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1. Titulo

Tipificacion y susceptibilidad de Candida en secreciones vaginales de mujeres en edad fértil
del Centro de Salud N° 1 Loja



2. Resumen
La candidiasis vulvovaginal es una infeccion fungica causada por levaduras del género
Candida spp. Catalogada como la segunda causa a nivel mundial de infeccion vaginal en
mujeres en edad fértil, en donde uno de los problemas de importancia clinica es la resistencia
a los antifangicos debido al uso indiscriminado de los mismos. Por lo cual, se planteo el
presente estudio con el fin de identificar la presencia de Candida, junto con su susceptibilidad
antifungica en muestras de secrecién vaginal de mujeres en edad fértil que acudieron al
Centro de Salud N°1 de Loja, durante el periodo mayo- julio 2022. El presente estudio tuvo
un enfoque cuantitativo, de disefio no experimental y de corte transversal descriptivo. Se
usaron técnicas directas con KOH al 10% y cultivo de hongos en agar Sabouraud y
cromogeénico para determinar la frecuencia y especies de Candida y la técnica de difusién en
disco en agar Mueller Hinton con glucosa y azul de metileno basado en el protocolo M44-A
del CLSI para determinar la susceptibilidad a voriconazol y fluconazol. Participaron 187
mujeres, en cuyas muestras se identificaron blastoconidios en un 18,2 % (n=34) y estructuras
mixtas de blastoconidios y pseudohifas en un 11,8 % (n=22). Crecimiento positivo de
Candida en un 80,4 % (n=45). De las cuales el 97,8 % (n=44) correspondieron al Complejo
C. albicans y el 2,2 % (n=1) a C. Krusei. Frente al voriconazol el 80 % (n=35) del Complejo
C. albicans y el 100 % (n=1) de C. krusei resultaron sensibles; mientras que frente al
fluconazol el 80 % (n=35) del Complejo C. albicans fueron sensibles y el 100 % (n=1) de
C. krusei resistente.

Palabras clave: Vulvovaginitis, recurrencia, fluconazol, voriconazol.



Sumary

Vulvovaginal candidiasis is an opportunistic infection caused by yeasts of the genus Candida
spp. It is ranked as the second leading cause of vaginal infection in women of childbearing
age worldwide, and one of the most important clinical problems is resistance to antifungal
drugs due to their indiscriminate use. Therefore, the present study was proposed with the aim
of identifying the presence of Candida, together with its antifungal susceptibility in vaginal
secretion samples from women of childbearing age who attended the Centro de Salud Nol de
Loja, during the period May-July 2022. The present study had a quantitative, non-
experimental design and descriptive cross-sectional approach. Direct techniques with 10%
KOH and fungal culture on Sabouraud agar and chromogenic agar were used to determine the
frequency and species of Candida and the disc diffusion technique on Mdller Hinton agar
with glucose and methylene blue based on the M44-A CLSI protocol to determine
susceptibility to voriconazole and fluconazole. A total of 187 women participated, in whose
samples blastoconidia were identified in 18.2 % (n=34) and mixed blastoconidial and
pseudohyphal structures in 11.8 % (n=22). Positive Candida growth in 80.4% (n=45). Of
which 97.8% (n=44) corresponded to the C. albicans complex and 2.2% (n=1) to C. Krusei.
Against voriconazole 80% (n=35) of the C. albicans Complex and 100% (n=1) of C. krusei
were sensitive; while against fluconazole 80% (n=35) of the C. albicans Complex were

sensitive and 100% (n=1) of C. krusei were resistant.

Key words: vulvovaginitis, recurrence, fluconazole, voriconazole.



3. Introduccién

La candidiasis vulvovaginal (CVV) es una micosis causada por diversas especies
levaduriformes del género Candida spp., que afecta directamente al aparato urogenital
femenino, provocando la inflamacion de la vulva o la vagina. En donde C. albicans es la
especie aislada con mayor frecuencia en el 85% a 95% de los casos, seguida de C. glabrata y
en menos del 5% otras especies como: C krusei, C. tropicalis y C parasilopsis (Pineda et al.,
2017).

Es un problema de alta frecuencia en la salud publica mundial y nacional, ya que
representa el 25% de los principales motivos de consulta ginecoldgica en las mujeres en edad
fértil y sexualmente activas, en donde tanto la colonizacién como la infeccién vaginal
micotica suelen ser frecuentes (Barraza et al., 2019).

Por lo general, el 75% de las mujeres sexualmente activas tienden a desarrollar una
vez en su vida CVV, pero existe la probabilidad de que dentro la misma clasificacion un 45%
a 50 % la desarrollen méas de una vez y que un 10 % o 20 % de estos casos lleguen a
complicarse (Sanchez Gaitan, 2018).

Los antifungicos de eleccion para tratar la CVV son preferentemente los azoles como
los triazoles fluconazol y voriconazol, cuyo mecanismo de accidn reduce la concentracion de
ergosterol, esencial para la integridad de la membrana citoplasmatica fungica. Sin embargo,
el problema de resistencia se va aumentando debido al uso indiscriminado de antifingicos,
incrementando asi la recurrencia de la infeccion (Herreras y Cardenas, 2022).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera que en las mujeres en edad
fértil y sexualmente activas los casos de CVV vaginal forman parte del 85% - 95% de las
infecciones del tracto genital a nivel mundial, lo que lo vuelve un problema de salud pablica
(OMS, 2014).

En Perq, se realizo un estudio sobre la evaluacion de la susceptibilidad a fluconazol y
voriconazol, por el método de difusion en disco, en cepas del género Candida spp., aisladas
de muestras de secrecién vaginal de mujeres en edad fértil, donde se revelé que C. albicans
fue la especie mas frecuente aislada, seguida de C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis y C.
tropicalis. Frente al fluconazol C. albicans resulto sensible en un 88,7%, sensible dosis
dependiente en un 7,3% y resistente en un 4,0%; C. krusei 100% resistente; C. parapsilosis y
C. glabrata 100% sensibles y C. tropicalis 100% sensible dependiente de la dosis. Mientras
de frente al voriconazol C. albicans fue sensible en un 87,8%, sensible dosis dependiente en
un 7,8% y resistente en un 4,3%; C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis y C. tropicalis 100%
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sensibles (Chanco y Vega, 2020).

En Ecuador, Cuenca- Azogues se realiz6 un estudio, sobre la identificacion y
susceptibilidad de Candida spp. en el area ginecoldgica, donde se reflejé que la especie de
Candida aislada con mayor frecuencia fue C. albicans con un 92,6 %, seguida de C. glabrata
con un 6,6% y C. parapsilosis con un 0,7% y que la resistencia que mostraron casi todas las
especies aisladas frente al fluconazol fue del 14 % (Orellana y Pacheco, 2021).

En la ciudad de Loja se realiz6 un estudio en mujeres en edad fértil en el afio 2009,
donde se reveld una prevalencia del 34,7% de infeccion vaginal, siendo una de las mas
frecuentes la CVV con su agente etioldgico C. albicans (Duran et al., 2022).

Debido al alto porcentaje de CVV en mujeres en edad fértil, se vio necesario el
desarrollo de la presente investigacion con el fin de identificar la presencia de Candida, junto
con su susceptibilidad antifingica, en muestras de secrecion vaginal de mujeres en edad
fértil, que acudieron al Centro de Salud N° 1 de Loja durante el periodo mayo- julio 2022,
mediante la realizacion del examen directo con KOH al 10 % para la observacion de
estructuras micdticas, la identificacion del crecimiento de colonias de levaduras en el medio
agar Sabouraud, la identificacion de especies de Candida en Cromo agar y la determinacion
de la susceptibilidad frente a fluconazol y voriconazol para las especies de Candida aisladas
(Sanchez y Gonzélez, 2021).

El presente trabajo de investigacion se considera importante, ya que, al identificar las
especies de Candida a tiempo junto con su susceptibilidad antifungica, se apoya a dirigir un
tratamiento adecuado y evitar el desarrollo de una enfermedad inflamatoria pélvica, la cual
conllevaria a problemas de fertilidad. En la actualidad existe poca informacion estadistica
sobre esta patologia a nivel local, por lo tanto, los resultados obtenidos de ese tes aportaran
con datos estadisticos actualizados que sirvan como base para futuras investigaciones
(Barraza et al., 2019).

Una vez analizados los datos, los resultados reflejaron que en las muestras de
secrecién vaginal de las pacientes que acudieron al Centro de Salud N°1 Loja, las estructuras
micoticas observadas con mayor frecuencia fueron los blastoconidios, seguido de estructuras
mixtas de blastoconidios y pseudohifas. También, que el Complejo C. albicans fue la especie
aislada con mayor frecuencia seguida de C. krusei. Y que frente al voriconazol ambas
especies aisladas presentaron un alto porcentaje de sensibilidad, mientras que frente al
fluconazol el Complejo C. albicans presento alta sensibilidad y C. krusei una resistencia total

a este antimicotico.



4. Marco Teorico
4.1 Hongos

Los hongos son microorganismos eucariontes, heterétrofos, que presentan en su
estructura al menos un ndcleo con una envoltura nuclear bien definida, mitocondria, reticulo
endoplasmaético y un aparato excretor (Melnick et al., 2016).

Son los responsables del desarrollo de micosis superficiales, cutaneas, subcutaneas o
sistémicas, que afectan a diferentes partes del cuerpo como pelo, piel, mucosas, ufias, pies,
drganos, entre otros, causando asi que las personas que presenten cualquier tipo de micosis
desarrollen de forma inmediata respuestas inmunitarias tanto celulares como humorales en
contra de los antigenos micoticos (Melnick et al., 2016).

Existen dos formas basicas de crecimiento de los hongos, en forma de levaduras y
como mohos. En donde la forma de moho se origina a partir del desarrollo de hifas, unos
tabulos cilindricos multicelulares que se ramifican, en cambio las levaduras se reproducen

asexualmente por gemacion, formacion de blastoconidios (Melnick et al., 2016).

4.1.1 Levaduras

Las levaduras son hongos unicelulares y en ocasiones pluricelulares, ya que en ciertas
ocasiones las células se unen para formar seudomicelios que con frecuencia se ramifican
(Prats Pastor, 2006).

4.1.2 Morfologia

Con respecto a su forma las levaduras pueden ser: globulares, ovaladas, alargadas,
rectangulares, esféricas y triangulares, con un tamafio que varia entre 3-6 um generalmente.
Estructuralmente presentan membrana y pared celular, siendo la quitina el principal
componente de este Gltimo, el citoplasma esta compuesto por vacuolas y nlcleos pequefios,

los cuales debido a su tamafio se suelen confundir a veces con las vacuolas (Bonifaz, 2012).

4.1.3 Fisiologia

La mayoria de las especies de hongos son aerobicos, aunque a veces algunos pueden
ser anaerobios facultativos y otros estrictamente anaerobios, ya que algunas levaduras
realizan procesos de fermentacion, por lo tanto pueden tender a dejar de crecer debido a la
falta de oxigeno. Las fuentes bésicas en su dieta incluyen carbohidratos simples como
glucosa y fructosa, o disacaridos como como sacarosa y maltosa (Bonifaz, 2012).

Para un optimo crecimiento la mayoria de levaduras necesitan una temperatura entre
20 - 48 °C y un medio neutro o ligeramente acido, siendo el rango 6ptimo de pH entre 4,5 -

6,5, ya que tienden acidificar mas el entorno por su metabolismo. Pocas levaduras son las que



crecen en rangos mas amplios de 0 — 50 °C, ya que la mayoria tienden a ser mesofilas
(Bonifaz, 2012).

En medios de cultivo solidos las levaduras crecen dando lugar a colonias
redondeadas, palidas o mucoides (Estrada y Ramirez, 2019).

4.1.4 Reproduccion

Se reproducen por gemacion, de manera que una célula madre forma protusiones
protoplasmicas o yemas denominadas blastoconidios, los cuales se van a ir separando
conforme crecen para asi al final dar origen a una célula nueva. Aunque en ciertas ocasiones
estas células hijas no se separan, pero se elongan para formar seudohifas (Murray et al.,
2014).

4.2 Género Candida
Candida spp., es una levadura pequefia de 4 - 6 um de didmetro, que se encuentra
formando parte del microbiota normal de casi todos los sistemas del cuerpo humano, pero

especialmente de la piel y las mucosas (Jameson et al., 2016).

4.2.1 Estructura
Candida spp., normalmente tiene un ndcleo, doble membrana nuclear y una pared
celular, la cual, en casi todas las especies, pero generalmente en C. albicans se encuentra
constituida por B-(1,3)-d-glucano (50 a 70%), manano (20%), quitina (10-20%), proteinas (3-
6%) y lipidos (1 a 5%) (Arenas, 2013).
4.2.2 Caracteristicas
Candida spp. puede variar en su morfologia dependiendo de la especie (globulares,
ovaladas, alargadas y esféricas) y generalmente aquellas especies que sean patdgenas tienden
a desarrollar seudohifas largas, ramificadas, con cimulos pequefios o grandes de levaduras o
blastoconidios a excepcion de Candida glabrata. Ademas, tienen la caracteristica de poder
crecer en diferentes medios de cultivos como Papa dextrosa, Sabouraud Dextrosa y extracto
de levadura agar, a una temperatura de 25 a 28 °C y en un periodo de dos a tres dias,
obteniendo de esta manera al final colonias de un color blanco- amarillo, planas, cremosas,
limitadas y opacas (Bonifaz, 2012).
4.2.3 Taxonomia
Segln Bonifaz en el afio 2012 describe la taxonomia para el género Candida spp.:
- Clase: Ascomycetes
- Subclase: Hemyascomycetes

- Orden: Saccharomycetales



- Familia: Saccharomycetes

- Género: Pichia, Hansenula, Arxiozyma.

4.2.4 [Especies

Entre las especies de Candida, que afectan regularmente a la mucosa vaginal
encontramos: C. albicans en un 85 a 95% de los casos, seguida de C. glabrata y en menos del
5% otras especies como: C krusei, C parasilopsis, C. tropicalis y C. dubliniensi (Pineda-
Murillo et al., 2017).

4.2.4.1C. albicans. Esta especie presenta la caracteristica de desarrollar blastoconidios o
hifas muy largas, conocidos también como tubos germinales. Sin embargo, en medios
especiales como el agar harina de maiz también pueden desarrollar clamidosporas,
caracteristica importante que le permite diferenciarse del resto de especies (Ryan y Ray,
2010).

4.2.4.2 C. tropicalis. Tiene la caracteristica de formar hifas con blastoconidios ya sean de
forma individual o en racimos pequefios, sin embargo, como este patron no es especifico,
a veces suele ser necesario estudios de asimilacion de hidratos carbono (Procop et al.,
2017).

4.2.4.3 C. glabrata. Esta especie crece con gran facilidad en el medio agar glucosado de
Sabouraud a 37 °C, formando asi colonias lisas, no adherentes, blancas cremosas y
ligeramente brillantes. Ademas de ello la caracteristica de la ausencia de formacion de
seudohifas o clamidosporas, junto con la presencia de blastoconidios pequefios también

ayudan a la diferenciacion de la especie (Torres-Rodriguez et al., 2018).

4.2.4.4 C. parapsilosis. Generalmente presenta forma redonda, ovalada o larga y con
capacidad de formar seudohifas (Rogelio et al., 2012). Para ayudar a su identificacion se
suele también observar a veces unas areas focales maltiples de crecimiento satélite
adyacente a las lineas de siembra que forman patrones de "artemisia”, de "cerillas
entrecruzadas” o de "arafias", los cuales suelen ser comparados luego con los codigos de

identificacion de los sistemas comerciales (Procop et al., 2017).



4.2.4.5 C. krusei y C. dubliniensis. Estas especies presentan la incapacidad de crecer a 45 °C.
Candida Krusei puede formar pseudohifas o clamidosporas alargados rectangulares, los
cuales forman racimos agrupados de manera parecida a las ramas de un arbol, siendo esto
una caracteristica esencial en su identificacion. Mientras que Candida dubliniensis puede
formar clamidoconidios a partir de pseudomicelios (Procop et al., 2017).

4.3 Candidiasis
4.3.1 Candidiasis Vaginal

La candidiasis vaginal es una micosis producida por diversas especies del género
Candida spp., que se caracteriza por la inflamacion de la vulva o de la vagina, pero no ambas
zonas al mismo tiempo regularmente (Domingo, 2019).

Candida spp., generalmente forma parte de la flora vaginal normal, convirtiéndose en
un problema cuando se producen alteraciones en el medio ambiente de la vaginal, como
cambios del pH y un desbalance hormonal, permitiendo asi su desarrollo y los sintomas de la
infeccion (Strasinge y Schaub Di Lorenzo, 2016).

Aproximadamente el 75% de las mujeres padecen este tipo de infeccion al menos una
vez en su vida y un 50 % tiende a sufrirlo mas de una vez. Las mujeres en edad fértil es el
grupo mas propenso a desarrollarla ya que la fertilidad es uno de los factores que influyen
para su desarrollo, mientras que los grupos menos frecuentes suelen ser las mujeres adultas
postmenopausicas y las mujeres que aun no llegan a la pubertad (Ugalde Gonzalez et al.,
2021).

4.3.2 Etiologia

Generalmente suele estar presente una sola especie de Candida, aunque puede existir
la probabilidad de que se aislen dos especies, siendo asi la mas frecuente Candida albicans,
seguida de C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis y C. krusei (Sanchez, 2018).

Las levaduras que producen o no blastoconidios se las relaciona con la colonizacion
asintomatica de la vagina y como medio de transmision, mientras que las levaduras o las
especies de Candida que producen pseudohifas se identifican en las vaginitis infecciosas
(Pineda-Murillo et al., 2017).

4.3.3 Epidemiologia

La candidiasis vaginal se ha vuelto el motivo de consulta con mayor frecuencia en la
atencion primaria de salud por parte de las mujeres en edad fértil (Enrique Pérez-Bastan,
2018).Ya que, a nivel mundial aproximadamente 138 millones de mujeres son afectadas

anualmente por Candida spp., de forma recurrente, por un periodo 1 o 2, pero en algunos



casos puede extenderse hasta por mas de 5 afios. Mientras que el resto de mujeres,

aproximadamente 492 millones tienden a presentarla a lo largo de su vida (Ugalde Gonzalez

etal., 2021).

4.3.4 Fisiopatologia

Generalmente entre el 17 y 75 % de los aislamientos de Candida pertenecen a mujeres

que no presentan sintomas de la infeccion y que tienen concentraciones bajas de levaduras.

Por lo tanto, para que Candida cambie de comensal a patdgeno es enserio la combinacién de

la virulencia de la propia Candida y de los factores inmunitarios dependientes del huésped

(Pineda-Murillo et al., 2017).

4.3.4.1 Inmunidad. Aqui intervienen los mecanismos inmunitarios tanto humorales como
celulares, siendo los neutrofilos la primera linea de defensa. Sin embargo, muchas de las
veces los neutréfilos polimorfonucleares no son capaces de destruir las hifas debido a su
tamano por lo cual, para poder destruir el hongo deben unirse a las hifas para descargar
los productos metabdlicos generados por la reaccion oxidativa metabdlica, para asi
provocar la destruccion del hongo. El rol de los anticuerpos y el complemento también es
importante ya que, facilitan la destruccion de las levaduras especialmente de C. albicans
al momento de opsonizarlas (Ryan y Ray, 2010).

4.3.4.2 Factores de Virulencia. Candida ingresa a luz vaginal a través de la region perianal
adyacente y su establecimiento depende de la cohesidn de las levaduras con las células
epiteliales gracias a manoproteinas como las adhesinas. Sin embargo, también participan
enzimas proteoliticas, aspartil- proteinasas fosfolipasas y una molécula de gliotoxina que
tiene como funcion inactivar la fagocitosis de las células del sistema inmunitario innato.
Por otro lado, el desarrollo de blastoconidios y pseudohifas contribuyen a la destruccion
de las células del epitelio vaginal debido a la invasién directa y la adhesion de levaduras a
hierro- ferroso puede provocar que se desarrolle resistencia ante ciertos antifungicos
(Pineda-Murillo et al., 2017).

4.3.5 Caracteristicas Clinicas

Las manifestaciones clinicas mas comunes de la CVV suelen ser picazon, dolor

vaginal, ardor vulvar, si olor fétido, eritema el cual se observa como un enrojecimiento en la

vulva y la vagina, fisuras las cuales se observan como unas grietas un poco profundas en la

entrada de la vagina y una secrecion blanca espesa con aspecto de requeson (Gonzalez et al.,

2019).
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4.3.6 Factores predisponentes

Los principales factores predisponentes que contribuyen al desarrollo de CVV son el
uso de tratamientos con antibioticos debido a la supresion de bacterias vaginales en mujeres
colonizadas anteriormente. EI embarazo debido al aumento de estrégeno generalmente y
también de otras hormonas sexuales. El uso de anticonceptivos tanto orales como locales
como por ejemplo el dispositivo intrauterino, el cual ayuda a que la infeccion se desarrolle ya
que Candida, tiene la capacidad de producir tanto biopeliculas en el dispositivo como de
realizar la metabolizacion de ciertos compuestos de sustancias espermicidas, facilitando de
esta manera la cohesion de Candida al revestimiento interno aglandular de la vagina (Pineda-
Murillo et al., 2017).

La diabetes mellitus también es un factor predisponente que contribuye al desarrollo
de la infeccion, ya que la hiperglucemia facilita el asentamiento de microorganismos debido a
la fagocitosis que realizan los neutréfilos y la eliminacién de microorganismos por medio de
especies reactivas. Por otro lado, las secreciones vaginales con bastante glucosa también
facilitan la cohesion de Candida a los epitelios, ya que el isomero de glucosa que es una
fucosa tiene la funcidn de receptor, permitiendo de manera la adhesion y colonizacion de los
tejidos (Gallegos- Garcia, 2018).

Aunque la CVV no se trata de una enfermedad de transmision sexual, las relaciones
oro-genitales también contribuyen al desarrollo de la infeccién. Los habitos de higiene
personal como el uso de jabones perfumados, bafio de burbujas, uso de tampones, toallas,
entre otros ayudan a que la infeccion sea recurrente. Finalmente, el estrés también es otro
factor debido a que causa cambios en la inmunidad, provocando de esta manera una

alteracion en el equilibrio del microbiota vaginal normal (Jaqueti -Aroca et al., 2020).

4.4 Mujeres en Edad Fértil

Segun la OMS la etapa reproductiva de la mujer se define entre los 15 a los 45 afios
de edad, entendiéndose asi que se extiende desde la primera menstruacion hasta la
menopausia (Herrera-Cuenca, 2017).

Las mujeres en esta etapa de vida, poseen una flora bacteriana vaginal con un gran
numero de microorganismos, predominando asi los Lactobacillus y Corynebacterium, los
cuales, a partir del glucogeno producido por las células maduras del epitelio vaginal y
estimuladas por los estrégenos, son capaces de producir &cido lactico y acido acético. Por lo
tanto, esas grandes cantidades de estrogeno producido van a causar que la vagina madure

rapidamente y aumente a la vez la produccién de glucégeno, facilitando de esta manera la
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proliferacion y adherencia de la Candida, para el desarrollo de la infeccion (Gallardo y Puig,
2018).

4.5 Diagnostico de laboratorio

45.1 Tipo de muestra

Las infecciones causadas por hongos se dividen en dos grupos importantes, que son
las micosis superficiales y profundas, Por lo tanto, en el primero se encuentran las muestras
de piel, ufias, mucosas orofaringeas y vagina. Mientras que en el segundo se encuentran las
muestras derivadas de la mucosa gastrointestinal o del torrente sanguineo. Sin embargo, para
el presente trabajo de investigacion se utiliz6 solo muestras de secrecion vaginal para el

respectivo analisis (Lazo et al., 2018).

4.5.1.1 Secrecion vaginal. La secrecion vaginal es un liquido que se origina del Gtero, el
cérvix o la vagina y que normalmente presenta un color blanco y una consistencia un
poco espesa, pero que, al momento de desarrollarse una infeccion por hongos, el aspecto
de esta va a cambia a un color blanco grisaceo y con aspecto de leche cortada como
requeson, lo cual es caracteristico de una infeccion por Candida (Ledn Hoyos et al.,
2018).

4.5.2 Examenes en Fresco

Los examenes en fresco son técnicas rapidas y faciles que se utilizan dentro del

Laboratorio Clinico para la deteccion temprana de una infeccidn por hongos, los cuales se

Ilevan a cabo mediante la utilizacién de diferentes sustancias que permitan, la digestion de

proteinas, mejorar los pigmentos y la separacion de las células queratinizadas, facilitando asi,

la observacion de estructuras micoticas. Por lo tanto, las soluciones cominmente utilizadas

que presentan dichas caracteristicas son: suero fisioldgico, hidroxido de potasio (KOH) y el

azul de lactofenol (Morales et al., 2018).

4.5.2.1 Examen Directo con KOH. El KOH al 10% es una sustancia comunmente utilizada
dentro del Laboratorio Clinico para la deteccion rapida de una infeccion por hongos. La
funcion que cumple es de disolver los elementos celulares y de digerir ciertos
componentes proteicos, pero asegurandose de no destruir los polisacaridos de las paredes
celulares de los hongos. En ocasiones, también se suele afiadir glicerol para prevenir la
degradacion de elementos fungicos, la formacion de cristales y la deshidratacion de la
preparacion, facilitando de esta manera ain mas la observacion de las estructuras fungicas
(Morales et al., 2018).
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4.5.3 Medios de Cultivo

Un medio de cultivo es un conjunto de nutrientes que crean las condiciones
fisicoquimicas adecuadas para el desarrollo de microorganismos, existiendo asi diferentes
medios especificos que permiten el aislamiento de hongos como: BD Brain Heart Infusion
(BHI) Agar® (cerebro-corazon) con 5% sangre de oveja, Agar Papa Dextrosa (PDA)®,
Sabouraud Dextrose Agar®, CHROMagar® y el medio de sensibilidad Mueller Hinton
Agar®. Sin embargo, en la presente investigacion se utilizaron solo tres medios que fueron el
Sabouraud Dextrose Agar®, CHROMagar®y el medio de sensibilidad Mueller Hinton
Agar® (Barrero, 2016).

4.5.3.1 Sabouraud Dextrose Agar®. Este es un medio no selectivo para el cultivo y
mantenimiento de hongos patdgenos y no patdgenos, que contiene peptona, tripteina,
glucosa, pH acido, al cual se le suele afiadir en ocasiones antibidticos como gentamicina o
cloranfenicol, para evitar el crecimiento de un gran numero de bacterias y aislar asi de
mejor manera los hongos. En este medio las colonias de Candida spp se van a presentar
de un color blanco a amarillo, grandes, cremosas, lisas, opacas, rugosas y algunos
cebroides (Barrero, 2016).

4.5.3.2 CHROMagar Candida®. Es un medio selectivo y de diferenciacién, que contiene
sustratos cromogénicos que ayudan a la diferenciacion rapida, clara y precisa de ciertas
especies de Candida spp, tras la incubacion a 30-37°C durante 48 h, permitiendo asi que
el color de las colonias se desarrolle completamente. Terminado el tiempo las colonias de
C. albicans van a ser lisas y de color verde esmeralda, las de C. tropicalis azul oscuro y
con un halo parpura marrén, las de C. krusei colonias rugosas con el centro rosado y el
borde blanco, las de C. glabrata violetas y las de C. dubliniensi colonias verde oscuro y
lisas (Zuluaga et al., 2018).

4.5.3.3 Mueller Hinton Agar®. Es un medio no selectivo que perite el desarrollo microbiano
y se lo utiliza en el procedimiento de difusion en disco para la determinacion de la
sensibilidad de cepas aisladas que en este caso serian de Candida. Se le suele afiadir en
ocasiones 2 % de glucosa y 0,5 pg/ml de azul de metileno, bien al momento de preparar
los medios o en las placas ya preparadas, con el fin de mejorar el crecimiento de las
levaduras por parte de la glucosa y aumentar la definicién de los halos de inhibicion por
parte del azul de metileno. La lectura por lo regular se la realiza en un periodo de 24 a 48

horas, siendo a las 24 h lo méas recomendable (Peman et al., 2010).
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4.6 Antimicoticos para Tratar la Candidiasis Vulvovaginal

Los azoles forman parte de un grupo heterogéneo de antifingicos que tienen como
caracteristica en comun la presencia de un anillo de imidazol libre unido a otros anillos
aromaticos mediante un enlace carbonitrégeno y se clasifican segun el nimero de nitrégenos
que tenga el anillo, dividiéndose asi en triazoles e imidazoles (Nocua-Béez et al., 2020).

Son utilizados como la primera linea de eleccion para el tratamiento de infecciones
micéticas como la candidiasis vaginal (Céardenas Parra y Pérez Cardenas, 2020). Su
mecanismo de accidn consiste en bloquear la sintesis de ergosterol que el principal
componente de la membrana celular fungica, al inhibir la conversién de lanosterol a
ergosterol por medio de la enzima 14-a desmetaliza, afectando de esta manera la
composicion lipidica de la membrana y su permeabilidad, debilitando hasta inhibir el
crecimiento de las células fungicas. (Quiles-Melero y Garcia-Rodriguez, 2021).

4.6.1 Fluconazol

Es un antiflngico perteneciente al grupo de los triazoles, tiene buena
biodisponibilidad y baja toxicidad (Carpio-Jiménez et al., 2021). El tracto gastrointestinal lo
absorbe facilmente y no lo afecta ni el pH ni el consumo de otros alimentos, posee buena
eliminacion renal y tiene un volumen de distribucion bajo, por lo cual las concentraciones

séricas seran mayores (Nocua-Béez et al., 2020).

4.6.2 Voriconazol

Es un triazol de amplio espectro, derivado de la sintesis del fluconazol y con buen
perfil de absorcion oral (Ruiz-Boy et al., 2021). Tiene como funcion detener la desmetilacion
de 4 alfa-lanosterol mediado por el citocromo P-450 fungico, ya que este ayuda en la
produccidn del ergosterol fungico. Su volumen de distribucion no es tan bueno en
comparacion con el resto de azoles y la eliminacion es mismo por via renal en un periodo de
48 h (Nocua-Baez et al., 2020).

4.7 Mecanismos de Resistencia a los Azoles

El uso indiscriminado de antifingicos por parte de las mujeres que se automedican es
la principal causa del aumento de resistencia a los azoles y de la recurrencia de la infeccion.
Siendo asi dos los mecanismos de resistencia a los azoles: el primero corresponde a los
cambios de la diana, en donde alteraciones de 14a-desmetilasa y otras enzimas, provoca que
algunas especies de Candida necesiten una mayor concentracion del antifingico para detener
al menos la mitad de la sintesis de ergosterol. Y el segundo mecanismo son los hongos blanco

de accidn de los azoles, los cuales poseen proteinas pertenecientes a la superfamilia de
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proteinas de casete de union de ATP (ABC) y de la superfamilia facilitadora principal (MFS),

que se encargan de la expulsion de las moléculas de azoles (Nocua-Béez et al., 2020).

4.8 Método para el Estudio de Sensibilidad a los Antifiingicos

El antifungigrama es un método muy utilizado dentro del Laboratorio Clinico para la
determinacion de la sensibilidad antifungica de un hongo, frente a uno o varios antifungicos,
existiendo asi una gran cantidad de métodos, tanto automatizados como manuales, sin
embargo, para la presente investigacion solo se llevé a cabo el método de difusidn en disco
con el medio Mueller Hinton Agar®, ya que es el método recomendado por CLSI, para este
tipo de levaduras (Aguilera et al., 2022).
4.8.1 Método de Difusion en Disco

Es un método muy sencillo recomendado por el CLSI para el estudio de la
sensibilidad de las especies de Candida, en funcién del halo de inhibicion producido por la
difusion de los antifungicos fluconazol y voriconazol, los cuales se encuentran impregnados
en unos pequefos discos o tabletas con concentraciones especificas del antifungico, siendo
asi fluconazol de 25 pg y voriconazol de 1ug. El tiempo de incubacion recomendado es de 24
horas para Candida spp. pero si no hay suficiente crecimiento se puede volver a reincubar
para leer a las 48 h. La medicién del halo debe ser donde se produce una reduccion del
crecimiento y la presencia de pequefias o grandes colonias en su borde o su interior se deben

ignorar (Peman et al., 2010).
4.9 Analisis estadistico

4.9.1 Tabla de frecuencias

Son tablas en donde los datos estadisticos obtenidos de la investigacion estan
representados y distribuidos de forma ordenada mediante frecuencias, es decir segun las
veces que se repitan en la muestra. Se las pueden emplear tanto para variables cuantitativas
como para cualitativas ordinales. Por lo general, las tablas aparecen ordenadas en forma de
columnas, facilitando de esta manera la realizacion de los graficos o diagramas estadisticos
(Francisco et al., 2020).
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5. Metodologia
5.1 Tipo de Estudio

El presente estudio tuvo un enfoque cuantitativo de disefio no experimental y de corte
transversal descriptivo, ya que, se identifico las diferentes especies de Candida méas
frecuentes presentes en muestras de secrecion vaginal de mujeres en edad fértil, asi como su
susceptibilidad frente a los antifungicos fluconazol y voriconazol para las especies de
Candida aisladas. Y fue de corte transversal, porque se llevé a cabo en un determinado
tiempo y espacio, en el Centro de Salud N° 1 de Loja, durante el periodo mayo-julio 2022,
5.2 Area de Estudio

El estudio se llevo a cabo en el Centro de Salud N °1 del Ministerio de Salud Publica,
de la ciudad de Loja, ubicado entre la Av. Universitaria y la calle Pasaje Rodriguez, frente al
puente Lea. Las muestras recolectadas fueron analizadas en el Centro de Diagndstico Médico
de la Facultad de Salud Humana de la Universidad Nacional de Loja ubicado en la calle Radl

Montero.

5.3 Universo

Mujeres en edad fértil que acudieron a la consulta médica general en el Centro de
Salud N° 1 de Loja durante el periodo mayo-julio 2022, con sospecha de presentar
infecciones por Candida.
5.4 Muestra

La muestra estuvo conformada por 187 mujeres en edad fértil que acudieron al Centro
de Salud N° 1 de Loja, con sospecha de presentar infecciones por Candida en el periodo
mayo-julio 2022. Dicho calculo se obtuvo mediante el programa STATS, con un maximo de
error del 5%, estimacion del porcentaje del 50% Yy un indice de confianza del 95%.

Mencionando ademas que se utilizé un muestreo probabilistico.
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5.5 Criterios de Inclusién

Pacientes que estuvieron de acuerdo con ser parte de la investigacion y que otorgaron
su consentimiento informado.
Mujeres en edad fértil que oscilaron entre 15 y 45 afios con pedido médico de examen

de secrecion vaginal.

5.6 Criterios de Exclusion

Mujeres de 15 a 45 afios que no cumplieron con las condiciones pre-analiticas para la
toma de muestra de secrecion vaginal (Anexo 5).

Mujeres en edad fértil con tratamiento antifangico.

5.7 Equipos y Materiales

Fase pre-analitica
Oficio de aprobacion de cambio de objetivos (Anexo 1).
Oficio de permiso para la toma de muestras en el Laboratorio del Centro de Salud N° 1
de Loja (Anexo 2).

Oficio de permiso para el procesamiento de muestras en el Centro de Diagnostico
Médico de la Facultad de la Salud Humana (Anexo 3).
Consentimiento informado y encuesta (Anexo 4).
Condiciones pre-analiticas para la toma de muestra de secrecion vaginal (Anexo 5).
Protocolo para la toma de muestra de secrecion vaginal (Anexo 6).
Protocolo para la conservacion y transporte de las muestras de secrecion vaginal
(Anexo 7).
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- Protocolo para la preparacion del medio Sabouraud Dextrose Agar® (Anexo 8).

- Protocolo para la preparacion del medio CHROMagar-Candida® (Anexo 9).

- Protocolo para la preparacion del medio de Mueller Hinton® (Anexo 10).

Fase analitica

- Protocolo para realizar el control de calidad con cepas conocidas de Candida spp.
(Anexo 11).

- Protocolo para realizar el examen directo con KOH al 10 % (Anexo 12).

- Protocolo para el cultivo en el medio Agar Sabouraud Dextrosa de las muestras de
secrecion vaginal que tuvieron una prueba de KOH positiva (Anexo 13).

- Protocolo de pase de cepas crecidas al medio CHROMagar-Candida (Anexo 14).

- Protocolo para antifungigrama en disco (Anexo 15).

- Protocolo para la eliminacién de residuos microbioldgicos (Anexo 16).

Fase post- analitica

- Registro de los resultados obtenidos (Anexo 17).

- Para la tabulacion de datos se utiliz6 el programa SPSS versidn 25, los cuales fueron
presentados mediante tablas segln el examen directo con KOH al 10%, el cultivo en
Agar Sabouraud, la identificacion de las especies de Candida en CHROMagar-
Candida y la susceptibilidad a fluconazol y voriconazol de las especies de Candida
aisladas.

- Los datos obtenidos en la presente investigacion fueron analizados mediante

bioestadistica descriptiva.

5.8 Instrumentos de Recoleccion de Datos
Para la recoleccion de datos de la presente investigacion se realizé solo el trabajo

experimental dentro del Laboratorio Clinico de los métodos descritos.

5.9 Fuentes de Informacion

Como fuentes de informacion se utilizaron tanto los pedidos del laboratorio, para
poder registrar los datos de la paciente, asi como también una encuesta (Anexo 4) con
informacidn util para la fase pre-analitica y para el analisis del antifungirama.
5.10 Consideraciones Eticas

Se utiliz6 un consentimiento informado (Anexo 4), en el cual se describia de forma
detallada, clara y precisa los propdsitos de la investigacion, mismo que fue presentado con su
respectiva firma para corroborar que decidio formar parte de la investigacion de forma libre y

voluntaria, ademas se salvaguardo la identidad y datos personales del usuario.
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6. Resultados

Para la realizacion de esta investigacion se trabajo con muestras de secrecion vaginal
de 187 mujeres en edad fértil que oscilaron entre 15 y 45 afos, atendidas en el Centro de
Salud N° 1 de Loja. Para poder identificar la presencia de Candida, junto con su
susceptibilidad antifungica frente al fluconazol y voriconazol.

Para dar cumplimiento al primer objetivo se realizé el examen directo con KOH al
10% para identificar la presencia de estructuras micoticas (Tabla 1), observando que la gran

mayoria de muestras presentaron blastoconidios.

Tabla 1.

Examen directo con KOH al 10% en muestras de secrecion vaginal de mujeres en edad fértil del
Centro de Salud N o 1 Loja. Mayo-Julio 2022.

Frecuencia Porcentaje (%)
Blastoconidios 34 18,2
Blastoconidios y

pseudonhifas 22 118
Sin presenc_lald_e 131 70
estructuras micoéticas
Total 187 100

Luego, para dar cumplimiento al segundo objetivo las muestras que presentaron
estructuras micdticas se sembraron en Agar Sabouraud a una temperatura de 35°C por un
periodo de 72 horas, observando un crecimiento de colonias lisas, cremosas y de color

blanco- amarillento (Tabla 2).

Tabla 2.

Cultivo en Agar Sabouraud de muestras de secrecion vaginal con presencia de estructuras micéticas

de mujeres en edad fértil del Centro de Salud N o 1 Loja. Mayo-Julio 2022.

Frecuencia Porcentaje (%)

Crecimiento 45 80,4
Sin crecimiento 11 19,6
Total 56 100
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Después, para dar cumplimiento al tercer objetivo, las muestras que presentaron las
caracteristicas de colonias de levaduras en el medio Agar Sabouraud se les realiz6 el pase al
medio selectivo CHROMagar — Candida a una temperatura de 35 °C, por 48 horas donde se

identifico (Tabla 3) al Complejo C. albicans en el 97,8 % de muestras positivas.

Tabla 3.

Identificacion de especies de Candida en CHROMagar — Candida, de muestras de secrecion vaginal

de mujeres en edad fértil del Centro de Salud N o 1 Loja. Mayo-Julio 2022.

Frecuencia Porcentaje (%0)

Complejo C. albicans 44 97,8
C. Krusei 1 2,2
Total 45 100

Finalmente, para dar cumplimiento al cuarto objetivo se realiz6 el antifungigrama
mediante el método de difusion en disco de las especies de Candida aisladas para conocer su
susceptibilidad tanto al fluconazol como al voriconazol en el medio Mueller Hinton a una
temperatura de 35°C, la lectura de los halos de inhibicidn se realizo6 a las 48 horas de
incubacién (Tabla 4, 5).

Tabla 4.

Susceptibilidad a fluconazol de las especies de Candida aisladas de muestras de secrecion vaginal de

mujeres en edad fértil del Centro de Salud N o 1 Loja. Mayo-Julio 2022

Susceptibilidad a fluconazol

de especi-es de Candida Total
aisladas
Sensibles Resistentes

Especies Complejo Frecuencia 35 9 44

Pec C. albicans % 80% 20% 100%
Candida .

aisladas C. Krusei Frecuencia 0 1 1

' % 0% 100% 100%
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Tabla 5.

Susceptibilidad a voriconazol de las especies de Candida aisladas de muestras de secrecion vaginal

de mujeres en edad fértil del Centro de Salud N o 1 Loja. Mayo-Julio 2022

Susceptibilidad a voriconazol
de especies de Candida

. Total
aisladas
Sensibles Resistentes

Especies Complejo Frecuencia 35 9 44

P C. albicans % 80% 20% 100%
Candida spp. .
aisladas C. Krusei Frecuencia L 0 1

' % 100% 0% 100%
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7. Discusion

La CVV es una micosis que afecta frecuente a mujeres en edad fértil. En donde
aproximadamente el 75% de esta poblacién tienden a desarrollar una vez en su vida CVV,
pero existe la probabilidad de que dentro la misma clasificacion un 45% la desarrollen méas de
una vez y que un 20% de estos casos lleguen a complicarse (Sanchez Gaitan, 2018).

El presente estudio se realizo en un total de 187 muestras de secrecion vaginal de
mujeres en edad fértil entre 15 y 45 afios, que acudieron al Centro de Salud N° 1 de Loja
durante el periodo mayo- julio 2022, con el fin de identificar la presencia de Candida, junto
con su susceptibilidad antifngica frente al fluconazol y voriconazol.

Por lo tanto, en primera instancia mediante el examen directo con KOH al 10%, se
obtuvo la frecuencia de estructuras micdticas presentes en las muestras de secrecion vaginal,
en donde se reflejé un mayor porcentaje de blastoconidios 18,2 % (n=34), lo cual se
corrobora con el estudio realizado por Occhionero et al.(2018) en Argentina ,donde menciona
que, del total de 69 muestras de secrecidn vaginal de mujeres asintomaticas de edad fertil
entre 15 y 60 afios, analizadas mediante el mediante el examen directo con KOH al 10%, el
13,9 % (n=41) presentaron levaduras. Evidenciando de esta manera que ambos estudios son
similares, ya que, generalmente la presencia de levaduras con o sin blastoconidios se asocian
con la colonizacidn asintomatica de la vagina, debido a que Candida se encuentra formando
parte del microbiota normal de la vaginal. (Durén et al., 2022).

Sin embargo, en el presente estudio también se observé en menor porcentaje
combinaciones de blastoconidios y pseudohifas en un 11,8 % (n=22), lo cual resulta
semejante a varios estudios como la investigacion de Merchan et al. (2020) realizada en el
Centro de Salud Jipijapa de la Provincia de Manabi, donde menciona que, del total de 250
mujeres en edad reproductiva entre 15 y 45 afios, el 14% presentaron blastoconidios y
pseudohifas en el examen directo con KOH al 10%. Al igual que en el estudio de Delgado y
Zapata (2018) en Chiclayo, donde menciona que del total de 90 muestras de secrecién
vaginal de mujeres en edad fértil y embarazadas sintomaticas entre 15 y 45 afios, el 22,2%
(n=20) presentaron pseudohifas en el examen directo con KOH al 10%. Apreciandose de esta
manera que los tres estudios son semejantes, ya que en mujeres con sintomas como picazon,
dolor vaginal, ardor vulvar y leucorrea grumosa sin olor, la presencia de estructuras mixtas de
blastoconidios y pseudohifas de las especies de Candida se asocia con la enfermedad activa
(Lopez et al., 2020).
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Asi mismo, en el presente estudio se obtuvo el porcentaje del crecimiento de los
cultivos positivos de Candida de las muestras de secrecion vaginal con presencia de
estructuras micoéticas sembradas en Agar Sabouraud e incubadas a 35°C por 72 horas, en
donde se reflejé que el 80,4% (n=45) presentd crecimiento de colonias lisas, cremosas y de
color blanco- amarillento, propio de Candida, lo cual se corrobora con varios estudio como el
realizado por Parrales et al. (2018) en la provincia de Manabi, donde menciona que, del total
de 30 muestras de secrecion vaginal de mujeres sexualmente activas con sospecha de CVV
previo examen directo con KOH al 10%, el 80% (n=24) presentaron crecimiento positivo de
levaduras de Candida en el medio Agar Sabouraud al cabo de 24 horas a 35°C . Otro estudio
realizado por lza (2018) en Latacunga, menciona que, del total de 70 muestras de secrecion
vaginal de mujeres en edad fértil de 18 a 44 afios con sospecha de CVV analizadas mediante
el examen directo con KOH al 10 % e incubadas después a 35°C por 48 horas, el 92 %
(n=64) presentd crecimiento positivo de Candida. Asi mismo, un estudio realizado por
Orellana y Pacheco (2021) en Paraguay, donde involucr6 a 136 mujeres en edad fértil entre
15 y 45 afios sintomaticas, menciona que el 100% (n=136) presentd crecimiento propio de
levaduras de Candida en el medio Agar Sabouraud al cabo de 48 horas a 35°C. Lo cual
indica que los cuatro estudios son similares, ya que, el porcentaje de crecimiento de levaduras
de Candida de las muestras con presencia de estructuras micoticas sembradas en el medio
Agar Sabouraud fue alto, debido principalmente a que las muestras de secrecién vaginal
sembradas presentaron un significativo nimero de estructuras micdticas, ademas de presentar
condiciones de incubacién como temperatura y medio de cultivo iguales, lo que nos indica
que el tiempo de incubacion que fue lo que varid no interfiere de gran medida en el
crecimiento de colonias de hongos. Sin embargo, para justificar la falta de crecimiento en
Agar Sabouraud, se puede mencionar que se debe a la gran cantidad de Lactobacillus
presentes en la mucosa vaginal, los cuales evitan el desarrollo de otros microorganismos
como Candida. Evidenciando esto en nuestro estudio ya que los crecimientos negativos de
colonias de hongos, solian contener bacterias al momento de observar microscopicamente
dichas colonias crecidas en el medio agar Sabouraud (Kalia et al., 2020).

A continuacion, en el presente estudio las muestras que presentaron crecimiento
positivo de Candida en el medio Agar Sabouraud, se les realiz6 el pase al medio selectivo
CHROMagar-Candida a una temperatura de 35 °C por 48 horas, donde se observo un
crecimiento de colonias verde claro correspondientes al Complejo C. albicans en el 97,8 %
(n=44) de los cultivos y un crecimiento de colonias rosa claro con bordes blancos propias en
cambio de C. krusei en el 2,2 % (n=1) de los cultivos; corroborando esto con varios estudios
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como el realizado por Solis et al. (2019) en México, donde menciona que del total de 150
muestras de secrecion vaginal de mujeres asintomaticas entre 15 y 77 afios, mediante el
cultivo en CHROMagar-Candida a una temperatura de 37°C por 48 horas de incubacion,
obtuvo 21 aislamientos de Candida, cuya clasificacion reveld que C. albicans fue la especie
mas frecuente con un 42,9 % (n=9), seguida de C. krusei 23,8 % (n=5), C. glabrata 19 %
(n=4) y C. tropicalis 14,3 % (n=3). Asi mismo, otro estudio realizado por Aguilar et al.
(2017) en Paraguay, donde involucré a 522 pacientes embarazadas y 221 pacientes no
embarazadas entre 15 y 48 afios sintométicas, menciona que en esta ultima poblacion,
mediante el cultivo en CHROMagar- Candida a una temperatura de 35°C por 72 horas de
incubacion, obtuvo 222 aislamientos de Candida, resultando las especies mas frecuentes: C.
albicans 73,4% (n=163), C. glabrata 14% (n=31), C. krusei 4,6% (n=10), C. parapsilosis
4,1% (n=9), C. tropicalis 2,7% (n=6), C. guilliermondii 0,4% (n=1), C. kefyr 0,4% (n=1) y
C. novergensis 0,4% (n=1). De igual manera, Delmonte et al. (2018) en Zulia, menciona que,
del total de 107 muestras de secrecion vaginal de mujeres en edad reproductiva entre 16 y 45
afios, mediante el cultivo en CHROMagar-Candida a una temperatura de 35°C por 48 horas
de incubacidn, aisl6 24 cepas de Candida, siendo C. albicans la especie més frecuente con el
66,7% (n=16), sequida de C. glabrata 16,7% (n=4), C. tropicalis 8,3% (n=2) y C. krusei

8,3 % (n=2). Apreciandose de esta manera que los cuatro estudios son semejantes, ya que,

C. albicans fue la especie aislada con mayor frecuencia; este hecho se debe a que dicha
especie presenta caracter dimérfico y una alta capacidad patdgena, lo que permite una rapida
colonizacién de la mucosa vaginal. Sin embargo, en los estudios mencionados se lograron
aislar una mayor variedad y cantidad de especies de Candida como C. tropicalis, C. glabrata,
C. parapsilosis, C. guilliermondii, C. kefyr y C. novergensis. Lo cual puede deberse a la
localizacion geografica, edad, tipo de paciente y la exposicion previa a farmacos
antimicrobianos e inmunosupresores (Quindds, 2018).

Finalmente, con respecto a la susceptibilidad al fluconazol de las especies de Candida
aisladas, en el presente estudio, mediante el método de difusion en disco segun el protocolo
M44-A CLSI, se encontro que el 80% (n=36) del Complejo C. albicans resultaron sensibles y
el 20% (n=9) resistentes y como era de esperar el 100% (n=1) de C. krusei resulto resistente,
situacién que obedece a su resistencia natural frente a este antimicotico; lo cual resulta
semejante a varios estudios como el realizado por Herreras y Cardenas (2022) en Peru, donde
mencionan que mediante el método de difusion en disco, la susceptibilidad que presentaron
frente al fluconazol las 110 cepas de Candida aisladas de muestras de secrecion vaginal de
mujeres en edad fértil, fue: C. albicans 89,5% (n=85) sensible, 4,2 % (n=4) sensible dosis
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dependiente y 6.3% (n=6) resistente; C. glabrata 70% (n=7) sensible, 20% (n=2) sensible
dosis dependiente y 10% (n=1) resistente; C. krusei 100% (n=1) resistente. Asi mismo,
Espinoza et al. (2016) en Venezuela, menciona que mediante el método de difusion en disco,
la susceptibilidad que presentaron al fluconazol las 23 cepas de Candida aisladas de muestras
de secrecion vaginal de pacientes con vulvovaginitis, fue: Complejo C. albicans y C.
guilliermondii 100% (n=9 y 2) sensibles; Complejo C. glabrata 50% (n=4) sensible y 50 %
(n=4) sensible dosis dependiente; C. tropicalis 100% (n=4) sensible dosis dependiente;
Complejo C. parapsilosis 66,6% (n=2) sensible y 33,3 % (n=1) sensible dosis dependiente;
C. krusei 100% (n=1) resistente. Por otra parte, con respecto a la susceptibilidad al
voriconazol de las especies de C. aisladas, en el presente estudio, se encontro que el 80%
(n=36) del Complejo C. albicans fueron sensibles y el 20% (n=9) resistentes y el 100%
(n=100) de C. krusei sensible; lo cual se corrobora con el estudio de Chanco y Vega (2020)
en Lima, donde mencionan que mediante el método de difusion en disco (M44-A CLS), la
susceptibilidad al voriconazol que presentaron las 150 cepas de Candida aisladas de muestras
de secrecion vaginal de pacientes en edad reproductiva, fue: C. albicans 87,9 % (n=124)
sensible, 7,8.% (n=11) sensible dosis dependiente y 4,3% (n=6) resistente; C. glabrata, C.
krusei, C. parapsilosis y C. tropicalis 100% (n= 4, 2, 2 y 1) sensibles. Evidenciando de esta
manera gue todos los estudios analizados son semejantes ya que tanto el fluconazol como el
voriconazol siguen siendo los antifingicos de eleccion para tartar la CVV debido al buen
porcentaje de sensibilidad presentado por las especies de Candida aisladas y que mas bien el
poco porcentaje de resistencia especificamente por parte de C. albicans frente a azoles puede
deberse a varios factores como su capacidad para formar biopeliculas, a su caracter
diférmico, a mutaciones en el gen ERG11 que codifica el ergosterol de la membrana
plasmatica o bien por la sobreexpresion de genes que codifican para bombas de expulsion de
farmacos fuera del microrganismo, pero sobre todo al uso indiscriminado de antifdngicos y a

una inadecuado dosificacion. (Cortés Hidalgo et al., 2018).
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8. Conclusiones

Se determino la presencia de blastoconidios en un 18,2 % (n=34) y estructuras mixtas
de blastoconidios y pseudohifas en un 11,8 % (n=22).

Se identifico el crecimiento positivo de levaduras de Candida en el 80,4% (n=45) de
los cultivos de las muestras con KOH positivo.

Se identifico que la especie de Candida aislada con mayor frecuencia fue el Complejo
C. albicans con 97,8 % (n=44), seguida de C. Krusei con 2,2 % (n=1).

Se determino que frente al voriconazol el 80% (n=35) del Complejo C. albicans y el
100% (n=1) de C. krusei resultaron sensibles. Mientras que frente al fluconazol el

80 % (n=35) del Complejo C. albicans resultaron sensibles y el 100% (n=1) de

C. krusei resistente.
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9. Recomendaciones

Resulta importante la implementacion del examen directo con KOH en los examenes
de rutina de secrecion vaginal dentro del Centro de Salud N°1 de Loja.

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

Por el considerable porcentaje de resistencia observado, resulta importante la
implementacién de técnicas de cultivo para la identificacion de especies de Candida
en el Centro de Salud N°1 de Loja, con la finalidad de tener informacion confiable
que guie en el tratamiento, evitando asi posibles fallas terapéuticas, ya que como se

conoce C. krusei presenta resistencia natural al fluconazol.
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Anexo 4.- Consentimiento informado y encuesta
TIPIFICACION Y SUSCEPTIBILIDAD DE CANDIDA EN
@ SECRECIONES VAGINALES DE MUJERES EN EDAD FERTIL DEL

1059

CENTRO DE SALUD N ©°1 LOJA
Investigador: Nathaly Silvana Amay Guachizaca

N° de Telefono:0998800264

Numerodecédula......................

Fecha: ......................
APELLIDO APELLIDO NOMBRES EDAD
PATERNO MATERNO

En el marco de los trabajos de integracion curricular de la Facultad de la Salud Humana de la
Universidad Nacional de Loja, se busca como fin ultimo resolver una problemética de salud,
en este caso el proyecto de tesis a realizar es “TIPIFICACION Y SUSCEPTIBILIDAD DE
CANDIDA EN SECRECIONES VAGINALES DE MUJERES EN EDAD FERTIL DEL
CENTRO DE SALUD N °1 LOJA”, el cual esta bajo la coordinacion de la Dra. Sandra Freire,
Gestora de la Carrera de Laboratorio Clinico de la Facultad de la Salud Humana.

Para la recoleccion del mismo de muestras de secrecion vaginal de las pacientes en edad fértil
del Centro de Salud N 1 de Loja, que cumplan con los criterios de inclusion. El participante
del proyecto perteneciente a la carrera de laboratorio clinico tomara y procesara la muestra para
su posterior analisis. El analisis de las muestras se llevara a cabo en el Laboratorio de
Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Salud Humana.

Considerando que la muestra de secrecion vaginal sera recolectada mediante el uso de un
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hisopo, con ayuda de un espéculo y que la paciente este en posicion ginecoldgica, la paciente
podria sentir un ligero dolor cundo se introduzca el hisopo y pueda sentir una sensacién de
incomodidad en el sitio después de que se recolecta la muestra de secrecién vaginal, siendo
este procedimiento de muy bajo riesgo para el paciente.

Toda la informacion recolectada se recopilard y procesara con estricta confidencialidad para
asegurar la privacidad de la paciente.

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA OBTENCION DE
MUESTRA

Siendo mayor de edad, en uso pleno de mis facultades mentales y sin presion, coaccién ni
violencia alguna; en completo conocimiento de la naturaleza, forma, duracion, propdsito,
inconvenientes y riesgos relacionados con el estudio indicado, declaro mediante la presente
que, he facilitado la informacién completa hasta mi conocimiento sobre mi estado de salud;
que he sido informado de manera clara y sencilla por parte del investigador, de todos los
aspectos relacionados con el proyecto y estoy de acuerdo con el procedimiento que se me
ha propuesto; que esta claro, que mi participacion en dicho proyecto consiste en entregar una
muestra de secrecion vaginal para que sea procesada y que dicha muestra no sera empleada
para otros fines sin mi consentimiento.

Declaro que he sido informado de las ventajas e inconvenientes de mi participacion en el
proyecto. Que he escuchado, leido y comprendido toda la informacion recibida y se me ha dado
la oportunidad de preguntar lo que he necesitado sobre el proyecto.

Que el grupo de investigadores coordinados por la Dra. Sandra Freire, me ha garantizado la
total confidencialidad relacionada a mi identidad como a cualquier informacion relacionada a
mi persona, a la que tengan acceso para el desarrollo de este proyecto. Que bajo ningln aspecto
podré restringir el uso académico de los resultados obtenidos en el presente estudio. Que bajo
ningun aspecto se me ha ofrecido ni pretendo recibir ningin beneficio de tipo econdémico

producto de los hallazgos que puedan producirse en el referido proyecto de investigacion. Que
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puedo retirarme del proyecto en caso de considerar que el mismo ya no es de mi interés o

conveniencia.

Firmay niumero de cédula del paciente Firma y namero cédula del testigo

NEGATIVA DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO

Fecha: ...
Siendo mayor de edad, en uso pleno de mis facultades mentales y sin presion, coaccién ni
violencia alguna, NO autorizo y me niego a que se me realice el procedimiento propuesto,

responsabilidades futuras de cualquier indole al servicio de salud y a la intervencion sugerida.
Firmay namero de cédula del paciente

REVOCATORIA DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO

Siendo mayor de edad, en uso pleno de mis facultades mentales y sin presion, coaccién ni

violencia alguna, REVOCO el consentimiento realizado en

fecha..........ooooii y no deseo que se prosiga con el procesamiento de la

muestra entregada o el uso de mis datos. Doy por finalizado en esta

fecha......ccoovviiiiiiiin, mi consentimiento.

Firmay numero de cédula del paciente
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Universidad Nacional de Loja

Facultad de Salud Humana
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Muy respetuosamente me dirijo a usted con la finalidad de pedir su colaboracion para llenar la

presente encuesta, la misma que me permitira obtener datos sobre mi investigacion.

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

1. Edad: ...........
2. ¢Esta tomando algun antifangico?

Si() No ()

En caso de ser si. ; Qué medicamento esta tomando?.....................

3. ¢Ha presentado infecciones vaginales frecuentes?

Si() No ()

Con que frecuencia al afio usted presenta molestias o sintomas?....

4. ¢Se realizé una ducha vaginal antes de realizarse el examen?

Si() No ()

OBSERVACIONES:

GRACIAS POR SU COLABORACION

ELABORADO POR: Nathaly Silvana Amay Guachizaca

Fecha: 20/12/2021

Aprobado por: Dra. Elsa Cumanda Ramirez Sanmartin.

Fecha: 19/01/2022
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Anexo 5.- Condiciones pre-analiticas para la toma de muestra de secrecion vaginal

1. Objetivo: Indicar las condiciones pre-analiticas necesarias que la paciente debe
cumplir previo a la obtencion de la muestra de secrecion vaginal, para asi evaluar
posteriormente la presencia de estructuras micoéticas y realizar el respectivo cultivo en
caso de que el examen directo con KHO sea positivo.

2. Alcance: Las presentes indicaciones aportan con informacion practica y aplicable
para instruir correctamente a la paciente acerca de las directrices que deben seguir
antes de presentarse a la toma de muestra de secrecion vaginal.

3. Definiciones: Los resultados que se obtendréan en la presente investigacion deberan
ser fiables, reproducibles y deben satisfacer las necesidades por los cuales se
solicitaron. Por lo tanto, el cumplimiento de las condiciones preanaliticas por parte de
las pacientes antes de la realizacion de examen viene a ser indispensable para la
obtencién de una buena muestra y sus resultados (Elena et al., 2021).

4. Responsable
Encargado del area de toma de muestras.

5. Informacién al paciente: Se debe explicar a la paciente de forma clara y sencilla
todas las indicaciones que deben seguir antes de asistir a la toma de muestra de
secrecion vaginal.

6. Proceso
Segun Kneip-Fleury en el afio 2019, menciona que las pacientes antes de presentarse a
la toma de muestra de secrecion vaginal deben realizarse su aseo diario y cumplir con
los siguientes requisitos:

- Para la toma de muestra en adultos desde las 72 horas previas a la realizacion
del estudio, no tomar antibioticos.

- No realizarse duchas vaginales.

- No aplicarse talcos, dévulos, cremas, ni ningun otro tratamiento intravaginal

por 72 horas.
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- Mantener abstinencia sexual durante tres dias.

- No estar menstruando, es necesario que haya pasado cinco dias después de su

ualtimo periodo (Kneip-Fleury, 2019).5
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Anexo 6.- Protocolo para la toma de muestra de secrecion vaginal.

1. Objetivo: Describir el procedimiento adecuado para la obtencién correcta de una muestra

de secrecion vaginal significativa, para la posterior observacion microscépica de posibles

estructuras micoticas y siembra si fuera necesario.

2. Alcance: El presente procedimiento provee informacion practica y aplicable para que

investigador del proyecto pueda realizar una adecuada toma de muestra de secrecion

vaginal.

3. Definiciones: La secrecion vaginal es un fluido que contienen agua, electrolitos, células

epiteliales, organismos microbianos, acidos grasos y compuestos de carbohidratos. Su

funcidn es la de ayudar a mantener sanos los tejidos vaginales, proporcionar lubricacion y

brindar proteccion contra las infecciones y la irritacion. Por lo tanto, una secrecion

normal suele ser clara, espesa o ligera y no tiene olor (Espitia, 2021).

4. Responsable:

Encargado del area de toma de muestras.

5. Descripcion del procedimiento:

Recursos materiales
- 1 par de guantes
- 1 mascarilla
- 1gradilla
- 1espéculo
- 1tubo de ensayo

- 1 suero fisiologico

- Medio de transporte Stuart

- 1cofia

- Camilla ginecoldgica

6. Indicaciones previas a la toma de la muestra de secrecion vaginal
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La muestra no se debera recolectar si la paciente esta tomando antibioticos, se ha
realizado duchas vaginales, aplicado talcos, 6vulos, cremas, si tuvo relaciones sexuales
tres dias antes de realizarse el examen y si estd menstruando (Kneip-Fleury, 2019).
Informacidn al paciente: Se debe explicar a la paciente en términos claros y sencillos el
procedimiento que se le va a realizar para la toma de muestra de secrecidn vaginal.
Proceso:

Segun Kneip- Fleury en el afio 2019 describid el procedimiento para la toma de muestra

de secrecion vaginal:

1. Pedir a la paciente que pase a la sala de toma de muestra y se descubra sus
genitales, cubriéndose con una bata.

2. Solicitar a la paciente que se coloque en posicién ginecoldgica.

3. Insertar el espéculo en la vagina sin utilizar lubricante, pero si se puede utilizar agua
tibia si fuera necesario y eliminar el exceso de moco cervical con un algodon.

4. Luego, insertar el hisopo estéril, girandolo unos segundos en el fondo de saco
vaginal. Retirar el primer hisopo de la vagina y colocarlo en el tubo de ensayo que
contiene suero fisioldgico.

5. Luego con el medio de transporte Stuart se recoge la segunda muestra la cual estara
destinada para el cultivo.

6. Indicar a la paciente que puede proceder a incorporarse y a vestirse.

7. ldentificar el tubo de ensayo que contiene la muestra con etiqueta del paciente, N°

de muestra y fecha de recogida.
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Anexo 7.- Protocolo para la conservacion y transporte de las muestras de secrecion

vaginal

1. Obijetivo: Describir el procedimiento correcto para la conservacion y transporte de

muestras de secrecion vaginal, para evitar asi errores en el analisis de las mismas.

2. Alcance: El presente procedimiento provee informacion practica y aplicable para instruir

al investigador del proyector, sobre la correcta conservacion y transporte de muestras de

secrecion vaginal.

3. Definiciones: Las consecuencias de una muestra mal tomada, mal conservada o mal

transportada, pueden suponer un fracaso en el aislamiento del agente etioldgico o el

aislamiento de posibles microorganismos contaminantes que pueden generar tratamientos

innecesarios o inadecuados. Puesto que una gran parte de las determinaciones en

microbiologia se basan en la capacidad de crecimiento de los microorganismos. Siendo

asi el medio de transporte Stuart un medio excelente para el transporte ya que es un gel no

nutriente de agar blando que contiene un agente reductor para evitar la oxidacion y carbén

vegetal para neutralizar, permitiendo de esta manera la supervivencia de los

microorganismos (Sanchez-Romero et al., 2019).

4. Responsable:

Investigador del proyecto.
5. Descripcion del procedimiento

Recursos materiales:

Marcadores

Medio de transporte Stuart Amies

Cooler
Gradillas

Tubos de ensayo con tapa

6. Proceso
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Segln Pedraza en el afio 2018 menciona las siguientes normas para el transporte de

muestras:

1. Obtencién de la muestra

2.

La misma se deberd realizar en condiciones de maxima asepsia y recoger la
cantidad adecuada de muestra, ya que, una escasa cantidad puede dar falsos
negativos.

El material destinado a cultivo no debe estar en contacto con sustancias

desinfectantes o anestésicas, siempre que sea posible.

Identificaciéon de la muestra

Debe tener la identificacion del paciente (nombres completos, fecha de
nacimiento, sexo, diagnostico permanente, teléfono), datos de la muestra (hora
de recogida, tipo de muestra, diagnostico, localizacion anatdémica,

procedimiento de obtencidn de la muestra) y determinaciones solicitadas.

3. Tiempo de envid y conservacion de muestras

Para hongos se debe tener un tubo de ensayo estéril con boca ancha y su
respectiva tapa para evitar derrames de la misma.

Las muestras sin medio de transporte se deben enviar antes de 15 min a

temperatura ambiente en un cooler.

Las muestras con medio de transporte se podran mantener a temperatura
ambiente o en estufa a 35-37°C preferiblemente hasta el momento de la

siembra, la cual debera realizarse antes de 3-6 horas (Pedraza, 2018).

Una vez mencionadas estas reglas generales los pasos que se siguieron para el transporte

de las muestras de secrecién vaginal desde el Laboratorio del Centro de Salud N° 1 Loja

hasta el Laboratorio Clinico del Centro de Diagndstico Médico del Area de la Salud

Humana de Universidad Nacional de Loja fueron:
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1. Una vez que se tomaron las muestras de secrecion vaginal segun el protocolo
del Anexo N° 6 se coloco la respectiva tapa o tapdn hecho de gasa a los tubos de
ensayo que contenian las muestras con suero fisiologico.
2. Después se colocaron los tubos de ensayo y los medios de transporte Stuart-

Amies en una gradilla para facilitar su transporte.

Finalmente, se coloc6 la gradilla que contenia los tubos y los medios de
transporte Stuart en un cooler y se los transportdé inmediatamente después de
haber culminado con la toma de muestras para su respectivo analisis en el
Laboratorio Clinico del Centro de Diagndstico Médico del Area de la Salud
Humana de Universidad Nacional de Loja.

Nota: cada una de las muestras estaban respectivamente etiquetas segun las
normas mencionada anteriormente para asi evitar confusiones de las mismas
(Pedraza, 2018).
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Anexo 8.- Protocolo para la preparacion del medio Sabouraud Dextrose Agar®

1. Objetivo: Describir el procedimiento correcto para la preparacion del medio Sabouraud
Dextrose Agar®, para asi posteriormente realizar el cultivo de las muestras que dieron
positivo al examen directo con KOH.

2. Alcance: El presente procedimiento provee la informacion préctica y aplicable para
instruir correctamente al investigador del proyecto acerca de la preparacion del medio
Sabouraud Dextrose Agar®.

3. Definiciones: EI medio Sabouraud Dextrose Agar® es un medio no selectivo que permite
el crecimiento de hongos (levaduras, mohos), asociados con infecciones de la piel, pero
también se lo suele emplear para determinar la contaminacion microbiana en alimentos,
cosméticos y especimenes quimicos. Este medio contiene peptonas que aportan
compuestos nitrogenados, dextrosa que proporciona una fuente de energia y un pH bajo,
convirtiéndolo de esta manera un medio favorable para el crecimiento de hongos e
inhibicion las bacterias (Himedia, 2018).

4. Responsable:

Investigador del proyecto
5. Descripcion del procedimiento:
Recursos materiales
- Sabouraud Glucosado Agar® BRITANIA (LOT 0000500951)
- Matraz de Erlenmeyer de 1000 ml
- Agua destilada
- Caja de fosforos
- Gasa
- Algododn
- Mechero

- Cajas Mono Petri
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Equipos

- Balanza analitica

- Cocineta

- Autoclave

- Cajas Petri

- Camara de bioseguridad

6. Proceso:
Segun Britania en el afio 2018 menciona el siguiente procedimiento para la
preparacion del medio Sabouraud Dextrose Agar®:

1. Desinfectar bien el area de trabajo y preparar todos los materiales a utilizar.

2. Suspender 65,0 gramos en 1000 ml de agua purificada/destilada. En caso de querer
preparar cantidades mas pequefias sacar la cantidad por célculo.

3. Después calentar a ebullicion, agitdndolo constantemente para disolver el medio por
completo, sin olvidarse de colocar unos tapones hechos de gasa y algodén en la boca
del matraz para evitar el derrame del mismo.

4. Luego esterilizar por esterilizacién en autoclave a 15 Ibs de presion (121°C) durante 15
minutos.

5. Dejar enfriar a 45-50°C.

6. Finalmente mezclar bien y verter en las placas Petri estériles a la altura de 8 mm.

7. El medio ya preparado debe almacenarse a 2-8°C y debe estar bien selladlo en fundas
estériles para evitar la contaminacion.

Nota:

- Evitar el sobrecalentamiento ya que se pierden los nutrientes del medio.

- Mantener en un lugar fresco pues la exposicion al calor aumenta la hidrolisis de los
componentes.

- Para muestras muy contaminadas, la placa debe complementarse con agentes
inhibidores para inhibir el crecimiento bacteriano. Con pH mas bajo.

- Al medio de cultivo deshidratado mantenerlo a 10-35° C.
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- Se recomienda dejar una caja de cada lote de agares preparados en la incubadora para

control de calidad.
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Anexo 9.- Protocolo para la preparacion del medio de CHROMagar Candida®

1.

Objetivo: Describir el procedimiento correcto de la preparacion del medio CHROMagar
Candida®, para poder identificar las diferentes especies de Candida de las muestras de
secrecion vaginal sembradas anteriormente en Agar Sabouraud.
Alcance: El presente procedimiento provee la informacidn practica y aplicable para
instruir al investigador del proyecto sobre la correcta preparacion del medio de
CHROMagar Candida®.
Definiciones: CHROMagar Candida® es un medio selectivo y de diferenciacion para el
aislamiento de hongos, que estd compuesto por sustratos cromagenos que liberan
compuestos de colores diferentes al ser degradados por enzimas especificas, haciendo
posible asi la diferenciacion de las especies de Candida segun el color de sus colonias: C.
albicans (color verde), C. tropicalis (color azul verdoso), C. krusei (color rosado claro y
borde blanco) y C. glabrata (color morado claro). Este medio ademas contiene extracto
especial de peptona y levadura que proporciona compuestos nitrogenados y carbonosos y
otros nutrientes esenciales. El fosfato amortigua bien el medio. El cloranfenicol inhibe la
mayoria de los contaminantes bacterianos (Himedia, 2020).
Responsables
Investigador del proyecto.
Descripcion del procedimiento:

Recursos materiales:
-  CHROMagar Candida® HIMEDIA (LOT 2032975)
- Matraz de Erlenmeyer de 1000 ml
- Varilla de vidrio
- Agua destilada
- Caja de fosforo
- Gasa

- Algodén
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Equipos
- Balanza analitica
- Cocineta
- Cajas Petri

Cémara de bioseguridad

6. Proceso:

Segun Himedia en el afio 2020 menciona el siguiente procedimiento para la

preparacion del medio CHROMagar Candida®

1.
2.

N o g &

Desinfectar bien el area de trabajo y preparar todos los materiales a utilizar.

Suspender 42.72 gramos en 1000 ml de agua purificada/destilada. En caso de querer
preparar cantidades mas pequefias sacar la cantidad por célculo.

Después calentar a ebullicidn, agitandolo constantemente para disolver el medio por
completo, sin olvidarse de colocar unos tapones hechos de gasa y algodén en la boca
del matraz para evitar el derrame del mismo. No sobrepasar los 100 °C

No autoclavar

Enfriar a 45-50°C

Dispensar en las cajas Petri estériles a la altura de 4 mm.

El medio ya preparado se debera almacenar en un lugar oscuro a una temperatura entre
2y 8 °C, envueltas en su envase original, hasta justo antes de usarlas.

Nota:

Evitar el sobrecalentamiento ya que se pierden los nutrientes del medio.

Las placas pueden usarse durante una semana siempre que se almacenen en un lugar
limpio a una temperatura entre 2 'y 8 °C.

No utilizar las placas si muestran evidencia de contaminacion microbiana,
decoloracion, deshidratacion, grietas o cualquier otro signo de deterioro

Dejar una caja de cada lote de agares preparados en la incubadora para control de

calidad.
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Anexo 10.- Preparacion del medio Mueller Hinton Agar®

1. Objetivo: Describir el procedimiento correcto de la preparacion del medio Mueller
Hinton Agar®, para asi posteriormente realizar el respectivo antifungigrama de las
especies de Candida aisladas.

2. Alcance: El presente procedimiento provee informacién préactica y aplicable para instruir
al investigador del proyecto acerca de la correcta preparacion del medio Mueller Hinton
Agar®.

3. Definiciones: Mueller Hinton Agar® es un medio no selectivo que permite el desarrollo

microbiano y se utiliza en el procedimiento de difusion en disco para la determinacion de
la sensibilidad de cepas aisladas que en este caso serian de Candida. Sin embargo,
también se lo utiliza en la actualidad como medio de prueba para pruebas de
susceptibilidad antimicrobiana impregnados en disco de papel a través de un gel de agar.
Se recomienda su Uso ya que presenta varias caracteristicas como: demuestra una buena
reproducibilidad de lote a lote para pruebas susceptibles, es bajo en inhibidores de
sulfonamida, trimetoprima y tetraciclina y es compatible con el crecimiento de la mayoria
de los patdgenos bacterianos (Himedia, 2018).
Por otra parte, el CLSI para el estudio de sensibilidad a los antifungicos recomienda la
adicion de glucosa y azul de metileno debido a que el primero proporcionan un mejor
crecimiento de las levaduras y el segundo aumenta la definicién de los halos de inhibicion
(Peman et al., 2010).

4. Responsables:

Investigador del proyecto.
5. Descripcion del procedimiento:
Recursos materiales:
- Mueller Hinton Agar® HIMEDIA (LOT 0000499187)
- Glucosa
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- Azul de metileno
- Matraz de Erlenmeyer de 1000 ml
- Varilla de vidrio
- Agua destilada
- Caja de fosforo
- Algodén
- Gasa
Equipos
- Balanza analitica
- Cocineta
- Cajas Petri
- Cémara de bioseguridad
6. Proceso
Segun Himedia en el afio 2018 y el CLSI en el afio 2010 mencionan el siguiente
procedimiento para la preparacion del Mueller Hinton Agar® junto con la adicion de glucosa
y azul me metileno al mismo:
Solucion azul metileno (5 mg/ml)
- Azulmetileno............. 0,19
- Aguadestilada............. 20 ml
1. Esterilizar el area de trabajo y preparar todo el material a utilizar.
2. Suspender 38,0 gramos en 1000 ml de agua purificada o destilada. En caso de querer
preparar cantidades mas pequefias sacar la cantidad por célculo.
3. Afadir 20 g de glucosa por litro de medio. En caso de querer preparar cantidades mas
pequefias sacar la cantidad por calculo.
8. Afadir 100 ul de la solucion de azul de metileno (5 mg/ml) por cada litro de medio.
En caso de querer preparar cantidades mas pequefias sacar la cantidad por célculo.
9. Después calentar a ebullicion para disolver el medio por completo agitdndolo

constantemente, sin olvidarse de colocar unos tapones hechos de gasa y algodon en la
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10. boca del matraz para evitar el derrame del mismo.

11. Esterilizar en autoclave a 121°C (15 Ibs) de presion durante 15 minutos.

12. Enfriar a 45-50°C.

13. Mezclar bien y verter en las cajas Petri estériles a la altura de 4 mm.

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

tomen precauciones adicionales que eviten el secado de las placas.

Nota:

- Se recomienda dejar una caja de cada lote de agares preparados en la incubadora para

control de calidad.
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Anexo 11.- Protocolo para el examen directo con KOH al 10%

1. Objetivo: Describir el procedimiento correcto para la realizacion del examen directo con
KOH 10%, para identificar la posible presencia de estructuras micéticas presentes en las
muestras de secrecion vaginal.

2. Alcance: El presente procedimiento provee informacion préactica y aplicable al
investigador del proyecto para la correcta realizacion del examen directo con KOH 10%.

3. Definiciones: EI KOH al 10% es una sustancia comUnmente utilizada dentro del
Laboratorio Clinico para la deteccion rapida de una infeccion por hongos. La funcién que
cumple es de disolver la queratina y de digerir ciertos componentes proteicos, pero
asegurandose de no destruir los polisacéridos de las paredes celulares de los hongos. En
ocasiones, también se suele afiadir glicerol para prevenir la degradacién de elementos
fangicos, la formacién de cristales y la deshidratacion de la preparacion, facilitando de
esta manera aln mas la observacion de las estructuras fungicas (Morales et al., 2018).

4. Responsable:

Investigador del proyecto
5. Descripcion del procedimiento:
Recursos materiales:
- Cubreobjetos
- Portaobjetos
- Rotulador
Equipos:
- Microscopio
Reactivos:
- KOHal 10%
6. Proceso
Segun Peman, Martin y Rubio en el afio 2010 menciona el siguiente

procedimiento para el examen directo con KOH al 10 %:
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placa.

Resultado

Rotular el portaobjetos con el nimero de muestra.

Depositar una gota de la muestra de secrecion vaginal en el centro del portaobjetos.
Anadir una gota de KOH al 10% en la muestra y cubrir con cubreobjetos.
Dejar reposar por 10 minutos para permitir la clarificacion de la muestra por el KOH.

Observar en el microscopio con el objetivo de 10x y 40x. Revisar todos los campos de la

- Positivo: presencia de estructuras micoticas (levaduras, hifas, pseudohifas,

esporas de hongo).

- Negativo: ausencia de estructuras micoticas.

Control de Calidad

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

esporas de hongos y bacterias (Peman et al., 2010)
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Anexo 12.- Protocolo para realizar el control de calidad con cepas conocidas de Candida

1. Objetivo: Verificar que los resultados obtenidos de los medios Agar Sabouraud,
CHROMagar-Candida y Mueller Hinton sean los descritos por el fabricante mediante la
utilizacion de cepas ATCC antes de comenzar a realizar el trabajo de investigacion.

2. Alcance: El presente procedimiento provee informacion practica y aplicable para instruir
al investigador del proyecto en la correcta verificacion de los resultados obtenidos de los
medios Agar Sabouraud, CHROMagar-Candida y Mueller Hinton sean los descritos por
el fabricante mediante la utilizacién de cepas ATCC antes de comenzar a realizar el
trabajo de investigacion.

3. Definiciones: Las cepas ATCC son microorganismos certificados y reconocidos que
resultan fundamentales para el control de calidad de los medios de cultivo preparados y
comprobar si estos cumplen con sus especificaciones y si la metodologia empleada en su
preparacion es satisfactoria. Cada cepa posee tres fases de produccion que son:
reconstruccion, reserva y trabajo, por lo cual resulta indispensable que cada laboratorio
elabore un protocolo a seguir para cada fase (Morales-Parra et al., 2017).

4. Responsable:

Investigador del proyecto.
5. Descripcion del procedimiento:
Recursos materiales:
- Medio Agar Sabouraud
- Medio CHROMagar-Candida.
- Medio Mueller Hinton suplementado con glucosa y azul de metileno.
- Asade siembra.
- Tubo de ensayo con solucién salina esteéril.
Equipos:
- Incubadora
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- Densitometro
- Mechero o flujo laminar
6. Proceso:
Segun el CLSI en el afio 2010 menciona que en cada ensayo debe incluirse al menos
una cepa control de calidad para poder detectar cualquier anomalia o desactivacion del

antifungico. Por lo tanto, para la presente investigacion se utilizé la cepa ATCC:

- C. albicans ATCC 90028 (colonias de color verde)
Reconstruccion de la cepa ATCC
En el presente ensayo se utilizd la cepa control C. albicans ATCC 90028 y para su
reconstruccion se sigui6 el instructivo segun el CE en el afio 2021 menciona los siguientes
pasos:

1. Dejar que la bolsa de KWIK-STIK sin abrir se adapte a la temperatura ambiente. Abrir
la bolsa rasgando a la altura de la muesca y quitar la unidad de KWIK-STIK.

2. Retirar la porcion de la etiqueta de tirar y rasgar y colocarla a la placa de cultivo
principal o al registro de control de calidad. Es importante no desarmar el dispositivo
durante la hidratacion.

3. Después sobre el borde de la mesa de trabajo, agrietar la ampolla en la parte superior
de KWIK-STIK (justo debajo del menisco del liquido de la ampolla) para liberar el
liquido hidratante.

4. Mantenerlo vertical y golpearlo suavemente sobre una superficie dura para facilitar el
flujo del liquido por el mango hasta la parte inferior de la unidad que contiene el

granulo.
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5. Apretar la parte inferior de la unidad para que el granulo se disuelva en el liquido hasta
lograr una suspension homogénea.

6. De inmediato, saturar el hisopo abundantemente con el material hidratado y transferirlo
al medio con agar correspondiente que en este caso fue el medio Agar Sabouraud
Dextrose.

7. Inocular la placa de cultivo Agar Sabouraud Dextrose girando con suavidad el hisopo
sobre un tercio de la placa.

8. Después con ayuda de un asa estéril, hacer estrias para facilitar el aislamiento de la
colonia.

9. Descartar el KWIK-STIK de forma apropiada para desechos de riesgo bioldgico.

10. Finalmente, incubar la placa de cultivo de manera invertida a 35 °C y por un periodo
de 24ha72h.

Una vez reconstruida la cepa C. albicans ATCC 90028 y sembrada en el medio primario medio

Agar Sabouraud Dextrose, los pasos a seguir segun el CLSI en el afio 2010 son:

1. Verificar el crecimiento de colonias de levaduras del medio primario Agar Sabouraud
Dextrose.

2. Siembra en CHROMagar-Candida: realizar la resiembra al medio CHROMagar-
Candida e incubar a 35 °C por un periodo de 24 a 48h. Una vez transcurrido el tiempo
de incubacion, verificar el color de las colonias, las cuales deberian ser de color verde
verificando de esta manera que si se trata de la especie de Candida albicans.

3. Antifungigrama por el método de difusion en disco: preparar el indculo, con ayuda
de un asa de cultivo estéril coger 5 colonias >1 mm de la placa de Agar Sabouraud,
resuspender en un tubo de solucidn salina esteril y con ayuda de un densitometro ajustar
a una densidad oOptica 0,5 McFarland. Después sumergir una torunda de algodon en la
suspension del in6culo de 0.5 McFarland, retirar el exceso de liquido rozando la torunda

por las

63



CODIGO:
PCCCCC
; PROTOCOLO PARA
o1 REALIZAR EL CONTROL DE
Universidad Nacional de Loja CALIDAD CON CEPAS »
Facultad de la Salud Humana CONOCIDAS DE CANDIDA Version: 1
Carrera de Laboratorio Clinico
AREA: LABORATORIO CLINICO N° paginas:4/4

paredes del tubo, sembrar la placa uniformemente, dejarla secar 3-5 minutos y aplicar los discos

de fluconazol de 25 ug y voriconazol de 1 pg. Incubar a 35 °C por 24 a 48 h.

Los didmetros de los halos de inhibicion para la cepa ATCC utilizada se presentan en la
siguiente tabla:

Tabla 1.

Diametro de los halos de inhibicién para la cepa C. albicans ATCC 90028

Antiflngico Carga del disco C. albicans
ATCC 90028
Fluconazol 25 ug 28 - 39
Voriconazol 1ug 31-42

Nota: los datos fueron tomados de Peman et al., 2010
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Anexo 13.- Procedimiento para el cultivo de las muestras en el medio Sabouraud
Dextrose Agar®

1. Objetivo: Describir el procedimiento correcto para el cultivo de las muestras de secrecién
vaginal que dieron KOH positivo en el medio Sabouraud Dextrose Agar®.

2. Alcance: El presente procedimiento provee informacion préctica y aplicable para el
investigador del proyecto en la realizacion del cultivo de las muestras de secrecion
vaginal en el medio Sabouraud Dextrose Agar®.

3. Definiciones: Los medios de cultivo son un conjunto de elementos o sustancias que
garantizan a los microorganismos u otras células los nutrientes necesarios para su
conservacion y desarrollo, estos elementos pueden ser de origen organico o inorganico,
natural o artificial. Ademas de garantizar el crecimiento del organismo, también pueden
inhibir el desarrollo de otros. Por lo tanto, las reglas fundamentales para efectuar la
siembra son: que se efectlen asépticamente, que los medios de cultivo no estén
contaminados, que el instrumental esté esterilizado, que se realicen solo los manipuleos
indispensables y que se trabaje utilizando un mechero o bien flujo laminar. En este caso
se sembrd primero en medio Sabouraud Dextrose Agar® ya que es un medio no selectivo
que permite el crecimiento de hongos (levaduras, mohos), que es lo que se va a estudiar o
analizar en esta investigacion (Rodriguez y Zhurbenko, 2018).

4. Responsable:

Investigador del proyecto.
5. Descripcion del procedimiento:
Recursos materiales:
- Medio de cultivo Sabouraud Dextrose Agar®.
- Asade siembra
- Mechero o flujo laminar

- Medio de Transporte Stuart Amies que contiene la muestra de secrecion vaginal.
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Equipos
Cabina de bioseguridad
6. Proceso

Segin MAST en el afio 2018 menciona el siguiente procedimiento para la siembra en el

medio de cultivo Agar Sabouraud:

1. Encender el mechero y esterilizar el area de trabajo.

2. Dejar que se atemperen los medios de cultivo antes de realizar la siembra.

3. Etiquetar los medios con la respectiva informacion de cada paciente.

4. Abrir el medio de transporte Stuart que contiene el hisopo con la muestra de secrecién
vaginal cerca del mechero.

5. Realizar una descarga en la parte superior de la superficie del medio de cultivo. Las
placas Petri deberan abrirse proximas al mechero, para evitar la contaminacion con
gérmenes del aire.

6. Con un asa esterilizar realizar estrias de la descarga de la muestra anteriormente
realizada, con la finalidad de aislar colonias separadas de levaduras.

7. Incubar las cajas sembradas en una atmdésfera himeda a 25-35°C. Colocar las cajas de
forma invertida.

8. El tiempo de incubacién varia de 24 a 72 horas. Observar el crecimiento cada 24
horas.

Nota

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

(MAST, 2018).
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Anexo 14.- Procedimiento para el cultivo de colonias aisladas de Candida en el medio
CHROMagar Candida®

1. Objetivo: Describir el procedimiento correcto para la siembra de las colonias de Candida
crecidas en el medio Agar Sabouraud Dextrose al medio CHROMagar-Candida, con el
fin de identificar la especie de Candida presente en la muestra.

2. Alcance: El presente procedimiento provee informacion practica y aplicable para instruir
al investigador del proyecto en la correcta realizacion de la siembra de las colonias de
Candida crecidas en el medio Agar Sabouraud Dextrose al medio CHROMagar-Candida
con el fin de identificar la especie de Candida presente en la muestra.

3. Definiciones: Se utiliza este medio ya que contiene sustratos cromogénicos que permiten
el aislamiento y la identificacion directa de C. albicans, C. tropicalis y C. krusei por
medio del color de sus colonias y a partir de todos los tipos de muestras clinicas, pero en
este caso se esta trabajando con muestras de secrecion vaginal. Sin embargo, al momento
de efectuar la siembra hay que tomar en cuenta que se efectle asépticamente, que los
medios de cultivo no estén contaminados, que el instrumental esté esterilizado, que se
realicen solo los manipuleos indispensables y que se trabaje utilizando un mechero o bien

flujo laminar (Dickinson, 2014).

4. Responsable:
Investigador del proyecto.
5. Proceso:
Recursos materiales:
- Medio de cultivo CHROMagar-Candida
- Asade siembra

- Mechero o flujo laminar
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- Cabina de bioseguridad
- Incubadora.
7. Proceso

Segun Dickinson en el afio 2014 menciona el siguiente procedimiento para la
siembra de las colonias de Candida crecidas en el medio Agar Sabouraud Dextrose al
medio CHROMagar-Candida:

1. Encender el mechero y esterilizar en el area de trabajo.

2. Dejar que se atemperen los medios de cultivo antes de realizar la siembra.

3. Etiquetar los medios con la respectiva informacion de cada paciente.

4. Las placas Petri deberéan abrirse proximas al mechero Bunsen, para evitar la
contaminacion con géermenes del aire.

5. Con un asa estéril coger unas 2 o 3 colonias puras del medio Agar Sabouraud
Dextrose y extenderlas por estria en la superficie del medio CHROMagar-Candida.

6. Incubar las placas en atmosfera aerobia a 35 + 2 °C durante 24 — 48 h en posicion
invertida.

7. Se requiere una incubacion de 48 para que se desarrolle por completo el color de las
colonias Candida. Reducir al minimo la exposiciéon a la luz antes de la incubacion y
durante ella.

Interpretacion de resultados
Se recomienda efectuar la lectura de las placas sobre un fondo negro. Si estan
presentes las especies de Candida, las colonias presentaran:

- Candida albicans: colonias lisas de color verde claro a mediano

- Candida Krusei: colonias rugosas de color rosado claro, con un borde

blancuzco

- Candida tropicalis: colonias elevadas de color azul grisaceo a azul verdoso o

azul metalico

- Candida glabrata: colonias de color morado.
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Anexo 15.- Protocolo para el método de difusion en disco

Métodos estandarizados por el CLSI para el estudio de la sensibilidad a los antiflingicos
(documento M 44-A)

1. Objetivo: Describir el procedimiento correcto del método de difusion en disco para el
estudio de la sensibilidad a los antifingicos fluconazol y voriconazol de las especies de
Candida aisladas.

2. Alcance: El presente procedimiento provee informacion practica y aplicable para instruir
al investigador del proyecto sobre el procedimiento correcto que hay que seguir en el
método de difusién en disco para el estudio de la sensibilidad a los antifungicos
fluconazol y voriconazol de las especies de Candida aisladas.

3. Definiciones: Es un método muy sencillo recomendado por el CLSI para el estudio de la
sensibilidad de las levaduras, en funcion del halo de inhibicion producido por la difusion
de los antifungicos fluconazol y voriconazol, los cuales se encuentran impregnados en
unos pequefios discos o tabletas con concentraciones especificas del antifungico, siendo
asi fluconazol de 25 ug y voriconazol de 1pg. La medicién del halo debe ser donde se
produce una reduccion del crecimiento y la presencia de pequefias o grandes colonias en
su borde o su interior se deben ignorar (Peman et al., 2010).

4. Responsables:

Investigador del proyecto.
5. Descripcion del procedimiento:
Recursos materiales:
- Medio Mueller Hinton suplementado con glucosa y azul de metileno.
- Asa.
- Densitometro.
- Hisopo.

- Tubo de ensayo con solucién salina esteril.
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6. Proceso

Segun el CLSI en el afio 2010 menciona el siguiente procedimiento para el de

método de difusion en disco para el estudio de la sensibilidad a los antifingicos

fluconazol y voriconazol de las especies de Candida aisladas.

Preparacion del indculo

1. Con el asa de cultivo estéril coger 5 colonias >1 mm de la placa de Agar Sabouraud.

2. Resuspender en un tubo de solucién salina estéril (CINa 0,85%), agitando bien.

3. Con ayuda de un densitdmetro, se ajusta a una densidad Optica 0,5 McFarland,

afadiendo la cantidad necesaria de solucidn salina. Esta solucion tiene una

concentracion aproximada de 1x10° - 5x10® UFC/ml.

Inoculacion de las placas

o o~ w -

Lectura

Sembrar la placa uniformemente.

Dejar secar 3-5 min y dejar la placa entreabierta.
Aplicar los discos de fluconazol y voriconazol.

Finalmente, incubar a 35 °C durante 20-24 h para Candida spp.

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

Retirar el exceso de liquido rozando la torunda con las paredes del tubo.

- Sino hay suficiente crecimiento a las 24 h reincubar y leer a las 48 h.

- Medir el halo de inhibicion donde se produce una reduccion importante del

crecimiento.

- Lapresencia de micro colonias en el borde del halo de inhibicion o de colonias

grandes en el interior del halo deben ser ignoradas.

C. glabrata y C. krusei, pueden necesitar 48 h de incubacion.
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Tabla 1.

Puntos de corte y equivalencia didmetro-CMI para Candida spp

Diametro (mm)

Antiflngico Carga de disco

R S-DD S
Fluconazol 25ug <14 15-18 >19
Voriconazol lug <13 14-16 >17

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

Nota: los datos fueron tomados de Peman et al., 2010
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Anexo 16.- Protocolo para eliminacion de residuos microbioldgicos

Objetivo: Describir las actividades que se deben realizar para el manejo adecuado de
residuos microbiolégicos, desde la seleccion de los insumos necesarios para el envasado
de los residuos hasta la preparacién para su disposicion final.

Alcance: El presente procedimiento provee informacion practica y aplicable para instruir
al investigador del proyecto acerca las actividades que se deben realizar para el manejo
adecuado de residuos microbioldgicos.

Definiciones: Dentro del Laboratorio Clinico se realizan diversas operaciones con
distintos productos que conllevan a la generacion residuos infecciosos como por ejemplo
placas de Petri, pipetas, cultivos, material de vidrio, etc. Los cuales deben ser inactivados
antes de su eliminacion, mediante autoclave con vapor directo o con una autoclave con
extraccion de aire. Por lo tanto, para evitar errores en este proceso es necesario tomar en
cuenta varios factores como: la carga la cual puede afectar la temperatura efectiva a la
cual el material esta sometido y el tiempo de contacto, el embalaje ya que de esto depende
la libre circulacién del vapor y por ultimo la sobrecarga o el apilamiento en la autoclave
ya que pueden llevar al fracaso del proceso de descontaminacién (Chiong et al., 2018).
Responsables:

Investigador del proyecto.

Descripcion del procedimiento:

Recursos materiales:

Papel reciclado
- Cinta maski

- Marcador

- Fundaroja

- Funda para autoclavar
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Equipo

- Esterilizador y cronémetro

6. Proceso

Segun los autores Chiong et al. el afio 2018 mencionan el siguiente procedimiento

para la eliminacion de desechos infecciosos en el area de microbiologia:

- Primeramente, envolver el material en papel reciclado, de tal manera que quede

envuelto por completo. O también se pueden utilizar fundas para autoclavar.

- Sellar bien la cinta en caso de haber utilizado el papel reciclado. Si se utiliz6 la funda

solo amarrarla con un nudo fuerte.

- Después esterilizar en el autoclave a 121 °C por 30 minutos a 15 Ibs de presion.

- Pasado ese tiempo dejar enfriar.

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

- Finalmente, etiquetar la funda con el eslogan “desechos biopeligrosos”, el lugar de

donde procede y el peso.

Nota: asegurarse que el ciclo de la autoclave permita la esterilizacion en toda la masa de los

residuos.
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Anexo 17.- Hoja de registro de resultados

HOJA DE REGISTRO
Examen directo con KOH al Agar Sabouraud Agar Mueller Hinton
Cadigo o Crecimi CHROMagar .
Blastoconidios Dseudoifas recimiento Candida Fluconazol Voriconazol
24 h 48 h 72 h R | S| SDD R | S |SDD
001 - -
002 + - NO NO NO
003 - -
004 + - NO NO NO
005 - -
006 - -
007 - -
008 - -
009 - -
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010

011

012

NO

Sl

Complejo C.

albicans

013

NO

NO

Sl

014

Complejo C.

albicans

015

016

017

018

SI

Complejo C.

albicans

019

020

NO

Sl

Complejo C.

albicans

021

022

023

024

025

Sl

Complejo C.

albicans

026

027
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028

NO

Sl

Complejo C. albicans

029

030

031

031

032

033

034

035

036

037

038

039

040

Sl

Complejo C. albicans

041

042

043

Sl

Complejo C. albicans

044

045
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046

047

048

049

NO

NO

NO

050

051

052

053

Sl

Complejo C. albicans

054

055

056

057

058

059

060

061

062

Sl

Complejo C. albicans

063

NO

NO

Sl

Complejo C. albicans

064
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065

066

067

068

069

070

Escasos

NO

NO

NO

071

Escasos

NO

NO

NO

072

073

+

NO

Sl

Complejo C. albicans

074

+

NO

NO

Sl

C. krusei

075

076

NO

Sl

Complejo C. albicans

077

078

079

080

081

082
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083

084

085

NO

NO

Sl

Complejo C. albicans

086

NO

Sl

Complejo C. albicans

087

088

089

090

091

Sl

Complejo C. albicans

092

NO

NO

NO

093

094

NO

Sl

Complejo C. albicans

095

096

097

098

099

100

101

NO

Sl

Complejo C. albicans
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102

103

104

105

106

Sl

Complejo C. albicans

107

108

109

Sl

Complejo C. albicans

110

111

112

113

NO

NO

NO

114

NO

Sl

Complejo C. albicans

115

116

117

118

NO

NO

Complejo C. albicans

119

120
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121

NO

NO

Sl

Complejo C. albicans

122

123

124

125

NO

NO

NO

126

127

128

Sl

Complejo C. albicans

129

Sl

Complejo C. albicans

130

NO

NO

Sl

Complejo albicans

131

132

133

Sl

Complejo C. albicans

134

135

136

NO

S

Complejo C. albicans

137

138
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139

140

141

Sl

Complejo C. albicans

142

143

144

145

146

NO

NO

Sl

Complejo C. albicans

147

148

149

150

151

152

153

154

155

156

157
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158 ++ + Sl Complejo C. albicans
159 - -

160 + - NO Sl Complejo albicans
161 - -

162 ++ - NO Sl Complejo C. albicans
163 - -

164 + + Sl Complejo C. albicans
165 - -

166 + - NO NO Sl Complejo C. albicans
167 + + Sl Complejo C. albicans
168 + - Sl Complejo C. albicans
169 - -

170 + - NO Sl Complejo C. albicans
171 ++ ++ Sl Complejo C. albicans
172 Escasos - NO NO NO

173 - -

174 - -

175 - -
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176 - -

177 - -

178 - -

179 - - Complejo C. albicans X

180 - -

181 + - NO NO NO

182 + - NO Sl Complejo C. albicans X

183 + - NO NO NO

184 + + Sl Complejo albicans X

185 - -

186 ++ + Sl Complejo C. albicans X

187 + + NO SI Complejo C. albicans X
ELABORADO POR: Nathaly Silvana Amay Guachizaca Fecha: 20/12/2021
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Evidencias fotograficas

Prueba piloto con la cepa ATTC C. albicans 90028

Cepa ATCC C. albicans 90028 sembrada en medio Agar Sabouraud a 35° C en donde al cabo

de 24 horas de incubacion se evidenci6 el claro crecimiento de colonias de Candida.

Colonias de levaduras de la cepa ATCC C. albicans 90028 sembradas en el medio selectivo
CHROMagar-Candida incubadas a 35° C, en donde al cabo de 24 horas de incubacion se
evidencio el color verde caracteristico de C. albicans.
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Antifungigrama de la cepa ATCC en medio Mueller Hinton en donde al cabo de 24 horas se

evidencio la clara sensibilidad frente a los antifungicos fluconazol y voriconazol.

Identificacion de estructuras micéticas mediante el examen directo con KOH al 10%

Blastoconidios

Pseudohifas

91




Crecimiento de muestras con KOH positivo en Agar Sabouraud

Iméagenes del crecimiento de colonias lisas, cremosas y de color blanco- amarillento propias
de Candida de las muestras de secrecidn vaginal de las mujeres en edad fértil que
participaron en el estudio.

Crecimiento en CHROMagar-Candida

En estas imagenes se observa la presencia de las especies que crecieron en el estudio, de
color rosa claro C. krusei y de color verde Complejo C. albicans.
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Sensibilidad a fluconazol y voriconazol de las especies de Candida aisladas

Iméagenes de algunas muestras donde se observa el crecimiento de las colonias con dos halos

los cuales al medirlos indicaron ser sensibles a fluconazol y voriconazol.

Iméagenes de algunas muestras cuya presencia de Candida resultaron ser resistentes a

fluconazol y voriconazol, determinada por la ausencia de un halo de sensibilidad.
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Imagenes adicionales del trabajo realizado dentro del Laboratorio Clinico y durante la

toma de muestra

Imagenes de las pacientes firmando el respectivo consentimiento informado antes de la toma

de muestra.

Iméagenes tomadas durante la toma de muestra en el Centro de Sauld N° 1 de Loja y del transporte de

las mismas.
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Imagenes de la realizacion del siembra de las muestras de secrecion vaginal con KOH positivo en el
medio Agar Sabouraud.
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Iméagenes de la realizacion del pase de colonias de levaduras crecidas en Agar Sabouraud a
CHROMagar-Candida y de la realizacion del antifungigrama para las cepas aisladas.
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Anexo 18. Certificado de pertinencia y aprobacion del tema de trabajo de integracion

curricular

Universidad Facytad
w?t Nacional CARRERA DE LABORATORIO CLINICO de s Salud

Loja, 14 de Febrero del 2022

Sra. Dra. Esp.

Sandra Freire C.

DIRECTORA ACADEMICA DE LA CARREHA DE LABORATORIO CLINICO DE FACULTAD DE
LA SALUD HUMANA DE LA UNL.

Ciudad.-

De mi consideracidn

Par medio del presente me permito hacerle llegar un cordial y atento saludo, a la vez
gue day respuesta al oficio N 2022-00133-CCLC. ASM-UNL, ematido por secretaria, en
el gue se solicita dar estructura, coherenca y pertinencia del proyecto de investigacdn
[proyecto de trabajo de integracidn curricular), cuyo tema es “TIPIACACION Y
SUSCEPTIBILDAD DE CANDIDA EN SECRECIONES VAGINALES DE MUJERES EN EDAD
FERTIL DEL CENTRO DE SALUD N* 1 LOJA", perténscients al estudiante NATHALY
SILVANA AMAY GUACHIZACA, pongo a su conoowmiento que despuds de haber
revisada, onalizado y hacer las correcciones necesarias segin los articulos 224, 225
del Reglamento de Régimen Académico de ls Universidad Naconal de Lojs, expango
gue guarda pertinencia, estructura y coherencia para gue se autorice su desarrolio

Partxcular que le informo para los fines consiguientes,

Atentamente,;

Dra. Elsa Ramirez S,

DOCENTE DE LA CARRERA DE LABORATORIO CLINICO
Cl: 1102001193

Emadl: elsa. ramirez@unl edu.ec

072 57 U B 1R
Cale Manusd Monteros,

Arme sl beengrtl ko Agcrs « Liga - Doy
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Anexo 19. Certificado de traduccion de inglés.

Lic. Mirlan Carmen Sanchez Azuero
ENGLISH TEACHER

CERTIFICA:

Que el documento agui compuesto es fiel traduccidn del idioma espafiol al idioma inglés del
resumen de tesis "Tipificacion y susceptibilidad de Condide en secreciones vaginales de
mujeres en edad fénil del Centro de Salud N™ 1 Loja", autoria de Nathaly Silvana Amay
Guachizaca con numeso de cédula 1104114911 estudiante de la carrera de Labaratorio Clinica
de la Universidad Nacional de Loja.

Lo certifico en honor a la verdad y autorizo a 1a interesada hacer uso del presente en lo que a
SUS INtereses convenga

Loja, 18 de octubre de 2022

Lic. Mirian Carmen Sanchez Azuero
1105404386

ENGLISH TEACHER
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