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1. Titulo
Tipificacion de Candida en muestras de secrecidn vaginal de mujeres en edad fértil que

acuden al Centro de Salud N° 1 de la ciudad de Loja.



2. Resumen

Candida es un tipo de hongo levaduriforme que se encuentra en diferentes zonas del
cuerpo, como la vagina; sin embargo, se considera un patdgeno oportunista que depende de
factores propios de virulencia y factores favorecedores del hospedero para causar la infeccion.
La especie mas frecuentemente aislada en la zona vaginal es Candida albicans, sin embargo,
estudios realizados en la actualidad indican que en los ultimos afios se ha incrementado las
especies de Candida no albicans como Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida
pseudotropicalis y Candida krusei. Para llevar a cabo la presente investigacion se plantearon
los siguientes objetivos: identificar la presencia de estructuras micéticas en muestras de
secrecion vaginal mediante la prueba de KOH, identificar el crecimiento de colonias en Agar
Sabouraud e identificar la especie de Candida mediante el cultivo en CHROMagar-Candida.
En el presente estudio de tipo descriptivo y de corte transversal, se obtuvo un total de 130
muestras de secrecion vaginal; las pruebas que se aplicaron fueron: KOH (Hidroxido de
potasio), Agar Sabouraud, CHROMagar-Candida. Tras la aplicacion de la prueba de KOH se
obtuvo el siguiente resultado: levaduras (60.8%), seudohifas (13.1%) y estructuras mixtas de
levaduras y seudohifas (26.1%). Asi mismo, luego de realizar el cultivo en Agar Sabouraud se
pudo observar que del 100% de las muestras procesadas, todas presentaron el crecimiento de
colonias lisas, cremosas y de color blanco—amarillenta, caracteristicas de Candida; finalmente
el cultivo en CHROMagar-Candida permitid identificar las siguientes especies de Candida:
con mayor predominancia Candida krusei con el 69.2 %, seguido de Candida albicans con
29.2 %, y Candida glabrata con el 1.6 %.
Palabras clave: Factores de virulencia, Candida, KOH, Agar Sabouraud, CHROMagar-

Candida.



Summary

Candida is a type of yeast-like fungus found in different areas of the body, such as the
vagina; however, it is considered an opportunistic pathogen that depends on virulence factors
favoring the host to cause infection. The most frequently isolated species in the vaginal area
is Candida albicans, but nevertheless, studies carried out nowadays indicate that in recent
years it has increased the species of Candida not albicans such as Candida glabrata, Candida
tropicalis, Candida pseudotropicalis and Candida krusei. In order to carry out the present
investigation, the following objectives were proposed: to identify the presence of fungal
structures in samples of vaginal secretion by means of the KOH test, to identify the growth of
colonies in Sabouraud Agar and to identify the species of Candida through the culture in
CHROMagar- Candida. In the present descriptive and cross-sectional study, a total of 130
vaginal discharge samples were obtained; the tests that were applied were: KOH (Potassium
hydroxide), Sabouraud Agar, CHROMagar-Candida. After the application of the KOH test
the following result was obtained: yeasts (60.8%), pseudohyphae (13.1%) and mixed
structures of yeasts and pseudohyphae (26.1%). Likewise, after carrying out the cultivation in
Sabouraud Agar, it was observed that of the 100% of the samples processed, all presented the
growth of smooth, creamy and yellowish-white colonies, characteristics of Candida; finally
the culture in CHROMagar-Candida allowed to identify the following species of Candida:
with greater predominance Candida krusei with 69.2%, followed by Candida albicans with

29.2%, and Candida glabrata with 1.6%.

Key words: Virulence factors, Candida, KOH, Sabouraud Agar, CHROMagar-Candida.



3. Introduccion

Candida spp. es un hongo que se encuentra formando parte de la flora bioldgica natural del
cuerpo humano, al cual también se lo considera como un patégeno oportunista que depende
de factores propios de virulencia y factores favorecedores del hospedero para causar la
infeccion (Delmonte, Fernandez, Robertiz, Gonzalez, & Arcaya, 2017).

Entre un 20-50% de las mujeres presenta en su zona vaginal Candida spp. sin que esto
signifique que exista una infeccion. Estas mujeres son completamente asintomaticas ya que el
pH acido de la vagina, el sistema inmunolégico y la presencia de una flora bacteriana
vaginal, impiden que la Candida spp. se multiplique. La infeccion vaginal solamente surge si
hay alguna alteracion en por lo menos uno de los tres factores de proteccion mencionados
anteriormente (Pinheiro, 2018).

Segun la Asociacion Espafiola de Ginecologia y Obstetricia (AEGO, 2017), a nivel
mundial el 75% de las mujeres resultan afectadas al menos una vez en su vida y casi el 45%
tendra dos o mas crisis por afio. La micosis vaginal es frecuente entre las mujeres y los
sintomas tipicos son: prurito o ardor genital, dispareunia, disuria y la presencia de una
secrecion vaginal gruesa, blanca y anormal que se adhiere a las paredes de la vagina y al
cuello del utero (Strasinger & Schaub di Lorenzo, 2016).

Un articulo publicado por Delmonte, Fernandez, Robertiz, Gonzéalez, & Arcaya (2017)
sobre la “Frecuencia del género Candida en vagina de mujeres en edad Reproductiva™, indica
que del 100% de muestras identificada con Candida, un 67% presentaron la especie C.
albicans, seguida de C. glabrata con el 17%, y finalmente con un porcentaje igual de C.
krusei y C. tropicalis de 8% cada uno. Asimismo una revista cientifica publicada por Solis et
al. (2014) con respecto a “Colonizacion vaginal por Candida spp. Frecuencia y descripcion de
las especies aisladas en mujeres asintomaticas”, sefiala que del 100% de muestras

identificadas con Candida, el 47% de las especies correspondié a C. albicans, el 26% a C.



krusei, el 21% a C. glabrata y el 15% a C. tropicalis.

De acuerdo con estudios epidemiologicos indicados anteriormente, Candida albicans es la
especie mas comun de Candida. Sin embargo, durante los Gltimos afios se han producido
algunos cambios en estos datos y se puede observar que la prevalencia de especies de
Candida no albicans es cada vez mayor. Esto puede deberse a dos hechos relacionados entre
si, como: un significativo aumento de frecuencia de deteccion de especies no albicans y una
mayor tasa de recurrencias de los episodios de vulvovaginitis. De hecho, el incremento de
especies no albicans se ha observado fundamentalmente en los episodios recurrentes, lo que
se relaciona con una generalizacion de terapias inadecuadas (automedicacion) para tratar la
infeccion (Solis et al., 2014).

La identificacion de especies de Candida entre la poblacion no solo ayuda a los
profesionales de la salud a elegir tratamientos antimicéticos adecuados, sino que también
evitara el desarrollo de resistencia a los medicamentos (Mahmoudi, Zafarghandi, Abbasabadi,
y Tavallaee, 2011).

La presente investigacion tuvo como propodsito realizar la Tipificacion de Candida en
muestras de secrecion vaginal de mujeres en edad fértil que acudieron al Centro de Salud N° 1
de la ciudad de Loja, para lo cual se plante6 objetivos especificos como: 1) identificar la
presencia de estructuras micoticas en muestras de secrecion vaginal mediante la prueba de
KOH, 2) identificar el crecimiento de colonias en Agar Sabouraud y 3) identificar la especie
de Candida mediante el cultivo en CHROMagar-Candida.

El grupo de estudio estuvo conformado por las mujeres en edad fertil (entre 15 a 45 afios)
que acudieron al Centro de Salud N° 1 de la ciudad de Loja durante todo el mes de julio, que
presenten en su muestra de secrecion vaginal estructuras micoticas; y el proceso para la
tipificacion de Candida se realizo en el laboratorio de Microbiologia de la Facultad de la

Salud Humana de la Universidad Nacional de Loja.



4. Revision de literatura

4.1 Aparato Reproductor Femenino

El aparato genital femenino se halla casi en su totalidad ubicado profundamente en medio
de la excavacion pelviana; o sea, rodeado de un anillo 6seo interiormente revestido por
diversos elementos musculares y aponeuroticos que sostiene a los 6rganos pelvianos, los
cuales guardan entre si una estrecha relacién. Se compone de dos partes completamente
diferentes (Gori y Lorusso, 2008):

- El ovario: un cuerpo sélido glandular

- Las trompas de Falopio, el Gtero y la vagina: un complejo conducto, que por su
extremo inferior, se comunica con el exterior y termina en un conjunto de formaciones, en su

mayoria tegumentarias, llamada vulva.

4.1.1 Vagina

La vagina (vagina = vaina) es un conducto fibromuscular tubular de 10 cm de largo
recubierto por una membrana mucosa, que se extiende desde el exterior del cuerpo hasta el
cuello uterino; esta situada entre la vejiga urinaria y el recto, se orienta en direccion superior
y posterior, en donde se une con el Gtero; un fondo de saco llamado fornix (arco o béveda) o
fondo de saco vaginal rodea la unién de la vagina con el cuello uterino (Tortora &
Derrickson, 2011, p. 1154).

La mucosa de la vagina se encuentra en continuidad con la del utero, desde el punto de
vista histoldgico estd formada por un epitelio (plano pavimentoso) escamoso estratificado no
queratinizado y tejido conectivo laxo, que se dispone formando pliegues transversales
Ilamados pliegos de la vagina; ademas, al ser un érgano que participa en el acto sexual es
muy propenso a la transmision de virus (p. ej., el HIV o virus del sida) en la mujer; la mucosa

vaginal contiene grandes reservas de glucdgeno, que produce &cidos organicos al



descomponerse; el ambiente &cido resultante retarda el crecimiento microbiano, pero también
es nocivo para los espermatozoides; los componentes alcalinos del semen, secretados sobre
todo por las vesiculas seminales, elevan el pH del fluido en la vagina y asi aumentan la
viabilidad de los espermatozoides (Tortora & Derrickson, 2011, p. 1154).

La capa muscular esta formada por una capa circular externa y una capa longitudinal
interna de musculo liso que puede elongarse considerablemente para adaptarse al tamario del
pene durante las relaciones sexuales y al tamafio del bebé durante el parto; mientras que la
adventicia, es la capa superficial de la vagina, que esta formada por tejido conectivo laxo.
Esta fija la vagina a los 6rganos adyacentes, como la uretra y la vejiga urinaria hacia adelante,

y al recto y al canal hacia atras (Tortora & Derrickson, 2011, p. 1155).

4.1.2 Vulva

El término vulva se refiere a los genitales externos de la mujer. La vulva esta constituida
por los siguientes componentes (Tortora & Derrickson, 2011, p. 1157):

El monte del pubis. Esta ubicado anterior a los orificios de la uretra y la vagina, con una
elevacién de tejido adiposo cubierta por piel y vello pubico grueso que protege la sinfisis
pubiana.

Labios mayores. Constituido por dos pliegues longitudinales de piel. Los labios mayores
estan cubiertos por vello pabico y contienen abundante tejido adiposo, glandulas sebaceas
(sebo) y glandulas sudoriparas ap6crinas (sudor).

Labios menores. Son dos pliegues de piel mas pequefios que se localizan en posicion
medial a los labios mayores. No tienen vello pubico ni grasa y tienen s6lo unas pocas

glandulas sudoriparas, pero si muchas glandulas sebaceas.



El clitoris. Es una pequefia masa cilindrica compuesta por dos cuerpos de tejido eréctil, los
CUErpos cavernosos, y numerosos nervios y vasos sanguineos. Se localiza en la union anterior
de los labios menores.

Vestibulo de la vagina. Dentro de él se encuentra el himen (si ain estad presente), el
orificio vaginal, el orificio uretral externo (meato urinario) y los orificios de los conductos de
varias glandulas.

El bulbo del vestibulo. Estd formado por dos masas alargadas de tejido eréctil y estan

ubicadas por debajo de los labios, a cada lado del orificio vaginal.

4.2 Levaduras

Cuando se clasifican los hongos microscopicos de manera empirica es facil distinguir dos
grupos: los hongos filamentosos y las levaduras. Desde el punto de vista macroscopico, los
primeros tienen un crecimiento mohoso porque forman micelio, mientras que las levaduras
tienen un crecimiento cremoso o bacteriforme, es decir, muchas colonias no pueden
distinguirse a simple vista de las bacterias. Al grupo de levaduras se les puede denominar
correctamente Blastomycetes; lo cual no implica una taxonomia sino una agrupacion

morfoldgica (Bonifaz, 2012, p. 79).

4.2.1 Caracteristicas generales

Las levaduras son microorganismos que pueden vivir en diversos habitat y con mdltiples
fuentes de energias; sin embargo, los carbohidratos son los mas importantes; incluso el
nombre de la levadura mas conocida, Saccharomyces, proviene del termino Saccharon, que
significa “azicar” y es a partir de este como en forma general se puede presentar dos
fenomenos: la produccion de alcohol, para la elaboracion de cerveza y vino; o bien la
formacion del anhidrido carbonico(CO2), durante la fabricacion del pan (Bonifaz, 2012, p.

80).



4.2.2 Morfologia y fisiologia

Desde el punto de vista estructural, las levaduras son entidades microbiologicas
independientes, por lo general unicelulares, con membrana y pared celular, esta Gltima casi
siempre conformada por quitina; su citoplasma contiene vacuolas y el nucleo; este ultimo
suele ser pequefio y en ocasiones se confunde con las vacuolas. La pluricelularidad se
presenta cuando la levadura forma estructuras elaboradas como seudomicelio (union de varias
células); por ejemplo, Candida albicans o casos excepcionales de multigemacién, como
sucede con hongos como Paracoccidioides brasiliensis y Trigonopsis sp (Bonifaz, 2012, p.
80).

Tomando como base su forma, las levaduras pueden ser: globosas, ovoides, elongadas,
rectangulares, cilindricas, triangulares, etc. Su tamafio varia en general entre 3-6 um, pero hay
casos extremos; por ejemplo, Histoplasma capsulatum presenta levaduras intracelulares que
miden de 1-3 um, mientras que las de Blastomyces dermatitidis van de 8-10 um; existen
algunos géneros que pueden medir hasta 40 um. La mayoria de levaduras son mesofilas, con
temperatura de crecimiento entre 20-48°C, con un promedio de 30-37°C; sin embargo, s6lo
2% puede crecer con un rango mas amplio (entre 0-50°C), pero sobre todo debajo de los 20°C
y cercanos a 0°C (Bonifaz, 2012, p. 80).

En general las levaduras se desarrollan en medios neutros y ligeramente &cidos; su rango
optimo de pH es entre 4.5-6.5 debido a que por su metabolismo llegan a acidificar mas su
entorno; de forma excepcional crecen en medios basicos (aunque no mayor a 8), pero hay
ejemplos de levaduras como C. albicans, que tiene dos genes de activacion en ambos tipos de
pH. La mayoria de los géneros son aerobicos, salvo aquellos que llevan a cabo procesos de
fermentacion, los cuales son anaerobicos o anaerobios facultativos; es decir, las levaduras
fermentadoras detienen su crecimiento y multiplicacion por la misma falta de oxigeno. Su

fuente basica de alimentacion son los carbohidratos simples, como glucosa y fructosa, o
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disacaridos como sacarosa y maltosa. Algunas especies pueden crecer en altas
concentraciones de azucar y de sal, siendo mas adaptadas al primer sustrato que al segundo
(Bonifaz, 2012, p. 80).

Existen diversos hongos que presentan una caracteristica de particular interés tanto
bioldgico como clinico: el dimorfismo fungico, en el cual un hongo puede pasar de la forma
micelial a la levaduriforme, dependiendo de dos condiciones: temperatura y nutrientes. Este
fendmeno se observa en algunos hongos patdgenos de importancia clinica, en donde su forma
de levadura se presenta por lo regular al estar parasitando; los ejemplos mas caracteristicos
son: complejo Sporothrix schenckii, Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatitidis,
Paracoccidioides brasiliensis y Penicillium marneffei. Es importante resaltar que el estado
levaduriforme se considera el méas simple o reducido desde el punto de vista morfologico, por
lo que éste es el que se presenta en los tejidos del hospedero (Bonifaz, 2012, p. 81).

Otro grupo de hongos presentan un tipo de "dimorfismo inverso™, lo que significa que al
infectar o parasitar presentan la forma de micelio y seudomicelo; el ejemplo caracteristico son
las diversas especies de Candida, que son capaces de formar ambas estructuras; las especies
que mas lo hacen son: C. albicans, C. dubliniensis y C. tropicalis, entre otras; una marcada
excepcion a esta especie patdgena oportunista es Candida glabrata, la cual no lo produce en
estado saprofitico ni parasitario; por esta razon, por muchos afios quedo clasificada dentro de

otros géneros como Torula y Torulopsis (Bonifaz, 2012, p. 81).

4.2.3 Formas de reproduccion

Las levaduras presentan dos formas de reproduccion: asexuada o anamorfica y sexuada o
teleomorfica. Las llamadas "levaduras verdaderas” pueden reproducirse mediante ambas
formas, en su mayoria a traves de la forma teleomorfica por ascosporas y en algunos casos

por basidiosporas; mientras que aquellas levaduras que solo presentan fase anamorfica son
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llamadas "células levaduriformes” y se reproducen principalmente por gemaciones o
blastoconidios y excepcionalmente mediante fision transversal o binaria (Bonifaz, 2012, p.
82).

Reproduccion asexuada o anamdrfica. La formacion de un blastoconidio se presenta
cuando la célula madre o base inicia con un alargamiento, el protoplasma "empuja” la pared
hasta el inicio de la gema, el ndcleo se divide y la pared se hace transversal; de esta manera, si
las condiciones son las adecuadas, la célula hija se separa por estrangulamiento de la madre,
hasta adquirir su independencia, maduracion y repeticion del fenémeno reproductivo. La
mayoria de géneros de interés médico se reproducen de esta manera, por ejemplo, Candida,
Cryptococcus, Malassezia y levaduras como Saccharomyces y Hansenula (Bonifaz, 2012, p.
83).

En general, al iniciarse la formacion de nuevas células, éstas son méas pequefias que la
madre; sin embargo, en algunas ocasiones, practicamente antes del desprendimiento celular,
la hija tiene el mismo tamafio de la madre, como lo presenta Blastomyces dermatitidis (fase
levaduriforme o parasitaria), o bien en otras como Paracoccidioides brasiliensis, pueden
formarse muchas células al mismo tiempo, dando como resultado bigemaciones,
trigemaciones y multigemaciones; ambos fendmenos hacen caracteristicos a estos hongo. En
situaciones adversas para el hongo, algunos grupos de levaduras pueden mantener a las
células hijas sin que se desprendan, hasta formar lo que se conoce como seudomicelio. La
mayoria de especies del género Candida lo producen al parasitar o al encontrarse en medios
pobres en nutrientes (Bonifaz, 2012, p. 83).

La segunda forma de reproduccion asexual es la fision transversal (binaria), también
Illamada biparticion o esquizogenesis, se lleva a cabo mediante la duplicacion y
desplazamiento del material genético, con posterior fragmentacion de la célula, dando como

resultado dos células de igual tamarfio. El ejemplo caracteristico de este fenomeno es el del
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género Schizosaccharomyces; las especies mas conocidas son: S. pombe, Soctosporus y S.
mellacei (Bonifaz, 2012, p. 83).

Reproduccion sexuada o teleomorfica. Se lleva a cabo de dos maneras:

Mediante ascoporas (del griego askos, "saco™ o "bolsa™). Es la forma de reproduccién mas
frecuente de las "levaduras verdaderas™; se lleva a cabo por meiosis, o division celular que da
origen a células haploides; en algunos casos el proceso es seguido de una o mas divisiones
mitoticas (Bonifaz, 2012, p. 83).

Las esporas se forman a partir de una bolsa, saco o asca que produce un numero
determinado y caracteristico de ascosporas (casi siempre en pares); las ascas son cuerpos
cerrados, por lo que quedan comprendidos dentro del tipo de los ascocarpos. Algunos
ejemplos de esta reproduccion son Saccharomyces, Brettanomyces, Hansenlda,
Kluyveromyces, Pichia y Yarrowia. La forma y tamafio de las ascosporas es variable y
depende de cada especie, de modo que hay formas globosas, ovoides, elongadas, etc.
(Bonifaz, 2012, p. 83).

Mediante basidiosporas (del griego basidion, "pequefia base™). Se forman a partir de
levaduras haploides, llevando a cabo una fusién celular y la formacién de hifas que se
ensanchan en su extremo hasta formar una base o basidio; después se hace la fusién nuclear,
acoplamiento y meiosis, y se obtiene como resultado final la esporulacion de basidiosporas
que se eliminan y dispersan. Cada una de las basidiosporas puede tener dos rutas: formar de
nuevo una fase teleomarfica similar a la descrita, o bien, pasar a su forma anamorfica o de
blastoconidio capsulado para continuar reproduccion anamorfica o de gemacion. Algunos
ejemplos de géneros de levaduras basidiosporadas son Cryptococcus y Rhodotorula (Bonifaz,

2012, p. 83).
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4.2.4 Tipos de levaduras

De forma didactica es factible clasificar a las levaduras en dos grandes rubros: 1) aquellas
que son benéficas o Utiles para diversos procesos industriales y farmacoldgicos y 2) levaduras
patogenas (Bonifaz, 2012, p. 84):

Levaduras benéficas. Existe una gran variedad de utilizacion de levaduras benéficas que
sirven para la elaboracion de diferentes productos alimenticios como:

- Bebidas alcohdlicas y produccion industrial de etanol.

- Produccion de pan.

- Suplementos alimenticios y probidticos.

- Procesos de biorremediacion

Levaduras patogenas. EI comportamiento patégeno que tienen estos microorganismos es
en especial de tipo oportunista; provoca padecimientos frecuentes como candidosis y
criptococosis. Los hongos dimorficos que provienen de estados saprofiticos filamentosos no
los consideraremos estrictamente como levaduras; un ejemplo caracteristico es Histoplasma
capsulatum, que en su fase parasitaria da levaduras intracelulares estrictas. La mayoria de las
enfermedades que ocasionan se consideran en los capitulos correspondientes; aqui se

presentan solo las caracteristicas micolégicas mas importantes.

4.3 Candida

Céandida es el nombre cientifico de una levadura. Es un hongo que vive en casi todas
partes, incluso dentro del cuerpo. Comprende méas de 200 especies, pero sélo cerca de 50
tienen un interés médico y de éstas 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 reproduccion asexuada o anamorfica es por
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blastoconidios (holoblastica) y la mayoria de las especies patdgenas pueden formar

seudohifas e hifas verdaderas, con excepcion de Candida glabrata (Bonifaz, 2012, p. 86).

4.3.1 Taxonomia

Originalmente se describieron como clase Blastomycetes; del orden Moniliales; familia
Cryptococcaceae. Con la actual taxonomia basada en secuenciaciones de genes, se clasifican
dentro de la clase Ascomycetes, subclase Hemyascomycetes; orden Saccharomycetales. Estan
emparentadas con el género Saccharomyces; y de manera particular, C. glabrata (Arenas,
Micologia Médica llustrada , 2014, pag. 241). En la tabla 1 se presenta la taxonomia del
género y en la tabla 2 se separa las especies oportunistas y benéficas de Candida spp.

(Bonifaz, 2012, p. 86).

Clase: Ascomycetes

Subclase: Hemyascomycetes

Orden: Saccharomycetales

Familia: Saccharomycetes

Género: Pichia, Hansenula, Arxiozyma (estado teleomorficos)

Especies: A los estados anamorficos se les denomina Candida y los

ejemplos mas  importantes son:
C. albicans
C. glabrata
C. tropicalis
C. parapsilosis

C. dubliniensis

Tabla 1 Taxonomia del genero Candida.
Fuente: Micologia médica basica.
Autor: Alexandro Bonifaz



Nombre Anamorfo

Nombre Teleomorfo

De interés médico o patogeno

Candida albicans
Candida dubliniensis
Candida famata
Candida glabrata
Candida guilliermondil
Candida kefyr
Candida krusei
Candida lusitaniae
Candida parapsilosis

Candida tropicalis

De interés benéfico o industrial

Candida famata
Candida kefyr
Candida pelliculosa
Candida lambica
Candida lipolytica

Candida migii

No descrito

No descrito
Debaryomyces hansenii
No descrito

Pichia guilliermondii
Kluyveromyces marxianus
Issatchenkia orientalis
Clavispora lusitaneae

No descrito

No descrito

Debaryomyces hansenii
Kluyveromyces marxianus
Pichia anémala

Pichia fermentans
Yarrowia lipolytica

Zygosaccharomyces rouxii

Tabla 2 Especies oportunistas y beneficas de Candida spp.

Fuente: Micologia médica bésica.

Autor: Alexandro Bonifaz

15
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4.3.2 Especies de Candida mas frecuentes

Candida albicans.- Dos patrones de crecimiento en el agar harina de maiz son Utiles para
su identificacion: 1) produccion de clamidosporas, 2) blastoconidios que se disponen en los
racimos densos distribuidos de modo uniforme a lo largo de las seudohifas o ambos. La
revision de estos patrones en agar harina de maiz es muy Util para la identificacion de cepas
que no producen tubos germinales; el crecimiento de colonias de Candida albicans también
puede llevar a una identificacion presuntiva; los bordes de las colonias a menudo presentan
espiculas radiadas en los cultivos més viejos. Si la prueba del tubo germinal es negativa y no
se observan clamidosporas en las preparaciones en fresco del agar harina de maiz, es
probable que se haya aislado una levadura distinta de Candida albicans. EI paso siguiente es
observar los patrones de crecimiento en el agar harina de maiz para realizar una identificacion
presuntiva de otra especie de Candida. Para reiterar, es importante revisar los patrones de
crecimiento en el agar harina de maiz como una verificacion del control de calidad en las
identificaciones de la especie proporcionadas por sistemas automatizados y equipos
comerciales, ya gque éstos no siempre son correctos (Koneman, 2008).

Candida tropicalis.- produce seudohifas con blastoconidios que nacen de modo individual
0 en racimos irregulares pequefios a lo largo de las seudohifas en los puntos de
estrechamiento. Como este patrén no es especifico, son necesarios los estudios de asimilacion
de hidratos de carbono o la identificacion a través del uso de alguno de los sistemxs de
identificacion de levaduras (Koneman, 2008).

Candida parapsilosis.- Lo importante para su identificacion es la observacion de areas
focales multiples de crecimiento satélite adyacente a las lineas de siembra que forman lo que
familiarmente se ha descrito como patrones de "artemisia”, de “cerillas entrecruzadas” o de
"arafas”. Una vez observado, este patron se comparara con los codigos de identificacion de

los sistemas comerciales (Koneman, 2008).
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Candida pseudotropicalis.- Lo fundamental es la observacion de abundantes
blastoconidios alargados o rectangulares que forman racimos laxos entrecruzados
caracteristicos que se asemejan a la disposicion de "lefios en el arroyo”. C. krusei también
produce un patron similar, salvo que los puntos de origen estan agrupados de modo
secuencial como ramas de un arbol, para diferenciar estas dos especies pueden ser necesarios
los estudios de asimilacion de hidratos de carbono (Koneman, 2008).

Otras especies patdgenas emergentes de Candida.- Es importante la identificacion
definitiva de las especies de Candida no albicans para detectar las cepas patdgenas
emergentes, en especial las que han adquirido resistencia a los farmacos antimicoticos.
Candida krusei es resistente al ketoconazol; Candida dubliniensis, con un fenotipo
estrechamente relacionado con Candida albicans, en particular las cepas aisladas en pacientes
con muguet orofringeo, ha adquirido resistencia inducida al fluconazol. Estas cepas pueden
identificarse en el laboratorio mediante la demostracion de las siguientes caracteristicas
(Koneman, 2008):

- Incapacidad para crecer a 45 °C.

- Aspecto de colonias rugosas con "pies" en el agar semillas de niger (C. albicans

produce colonias de bordes lisos).

- Produccion de seudohifas y clamidosporas en el agar semillas de niger (C. albicans

solo produce blastoconidios redondos u ovales.

- Presencia de colonias azul oscuro en CHROMagar Candida.

- Perfiles de asimilacion de hidratos de carbono en los sistemas de identificacion de

levaduras APl 20C AUX o Vitek. C. dubliniensis, a diferencia de C. albicans, no
puede utilizar la D-xilosa, la trehalosa ni la metil-D-glucosidasa.

- Sondas de DNA especificas de especie.
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En ciertos linajes de Candida lusitaniae ha surgido resistencia esporadica a la anfotericina B a
través de un mecanismo del cambio de colonias antes sensibles. De nuevo, es importante
identificar estas cepas patogenas emergentes en el laboratorio clinico para evitar la
administracion empirica de agentes antimicoticos a los cuales presentan resistencia
(Koneman, 2008).

Estos hongos son oportunistas y se convierten en patégenos cuando existen alteraciones de
la inmunidad celular, como: en pacientes inmunodeficientes, como consecuencia de cambios
fisiolégicos de la flora normal y por cambios en el metabolismo de carbohidratos. En la
vagina el principal mecanismo de extension de las lesiones es la autoinoculacion a partir de la
regién anorrectal por una mala técnica de aseo personal (Arenas, 2014, p. 242).

Otros factores que influyen son diabetes, inmunodepresion (corticosteroides,
inmunosupresores), embarazo, tratamientos hormonales, uso de ropas sintéticas ajustadas,
traumatismos y desgarros vinculados con el coito. La frecuencia de episodios recurrentes se
relaciona con cifras altas de hialuronato, y son secundarios al incremento de la interleucina
(IL)-12 y la IL-23 presentes en el flujo vaginal (éstas poseen accion bacteriostatica,
fungistatica e inflamatoria). Cuando se establece la infeccion, las concentraciones de
hialuronato aumentan y se relacionan con sintomas locales como prurito o ardor (Arenas,
2014, p. 242).

En diabéticos, las alteraciones metabdlicas conllevan una mayor concentraciéon de glucosa
que favorece la proliferacion de la levadura en mucosas; asimismo, la glucosilacién no
enzimatica de las proteinas por alteraciones en el metabolismo de carbohidratos propicia las
infecciones diseminadas, y en la vagina promueve cambios del pH local que propician el
desarrollo de Candida spp. Otras alteraciones en la diabetes no controlada son la disminucion

en la capacidad quimiotactica y fagocitica de los neutréfilos (Arenas, 2014, p. 242).
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4.3.3 Mecanismos de defensa del cuerpo contra Candida

La primera defensa es la inmunidad innata que se relaciona con integridad de los epitelios,
factores humorales inespecificos y sistema inmunitario humoral o celular. Se le atribuye a la
piel una actividad inflamatoria-inmunitaria, ademas de su funcién de barrera, donde
intervienen las células de Langerhans y los queratinocitos como células presentadoras de
antigenos que afectan la fagocitosis, o la produccién de citocinas 0 ambas. También existe
una funcion de las proteinas ligadas a hierro, como transferrina y lactoferrina (Arenas, 2014,
p. 243).

La segunda linea de defensa después de la penetracion fangica estd dada por la fagocitosis
y la actividad candidicida de los polimorfonucleares, la cual involucra mieloperoxidasa,
superdxidos o proteinas catidnicas. Dichas infecciones muestran vinculo sobre todo con
neutropenia e inactividad de polimorfonucleares. Los neutrofilos constituyen el principal
mecanismo de defensa en candidosis diseminada e invasiva; participan de manera importante

en el reclutamiento de polimorfonucleares (Arenas, 2014, p. 243).

4.3.4 Caracteristicas de Candida spp.

Entre las caracteristicas del microorganismo que podria contribuir a su potencial patégeno
se encuentran la capacidad de adhesion a tejidos, el dimorfismo levadura-micelio, la
hidrofobicidad de su superficie celular, la secrecidn de proteinasas y el cambio de fenotipo.

Se cree que la capacidad de adhesiéon a distintos tejidos y superficies inanimadas es
importante en las fases iniciales de la infeccion por Candida y presenta una relacion directa
con su nivel de virulencia. La adhesion se lleva a cabo por medio de la combinacion de
mecanismos especificos (interaccion de un ligando con su receptor) e inespecificos (fuerzas

electrostaticas de van der Waals) (Murray, Rosenthal, y Pfaller, 2014, p. 617).
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Durante mucho tiempo se ha considerado que la capacidad de transformacion de la fase de
levadura a una forma micelial influye en el potencial patégeno. La mayoria de las especies de
Candida pueden someterse a esta transformacion, que se encuentra regulada por el pH y la
temperatura. La transformacion dota a Candida de un mecanismo de respuesta a las
alteraciones ambientales. Las hifas de C. albicans muestran tigmotropismo (sentido del
tacto); esta propiedad les permite crecer a lo largo de surcos y a través de poros, y podria
facilitar la infiltracion de las superficies epiteliales (Murray, Rosenthal, y Pfaller, 2014, p.
617).

La composicion de la superficie celular del género Candida puede afectar tanto a la
hidrofobicidad de la célula como a la respuesta inmunitaria a la misma. El tipo y el grado de
glucosilacion de las manoproteinas de superficie pueden incidir en la hidrofobicidad de la
célulay, por ende, en la adhesion a las células epiteliales. Las distintas glucoproteinas de esta
especie inhiben también la respuesta inmunitaria al microorganismo mediante ciertos
mecanismos que aun no se conocen adecuadamente (Murray, Rosenthal, y Pfaller, 2014, p.
617).

La capacidad de secrecion de diversas enzimas también puede influir en el potencial
patdgeno de este género. Algunas especies de Candida secretan aspartilproteinasas que
hidrolizan proteinas pertenecientes a las defensas del hospedador frente a la infeccion, lo que
permite que atraviesen las barreras del tejido conjuntivo. De la misma manera, casi todas las
especies de Candida que provocan enfermedad en el ser humano generan fosfolipasas, unas
enzimas que provocan dafios en las células del hospedador y desempefian un papel
significativo en el proceso de invasion histica (Murray, Rosenthal, y Pfaller, 2014, p. 617).

La capacidad del género Candida de pasar rapidamente de un morfotipo a otro se
denomina cambio de fenotipo. En un principio se aplicé a la modificacion de la morfologia

macroscopica de las colonias, pero en la actualidad se sabe que los distintos cambios
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fenotipicos observados en los medios de cultivo solido representan diferencias en la
formacion de yemas e hifas, la expresion de glucoproteinas de pared celular, la secrecion de
enzimas proteoliticas, la sensibilidad al dafio oxidativo causado por los neutréfilos y la
sensibilidad y resistencia al hongo. EI cambio de fenotipo contribuye a la virulencia de este
género al permitir que el microorganismo se adapte con rapidez a los cambios acontecidos en
su entorno, facilitando su capacidad de supervivencia, invasion de tejidos y evasion de las

defensas del hospedador (Murray, Rosenthal, y Pfaller, 2014, p. 617).

4.4 Candidiasis

Micosis causada por diversas especies de levaduras oportunistas del género Candida, en
especial Candida albicans; presenta una variedad de cuadros clinicos; afecta en particular
mucosas (boca, vagina, etc.), piel, ufias y de manera excepcional otros Organos como

pulmones e intestino (Bonifaz, 2012, p. 322).

4.4.1 Candidiasis vulvovaginal

La candidosis vulvovaginal es producida por una infeccion por la levadura Candida. Es
una causa frecuente de vaginitis, y casi el 75% de las mujeres adultas presentan al menos una
infeccion por levadura en el transcurso de su vida. La mayoria de las infecciones por levadura
son causadas por C. albicans, pero se aislaron como causales tres especies distintas de C.
albicans, como C. galbrata, C. parapsilosis, C. tropicalis y C. krusei (Strasinger y Schaub di
Lorenzo, 2016, p. 278).

Candida es parte de la flora vaginal normal y aparece una infeccion cuando existe un
cambio en el medio ambiente de la vagina que permite que se produzca la proliferacion de
Candida y los sintomas de la infeccion. Los trastornos que pueden provocar un cambio en el
medio ambiente vaginal incluyen el uso de antibioticos de amplio espectro, antibioticos por

via oral o terapia de reposicion de estrogenos, los cambios hormonales que se manifiestan en
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el embarazo, la ovulacion y la menopausia. Se presentan tasas de infeccion mas elevadas en
pacientes inmunocomprometidas con trastornos como diabetes mellitus, deficiencia y hierro e
infeccion por HIV. La infeccion predomina en mujeres de edad fértil que producen grande
cantidades de estrogenos. Estos hacen que la vagina madure y produzca glucdgeno, o que
facilita la proliferacion y la adherencia de C. albicans (Strasinger y Schaub di Lorenzo, 2016,
p. 278).

Sintomatologia. Los sintomas tipicos de la candidiasis vulvovaginal son: prurito o ardor
genital; dispareuria; disuria y la presencia de una secrecion vaginal gruesa, blanca y anormal,
similar al requesén. El pH del liquido vaginal se mantiene normal (3.8 a 4.5) y la prueba de
las aminas es negativa. En el examen en fresco con solucion salina y KOH vy la tincion de
Gram se observan formas levaduriformes en gemacion y seudohifas, gran cantidad de
leucocitos, lactobacilos y grandes agrupaciones de células epiteliales (Strasinger y Schaub di

Lorenzo, 2016, p. 278).

4.4.2 Epidemiologia

Las mucosas genitales son saprofitadas por Candida. En el hombre es menos frecuente y
se puede encontrar de 0 a 10%, en cambio; en vagina, por su propia condicion anatomica,
Candida spp., habitan en equilibrio con otros microorganismos como el bacilo de Doderlein
(Lactobacillus); en mujeres no embarazadas y, dependiendo de sus habitos higiénicos, del uso
de dispositivos intrauterinos, tratamientos anticonceptivos orales, entre otros, se puede
encontrar en un porcentaje que va desde 5 hasta 30%. En mujeres embarazadas, la flora de
Candida se incrementa desde 30 hasta 75% debido, entre otras cosas, a desequilibrios con la
flora bacteriana, aumento de glucdgeno, cambios de pH y disminucion de la respuesta
inmune. Las diversas especies de Candida no son frecuentes en piel sana, aunque de vez en

cuando se les ha hallado en region perianal, interdigital y umbilical (Bonifaz, 2012, p. 322).
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4.4.3 Edad y sexo

La Candidiasis afecta a ambos sexos por igual; solo los casos genitales son mas frecuentes
en la mujer por las condiciones anatdmicas propias de la vagina (Bonifaz, 2012, p. 323).
Ocurre por lo general en la edad reproductiva, aunque es posible verla en nifias recién
nacidas, lo cual es atribuible a los altos niveles hormonales heredados de la madre y a la
colonizacién de las mucosas durante el parto. La vulvovaginitis por Candida se puede
presentar con frecuencia en la pubertad, por el mismo cambio hormonal. En mujeres adultas
ancianas, mas bien se atribuye a enfermedades o procesos concomitantes, como la diabetes y

antibioticoterapia (Bonifaz, 2012, p. 226).

4.4.4 Patogenia

Considerada como una clasica enfermedad producida por hongos patdégenos oportunistas,
la candidosis requiere forzosamente de factores predisponentes; la mayor parte de las veces se
origina de manera enddgena, casi siempre atribuible a dos procesos: el desequilibrio de la
flora microbiana, que favorece el incremento de levaduras de Candida, lo cual se puede deber
a cambios en el pH, acumulacion de nutrientes como el glucdgeno, o la disminucién de la
flora bacteriana por antibioticos; o bien debido a enfermedades o procesos que influyan en la
respuesta inmune, sobre todo a nivel celular, por ejemplo defectos en el nimero o funcién de
leucocitos polimorfonucleares (PMN) y linfocitos T y B (Bonifaz, 2012, p. 324).

En el desarrollo del padecimiento influyen una serie de factores que actian de manera
coordinada; los mas importantes son los siguientes:

Adaptacion al pH. Las diversas especies de Candida tienen una gran adaptacion a diversos
medios y sustratos; asi, la capacidad de soportar los cambios del pH es el mejor ejemplo. Esta
propiedad esta regida por dos genes (PHR1 y PHR2); ambos se activan o inactivan en

diferentes condiciones; el primero se activa en pH neutro o ligeramente basico (cuando esta
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en sangre o piel alcalinizada) y se inactiva en medio acido, activandose a su vez el segundo
(por ejemplo en vagina) (Bonifaz, 2012, p. 324).

Adhesinas. Son una serie de sustancias que influyen en la adaptacion o adhesion de la
levadura; su presencia esta bien comprobada en C. albicans y C. glabrata. Las mas
importantes son las manoproteinas, las mananas y, por parte de las células receptoras o del
hospedero, las manoproteinas de superficie tipo lectina, las cuales estan reguladas por genes
especificos. Las mas importantes son: Alslp, Als5p, Hwp-Ip, Intlp y Mntlp (Bonifaz, 2012, p.
324).

Enzimas. Se han reportado como factores de virulencia de las especies de Candida a
diversas enzimas; las mas importantes son: queratinasas, peptidasas, hemolisinas, proteasas y
hialuronidasas. En forma especifica: aspartil-proteinasa secretora, fosfolipasas y lipasas
(Bonifaz, 2012, p. 324).

Transicion morfoldgica. Es la capacidad que tienen estas levaduras de cambiar
morfolégicamente de blastoconidio a seudohifa e hifa. Este cambio es estimulado por las
condiciones ambientales y se considera uno de los factores de patogenicidad o virulencia mas
significativos. Es preciso enfatizar que esta propiedad hace que dichas levaduras se
comporten como hongos dimorficos; las formas de seudofilamentos y filamentos son las que
marcan infeccion. Este proceso tiene excepcion en C. glabrata, que no sufre cambios
morfolégicos, por lo que se considera una levadura monomorfica, muy parecida a
Saccharomyce (Bonifaz, 2012, p. 324).

Switching fenotipico. Entendido como la capacidad que tienen estas levaduras de hacer
grandes cambios fenotipicos, como son diferencias en la macromorfologia colonial (colonias
lisas, rugosas), y cambios en la antigenicidad, como aumento o disminucion en la produccion
de enzimas y toxinas. Este fendmeno de cambio fenotipico se da a manera de una estrategia

del agente frente a las diferentes células que ataca (Bonifaz, 2012, p. 325).
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Formacion de biopeliculas o biofilms. Es una propiedad de patogenicidad, la cual
presentan diversos agentes, como las bacterias Staphylococcus aureus, Pseudomonas sp y
otras levaduras. Una biopelicula es una comunidad de microorganismos adheridos a una
superficie que permanecen unidos con fuerza por sustancias poliméricas secretadas por ellos
mismos. Esta conformacion le da alta capacidad defensiva, persistencia y mayor resistencia al
ataque de los antibioticos y antimicoticos. C. albicans y C. parapsilosis son las dos especies
con mayor capacidad de formar estas peliculas. Las localizaciones donde se ha estudiado este
fendmeno son: mucosa oral, vaginal e incluso catéteres; se calcula que en promedio 50% de
las infecciones tiene origen en una biopelicula; de aqui la importancia para su estudio

(Bonifaz, 2012, p. 324).

4.4.5 Factores de predisposicién

Puede ser cualquiera de los ya citados en concreto para el oportunismo, pero aqui se
mencionan los mas frecuentes y especificos para esta entidad, (Bonifaz, 2012, p. 323):

- Factores fisiologicos. Cambios de pH, de manera notable en vagina y boca, embarazo.

- Enfermedades o procesos debilitantes. Diabetes, tuberculosis, absceso hepatico
amibiano y desnutricion.

- Inmunodeficiencias primarias o adquiridas. Leucemias, linfomas, enfermedad de
Hodgkin, infeccion por VIH-SIDA vy, para el caso especifico de la candidosis
mucocutanea generalizada, agammaglobulinemias; sindrome de Di George, timomas,
hipoparatiroidismo e hipoadreno-cortisolismo.

- latrogénicos. Tratamientos prolongados con antibioticos, corticoesteroides y
citotoxicos; tratamientos anticonceptivos orales y dispositivos intrauterinos.

Cateterismo y procesos quirrgicos invasivos.



26

- Miscelaneo. Dermatosis inflamatorias previas (dermatitis por contacto y del area del
pafal), traumatismos ungueales, mal estado de la dentadura, protesis dentales mal

adaptadas y humedad.

4.5 Diagnostico de Laboratorio
4.5.1 Examen directo

El material obtenido se coloca entre portaobjetos y cubreobjetos con un aclarante, de
preferencia hidroxido de potasio (KOH) de 10 a 20%. Se pueden realizar también tinciones
como Gram, Wright, Giemsa, PAS e incluso Papanicolaou. Al microscopio se observan
grandes cumulos de blastoconidios de aproximadamente 2 a 4 pm de diametro y seudohifas
cortas o largas e hifas, que determinan el estado patdgeno y virulento de la levadura y

confirman el diagnostico (Bonifaz, 2012, pag. 333).

4.5.2 Cultivos

Las diversas especies de Candida crecen en la mayor parte de medios de cultivo
habituales, como son: Sabouraud agar, gelosa sangre, infusion de cerebro, corazon y extracto
de levadura. Es importante saber que C. albicans y C. dubliniensis crecen en los medios de
Sabouraud mas antibidticos; sin embargo, algunas otras especies son inhibidas por la
cicloheximida (C. tropicalis, C parapsilosis, C krusei y C zeylanoides), por lo que se
recomienda hacer las siembras a la par en medios Sabouraud agar y extracto de levadura agar.
Las caracteristicas de las colonias en la mayor parte de medios son similares, crecen en 2 a 3
dias a 28 a 37°C, dando colonias blanquecinas, lisas (en ocasiones rugosas), himedas,
limitadas, opacas y en algin momento se observan seudomicelio y micelio dentro del agar

(Bonifaz, 2012, pag. 333).
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Hay medios de cultivo selectivos para el género Candida, como el Biggy (Nickerson), que
contiene gran cantidad de citratos que eliminan la flora bacteriana, asi como sulfitos que son
reducidos a sulfuros; de esta manera las colonias se ven de color café claro u oscuro, lo que
las hace distinguibles de otros hongos levaduriformes y se considera un excelente medio de
primo-aislamiento, por lo que es muy util para el trabajo rutinario (Bonifaz, 2012, pag. 333).

En la actualidad ha surgido una serie de medios de cultivo cromogénicos que permiten
hacer una identificacion desde los primeros aislamientos; por ejemplo, el medio pionero de
CHROMagar-Candida que esta hecho a base de sales cromdgenas y enzimas, que permiten el
desarrollo de las especies mas comunes de Candida, mediante la formacion de colonias
coloridas, perfectamente diferenciadas: C. albicans (verde-claro); C. dubliniensis (verde-
oscuro); C. tropicalis (azul-gris); C. krusei (rosa palido); C. glabrata (rosa intenso); Candida
spp. (blanco-crema) y Geotrichum candidum (parpura) (Bonifaz, 2012, pag. 333).

Este medio tiene una alta especificidad, que va por arriba de 90%. Su utilidad radica en
que con el solo primo-aislamiento se sabe por lo general la especie causante, lo cual
disminuye el costo de la identificacién por medio de pruebas bioquimicas; ademas, también
permite reconocer infecciones mixtas, sobre todo en pacientes que se hallan muy
inmunosuprimidos. Se considera que es el medio de cultivo mas eficaz para el aislamiento e
identificacion presuntiva de las especies mas frecuentes del género Candida (Bonifaz, 2012,
pag. 333).

El hecho de que exista un cultivo positivo no necesariamente indica una candidosis, debido
a que Candida forma parte de la flora humana; por eso es importante la correlacion de los

aspectos clinicos y micologicos para confirmar el diagnostico (Bonifaz, 2012, pag. 333).
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4.5.3 Pruebas inmunologicas

Intradermorreaccion a la candidina. Puede ser monovalente (de C. albicans) o
polivalente (de diversas especies de Candida); ambas indican en exclusiva primo-contacto vy,
por lo regular, es positivo en todo tipo de personas. En la actualidad esta prueba, se utiliza
para valorar hipersensibilidad tardia. La dosis empleada es una décima de antigeno (dilucion
1:2000) aplicada via intradérmica, y se lee a las 48 horas mas de 5 mm de induracion y
eritema, se considera positiva. Es importante saber que se ha estado empleando la
intradermorreaccion de candidina como tratamiento de verrugas vulgares (virales), debido a
la estimulacion inmunoldgica que produce (Bonifaz, 2012, pag. 334).

Serologia. Recomendable sobre todo para los casos profundos y sistémicos, o bien cuando
se reportan titulos altos y repetidos. Las técnicas mas usadas son precipitacion, fijacion de
complemento, inmunofluorescencia directa o indirecta. Es importante citar que se han
reportado cruces inmunoldgicos con algunas variedades de Salmonella sp., lo que les resta

importancia (Bonifaz, 2012, pag. 334).
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5. Materiales y Métodos

5.1 Tipo de Estudio

El presente estudio es de tipo descriptivo y de corte transversal.

5.2 Area de Estudio

La poblacion de estudio se obtuvo del Centro de Salud N° 1 de la ciudad de Loja y el
procesamiento de las muestras realizo en el laboratorio de Microbiologia de la Facultad de la

Salud Humana de la Universidad Nacional de Loja.

5.3 Universo

Mujeres en edad fértil que acuden al Centro de Salud N° 1 de la ciudad de Loja durante

todo el mes de julio.

5.4 Muestra

El presente estudio estuvo conformado por 130 muestras de secrecion vaginal que
cumplian con los criterios de inclusién y exclusion.
Calculo
Para el célculo de la muestra se tomd como referencia el nimero de pacientes que
presentaron estructuras micéticas en secrecion vaginal durante en el mes de julio de 2017.
Datos:
N: Tamafio de la muestra (110)
Za*: Nivel de confianza del 99% (2.33)
p: Probabilidad de éxito (0.5)
g: Probabilidad de fracaso (0.5)

e: Margen de error 1% (0.01)



Formula de la muestra:

N.p.q.Za?

nT e (N—-1)+p.q.Za?

Férmula aplicando los datos:

(110) . (0.5). (0.5). (2.33)2

1= 0,012 (110 — 1) + (0.5). (0.5). (2.33)2

~ (27.5). (5.4289)
"= 0.0001 (109) + (0.25). (5.4289)

_ 149.29475
"= 0.0109 + 1.357225

149.29475

~ 1.368125

n =109

5.5 Criterios de Inclusion y Exclusion

Criterios de Inclusién
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- Pacientes que estén de acuerdo con ser parte de la investigacion y que otorguen su

consentimiento informado.

- Muijeres en edad fértil entre 15 a 45 afios que asistan al laboratorio clinico del Centro

de Salud N° 1 de Loja.

- Muestras de secrecion vaginal que presenten estructuras micéticas en la prueba de

KOH.

Criterios de Exclusion

- Las mujeres de 15 a 45 afios que no cumplieron con los criterios de toma de muestra,

(Anexo 4).
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5.6 Metodos, Técnicas y Procedimientos

La presente investigacion se desarroll6 en 3 fases:

Fase pre-analitica

- Autorizacion para la recoleccion de muestras en el Centro de Salud N° 1 de Loja por
parte de la Directora del distrito 11D01 de Loja, Dra. Carlota Villamarin, (Anexo 1).

- Autorizacion para el procesamiento de las muestras en el Laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de la Salud Humana de la Universidad Nacional de Loja,
(Anexo 2).

- Formato del consentimiento informado, (Anexo 3).

- Condiciones pre-analiticas para la toma de muestra de secrecion vaginal, (Anexo 4).

- Registro del paciente, (Anexo 5).

- Protocolo para la toma de muestra de secrecion vaginal, (Anexo 6).

- Protocolo para la conservacion y transporte de la muestras de secrecidon vaginal,
(Anexo 7).

- Preparacion del medio Agar SABOURAUD (Anexo 8)

- Inserto del medio Agar SABOURAUD emitido por el fabricante, (Anexo 9).

- Preparacion del medio de CHROMagar-Candida (Anexo 10)

- Inserto del medio de CHROMagar-Candida emitido por el fabricante, (Anexo 11).

Desarrollo de la fase analitica

- Protocolo para realizar la prueba de KOH, (Anexo 12).

- Cultivo de la muestra en el medio de Agar SABOURAUD, (Anexo 13).

- Protocolo para realizar el control de calidad con cepas conocidas de Candida, (Anexo
14).

- Protocolo para el cultivo de colonias aisladas de Candida en el medio de

CHROMagar-Candida, (Anexo 15).
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- Registro de resultados, (Anexo 16).

Desarrollo de la fase post analitica
- Informes del resultado obtenido, (Anexo 17).

- Protocolo para eliminacion de residuos microbioldgicos, (Anexo 18).

5.7 Tabulacidn, analisis e interpretacion de datos

Para la tabulacion de los datos se utilizd el programa de Excel 2016 en donde los
resultados obtenidos fueron representados mediante tablas y en funcion a los objetivos

planteados.
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6. Resultados

Resultados de la identificacion de estructuras micéticas mediante la prueba de KOH

Tabla 3

Resultados de la prueba de KOH

Resultado Frecuencia Porcentaje
Levaduras 79 60.8%
Seudohifas 17 13.1%
Levaduras y seudohifas 34 26.1%
Total 130 100%

Fuente: Datos obtenidos en el Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Nacional de Loja
Autora: Diana Maritza Cotacachi Tuguerres

Interpretacion: En la tabla 3 se representan los resultados de 130 muestras de secrecion
vaginal que fueron positivas para la prueba de KOH, en las cuales se identificaron estructuras
micéticas como: levaduras, seudohifas y en ocasiones una mezcla de las dos estructuras en
una misma muestra. Es asi que del 100% (n=130) de las muestras procesadas: el 60.8%
(n=79) se encuentra representado por levaduras, el 13.1% (n=17) por seudohifas y el 26.1%

(n=34) por estructuras mixtas de levaduras y seudohifas.
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Resultado del crecimiento de Candida spp. en Agar Sabouraud

Cultivo en Agar Sabouraud

Interpretacion: Luego de realizar la identificacion de estructura micoéticas en las muestras
de secrecion vaginal mediante la prueba de KOH, se realizd el cultivo de la muestra de
secrecion vaginal en Agar Sabouraud, con el propdsito de aislar colonias puras de levaduras.
Una vez cultivadas se pudo observar que a las 24 horas de incubacion, se presento el

crecimiento de colonias lisas, cremosas y de color blanco—amarillenta.
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Resultado del CHROMagar-Candida para identificar la especie de Candida
Tabla 4

Resultado del CHROMagar-Candida para identificar la especie de Candida

Especie de Candida Color de Frecuencia Porcentaje
colonias
Candida albicans  Verde 38 29.2%
Candida krusei Rosado purpura 90 69.2%
Candida glabrata  Purpura blanco 2 1.6%
claro
Total 130 100%

Fuente: Datos obtenidos en el Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Nacional de Loja
Autora: Diana Maritza Cotacachi Tuquerres

Interpretacion: En la tabla 4 se puede observar tres especies de Candida encontradas en
las muestras de secrecion vaginal analizadas, de las cuales: el 29.2 % (n=38) se encuentra
representada por Candida albicans (colonias de color verde); el 69.2 % (n=90) por Candida
krusei (Colonia rosado purpura); y el 1.6 % (n=2) por Candida glabrata (Colonia purpura

blanco claro).
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7. Discusion

Candida es un hongo de tipo levaduriforme que se caracteriza por coexistir como
comensal en el cuerpo humano, pero que puede tornarse patdgena. Se han descrito mas de
200 especies de Candida, siendo la principal C. albicans; seguidas de C. glabrata, C krusei,
C guilliermondii, C pseudotropicalis, C parapsilosis, C tropicalis, y C. lusitaniae; todas estas
son de distribucion universal (Arenas, 2014).

La presente investigacion denominada “Tipificacion de Candida en muestras de secrecion
vaginal de mujeres en edad fértil que acuden al Centro de salud N°1 de la ciudad de Loja”, se
realizd en un total de 130 muestras de secrecion vaginal que contenian estructuras micaticas
recolectadas durante todo el mes de julio; las pruebas que se seleccionaron para la
investigacion son las mas utilizadas y confiables que sirvieron para cumplir con los objetivos
planteados en la investigacion.

Las muestras de secrecion vaginal fueron examinadas directamente después de ser tratadas
con hidroxido de potasio (KOH) al 10%, observandose: levaduras (60.8%), seudohifas
(13.1%) vy estructuras mixtas de levaduras y seudohifas (26.1%). Tras realizar el cultivo de
las muestras en Agar Sabouraud se observd que el 100% presentaron el crecimiento de
colonias lisas, cremosas y de color blanco—amarillenta a las 24 horas de incubacion a 37°C
caracteristicas propias de Candida. Luego de realizar el cultivo en CHROMagar-Candida se
logro identificar a partir de los colores de las colonias crecientes, las siguientes especies de
Candida: con mayor predominancia Candida krusei con el 69.2 % (colonias rosado-pUrpura),
seguido de Candida albicans con 29.2 % (colonias verdes) y Candida glabrata con el 1.6 %

(colonia purpura con bordes crema).

La presencia de Candida spp no tiene relacion con el clima, la situacion geografica ni el
estado socioecondmico; sin embargo, se han encontrado algunas diferencias regionales,

(Arenas, 2014). En un estudios realizado por Garcia y colaboradores en la ciudad de Mexico
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en el 2012, luego de realizar el indculo de 32 muestras de secrecion vaginal de mujeres con
displasia cervical en el medio CHROMagar-Candida identificaron tres especies de Candida:
C. albicans con el 53 %, seguida de C. krusei con 41 % y C. tropicallis con el 6 %. En otro
estudio realizado en México por Solis y colaboradores en el 2014, se aislaron 4 especies de
Candida en 19 muestras se secrecion vaginal con los siguientes porcentajes: 47% C.
albicans, 26% C. krusei, 21% C. glabrata y 15% C. tropicalis. En la ciudad de Loja existe
un estudio de identificacion de especies de Candida en muestras de secrecion vaginal
realizado por Rojas (2015) en el centro de Salud N° 3, en donde luego de analizar 28
muestras se aislo dos especie: Candida albicans (71%) y Candida krusei (29%). Los
resultados expuestos por los tres autores coinciden en que la especie mas aislada es Candida
albicans y que en segundo lugar se encuentra C. krusei; estos resultados varian con las
obtenidas en la presente investigacion, y puede deberse a que la cantidad de muestras
analizadas por Garcia, Solis y Rojas son pequefias en comparacion con las utilizadas por
nosotros que es mas grande (130 muestras); ante esto se puede aplicar la regla general de
poblacion y muestra que dice “a mayor tamafio de muestra, menor variabilidad del estimado”
que quiere decir que mientras mas grande y representativa sea la muestra, menor sera el error
de la muestra y, en consecuencia, las conclusiones seran mas confiables. A esto puede
sumarse que a nivel del Centro de Salud N°1 de la Ciudad de Loja en donde se realiz6 nuestro
estudio se registra un mayor porcentaje de mujeres que presentan estructuras micéticas en
muestras de secrecion vaginal a pesar de recibir tratamiento antifungico, lo cual hace pensar
que el incremento de especies de Candida no albicans, en especial de C. krusei se observa
fundamentalmente en los episodios recurrentes. La erradicacion de C. albicans puede causar
una seleccion de especies, como C. krusei resistente a diferentes agentes antimicoticos de uso
comun (Solis, y otros, 2014). Ademas, Bedout y Gomez en el 2010 sefiala que C. krusei es

considerada una especie emergente debido al uso profilactico con fluconazol.
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Es menester recalcar que las muestras utilizadas en el presente estudio sobrepaso con los
niveles que se esperaban obtener, debido a que en el momento del desarrollo de la
investigacion se presentd un aumento poblacional por la migracién de venezolanos y
colombianos; es por ello que los resultados obtenidos tendrian validez en este tiempo de
estudio ya que podrian presentarse cambios en lo posterior. Cabe recalcar que por lo demas,
el presente estudio tiene validez debido a que se realizo todas las medidas de control de la
calidad, ya que cada muestra fue analizada meticulosamente observando sus caracteristicas
macroscopicas y microscopicas, ademas se realizé el control de calidad de los medios de
cultivo verificando que éstas no estén contaminadas para evitar falsos positivos y se logré
obtener cepas control de las principales especies de Candida (C. albicans, C. krusei, Candida
tropicalis y C. glabrata) que permitiera verificar que el medio de CHROMagar-Candida

emitiera los colores que indicaba el inserto.
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8. Conclusiones

Se identificd la presencia de estructuras micoticas tras someterla a la prueba de
KOH, de las cuales, el 60.8% (n=79) presentaba levaduras, el 13.1% (n=17)
seudohifas y el 26.1% (n=34) estructuras mixtas de levaduras y seudohifas.

Se identifico el crecimiento de colonias de levadura del género Candida en Agar
Sabouraud, mediante las caracteristicas de las colonias (lisas, cremosas y de color
blanco—amarillento).

Las especies de Candida identificadas en CHROMagar-Candida en muestras de
secrecion vaginal fueron: Candida krusei con 69.2% (n=90), Candida albicans con

el 29.2 % (n=38), y Candida glabrata con 1.6 % (n=2).
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9. Recomendaciones

Luego de terminar con el presente trabajo investigativo es importante realizar algunas

recomendaciones:

Se debe realizar estudios similares a nivel de la ciudad de Loja, ampliando poblacién
y lugares de estudio, con el fin de crear datos epidemiolégicos de las especies de
Candida en muestras de secrecidn vaginal que estén acorde a la realidad de nuestro
medio.

Se debe estandarizar protocolos para la identificacion de Candida, con la finalidad de
obtener informacion confiable que ayude al médico a suministrar el tratamiento
adecuado para eliminar por completo Candida, evitando la recurrencia de infecciones

vaginales.
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11. Anexos

Anexo 1.- Autorizacion para la recoleccion de muestras en el Centro de Salud N° 1 de
Loja por parte de la Directora del distrito 11D01 de Loja, Dra. Carlota Villamarin.
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Suluel Prilalica

COORDIMACICN ZOMAL 7 SALUD
DISTRITO 11001 LOUA
LABORATORIO CLIMICO

INFORME DE PERTINENCIA PARA LA REALIZACION DE TRABAJOS DE
INVESTIGACION

| DATOS DE LA INVESTIGACION:

[ INVESTIGADOR SRTA. DIANA MARITZA COTACACH! TUQUERRES
PRIMCIPAL
l INSTITUCION UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
EDUCATIVA
FACULTAD -
’ FACULTAD DE LA SALUD HUMANA
CARRERA LABORATORIO CLINIGO |
TITULO DE LA "TIFIFICACION DE CANDIDA EN MUESTRAS DE
INVESTIGACION SECRECION VAGINAL DE MUJERES EN EDAD
FERTIL QUE ACUDEM AL CENTRO DE SALUD
M. 1 DE LA CIUDAD DE LOJA"
GESTORA Dra. SANDRA FREIRE CUESTA.
| ACADEMICA DE LA
| CARRERA DE
| LABORATORIO O
[ CLIMICO 7
| L
cmwee | ]

L s —

[ INFORMACION SOBRE LA INVESTIGACION A REALIZARSE EM EL
| LABORATORIO DEL CENTRO DE SALUD N. 1

| .
La toma de muesiras para la presente invesligacidn s reahzara del 2 julio al 1
de agosio de 2018

[ Los abjelivos qua s quieren alcanzar con la presenie investigacian son:

Mig. Lde G
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...... Continuacion
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Criz Sabur Pabicn

COORDINACION ZONAL 7 S&LUD
DISTRITO 10071 LOJA
LABORATORIC CLINICD

i OBJETIVO GENERAL
|

Realizar la Tipificacian de candida en muestras de secrecion vaginal de mujeres
en edad fertil que acuden al Centro de Salud Nro. 1 de la ciudad de Laja

OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Identificar la espeacie de candida en muestras e secrecion vauinal de inujeres
en adad fertil que acuden al Centro e salud nro. 1 de la ciudad de Loga |

= Determinar la edad en la que exizsle un mayor riesgo de contraer candida en

mujeres en aedad ferll gue acuden al Centre de Salud Nio. 1 de la ciudad de |

Loja. [

I

» Determinar fos factores predisponentes mas frecuentes por las que se arigina la

Candida en muestras de secrecion vaginal de mujeres en edad f&rtil que acudsn
al Centro de salud Nro. 1 de la ciudad de Loja.

ANALISIS TECNICO DISTRITAL EN RELACION A LA INVESTIGACION:

MOTIVOS PARA LA PARTICIPACION EN LA PRESENTE INVESTIGAGION E
IMPORTANCIA.

1 Se considera  interesants &! tema  ya que enue los microorganismas mas
comonmente relacionados con las infecciones micoticas vaginales en mujeres an

edad ferl estan las Candidas que es una de las Infeccionss mas frecuenles an

nuestroe medio, por lo cual se considera de importancia concear los factores que

conllevan a la manifestacion de dicha patologia. Su diagnastco en ocasiones

resulta dificil, parque pueds lener manifestaciones simples o combinaciones de

gintomas de diferenles  efiologias, siendo  frecuenle wn comportamisnto

Fasintomalico. EF objetive de esta investigacion es la identficacicn de Candidas

dque produca la infeccidn v se coniribuye con el mejoramiento de la paciente al

proporcionar el diagnestico certarc para iz eleccion cel tratamienta adecuadn

Seria importante conlar con datos estadisticos sobre los resutados oblenides en

| 'a presente investigacion sugiero salve el mejor critetio de la maximia autoridad
Dra. Carlota Yillamarin Directora del Distrito 11007 Loja- 3alud, la pertinencia
para que la Sra. DIANA MARITZS COTACZACH! TUQUERRES realice  la!
investigacion “TIPIFICACION DE CANDIDA EN MUESTRAS DE SECRECION |
YAGINAL DE MUJERES EM EDAD FERTIL QUE ACUCDCN AL CENTRO DE
| SALUD N. 1 DE LA CIUDAD D LaJa™ o _|
Y ’) Mg, 2 do b

! I.' |

A continuacion ....



Continuacion

Lol

ul e

kiji Tj"::il'.:ll.ll-li‘lll-llliil

SOORTHMACION ZOMEL 7 SALUD
CISTRITO T30 LOdA
LABGRATGRIO CLIMICO

| ACTIVIDADES QUE DEBERA CUMPLIREE EN LA PRESENTE
| INVESTIGACION:
|

-

QBLIGACIONES DE LLAS PARTES: \'

INVESTIGADORA: 7

La Srta. BDIANA MARKITLZA COTACACHI TUGUERRES dehera socializar
con las pacentes en edad el gue acuden al laboratono del Cendro de
Saud M1 1a ovestigacion a realzarse para que sirve, sus beneficios v
en gl case de que la paciente quiera formar parte  de la investigacion
debera hacer fumar el consentimiente informado el mismo serd archivado

con la sol oitud de examenes para reqistro por cualgquer eventualidad

Antes de raalizar la toma de muestra la paciznie deberd ser ingresada al |
sistema irformatico de lahoratoric para obtenar el uncodige respectvo, |
para lo sual deberd acudir con el pedida medico y la cédula de identidad |
cocumento necesario pare no imprescindidle), al no acudir con la cédula

e denudad soliotar numero de cédula para poder buscar los datos en el

sistema de aplicacionas del MSP !
I
La tfoma de muestra se la efectuara en el horario establesido por el
responsable de laboratoric del Centro de Salud M. 1

Realirar la debida codificacion en cada tubo de moestra con nombies
campletas, numero de céduia y snicoligo

La oma de muestias de secrzcion vaginal a mujeres en edad férl o
siecutara sl personal de laboratoria, v 1a investigacora proporcionara el |

malerial necesaric para gque @ mueslra pueda ser ansportada y ella por i:

KOH ¢ CHROMO AGAR prusbas especlicas para candida,

i
i

cumplr con g horans d2 toma de muestras del laboratono del GEJ}IIG de
Salud N1

Cumpir con os lineamientos de calidad v seguriaad del pacients a

Pag. Tae G
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CODRDINACION ZOMNAL 7 3ALUD
NETRITO 11001 LOSA
LABORATORIO CLINIZO

momento de tomar las muestras.
o Aplicar al consertimente infarmado,
e Mantener la confidencialidad de los resultados de caca vsuaria como o |
indica &l codige de ética profesional.

= FPannanacer en el laborators salo el tiempo que se amplea en toma de

muestras, deslindando cualguier responsabilicad de pane co mi persona

como responsable Dislrital de los laboratarios 11001, arle a pemansncia
por mas tiempo da la Srta. DIANA MARITZA COTACACH] (UGUERERS
= Se deberd hacer llegar una copia del producic de la investigacion al |

depariamento de provision y calidad de 1os servicios del Distritc 11001,

» Socializar con el personal médico y de laboralone 03 resuliados de la |
investigacton (como evidencia presentar informe, evidencias folograficas
y firmas de asistencial

*» Por ningun conceplo seran revisadas las historias clinicas de las
paciente cualquier dato que se requiera se solicitara al momento de

la toma de muestras.

« Mantener la confidencialidad de ios resultados de cada esuaria eomo o

indica el codigo de elica profesional ‘
INSTITUCION EDUCATIVA: |
i

/)
= arificar la Socializacion de los resultados de la myvest gaI:'JL{JI'!IanLF‘fﬁm:ﬁural :
medico y ve laboratorie (oamc evidensia pesental ir[::r':"?ﬁ"[evi.r:F.-l-:ia.r:
fotograficas) con firmas ds resporsabilidad v firmas de asslencial,

LABORATORIO DEL CENTRO DE SALUD N.2

«  Tamar la muestra de secrecian vaginal v utizar el matarial proporcionado
pror la investigadora DIANA MARITZA COTACACH TUQUERRES para

al adecuado ranspoile de muestras,

e Suporvisar por parle del responsable de laboratorios que la peimanencia

de la investigadora dentro del laboralorio sea sole o lempo guo sa

P 1 ile b
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empea en oma de fa muestra.

o Baniener la confidencialdad de los rescliados de cada usuaria como o i
i ingica el chdiga de etca profesional.
|

. DISTRITO 11001 SALUD - LOJA,

Sucunuta  Dircctora del Distito 11001 Loja - Salw!  autorics de |

‘ = Clatorar el infonme para gque la méama autondad Dra Carlota Vitlamarin

consderalr porbeente la tama de roucsteas de seorscian vaginal a:

usuaras en edad &t que deseen con consentimiento informado ser
| parle de o investigaosn. TIPIFICACION DE CANDIDA EN MUESTRAS I
‘ DE SECRECION WVAGINAL DE MUJERES EN EDAD FERTIL QUE

ACUDEN AL CENTRO OE SALUD M. 1 DE LA CIUDAD DE LOJA,

Fl tranzporte de las muestras asi camo la tipficacidn de candida ((KOH v

CHEQRD AGAR] scizn realizadas por cuenla propia de la swestigadora
« F| informe sera eaborade por parte de la Dra. Betty Barriga Abarca
Analista Rasponsable Thistrital de los Laboratorios 11031 - Loia,
Fevisada por la Dra Tania Jaramilo Jasamillo Especialista Distrital de

Frovsion y Calldad de os servicios del Distrilo 17001 Loja- Satud,

_

CONSICGERACIONES ¥ PERTINENCIA POR PARTE DEL DISTRITD%
11001- LOJA:

CONSIDERANDO LA IMPORTANCIA DEL TEMA Y CON EL COMPROMISO
DE CUMPLIR CON LAS OBLIGACIONES ANTES DESCRITAS LA DRA.
CARLOTA VILLAMARIN SUCUNUTA CONSIDERA PERTINENTE LA TOMA |
D= MUESTREAS DE SECRECION VAGINAL A LAS USUARIAS EN ETAPA ;
FERTIL. QUE DESEEN FORMAR PARTE ODE LA INVESTIGACION: |
“TIPIFICACION DE CANDIDA EN MUESTRAS DE SECRECION VAGINAL DE
MUJERES EN EDAD FERTIL QUE ACUDEN AL CENTRO DE SALUD N. 1 DE -
LA CIUDAD DE LOJA" del 2 de julic al 1 de agosto de 2018

7\ Frdy. 5 de &

)
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Anexo 2.- Autorizacion para el procesamiento de las muestras en el Laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de la Salud Humana de la Universidad Nacional de Loja.

Loja, a 09 de julio del 2018
Dra.

Sandra Freire Cuesta.

GESTORA ACADEMICA DE LA CARRERA DE LABORATORIO CLINICO DE
LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA.

De mi consideracion:

Me es grato dirigirme a su digna autoridad con la “finalidad de informar que se
AUTORIZA el uso de los equipos del Laboratorio de Microbiologia para el
procesamiento de muesfras a la Srta. Diana Maritza Cotacachi Tuquerres
perteneciente a la Carrera de Laboratorio Clinico, la misma que realizara el
desarrollo de su trabajo de investigacién denominado “TIPIFICACION DE
CANDIDA EN MUESTRAS DE SECRECION VAGINAL DE MUJERES EN
EDAD FERTIL QUE ACUDEN AL CENTRO DE SALUD Nz 1 DE LA CIUDAD
DE LOJA”. 4

Particular que pongo a su conocimiento para los fines legales pertinentes.

’Il
Mg“5c. Dolores'S. Morocho V.
RESPONSABLE DF LOS LABORATORIOS DE:
MICROBIOLOGIA, PARASITOLOGIA Y MICROSCOPIA.
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Anexo 3.- Formato del Consentimiento Informado

Loja, del 2018
Sra. Srta.
Ciudad
YO portadora de cédula de ciudadania namero

.................... en caracter libre, deliberada y teniendo en cuenta que he sido instruida
claramente sobre los analisis a realizarme, manifiesto que:

He recibido toda la informacion necesaria para participar en el tema de tesis denominado
“Tipificacion de Candida en muestras de secrecion vaginal de mujeres en edad fértil que
acuden al Centro de salud N° 1 de la ciudad de Loja” y por lo tanto manifiesto que
autorizo la toma de muestra de secrecion vaginal, asi como también la utilizacion de la
muestra mencionada anteriormente para realizar el analisis correspondiente que permita llevar
a cabo la investigacion.

Ademas, creyendo y asumiendo que tanto la toma de la muestra, asi como la informacion
personal y los resultados de los andlisis seran protegidos y tratados con absoluta
confidencialidad, otorgo mi consentimiento para la realizacion del procedimiento para lo cual

adjunto mi firma a continuacion.

C.l.
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Anexo 4.- Condiciones pre-analiticas para la toma de muestra de secrecion vaginal

CONDICIONES NECESARIA PARA LA
RECOLECCION DE MUESTRA DE SECRECION
VAGINAL

Para realizarse el examen de secrecion vaginal debe
presentarse con su aseo diario y debe cumplir con los
siguientes requisitos para la toma de muestra:

v"  Abstinencia sexual de dos dias.

v" No estar menstruando.

¥" Sin realizarse aseo vaginal previa.
v

No estar utilizando tratamiento con 6vulos o
cremas vaginales.

Fuente: Centro de Salud N°1 de la ciudad de Loja.



Anexo 5.- Registro del paciente

Nuamero Edad N° de Cédula
1 25 1IXXXXXX33
2 35 09xxxxxx89
3 28 09xxxxxx19
4 32 09xxxxxx08
5 32 19xxxxxx14
6 37 11xxxxxx54
7 34 07xxxxxx44
8 18 11xxxxxx88
9 36 1AXXXXXX26
10 29 05xxxxxx41
11 23 10xxxxxx01
12 18 11xxxxxx88
13 35 13XXXXXX79
14 32 43XXXXXT
15 22 09xxxxxx80
16 23 12XXXXXX28
17 18 07xxxxxx31
18 38 16XXXXXX48
19 28 09xxxxxX33
20 26 01XXXXXX28
21 25 09XXXXXX67
22 28 17XXXXxX16
23 28 09xxXxxXXX96
24 25 17XXXXXX16
25 26 13xXXXXXX55
26 27 17xxxxxx19
27 20 12xxxxxx80
28 21 26XXxX4
29 40 07XxXxXxxXx18
30 21 11xxxxxx53
31 31 1IXXXXXX23
32 21 19xXXXXXX96
33 33 17XXXXXX24
34 28 08xxxxxx33
35 29 O07XXXXXX97
36 39 09xxxxxx58

A continuacion ...
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... Continuacion

Nuamero Edad N° de Cédula
37 31 1IXXXXXX53
38 30 60xxxx45
39 22 11xxxxxx14
40 37 11xxxxxx20
41 43 11xxxxxx02
42 25 1IXXXXXX37
43 30 11xXxXXxXxx48
44 22 B61XXXX78
45 27 11XxXXXxX95
46 34 1IXXXXXX67
47 19 11XXXXXX64
48 30 11XXXXXX28
49 27 11XXXXXX68
50 18 10XXXXxX58
51 41 LIXXXXXXT3
52 38 12XXXXXX42
53 19 01xxxxxx84
54 33 09xxxxxx40
55 29 09XXXXXX69
56 22 11IXXXXXX68
57 32 09xXXXXX92
58 25 09xxxxxx02
59 39 11xXXXXxX45
60 22 07xXxXxxXXx45
61 18 07xxxxxx51
62 21 11xxxxx54
63 35 07xxxxx81
64 37 08xxxxx99
65 37 11xxxxx58
66 35 40xxxx12
67 19 11XXXXX65
68 22 12XXXXXT76
69 24 09XXXXX71
70 20 08xxxxx90
71 23 22Xxxxx90
72 25 01xxxxx01
73 31 07xxxxx19

A continuacion ...
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... Continuacion

Nuamero Edad N° de Cédula
74 28 11xxxxx96
75 22 1Ixxxxxx21
76 34 11xxxXxxx82
77 25 LIXXXXXXTT
78 23 12XXXXXX62
79 42 1IXXXXXXT76
80 24 1IXXXXXX64
81 21 11XXXXXX29
82 45 11xxxxxx07
83 19 11xxxxxx06
84 41 11xxxxxx15
85 33 1IXXXXXX65
86 29 11xxxxxx60
87 28 19XXXXXX42
88 27 11XXXXXX87
89 33 1IXXXXXX46
90 29 1IXXXXXX26
91 26 11xxxxxx51
92 32 11XXXXXX95
93 22 19xxxxxx01
94 38 O07XXXXXX23
95 15 11xxxxxx90
96 39 1IXXXXXX32
97 25 19XXXXXX33
98 20 1IXXXXXXT4
99 37 19XXXXXX46
100 20 11xxxxxx00
101 32 11xxxxxx00
102 21 11xxxxxx10
103 23 11xXxXXxxx92
104 22 2XXXXX27
105 29 12xxxxxx80
106 25 08xxxxxx56
107 22 13XXXXXX46
108 20 1IXXXXXX57
109 23 11xxxXxxx89
110 28 11xxXxXxXxx34

A continuacion ...
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... Continuacion

Nuamero Edad N° de Cédula
111 34 17XXXXxX17
112 27 08XXXXXX75
113 24 12XxxXxxx98
114 32 1IXXXXXXT5
115 30 17XXXXXX47
116 29 17xxxxxx11
117 23 11xXxXXXxX85
118 41 12xxxxxx05
119 24 20XXXX75
120 28 09xXXXXXX16
121 27 09xXXXXXX25
122 19 29xxxx06
123 27 07XXXXXX22
124 20 11xXxXXXxx92
125 24 11xXxXxXxxx24
126 25 11xxxxxx19
127 25 11XXXXXX45
128 38 11xxxxxx07
129 39 11XXXXXX86
130 21 11xxxxxx30
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1859

Universidad Nacional de Loja
Facultad de la Salud Humana

Nombre del protocolo
Toma de muestra de secrecion
vaginal

Cadigo: TMSV
Revision: 1
Edicion: 1

Fecha: 25/06/2018
Pagina: 1/2

Protocolo para la toma de muestra de secrecién vaginal

1) Introduccion

Las infecciones vaginales son motivo frecuente de consulta en la préctica ginecoldgica diaria.

Los sintomas mas frecuentes son: flujo vaginal abundante, prurito vulvar y olor; sin embargo

ciertas patologias pueden cursar de forma asintomatica como en el caso de la candidiasis.

Es importante detectar las infecciones vaginales para evitar posibles complicaciones graves.

El diagnostico se realiza a través de exudado vaginal. La muestra de secrecion vaginal se

utiliza para ayudar a la deteccion de infecciones en la vagina, complicaciones durante el

embarazo o para realizar pruebas forenses.

2) Objetivo

- Realizar una correcta toma de muestra de secrecién vaginal

3) Materiales

- Gafas protectoras

- 1 par de guantes
- 1 Mascarilla

- 1 Camilla ginecoldgica

- 3 Hisopos (medio de transporte Stuart)

- 3 Tubos de ensayo

- 1 Gradilla

- Suero fisiolégico
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Cadigo: TMSV
Nombre del protocolo Revision: 1
Toma de muestra de secrecion Edicion: 1
Universidad Nacional de Loja vaginal Fecha: 25/06/2018
Facultad de la Salud Humana Pagina: 2/2

4) Procedimiento

- Aplicar las normas de bioseguridad adecuadas antes de realizar cualquier tipo de
procedimiento, como es el lavado de manos antes y después de realizar la técnica,
portar el traje protector, mandil, mangas, gorro, mascarilla y guantes.

- Previo a la toma de muestras explicar a la paciente el procedimiento que se le va a
realizar.

- Pedir a la paciente que se cologue en posicién ginecoldgica.

- Separar los labios vulvares con la mano no dominante y con la mano dominante
introducir en la vagina el hisopo.

- Obtener la muestra de secrecion vaginal de la membrana mucosa de la pared vaginal
con un hisopo estéril, obteniendo de ésta manera las muestras necesarias para realizar
la medicion de pH, Fresco, KOH y Gram, para este caso se debe recoger la muestras
de secrecion vaginal en 3 hisopos estériles.

Observaciones

No recolectar la muestra si la paciente se encuentra en su periodo de menstruacion, esté

usando cremas, antibidticos u 6vulos vaginales, se haya realizado duchas vaginales o haya

tenido relaciones sexuales menos de 72 horas antes de la toma de muestra.

5) Bibliografia:

Centro de Salud N° 1 de Loja. (2017). Protocolo para exudado vaginal. Protocolo de toma de

muestras bioldgicas.

Elaborado por: Revisado y aprobado por:

Laboratorio Clinico del Centro de Salud N°1 de Loja Lcda. lliana Delgado
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Protocolo para la conservacion y transporte de la muestras de secrecion vaginal

1) Introduccion

Toda la informacion diagnostica que microbiologia puede proporcionar, depende de la
calidad de la muestra recibida. Por ello, una toma mal realizada, pobremente recogida o mal
transportada determinara un posible fallo en la recuperacién de los agentes patdgenos o de la
microbiota normal, que puede inducir a errores diagnosticos, e incluso a un tratamiento
inadecuado del enfermo. Se debe indicar la terapéutica seguida: EIl ideal es que todas las
muestras se tomaran antes de empezar un tratamiento antibiético. En caso contrario habria de
indicarse la antibioterapia que se ha administrado y el tiempo transcurrido desde la Gltima

toma o inyeccion.

2) Objetivos

- Realizar una correcta conservacion de muestra de secrecion vaginal
- Realizar un correcto transporte e muestras de secrecion vaginal

3) Materiales

- Marcadores

- Medio de transporte Stuart

- Caja de transporte de muestra cooler
- Gradillas
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4) Procedimiento
La idoneidad de las muestras enviadas depende del cumplimiento de una serie de
medidas o reglas referentes a: procedimiento de obtencion, cantidad enviada y
transporte rapido y adecuado al laboratorio (Haya, 2010; Lemus, Villarroel, & Maniscalchi,
2014).
Como reglas generales cabe indicar las siguientes:
1) Antes de recoger la muestra, considerar el riesgo/beneficio de la recogida de la

muestra para el paciente.

2) Cada muestra debera ir acompafiada de un volante de peticion, que deberd estar

correcta, legible y completamente cumplimentado:

a. ldentificacién del paciente

Apellido 1° Apellido 2°, Nombre
- N° de historia

Fecha de nacimiento

- Sexo

Diagnostico permanente

Teléfono/direccion

b. Identificacion del episodio

- Fecha de solicitud
- Datos de la muestra: fecha y hora de obtencion de la muestra, naturaleza de la
muestra, localizacion exacta del producto, procedimiento de la extraccion.
- Destino del informe.
- Médico que lo solicita.
- Servicio peticionario (centro, servicio o consulta).

- Caracter (ordinario o urgente).
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- Datos clinicos: diagnostico clinico de presuncion, estado inmunitario del paciente.
- Profesional que toma la muestra

3) La recogida de la muestra deberd realizarse en condiciones de maxima asepsia,

evitando contaminaciones ambientales por el personal.

4) Se debe recoger una cantidad de muestra adecuada, ya que en ocasiones una escasa

cantidad de muestra puede ser la causa de falsos negativos.

5) EI material destinado a cultivo no debe estar en contacto con sustancias

desinfectantes o anestésicas, siempre que sea posible.

6) La muestra se debe recoger, siempre que sea posible, antes de iniciar cualquier terapia

antimicrobiana.

7) La muestra debe transportarse en envases adecuados, con cierres a prueba de fugas.

8) La muestra debe etiquetarse con el nombre del paciente, el servicio solicitante y el

tipo de muestra.

9) Se recomienda que cada muestra se introduzca en una bolsa de plastico que a su vez
se introducira en otra donde se incluya el volante. Asi se evita que los posibles derrames de

la muestra invaliden el volante de peticion.

10) El envio al laboratorio de microbiologia debe ser lo mas rapido posible con objeto
de asegurar la supervivencia de microorganismos de dificil crecimiento y de

evitar el sobrecrecimiento de la flora normal, acortar el tiempo de contacto con
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anestésicos locales o con otras sustancias con accion antimicrobiana utilizadas en la

recogida de la muestra.

Transporte de secrecion vaginal
Recoger la muestra, bajo vision directa, con una torunda, de la zona con mayor exudado o en
su defecto, del fondo del saco vaginal posterior. Repetir la operacion con una segunda
torunda. Una torunda se destinara al estudio microscopico y la otra al cultivo.
Identificar la muestra con los nombres del paciente.
El envio de las muestras debe ser inmediato siempre que sea posible en cooler. Cuando la
muestra no pueda procesarse antes de 15 minutos deberan utilizarse hisopos con medio de
transporte Stuart.
Tiempo de envio y conservacion de la muestra.
- Muestras sin medio de transporte: enviar antes de 15 min a temperatura ambiente.
- Muestras con medio de transporte: que se mantendran a temperatura ambiente o
preferentemente en estufa a 35-37°C hasta el momento de la siembra, que debera
realizarse antes de 3-6 horas.

5) Bibliografia:

Centro de Salud N° 1 de Loja. (2017). Transporte y conservacion de muestras de exudado

vaginal. Transporte y conservacion de muestras bioldgicas.

Elaborado por: Revisado y aprobado por:

Laboratorio Clinico del Centro de Salud N°1 de Loja Lcda. Iliana Delgado
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Preparacion del medio Agar SABOURAUD
1) Introduccion
Agar SABOURAUD es un medio utilizado para el aislamiento, identificacion y conservacion
de hongos patogenos y saprofitos, particularmente los asociados con infecciones cuténeas
(piel, pelo). También es til para el cultivo de levaduras. En el medio de cultivo, la peptona,
la tripteina y la glucosa son los nutrientes para el desarrollo de microorganismos. El alto
contenido de glucosa, la presencia de cloranfenicol y el pH acido, inhiben el desarrollo
bacteriano y favorece el crecimiento de hongos y levaduras. El agar es el agente solidificante.
Puede ser suplementado con otros agentes selectivos de crecimiento (Britania, 2015).

2) Objetivo
- Preparar el medio Agar SABOURAUD

3) Materiales y equipos
Materiales

- Agar SABOURAUD
- Matraz de Erlenmeyer de 1000 ml
- Varilla de vidrio

- Reloj de vidrio

- Agua destilada

- Caja de fosforo
Equipos

- Balanza analitica

- Cocineta

- Autoclave

- Cajas Petri

- Camara de bioseguridad
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4) Procedimiento:

- Preparar todos los materiales necesarios para la preparacion del medio.

- Suspender 65.0 gramos en 1000 ml de agua destilada o agua des ionizada. En caso de

preparar cantidades menores sacar la cantidad por calculo.

- Reposar 5 minutos y mezclar hasta uniformar.

- Calentar agitando frecuentemente y hervir por un minuto hasta disolver completamente.

Evitar el sobrecalentamiento.

- Esterilizar en autoclave a 15 Ibs de presion (121 ° C) por 15 minutos.

- Dejar enfriar a 45-50 ° C.

- Mezclar bien y dispensar en cajas Petri estériles.

- El medio preparado debe almacenarse a 2-8°C.

Nota: mantener en un lugar fresco pues la exposicion al calor aumenta la hidrolisis de los

componentes.

Almacenamiento:

Medio de cultivo deshidratado a 10-35°.

Medio de cultivo preparado a 2-8°C (Britania, 2015).

5) Bibliografia:

Britania. (2015). Sabouraud Glucosado Agar.

Elaborado por:

Revisado y aprobado por:

Diana Maritza Cotacachi Tuquerres

Lcda. Iliana Delgado
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B0215005 B0215006

Sabouraud Glucosado Agar

Uuso

Medio utiizado para el sislamienio, identificacidn y consenaciin
de hongos patdgenas y sapréfitos. También es il para el culive
de levaduras.

FUMDAMENTO

Meadio de culiive recomendado para el aislamiento y desarrolio de
hangos, particularmente los asociados con infecciones

cutdneas (piel, pelo)

En el medio de cultivo, la pepiona, la tipteina y la glucosa son los
nutrientes para el desarmolle de microorganismos. El atto contenido
de glucasa, la presencia de cloranfanicol y el pH écido, inhiben el
desamolko bacleriano y favorecen el crecimiento de hongos y leva-
duras. El agar es el agente solidificanie.

Puede sar suplementado con otros agentes seleciivos de creci-
mianto.

CONTENIDO Y COMPOSICION
Cidigo B0215005: envase x 100 g
Cadigo BO215006: envase x 500 g

FORMULA (en gramas por litra)
PEFTOMA BD
TRIPTEINA ED
GLUCOSA 00
CLORANFENICOL 006
AGAR 180
pH FINAL- 5.6 £ 02

INSTRUCCIONES

Suspander G5 g del polo en 1 liro de agua purificada. Reposar 5
minutos y mezclar hasta uniformar, Calentar agitando frecuente-
mente y hervir 1 manuta hasta disolver completamente.

Distribuir en fubos o en otros recipentes apropiados y estenlizar
en autoclave 2 118-121 °C duranie 15 minuios

Colocar los tubos en posicion inclinada para soldificar el medio
de cultiwe {pico de flauta). También puede distibuirse en placas de
Petri estériles.

Nota: mantener en lugar fresco, pues |a exposicicn al calor au-
menta la hidndlisis de los componentes.

CARACTERISTICAS DEL PRODUCTOD

Medio de culivo deshidratado: color beige claro, haomogéne, Bbre
desizamianto.

Medio de cultivo preparade: color mbar clarg, ligeramente opabes-

cente sin precipriado.

ALMACEMAMIENTO
Medic de cultivo deshidratade a 10-35 °C.
Medio de cultivo preparado a 2-8 °C.

PROCEDIMIENTO
Siembra
Estriar directamente la superficie del madio de cultivo,

Incubacidn

En acrobicsis & 20-25 °C,

El tempo dependerd del hongo y levadura que se quiera recu-
perar. Como regla general, incubar en las condiciones descriptas
durante 2 & 7 dias. En el caso de investigar dermaiofitos, incubar
durante 5 a 20 dias y examinar el cultvo cada 4 a 6 dias.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS
Describir las caractersticas fipicas de las colonias y subculiivar en

mesdios apropiados para identrficacidn

CONTROL DE CALIDAD

MICEOORGAMNISWIS CRECIMIENTD
Aspemgilus braslierss Satrstaciorn
ATCC 16404

Candida albicans Saticaciorn
ATCC 10231

Tnchophyion menagrophytes Sabistaciorn
ATCC 8533

Sarrharomyces ceresiae Satictaciorn
ATCC 9763

COMTROL DE ESTERILIDAD RESULTADD
Wedio sin nocular Sini cambios

Continta ...
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Britania*

Sabouraud Glucosado Agar

LIMITACIONES

- El choranienicol, ademas de inhibir el desamollo bacieriano, puede
inhiibir el desamolio de cierios hongos patogénicos.

- Evilar el sobrecaleniamiento del medio de cultive por riesgo de
oscurecimienio, acidificacidn y disminucicn de |as propiedades ge-
ificames del agar.

- Realizar ensayos de identificacion adicionales de bos microorga-
nismos que hayan desamroliada.

MATERIALES NECESARIOS HO PROVISTOS

Equipos y material de laboratoria, microceganismos para confrol de
calidad, reactivos y medios de cultvo adicionales segln requeri-
miantno.

PRECAUCIONES

- Solamente para uso disgnéstico in viro, Uso profesional exclu-
SHTL

= Mo utslizar el producto si al redbido su envase esta abierio o da-
nada.

- Mo wiilizar el producto =1 existen signos de contaminaciin o dete-
rioro, asi como iampoco si ha expirado su fecha de vencimienio.

- UHilizar quantes y ropa profeciora cuando se manipuls el produc-
to

SIMBOLOS UTILIZADOS

o] (rer] Ml =3 4. [
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- Considerar las muesiras como potenciaiments infecciosas y ma-
nipularizs apropiadaments siquiendo las noemas de bicseguridad
establecidas por ed laboratorio.

- Las caractensticas del producio pueden allerarse si no se conser-
va apropiadamente.

- Descariar el producto que no ha sido uliizado y los desechos del
mismo segin reglamentaciones vigenies.

REFERENCIAS

- MacFaddin. 1885, Media for isolation-cultsation-identification-
mantenance of medical baciera, vol 1. Williams & Wilkins, Baltr-
more, Md.

- Murray PR, Baron, Pfaller, Tenover and Yolken. 1585, Manual of
clinical microbiclagy, Tih ed Amencan Society for Microbiology,
Washington, D.C.

- European Pharmacopoes 6.0, volume 1. 2007 Microbickogical
ExamiraBon of Mon sterile producis: Test for Specified Microor-
ganisms.

INDICACIONES AL CONSUMIDOR
Utilizar ed products hasta su fecha de vencimianta.
Conservar el producio segun las indicacionas ded rotulo.

2 &

LIEITE OF
TEMFETATURS

HITALCTICHES
o= Uz
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VERCIMERDD
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Preparacion del medio de CHROMagar-Candida

1) Introduccion

CHROMagar-Candida es una formulacion cromogénica alternativa a los medios tradicionales
para la deteccion y aislamiento de Candida spp. En este medio cromogénico, las tres especies
diferentes de Candida albicans, Candida tropicalis y Candida krusei pueden ser diferenciados
por los sustratos cromogénicos presentes en el medio.

CHROMagar-Candida permite la Identificacion y diferenciacion féciles y répidas de las 3
especies al producir resultados faciles de leer en una placa, ya que presenta colonias de
diferentes colores. Las colonias de Candida albicans son verdes, las de Candida krusei son de
color rosa purpura y las de Candida tropicalis son azules. En el medio, la glucosa es el
carbohidrato fermentable que proporciona carbono y energia. La peptona proporciona
nitrégeno, vitaminas, minerales y aminoacidos esenciales para el crecimiento. El
cloranfenicol es un antibiotico que ayuda a aislar hongos patégenos de material muy
contaminado, ya que inhibe la mayoria de las bacterias contaminantes, ademas es muy
recomendado para su uso con medios debido a su estabilidad térmica y amplio espectro
bacteriano. La mezcla cromogénica permite la identificacion y diferenciacion de las 3
especies al producir resultados faciles de leer en una placa, ya que presentan colonias de

diferentes colores, el Agar bacterioldgico es el agente solidificante.
2) Objetivos
- Preparar el medio de CHROMagar-Candida
3) Materiales y equipos

Materiales
- Agar CHROMagar-Candida
- Matraz de Erlenmeyer de 1000 ml
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- Varilla de vidrio
- Reloj de vidrio

- Agua destilada

- Caja de fosforo
Equipos

- Balanza analitica
- Cocineta

- Cajas Petri

- Cémara de bioseguridad

4) Procedimiento

- Preparar todos los materiales necesarios para la preparacion del medio.

- Suspender 45.9 gramos del medio en un litro de agua destilada. En caso de preparar
cantidades menores sacar la cantidad por calculo.

- Mezclar bien y disolver calentando con agitacion frecuente.

- Hacer hervir por un minuto hasta que la disolucion se complete. Evitar el
sobrecalentamiento.

- No autoclavar

- Dispensar en caja Petri

- El medio preparado debe almacenarse a 8-15°C.

- El color es &mbar claro, ligeramente opalescente.

Nota: El medio deshidratado debe ser homogéneo, de flujo libre y de color beige claro. Si hay

algin cambio fisico, descarta el medio.
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Almacenamiento:

- Medio de cultivo deshidratado a 10-35°.

- Medio de cultivo preparado a 2-8°C.

5) Bibliografia:

Conda. (2017). Candida Chromogenic Agar.

Elaborado por:

Revisado y aprobado por:

Diana Maritza Cotacachi Tuquerres

Lcda. Iliana Delgado
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CANDIDA CHROMOGENIC AGAR

CAT N©°: 1382 Differential and selective chromogenic medium for the isolation and quick
identification of Candida spp of dinical importance

FORMULA IN g /1

Glucose 20.00 Crromogenic Mbxture 0.40
Peptone 10.00 Bacterclogica Agar 13.00
Chiceamphenicol 0.30
Final PH6.1 £ 0.2 at 25°C
Canida drysey Camaicle tropcals
ATCC 34 ATCC 1300
Cneils aNans
ATCC 10231
PREPARATION

Suspend 45.9 grams of the medium in one liter of distiled water. Mix well and dissolve by heating with frequent
agitation. Boll for one minute until complete dissolution AVOID OVERHEATING. DO NOT AUTOCLAVE. Dispense into Petri
dishes. The prepared medium should be stored at 8-15°C. The color Is dear amber, slightly opalescent.

The dehydrated medium shouid be homogeneous, free-flowing and light beige In colar If there are any physical changes,
discard the medium.

CANDIDA CHROMOGENIC AGAR |5 an afternative chromogenic formulation to the traditional media for the detection and
solation of Canalda spo.

In this chromogenic medium, the three different specdies of Candids altwcans, Canaida tropicals and Canalids krusef can
be differentiated due to the chromogenic substrates present within the medium. Candida Chromogenic Agar allows the
easy and rapid identification and differentiation of all 3 species by produding easy-to-read results in one plate, since they
present different cofored colonies.

Colonies of Candida albicans are green, those of Canalda drusel are purple-pink and those of Candids fropicads are blue.

In the medum Glucose Is the fermentable carbohydrate providing carbon and energy. Peptone provides nitrogen,
vitamins, minerals and amino acds essential for growth. Chloramphenicol Is an antiblotic which aids In isolating

pathogenic fungl from heavily contaminated material, as &t inhibits most contaminating bacteria. It Is a recommendad
antibiotic for use with media due to Its heat stabiity and wide bacterial spectrum. The chromogenic mixture allows the
dentfication and and differentiation of all 3 species by producing easy-to-read results in one plate, since they present

different colored colonies, Bacteriological agar is the solidifying agent.

The different species of Candida produce different kinds of Infections. Canddiasis, the most common opportunistic
fungal Infection s frequently caused by Candide atbicans, Candida tropécalls and Candida giadvata Infections occur less
often. Candids spp. are present In cinkcal specdmens due to environmental contamination, colonization, or 2 disease
process. Candida altvcans s the most common and 5 usually susceptible to the antigfungal agents” azole group.
However, Candida glabrata, Candida trapicals and Candicda krusey are azole tolerant, thus the rapid Identfication of the
different species of Candiica Is essential for its correct diagnosis and treatment.

1

LABORATORIOS CONDA, 5.A. www.condalab.com
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MICROBIOLOGICAL TEST

The following results were obtained In the performance of the medium from type cultwes after Incubation at a
temperature of 30-37°C and cbserved after 24, 48 and 72 hours.

Microorganisms Growth Colony Color
Cavchaa froxvcads ATOC 1309 Good Blue=
Cavakda swans ATOC 10231 ] Gresn
Cavfta krussd ATCC 34133 oo Furple-Fink
Cavdics pavasiss ATCC 22019 Good Light White - Purpie
Cavachils giafirata ATCC 2001 ‘Good Light White - Purple

BIBLIOGRAPHY

Shemhan, DU). et al.[1999) Cwrent and Emenging Azole Antfungal Agents Cinical Microbiology Revewes, 12 {1k 40-73

iDcids, F.C. (1588) Candida and candidiosks, 2nd ed, Eailiére Tindall, London, England.

Ibraniem E.H. % al. (2001) The influence of iInadequate antimicrobial treatment of bloodstresm infecbons on pabient outcomes in the
10U setting. Chest, 118 [1}: I48-33

C€ [w]

Once apened keep powdered medium clased to avald hydration. * ‘5‘2:1’:{\-_ /%fz:nc

LABDRATORIOS CONDA, 5.A. wwww.condalab.com
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Protocolo para del método de KOH

1) Introduccion

Es el medio de montaje de las muestras clinicas mas universalmente aceptado. Permite
clarificar todo tipo de muestras clinicas con abundantes células y restos celulares y observar la
morfologia y la pigmentacion fungica. EI KOH disuelve mas rapidamente los elementos
celulares que los hongos (protegidos por la pared celular). El efecto clarificador del KOH
puede demorar desde 10 min hasta horas, en el caso de las muestras de ufias, y puede reducirse
calentando ligeramente la preparacion. Se suelen utilizar dos concentraciones, una mas fuerte
del 20-30% para ufias, y del 10% para el resto de muestras. Si no se utiliza con colorantes, las
preparaciones deben estudiarse con un microscopio de contraste de fases o, en su defecto, con
uno convencional diafragmando el condensador para aumentar el contraste. Los
inconvenientes de las soluciones de KOH son, entre otros, que su reaccién con el material
clinico puede crear unos artefactos que pueden parecerse a los hongos, con lo que se hace
necesaria cierta experiencia en el observador; el caracter corrosivo del KOH en el equipo y la
facilidad de aparicion, con el tiempo, de cristales que dificultan la observacion (Llovo &

Pontén, 2014).

2) Objetivo
- Determinar mediante el método de KOH estructuras micéticas presentes en las

muestras de secrecion vaginal.
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3) Materiales, equipos y reactivos
Materiales:
- Cubreobjetos
- Portaobjetos
Equipos:
- Microscopio
Reactivos:

- KOH al 10%

4) Procedimiento:
- Colocar una gota de KOH 10% en el centro de un portaobjetos limpio.

- Poner una gota de la muestra en el KOH y cubrir con cubreobjetos.

- Dejar actuar por 10 min.

- Observar al microscopio con el objetivo 40x.
Resultado
Positivo: cuando se observa estructuras micoticas
Negativo: cuando no se observan estructuras micoticas
Los dermatofitos se observan como hifas hialinas, tabicadas y ramificadas de 4 a 6 um de
didmetro. Las levaduras se visualizan como elementos esféricos u ovalados
(blastosporos/levaduras) que pueden presentar brote y/o seudohifas. Los hongos miceliales se
ven como hifas hialinas o pigmentadas, tabicadas o no, de diametro irregular segun el hongo al

que corresponde.
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Nota: Se puede utilizar concentraciones de KOH de 10 al 40%, para ello solo se debe pesar

10, 20 0 30 gr y asi obtener una solucion de KOH al 10%, 20% o 30%.

Control de Calidad

Colocar una gota del reactivo entre porta y cubre, observar con 40X, chequear ausencia de

esporas de hongos y bacterias.

5) Bibliografia:

Llovo, J., & Pontdn, J. (2014). Diagnostico microscépico de las micosis. Obtenido de

https://bit.ly/2xLZSEX

Negroni, Guelfand, & Perrone. (2011). Manual de medios y reactivos del laboratorio de

micologia. Obtenido de https://bit.ly/2xILfKQ

Elaborado por:

Revisado y aprobado por:

Diana Maritza Cotacachi Tuquerres

Lcda. Iliana Delgado
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Procedimiento para el cultivo de la muestra en el medio Agar SABOURAUD

1) Introduccion

Sembrar o inocular es introducir artificialmente una porcion de muestra (in6culo) en un

medio adecuado, con el fin de iniciar un cultivo microbiano, para su desarrollo y

multiplicacion. Una vez sembrado, el medio de cultivo se incuba a una temperatura adecuada

para el crecimiento.

Las reglas fundamentales para efectuar la siembra exigen:

- Que se efectlen asépticamente

- Que los medios de cultivo y el instrumental a utilizar estén esterilizados

- Que se realicen solo los manipuleos indispensables

- Que se trabaje fuera de toda corriente de aire. De ser posible utilizando un mechero o

bien Flujo laminar.

Existen diferentes tipos de siembra de acuerdo al medio utilizado y los requerimientos del

microorganismo a estudiar (Malajovich, 2015).

2) Objetivo

- Realizar un sembrado correcto de la muestra en el medio Agar SABOURAUD

3) Materiales

- Medio de cultivo agar SABOURAUD

- Asade siembra
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- Mechero o flujo laminar

4) Procedimiento

- Las placas de Petri deberan abrirse préximas al mechero Bunsen, para evitar la

contaminacion con gérmenes del aire.

- Estriar directamente la muestra en la superficie del medio de cultivo.

- Incubar en aerobiosis a 20-25 °C.

- El tiempo de incubacion varia de 24 a 72 horas. Observar el crecimiento cada 24

horas.

Interpretacion de resultados

Describir las caracteristicas tipicas de las colonias y subcultivar en medios apropiados para

identificacion.

-Nota: Observar en suero fisiol6gico una colonia para verificar el crecimiento de levaduras.

5) Bibliografia:

Britania. (2015). Sabouraud Glucosado Agar.

Malajovich, M. (2015). Introduccién a las técnicas Microbioldgicas. Obtenido de

https://bit.ly/2AP1C9E

Elaborado por:

Revisado y aprobado por:

Diana Maritza Cotacachi Tuquerres

Lcda. Iliana Delgado
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Protocolo para realizar el control de calidad con cepas conocidas de Candida
1) Introduccion
Los medios de cultivo constituyen la herramienta fundamental en los laboratorios de
Microbiologia, por lo que realizar pruebas de control de calidad a los medios preparados es
vital, con el fin de comprobar si estos cumplen con sus especificaciones y si la metodologia

empleada en su preparacion es satisfactoria.

2) Objetivo

- Verificar que los resultados obtenidos de los medios Agar SABOUDAUD vy
CHROMagar-Candida sean los descritos por el fabricante.

3) Materiales y equipos

Material

- Medio Agar SABOUDAUD
- Medio CHROMagar-Candida
- Asade siembra

Equipo

- Incubadora
- Mechero o flujo laminar

4) Procedimiento:

- Obtener la cepa control del laboratorio de Machala de las especies de:

e Candida albicans (14820181)
e Candida Krusei (14820182)
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e Candida tropicalis (14820183)

e Candida glabrata (14820184)

e Candida dubliniensis (14820185)
- Realizar la resiembra en Agar SABOUDAUD
- Incubar a 37 °C en la incubadora de 24h a 72 h.
- Verificar el crecimiento de colonias de levaduras
- Sembrar en el CHROMOAGAR

- Verificar los colores producidos por cada especie de Candida

Resultados:

- Colonia verde: Candida albicans (14820181)

- Colonia rosado purpura: Candida Krusei (14820182)

- Colonia azul: Candida tropicalis (14820183)

- Colonia purpura blanco claro: Candida glabrata (14820184)

- Colonia celeste: Candida dubliniensis (14820185) (Quezada, 2018).

5) Bibliografia:
Quezada, C. (2018). Cepas control de especies de Candida. Laboratorio Clinico “Reina de El

Cisne”.

Elaborado por: Revisado y aprobado por:

Diana Maritza Cotacachi Tuquerres Lcda. Iliana Delgado
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Protocolo para el cultivo de colonias aisladas de Candida en el medio de CHROMagar-

1) Introduccion

Candida.

Sembrar o inocular es introducir artificialmente una porcion de muestra (inéculo) en un

medio adecuado, con el fin de iniciar un cultivo microbiano, para su desarrollo y

multiplicacion. Una vez sembrado, el medio de cultivo se incuba a una temperatura adecuada

para el crecimiento.

Las reglas fundamentales para efectuar la siembra exigen:

- Que se efectlen asépticamente

- Que los medios de cultivo y el instrumental a utilizar estén esterilizados

- Que se realicen solo los manipuleos indispensables

- Que se trabaje fuera de toda corriente de aire. De ser posible utilizando un mechero o

bien Flujo laminar.

Existen diferentes tipos de siembra de acuerdo al medio utilizado y los requerimientos del

microorganismo a estudiar (Malajovich, 2015).

2) Objetivo

- Realizar un sembrado correcto de la muestra en el medio CHROMagar-Candida

3) Materiales

- Medio de cultivo CHROMagar-Candida

- Asade siembra

- Mechero o flujo laminar
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4) Procedimiento
- Las placas de Petri deberan abrirse proximas al mechero Bunsen, para evitar la
contaminacion con gérmenes del aire.
- Seleccionar una colonia pura del medio Agar Sabouraud.
- Extender con una asa una colonia pura por estria en la superficie del medio
CHROMagar-Candida.
- Incubar las placas en atmdsfera aerobia a 35 + 2 °C durante 20 — 48 h en posicion
invertida.
- Se requiere una incubacion de 42 para que se desarrolle por completo el color de las
colonias Candida.
- Nota: Reducir al minimo la exposicion a la luz antes de la incubacién y durante ella
(Dickinson, 2014).
Interpretacion de resultados
Después de la incubacion, las placas de las muestras con hongos presentaran crecimiento. Se
recomienda efectuar la lectura de las placas sobre un fondo blanco. Si estan presentes las
especies de Candida, las colonias presentaran:
- Colonia verde: Candida albicans
- Colonia rosado purpura: Candida Krusei
- Colonia azul: Candida tropicalis
- Colonia parpura blanco claro: Candida glabrata

- Colonia celeste: Candida dubliniensis.
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Nota: Los datos de estudios diversos indican que no es necesario realizar pruebas de
identificacion adicionales para Candida albicans, C. tropicalis y C. krusei (Conda, 2017).

Observar en suero fisioldgico una colonia para verificar el crecimiento de levaduras.

5) Bibliografia:
Conda. (2017). Candida Chromogenic Agar, (pags. 1-2).
Malajovich, M. (2015). Introduccién a las técnicas Microbiologicas. Obtenido de

https://bit.ly/2AP1C9E

Elaborado por: Revisado y aprobado por:

Diana Maritza Cotacachi Tuquerres Lcda. Iliana Delgado
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KOH AGAR SABOURAUD CHROMagar-
N° DE Candida
FECHA
MUESTRA | ESTRUCTURAS Crecimiento No Especie de Candida
MICOTICAS crecimiento | P
09-07-18 1 Levadura:++ Candida albicans
09-07-18 2 Levadura: + Candida krusei
09-07-18 3 Levadura: + Candida krusei
Levadura: + . .
09-07-18 4 Seudohifa: + X Candida krusei
10-07-18 5 Levadura: + X Candida krusei
10-07-18 6 Levadura: + X Candida krusei
10-07-18 7 Levadura: + X Candida krusei
11-07-18 8 Levadura: + X Candida krusei
Levadura: + . .
16-07-18 9 Seudohifa: + X Candida krusei
Levadura: + . .
16-07-18 10 Seudohifa: + X Candida krusei
Levadura: + . .
16-07-18 11 Seudohifa: + X Candida krusei
16-07-18 12 Levadura: + Candida krusei
17-07-18 13 Levadura: ++ Candida albicans
Levadura: + . .
17-07-18 14 Seudohifa: + X Candida krusei
17-07-18 15 Levadura: + X Candida krusei
Levadura: + . .
17-07-18 16 Seudohifa: + X Candida krusei
Levadura: + . .
17-07-18 17 Seudohifa: + X Candida krusei
17-07-18 18 Levadura: + X Candida krusei
Levadura: + . .
17-07-18 19 Seudohifa: ++ X Candida albicans
Levadura: + . .
17-07-18 20 Seudohifa: ++ X Candida albicans
18-07-18 21 Levadura: ++ Candida krusei
18-07-18 22 Seudohifa: + Candida krusei

A continuacion ...
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.. Continuacion

KOH AGAR SABOURAUD CHROMagar-

FECHA N° DE Candida
MUESTRA | ESTRUCTURAS Crecimiento .NO. Especie de Candida
MICOTICAS crecimiento

18-07-18 23 Levadura: + X Candida albicans
18-07-18 24 Seudohifa: ++ X Candida albicans
18-07-18 25 Levadura: ++ X Candida albicans
18-07-18 26 Seudohifa: + X Candida krusei
18-07-18 27 Seudohifa: + X Candida krusei
18-07-18 28 Seudohifa: + X Candida krusei
18-07-18 29 Levadura: + X Candida krusei
18-07-18 30 Seudohifa: + X Candida krusei
19-07-18 31 Levadura: + X Candida albicans
19-07-18 32 Seudohifa: + X Candida albicans
19-07-18 33 Levadura: ++ X Candida krusei
19-07-18 34 Levadura: + X Candida krusei
19-07-18 35 Levadura: + X Candida albicans
23-07-18 36 ;::;::.rfz . X Candida krusei
23-07-18 37 Seudohifa:+ X Candida krusei
23-07-18 38 Levadura: ++ X Candida krusei
23-07-18 39 Levadura: + X Candida krusei
23-07-18 40 Seudohifa:+ X Candida albicans
23-07-18 41 Seudohifa:+ X Candida krusei
23-07-18 42 ;::;::i:‘z::: X Candida albicans
23-07-18 43 Levadura: + X Candida krusei
24-07-18 44 Levadura: ++ X Candida krusei
24-07-18 45 Seudohifa:+ X Candida krusei
24-07-18 46 Levadura: + X Candida albicans
24-07-18 47 Levadura: ++ X Candida krusei
24-07-18 48 Levadura: + X Candida krusei
24-07-18 49 ;‘::;::ig:i X Candida albicans

A continuacion ...



84

... Continuacién

KOH AGAR SABOURAUD CHROMagar-

FECHA N° DE Candida
MUESTRA | ESTRUCTURA Crecimiento .NO. Especie de Candida
S MICOTICAS crecimiento

24-07-18 50 Seudohifa:+ Candida krusei
24-07-18 51 Seudohifa:+ Candida albicans
24-07-18 52 ;:J;g:ig: :_ X Candida albicans
24-07-18 53 Levadura: ++ X Candida albicans
24-07-18 54 Levadura: + X Candida krusei
24-07-18 55 Levadura: + X Candida albicans
24-07-18 56 Levadura: +++ X Candida krusei
24-07-18 57 Levadura: + X Candida krusei
24-07-18 58 Levadura: ++ X Candida krusei
25-07-18 59 Levadura: + X Candida krusei
25-07-18 60 Seudohifa: + X Candida krusei
25-07-18 61 S';ﬁ\éiil:;: ; X Candida krusei
25-07-18 62 Levadura: + Candida krusei
25-07-18 63 Seudohifa: + Candida krusei
25-07-18 64 ;:J;::.;Zi X Candida krusei
25-07-18 65 govache: X Candida krusei
25-07-18 66 Levadura: ++ X Candida krusei
25-07-18 67 Levadura: + X Candida krusei
25-07-18 68 Levadura: ++ X Candida albicans
25-07-18 69 Levadura: ++ X Candida krusei
25-07-18 70 Levadura: + X Candida krusei
25-07-18 71 Levadura: + X Candida albicans
25.07-18 72 sﬁfﬁ.ﬁi X Candida albicans
25-07-18 73 Levadura: + X Candida albicans
26-07-18 74 ';Z‘SZ‘:)L:;?;: X Candida albicans
26-07-18 75 ';Z‘SZ‘:)L:;?;: X Candida albicans

A continuacion ...



85

... Continuacién
KOH AGAR SABOURAUD CHROMagar-

FECHA N° DE Candida

MUESTRA ESTRUCTURAS Crecimien No crecimiento Especie de Candida

MICOTICAS to

26-07-18 76 ;‘::;::i:; :L X Candida albicans
26-07-18 77 Levadura: + X Candida albicans
27-07-18 78 Levadura: + X Candida krusei
27-07-18 79 Seudohifa: + X Candida krusei
27-07-18 80 Levadura: + X Candida krusei
27-07-18 81 Levadura: + X Candida krusei
27-07-18 82 Levadura: + X Candida albicans
30-07-18 83 Levadura: + X Candida krusei
30-07-18 84 Seudohifa: + X Candida krusei
30-07-18 85 Levadura: ++ X Candida albicans
30-07-18 86 Seudohifa: + X Candida krusei
30-07-18 87 Levadura: ++ X Candida krusei
30-07-18 88 Levadura: + X Candida krusei
30-07-18 89 Levadura: + X Candida krusei
31-07-18 90 Levadura: + X Candida krusei
31-07-18 91 Levadura: ++ X Candida albicans
31-07-18 92 Levadura: + X Candida krusei
31-07-18 93 Levadura: + X Candida krusei
31-07-18 94 Levadura: + X Candida krusei
31-07-18 95 Levadura: + X Candida krusei
31-07-18 96 Levadura: + X Candida krusei
31-07-18 97 Levadura: + X Candida krusei
31-07-18 %8 ;‘:J’;::I;Zi X Candida krusei
01-08-18 99 Levadura: + X Candida krusei
01-08-18 100 ;:Jg::i:;: X Candida krusei
01-08-18 101 Levadura: + X Candida krusei
01-08-18 102 ;:Jg::irg: : X Candida albicans

A continuacion ...
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KOH AGAR SABOURAUD CHROMagar-

FECHA N° DE Candida
MUESTRA | ESTRUCTURAS Crecimiento .NO. Especie de Candida
MICOTICAS crecimiento

01-08-18 103 Levadura: + X Candida krusei
01-08-18 104 Levadura: + X Candida albicans
01-08-18 105 Levadura: + X Candida krusei
01-08-18 106 Levadura: + X Candida krusei
01-08-18 107 Levadura: + X Candida krusei
03-08-18 108 Levadura: + X Candida krusei
06-08-18 109 Levadura: + X Candida krusei
06-08-18 110 Seudohifa: + X Candida krusei
06-08-18 111 Levadura: + X Candida krusei
07-08-18 112 Levadura: ++ X Candida krusei
07-08-18 113 ;:J;g:ig: J: X Candida albicans
07-08-18 114 ;:J;g: o X Candida krusei
08-08-18 115 Levadura: + X Candida albicans
09-08-18 116 Levadura: +++ X Candida krusei
03-08-18 117 Levadura: + X Candida krusei
06-08-18 118 Levadura: + X Candida krusei
06-08-18 119 ;::;::i:::: X Candida krusei
06-08-18 120 Levadura: + Candida krusei
07-08-18 121 Levadura: ++ Candida krusei
07-08-18 122 ;:J;::ig: :_:_ X Candida albicans
07-08-18 123 ;::;::i:::: X Candida krusei
08-08-18 124 Levadura: ++ Candida albicans
08-08-18 125 Levadura: + C. glabrata
08-08-18 126 Levadura: + Candida albicans
08-08-18 127 ;::;::EJ; X C. glabrata
08-08-18 128 ;‘::;:ﬁirf?:i X Candida albicans
09-08-18 129 Levadura: +++ Candida krusei
09-08-18 130 Levadura: + Candida albicans
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Protocolo para eliminacion de residuos microbiol6gicos

1) Introduccion

En el laboratorio se manejan gran cantidad de productos y se efectian diversas operaciones
que conllevan la generacién de residuos, en la mayoria de los casos peligrosos para la salud y
el medio ambiente. Aunque el volumen de residuos que se generan en los laboratorios es
generalmente pequefio en relacion al proveniente del sector industrial, no por ello debe
minusvalorarse el problema.

Unas adecuadas condiciones de trabajo en el laboratorio implican inevitablemente el control,
tratamiento y eliminacion de los residuos generados en el mismo, por lo que su gestion es un
aspecto imprescindible en la organizacion de todo laboratorio. Otra cuestion a considerar es la
de los derrames, que si bien tienen algunos aspectos coincidentes con los métodos de
tratamiento para la eliminacion de residuos, la actuacion frente a ellos exige la consideracion
de otros factores como la rapidez de accién, aplicacion de métodos de descontaminacion
adecuados, etc. (Gadea y Sola, 2011).

2) Objetivo
- Establecer el procedimiento para la correcta eliminacién de residuos biolégicos.

3) Materiales y equipos
Materiales

- Papel reciclado

- Cinta maski

- Marcador

- Fundaroja
Equipo

- Esterilizador y cronémetro
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4) Procedimiento

La esterilizacion en autoclave es la manera mas comun de tratar este tipo de residuos en el

propio laboratorio que los genera. Hay que asegurarse que el ciclo del autoclave permite la

esterilizacion en toda la masa de los residuos. Los programas para materiales limpios no

sirven para los desechos, siendo aconsejable prolongar el tiempo y aumentar la presion del

proceso de autoclavado (Resino, 2011).

El procedimiento a seguir es:

completo.

Sellar con la cinta

Pasado ese tiempo dejar enfriar.

y el peso.

5) Bibliografia:

Colocar el material en una funda roja y amarrar con un nudo fuerte,

Envolver el material en papel reciclado, de tal manera que quede envuelto por

Esterilizar en el Autoclave 121 grados centigrado por 30minutos a 15 Ibs de presion.

Etiquetar la funda con el eslogan “desechos biopeligrosos”, el lugar de donde procede

Gadea, E., & Sola, X. G. (2011). Eliminacion de residuos en el laboratorio: procedimientos

generales. Obtenido de Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el trabajo:

https://bit.ly/2Jf69gF

Resino, S. (2011). Gestion de los residuos en el laboratorio de microbiologia clinica.

Obtenido de

https://bit.ly/2Q4SQcB

Epidemiologia

Molecular

de Enfermedades

Infecciosas:

Elaborado por:

Revisado y aprobado por:

Diana Maritza Cotacachi Tuquerres

Lcda. Iliana Delgado
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12. Apéndice

Apéndice 1.- Certificado de Traduccién del Resumen

Enj/isﬁ S/ymé Wp Center

Nosotros “ Etyﬁ'sﬁ Spea( 'Up Center’

CERTIFICAMOS que

La traduccion del documento adjunto solicitada por la sefiorita
DIANA MARITZA COTACACHI TUQUERRES con cédula de
ciudadania nimero 1003949169 cuyo tema de investigacion se
titula: “TIPIFICACION DE CANDIDA EN MUESTRAS DE
SECRECION VAGINAL DE MUJERES EN EDAD FERTIL QUE
ACUDEN AL CENTRO DE SALUD N° 1 DE LA CIUDAD DE
LOJA”, ha sido realizada por el Centro Particular de Ensefianza de

Idiomas “ Erfgﬁsﬁ S/ﬂeM ’(/{/7 Center”.

Esta es una traduccion textual del documento adjunto, y el
traductor es competente para realizar traducciones.

Loja, 11 de Diciembre de 2018

Mgs. Elizabeth Sanchez Burneo

DIRECTORA ACADEMICA

DIRECCION: SUCRE 207-46 ENTRE AZUAY Y MIGUEL TELF: 2565842 - 0995263264 |
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Apéndice 2.- Evidencia fotografica

Identificacién de estructuras micoticas con la prueba de KOH

Identificacién de seudohifas Identificacién de levaduras
en la prueba de KOH en la prueba de KOH
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Crecimiento de colonias de levaduras en Agar Sabouraud

Cultivo de la muestra positiva para KOH en el Agar Sabouraud

Identificacion del crecimiento Observacion de colonias que
de colonias en Agar Sabouraud. crecieron en Agar Sabouraud.
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Cultivo de cepas de especies conocidas de Candida en CHROMagar-Candida

para el control de calidad del medio.

=

Colonia rosado purura: Candida Krusei
Colonia verde: Candida albicans
Colonia azul: Candida tropicalis

Candida Albicans

%,

Descripcion: Blastoconidias de diferente tamafio, redondeadas, de pared delgada, gemantes,
con seudohifas y/o hifas.

Candida tropicalis

Descripcion: Blastoconidias de gran tamafio, solitarias o0 en acumulos, en ocaciones
gemantes.



Candida krusei

Identificaciéon la especie de Candida mediante el cultivo en CHROMagar-Candida.

Candida albicans Candida krusei
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