65 Pocas levaduras - C. albicans
1105208019 20 66 Pocas levaduras - C. albicans
1100201588 26 67 - - C. krusei
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ANEXO 15

FORMATO DE ENTREGA DE RESULTADO

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
AREA DE LA SALUD HUMANA

LABORATORIO CLINICO

1859 CENTRO DE DIAGNOSTICO MEDICO

Nombre del paciente:
Edad:
Tipo de muestra: Secrecion vaginal
KOH:
Germen identificado:
ANTIFUNGIGRAMA
Fluconazol:

Loja, de del 2015 Firma:
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ANEXO 16

FOTOS
IMAGENES DE CRECIMIENTO EN AGAR SABOURAUD

Fig.1: Imagen de prueba piloto de secrecién vaginal positiva con hongos donde se

evidencia un claro crecimiento de colonias de Candida a las 24 horas de incubacion.

Fig.2: Imégenes de crecimiento de colonias de Candida presente en las muestras de
secrecion vaginal de las mujeres embarazadas que participaron en el estudio
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IMAGENES DE CRECIMIENTO EN CROMO AGAR

Fig.3: Muestras piloto utilizadas en el estudio donde se observa una colonia color beige
que de acuerdo al cromo agar indica la presencia de Candida parapsilosis o C. glabrata;
mientras que en el otro lado se observa una colonia color verde que indica crecimiento de

Candida albicans.

Fig.4: En estas iméagenes se
observa la presencia de las especies
que crecieron en el estudio, de
color morado Candida krusei y de

color verde C. albicans.
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IMAGENES DE SENSIBILIDAD A FLUCONAZOL

A““-‘ av a*

Fig.5: Estas imagenes representan la prueba piloto que se utilizo en el agar Mueller Hinton
para determinar la susceptibilidad a fluconazol en el cual se observa un halo que al medirlo

resulto sensible a este antimicotico.

Fig.6: En estas imagenes se observa el crecimiento de las colonias con un halo incluso

mayor a la de la prueba piloto el cual al medirlo indico ser sensible a fluconazol
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IMAGENES DE RESISTENCIA A FLUCONAZOL

Fig.6: Imagenes de algunas muestras cuya presencia de Candida resultaron ser resistentes

a fluconazol, determinada por la ausencia de un halo de sensibilidad.
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