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1. Titulo
Tipificacién de Candida y antifungigrama en muestras de secrecion vaginal de

pacientes embarazadas que asisten al Centro de Salud Motupe



2. Resumen

Las infecciones vaginales por hongos es un desequilibrio ocasionado principalmente por el
género Candida spp. se caracteriza por cambiar el flujo vaginal, el olor y aspecto, asi mismo
generando irritacion y prurito, existen mas de 200 cepas de este microorganismo, pero solo 10 son
descritas como patdgenos de importancia clinica y para la investigacion en el ser humano ya que
alteran las condiciones normales de la microbiota del aparato genital femenino, comprometiendo
con mayor frecuencia a pacientes embarazadas por sus condiciones fisiologicas y cambios
anatomicos, que en consecuencia pueden ocasionar una ruptura de membranas, contaminacion del
neonato en el momento del parto, infecciones posparto, entre otros. Ante esta situaciéon surge el
interés de determinar su presencia e identificar los serotipos y la susceptibilidad de Candida spp.
en muestras de secrecion vaginal de pacientes en periodo de gestacién que asisten al Centro de
Salud Motupe durante el afio 2022. Para ello el presente estudio tubo un disefio cuantitativo de
corte transversal descriptivo, con una muestra de secrecion vaginal de 100 pacientes en estado de
gestacion, que se trasladaron desde el centro de salud Motupe hasta el laboratorio de microbiologia
de la Facultad de la Salud Humana, luego de haber cumplido a cabalidad con la fase preanalitica,
las muestras se sembraron en medio de cultivo Sabouraud y de los cultivos con crecimiento
significativo se realizo la resiembra en CHROMagar-Candida y se ensayo el antifungigrama,
teniendo como resultados que la especie aislada con mayor frecuencia es el complejo Candida
albicans, seguido de Candida tropicalis y Candida parapsilosis, con un perfil de susceptibilidad
del 100% ante fluconazol y voriconazol.

Palabras clave: Infecciones vaginales, Candida albicans, Susceptibilidad a azoles.



2.1. Abstract

Vaginal yeast infections is an imbalance caused mainly by the genus Candida spp. There
are more than 200 strains of this microorganism, but only 10 are described as pathogens of clinical
and research importance in humans since they alter the normal conditions of the microbiota of the
female genital tract, most frequently affecting pregnant patients due to their physiological
conditions and anatomical changes, which consequently can cause a rupture of membranes,
contamination of the newborn at the time of delivery, postpartum infections, among others. In view
of this situation, the interest arises to determine the presence and identify the serotypes and
susceptibility of Candida spp. in vaginal secretion samples of pregnant patients attending the
Motupe Health Center during the year 2022. For this purpose, the present study had a descriptive
cross-sectional quantitative design, with a sample of vaginal secretion from 100 pregnant patients,
who were transferred from the Motupe health center to the microbiology laboratory of the Faculty
of Human Health, after having completed the pre-analytical phase, The samples were sown in
Sabouraud culture medium and the cultures with significant growth were reseeded in
CHROMagar-Candida and tested with the antifungigram. The results showed that the most
frequently isolated species was the Candida albicans complex, followed by Candida tropicalis and
Candida parapsilosis, with a 100% susceptibility profile to fluconazole and voriconazole.
Translated with www.DeepL.com/Translator (free version)

Key words: Vaginal infections, Candida albicans, Susceptibility to azoles.



3. Introduccion

Las infecciones vaginales son una alteracion de las condiciones normales del aparato
genital femenino, caracterizandose por cambiar el volumen del flujo vaginal, el olor, al igual de
que provoca irritacion y prurito, este tipo de infecciones pueden afectar en un 21,5 a un 54,4% a
mujeres en estado de gestacion.(Zapata et al., 2018)

Las infecciones por hongos son afecciones que cominmente se producen en la piel como
resultado del contacto e infeccion de las mucosas con hongos, generalmente estas enfermedades
son contagiosas, aunque cuentan con un tratamiento adecuado, de modo que, estas afecciones
suelen ser tratables e incluso curables. En mujeres embarazadas destaca Candida spp. en razon a
que, la candidiasis constituye una de las causas de infeccion vaginal mas frecuente entre mujeres
en estado de gestacion. Maria Sanchez afirma que: “La candidiasis vulvovaginal (CVV) es una de
las enfermedades infecciosas con mayor prevalencia, siendo la segunda causa de vaginitis después
de las vaginosis bacteriana, el 40% de la mujeres que acuden con sintomas en atencién primaria
son causadas por hongos del género Candida”. (Sanchez, 2018) No obstante, la Candida spp.
puede afectar tanto a hombres como mujeres, y dependera en gran medida del nivel de
inmunodepresion que posea el individuo, sin embargo, el aislamiento de este microorganismo
resulta mas comun en mujeres que se encuentran durante su periodo de gestacion. (Zurita, 2017)

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en el afio 2019 cada dia méas de 1
millon de personas contraen este tipo de infecciones micoticas, siendo considerados los hongos
patdgenos como oportunistas mas importantes, existen mas de 200 cepas de Candida vaginal pero
solo 10 son descritas como patdgenos e importantes para la investigacion en el ser humano. (OMS,
2019) En paises como Europa a la candidiasis es considerada como uno de los motivos mas
comunes asociados a infecciones en el tracto genital, en paises como Estados Unidos y Ecuador es
la segunda causa mas comun de infecciones vaginales representando un 46.1%, siendo asi que la
candidiasis recurrente afecta aproximadamente a 307.593 muijeres ecuatorianas.(Avila et al., 2021)
Por otra parte en Per( existe una prevalencia de candidiasis del 39,7% en mujeres embarazadas,
mientras que, en la ciudad de Loja se ha determinado que existe un promedio de 42,30% de
candidiasis en pacientes embarazadas convirtiendo a la candidiasis vaginal en la segunda infeccion
con mayor frecuencia en la localizacion. (Sanchez y Gonzélez, 2021)

Por lo antes mencionado, se decidio realizar el presente proyecto cuyo objetivo radico en
clasificar las especies pertenecientes al género Candida en las muestras que fueron obtenidas de
mujeres embarazadas que acudieron al centro de salud Motupe de la ciudad de Loja, al mismo
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tiempo se determiné el grado de susceptibilidad que poseen estas especies a través del uso de
antifungigramas. De modo que, la poblacion beneficiada del estudio fue el grupo de mujeres
embarazadas que acudieron a sus controles semanales al Centro de Salud Motupe, ademas que, a
través del desarroll6 de la investigacion se disefid una base de datos que sirva al personal
profesional del centro de salud para emitir diagndsticos oportunos y tratamientos adecuados a este
grupo de usuarios, con el fin de mitigar el riesgo que conllevan estas infecciones y el paulatino

crecimiento de la resistencia fungicas.



4. Marco tedrico
4.1 Antecedentes:

Las infecciones vaginales son un conjunto de entidades ginecoldgicas mas frecuentes durante
el embarazo y a menudo siendo dificiles de erradicar, estas infecciones se caracterizan por alterar
la flora vaginal normal con disminucién de los lactobacilos provocando el aumento de agentes
infecciosos como son virus, bacterias, hongos, y protozoarios, su prevalencia puede variar entre un
5y 26 % en embarazadas. (Chavez et al., 2020) En la etapa del embarazo se dan diferentes
cambios hormonales y anatomicos, lo que puede producir alteraciones en la flora vaginal
induciendo asi a infecciones vaginales. Las infecciones por hongos frecuentemente son por
levaduras del género Candida, principalmente del complejo Candida albicans, sin embargo, otras
especies de Candida son causantes de este tipo de infecciones como son C. glabrata, C.
parapsilosis y C. tropicalis. (Gonzalez et al., 2019)

4.2. Infecciones Vaginales en gestantes:

Durante el curso de un embarazo normal, la flora vaginal comensal cumple con el rol de
proteccion contra infecciones por una serie de mecanismos, dicha flora estd compuesta por
microorganismos que se encuentran de manera habitual en la vagina de mujeres sanas. La
presencia de diferentes especies de Lactobacillus promueve un ambiente sano al estar en mayor
numero, los mismos que producen &cido lactico para que se puede mantener un ambiente &cido.
(Morelli y Gamboa, 2022)

Las infecciones vaginales son el resultado de un conjunto de factores tanto externos como
internos que alteran lo que es la microbiota vaginal, los factores internos abarcan lo que es una
alteracion del microambiente vaginal y del pH vaginal que es acido por los lactobacilos, los cuales
evitan la proliferacion de microorganismos manteniendo estable la microbiota. (Amaguafia, 2018)

Las infecciones por hongos oportunistas se dan en hospederos con diversos grados de
inmunodeficiencias, 0 cuando se presentan cambios que las favorecen, estds infecciones pueden
ser producidas por un gran nimero agentes fangicos, entre los que se encuentran los hongos de la
microbiota normal de la piel o las mucosas. Un microorganismo que es parte de la microbiota
normal en humanos y que puede convertirse en patdgeno es el género Candida que puede generar
tanto candidiasis superficiales como invasivas. La candidiasis es una micosis primaria o secundaria
de distribucion mundial, ocasionada por levaduras oportunistas endogenas, exdgenas, 0 ambas,
esta puede afectar la piel y mucosas, de igual modo puede diseminarse a los 6rganos internos y
Ilegar a producir septicemias. (Amaguaia, 2018)



La infeccidn vaginal por especies de Candida, también denominada candidiasis vulvovaginal
(CVV), constituye una enfermedad inflamatoria aguda y una razdn frecuente de consulta
ginecologica. Afecta al 75% de las mujeres en edad reproductiva al menos una vez en su vida y al
40% de mujeres embarazadas, es considerada como la segunda causa mas comun de infecciones
vaginales, precedida por las vaginosis bacterianas. (Ortega y Portada, 2019)

4.3. Agentes fungicos:

Los hongos tienen una distribucion mundial estos pueden crecen y desarrollarse en una gran
variedad de habitats, incluyendo los ambientes extremos. Se han descrito alrededor de 100,000
especies de hongos, pero la biodiversidad del reino fungi ain no es totalmente conocida, este grupo
de microorganismos eucariotas incluyen a las levaduras, los mohos, asi como las setas
(macromicetos). Pueden producir esporas, aclordéfilos, tienen una reproduccion sexual y/o asexual.
Sus estructuras somaticas estan rodeadas por una pared celular que contiene celulosa o quitina, 0
ambas, dichas estructuras somaticas pueden filamentosas (que son multicelulares) y
levaduriformes (que son unicelulares). Los hongos filamentosos son aerobios y los levaduriformes
son anaerobios facultativos, las levaduras oscilan con su tamafio dependiendo de la especie,
comunmente miden entre 3 y 4 um de diametro, pero puede haber algunas especies que alcancen
los 40 um, la morfologia de las levaduras puede ser en forma de pseudohifas, hifas verdaderas y/o
clamidosporas. (Arenas, 2014)

4.3.1. El género Candida:

Este género es un grupo heterogéneo de especies de levaduras, que presentan dimorfismo, es
decir, pueden formar pseudohifas e hifas verdaderas, estas especies forman células levaduriformes
por gemacion, llamadas blastoconidias estas pueden tener un didmetro de 3-6 um, se presentan en
forma aislada, en cadenas o en pequefios grupos. Sus principales factores de virulencia se
relacionan con el dimorfismo, la secrecion de enzimas, los cambios de fenotipo, la expresién
diferencial de genes en respuesta al ambiente, la sintesis de adhesinas y la capacidad de formar
biopeliculas. (Trujillo, 2015)

Tabla 1.

Clasificacion taxonomica de Candida

Reino Fungi

Filo Ascomycota




Subfilo Saccharomy
cotina

Clase Saccharomy
cetes

Orden Saccharomy
cetales

Familia Saccharomy
cetaceae

Género Candida

Elaborado por: Lia Palacio Fuente: Trujillo, A (2015)

Esté género esta conformado por mas de 154 especies de las cuales una decena son causantes
de infecciones en el humano, siendo seis especies las mas aisladas en las infecciones en los seres
humanos, siendo la de mayor prevalencia el complejo C. albicans, seguida de C. tropicalis, C.
kefyr, C. krusei, C. guillermondi, C. parakrusei, C. zeylanvides, C. glabrata, C. stellatoidea y C.
brumptii.(Murray, 2018)

4.4. Candidiasis:

La candidiasis es una infeccién primaria 0 secundaria ocasionada por las especies de
levaduras pertenecientes al género Candida, estas especies colonizan lo que es la superficie de las
mucosas ya sea de la cavidad, oral, vaginal o el tracto digestivo. Las causas comunes de la
proliferacion descontrolada que con lleva a una candidiasis vaginal son los cambios hormonales
(en el embarazo, al usar anticonceptivos hormonales o en estados de menopausia), cambios en el
pH vaginal (que se haga menos acido), cambios en la flora bacteriana (uso reciente de antibi6ticos)
y la alteracion del sistema inmune.(Gavilan et al., 2017)

4.4.1. Epidemiologia de la candidiasis:

La candidiasis es un trastorno que puede afectar a la poblacién mundial sin discriminacion de
raza, sexo, situacion economica, etc. En Europa se considera la candidiasis vaginal como la causa
mas comun de las infecciones vaginales, los signos y sintomas vaginales constituyen como la
principal causa en que las mujeres buscan el asesoramiento ginecoldgico, segun expone (Aroca et
al., 2020) En Ecuador se considera una alta prevalencia de candidiasis vaginal proyectando que el
46,1% de infeccion que se da en mujeres embarazadas. (Intriago et al., 2017) Por otra parte en Per(

existe una prevalencia de candidiasis del 39,7% en mujeres embarazadas, mientras que, en la



ciudad de Loja se ha determinado que existe un promedio de 42,30% de candidiasis en pacientes
embarazadas convirtiendo a la candidiasis vaginal en la segunda infeccion con mayor frecuencia
en la localizacion. (Sanchez y Gonzalez, 2021)

4.4.2. Presentacion clinica:

La candidiasis se presenta ya sea con sintomas leves o severos, como es dolor, prurito y
guemazon en los labios vulvares y en la vagina. Otros sintomas caracteristico es la miccion
molesta y dolorosa (disuria), dolor en las relaciones sexuales (dispareunia), irritacién vaginal,
enrojecimiento e inflamacion vulvar. La secrecion vaginal puede presentarse de forma espesa,
blanquecina, de aspecto lechoso o de consistencia acuosa.(Suarez et al., 2018)

4.4.3. Factores de riesgo:

Los factores de riesgo para el desarrollo de CVV son varios, como es la edad, el uso de
estrdgenos, embarazo, uso de anticonceptivos hormonales, diabetes mellitus, enfermedad hepatica,
enfermedad renal, neoplasia, neutropenia, terapia inmunosupresivas, uso antimicrobianos de
amplio espectro, personas con VIH positivo dado a que tienen mayor riesgo para tener una
sobreinfeccion oportunista por este agente causal. (Lazo et al., 2018)

El embarazo es el periodo de tiempo comprendido que va, desde la fecundacion del évulo
por el espermatozoide, hasta el momento del parto. En este se incluyen los procesos fisicos de
crecimiento y desarrollo del feto en el Gtero de la madre y también los importantes cambios que
experimenta esta Ultima. Durante el embarazo la causa principal de que aparezca la candidiasis se
debe a los cambios hormonales propios de la gestacién como es el aumento de los estrogenos, que,
a la vez, aumentan la concentracion de glucogeno vaginal, siendo asi que la cantidad normal que
hay de Candida aumente y origine la infeccion, provocando afecciones tanto a la salud de la
madre, del neonato o de ambos. (Garcia et al., 2017)

4.5. Diagnostico laboratorial:

El diagnostico microbioldgico para este tipo de micosis invasoras se basa en el uso de varios
métodos que se van complementando como es la observacion microscépica directa y métodos
basados en cultivo, los cultivos resultan ser elementales para establecer lo que es la etiologia y para
efectuar pruebas complementarias para la identificacion de la especie y para la medicién de
susceptibilidad o resistencia frente antimicéticos. (Montes, 2017)

45.1. Aislamiento de la muestra de secrecion vaginal:

El aislamiento consiste en la separacion de un determinado microorganismo del resto de

microorganismos que lo acompafan, la diferenciacion de los microorganismos va a depender del
9



aspecto de la colonia, su coloracidn, tamafio, etc. El agar Sabouraud dextrosa es un medio selectivo
por su minima cantidad en nutrientes y pH bajo, que resulta ser adecuado para el crecimiento y
asilamiento de levaduras y hongos. (Romero et al., 2018).

4.5.2. Serotipificacion:

Para la tipificacion de esta especie se utilizan lo que son medios de cultivo cromogénicos,
cuyo fundamento se basa en la deteccién de determinadas actividades enzimaticas por parte de las
levaduras mediante la hidrolisis especifica de un sustrato cromogénico en presencia de un
indicador de la enzima. EI medio CHROMAGgar se utiliza para identificar las especies clinicamente
importantes del género Candida. Este medio permite diferenciar colonias de C. albicans (lisas y de
color verde esmeralda), C. dublinensis (lisa y de color verde oscuro), C. tropicalis (lisa y de color
azul oscuro con un halo 16 purpura-marron en el agar que la rodea), C. krusei (colonias rugosas
con el centro rosado y el borde blanco) y C. glabrata (colonias brillantes y cremosas de color
violeta). Sin embargo, la coloracion de la especie aislada dependera del Kit utilizado. (Zaror y
Valdevenito, 2018).

4.5.3. Antifungigrama:

Las infecciones por agentes fangicos, incluyendo aquellas producidas por hongos que pueden ser
resistentes o multirresistentes a los antifingicos, representan un serio problema de salud publica.
Las pruebas de sensibilidad a los antifungicos no estan tan desarrolladas ni implementadas como
las de los antibacterianos, que tienen similitudes tanto en su disefio como en su precision y
reproducibilidad. El objetivo de los antifungigramas es conocer la actividad in vitro de los
antiflngicos para asi pronosticar el resultado terapéutico de determinado tratamiento antifingico y
para la deteccion de nuevas cepas que sean resistentes dentro de la poblacién sensible. (Castro et
al., 2019).
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5. Metodologia
5.1. Tipo de estudio.
El presente estudio tuvo un disefio cuantitativo de corte transversal descriptivo.

5.2. Area de estudio.

El estudio se llevé a cabo en la ciudad de Loja, ubicada al sur del Ecuador, en el Centro de
Salud Motupe, el cual se encuentra ubicado en el barrio Motupe Bajo, el mismo que esta al Norte
de la ciudad de Loja a unos 7 kilometros aproximadamente de la ciudad, este Centro de Salud
pertenece a la Parroquia San Juan del Valle; unidad de salud correspondiente al primer nivel de
atencion de salud que pertenece al Ministerio de Salud Pablica y forma parte del distrito 11D01,
cuenta con servicios de atencion a la salud de la comunidad correspondiente al sector norte de
Motupe de: Medicina General, Medicina Familiar, Gineco-Obstetra, Odontologia,
Odontopediatria, Enfermeria y Trabajo Social, de igual forma, cuenta con la disponibilidad de
servicios auxiliares de diagnostico en Laboratorio Clinico y Farmacia Institucional. Sin embargo,
las muestras fueron transportadas de acuerdo con los protocolos de bioseguridad para su andlisis en
el Laboratorio de Microbiologia y Parasitologia de la facultad de Salud Humana de la Universidad
Nacional de Loja.
5.3. Poblacién

Para el estudio, se investig6 pacientes embarazadas que acuden al Centro de Salud Motupe.
5.4. Muestra

La muestra con la que se trabaj6 estuvo conformada por muestras de secrecion vaginal de
pacientes embarazadas que asisten al Centro de Salud Motupe en el periodo Mayo - agosto 2022
5.5. Criterios de inclusion.
- Muestras de secrecion vaginal de pacientes embarazadas que acuden al Centro de Salud Motupe.
- Pacientes embarazadas que firmaron el consentimiento informado.
5.6. Criterios de exclusion.
- Pacientes con etiologia de infeccion vaginal por agentes bacterianos y/o parasitarios.
- Pacientes que hayan recibido terapia antimicotica reciente.
5.7. Equipos y materiales.
5.7.1. Fase preanalitica
e Formato del consentimiento informado (Anexo 1).
¢ Registrado de datos personales de pacientes embarazadas (Anexo 2).

e Protocolo para toma de muestras de secrecion vaginal (Anexo 3).
11



e Protocolo para conservacion y transporte de las muestras de secrecion vaginal (Anexo 4).

e Meétodo para la preparacion del Agar Sabouraud dextrosa (Anexo 5).

e Inserto del medio Agar Saouraud dextrosa emitido por el fabricante (Anexo 6).

e Meétodo para la preparacion del CHROMagar-Candida (Anexo 7).

¢ Inserto del medio de CHROMagar-Candida emitido por el fabricante (Anexo 8).

e Meétodo para la preparacion del Agar Mueller Hinton suplementado (Anexo 9).

e Inserto del medio Agar Miller hinton emitido por el fabricante (Anexo 10).

e Formatos para registro de temperatura de congelador para la conservacion de medios de cultivo
(Anexo 11).

e Formato de registro de temperatura de incubadora (Anexo 12).

5.7.2. Fase analitica

e Protocolo para realizar control de calidad con cepa conocida de Candida (Anexo 13).

e Cultivo de muestras en el medio de Agar Sabouraud (Anexo 14).

e Protocolo para realizar cultivo de colonias aisladas de Candida en el medio de CHROMagar-
Candida (Anexo 15).

e Protocolo para realizar antifungigrama para determinar la susceptibilidad de las especies
identificadas en medio Muller hinton (Anexo 16).

5.7.3. Fase post analitica

e Los resultados obtenidos durante el proyecto de investigacion fueron procesados en el
programa Paquete Estadistico para las Ciencias Sociales (SPSS Stadistics version 25) y se
analizaron mediante estadistica descriptiva.

5.8. Presentacion de resultados.

Los resultados obtenidos fueron presentados mediante el uso de tablas que representaron
especies de Candida y su susceptibilidad frente a los antimicoticos voriconazole y fluconzole.
5.9. Fuentes de informacion.

Las fuentes de informacion que se emplearon corresponden a las matrices proporcionadas
por el personal del Centro de Salud Motupe y la solicitud de analisis clinico otorgada por parte de
los médicos a las pacientes embarazadas que acudieron al Centro de Salud Motupe durante el
periodo de estudio.

5.10. Consideraciones éticas.
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Se consideraron aspectos éticos y legales para la ejecucion del proyecto de investigacion en
muestras humanas, como la confidencialidad de los participantes, al mismo tiempo que se evito
perjudicar de manera accidental o intencionada a los mismos a través de la firma del
consentimiento informado (Anexo 1) el mismo que evidencia la participacion voluntaria de las

pacientes embarazadas que asistieron al Centro de Salud Motupe
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6. Resultados

Para el cumpliendo de los objetivos propuestos se realizo el cultivo de 100 muestras de
secrecion vaginal en medio de cultivo Sabouraud con el propdsito de aislar colonias puras de
levaduras, observando que el 26 % (n=26) tuvieron crecimiento fungico (Tabla 1).

A partir de las colonias de levaduras aisladas del medio de cultivo Sabouraud, se tipificaron
en CHROMagar-Candida, observando en la figura 1a. Complejo Candida albicans (colonias de
color verde), figura 1b. Candida parapsilosis (colonias blanco-purpura) y figura 1c. Candida
tropicalis (colonias de color azul). A su vez en la Tabla 2 se estimd la frecuencia de las diferentes
especies tipificadas.

Figura 1.
Coloracion de: a. cultivo de complejo C. albicans, b. cultivo de C. parapsilosis y c. cultivo de C.
tropicalis después de 24 horas de incubacion.

Tabla 2

Tipificacion de Candida de muestras aisladas de medio de cultivo Sabouraud, a partir de muestras
de secrecion vaginal de mujeres gestantes que acuden al Centro de Salud Motupe mayo - agosto
2022

Especie de Candida Frecuencia Porcentaje
Candida albicans 24 92,3
Candida parapsilosis 1 3,8
Candida tropicalis 1 3,8

Total 26 100

De las mismas colonias aisladas del medio de cultivo Sabouraud se realiz6 pruebas de
susceptibilidad tanto a fluconazole como a voriconazole (Tabla 3).

Tabla 3
Perfil de susceptibilidad de especies de Candida identificadas de muestras aisladas de pacientes
embarazadas que asisten al Centro de Salud Motupe mayo - agosto 2022

Especies de Candida / Fluconazole Voriconazole
antifungicos Sensible Sensible

C. albicans 24 (92,3 %) 24 (92, 3 %)

C. parapsilosis 1 (3,8 %) 13,8 %)

C. tropicalis 1 (3,8 %) 1 (3,8 %)
Total: 26 (100 %) 26 100 %)
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7. Discusion

Las infecciones vaginales son los trastornos mas comunes en mujeres, el embarazo es uno de
los estados donde se presenta una mayor vulnerabilidad, es decir, la mujer en estado de gestacion
tiende a contraer infecciones vaginales por los diferentes cambios fisiol6gicos, hormonales y
anatomicos, los mismos que provocan modificaciones en la microbiota vaginal.

Por medio de este estudio se ha podido corroborar que el complejo C. albicans es el hongo con
mayor frecuencia dentro de las infecciones vaginales en pacientes en estado de gestacion,
corroborando con el estudio de Aguilar, et al. desarrollado en Asuncion-Paraguay en el afio 2017
aislé el complejo C. albicans en un 86,4% de un total de 536 muestras de mujeres en periodo de
gestacion. En igual medida este estudio se asemeja al desarrollado por Chila, et al. en el afio 2022
donde se aislé la misma especie en un 80,76% de un total de 52 muestras de secrecién vaginal. Por
ende, queda evidenciado que el complejo C. albicans es el agente mic6tico mayormente aislado en
mujeres embarazadas esto debido a que su conversion y adhesion es mayor a otras especies, dicha
adhesion se debe a que manifiesta la unién del receptor de la membrana, iCb3 y fibronectina por
parte de una proteina transmembrana de la membrana micoética, dicha proteina micoética es capaz
de anclarse en el receptor epitelial, por lo que las pacientes al estar en estado de gestacion son mas
susceptibles a este tipo de infecciones ya que poseen un medio con niveles elevados de estrogeno
aumentando la exposicion de los complejos epiteliales glicoproteicos que participan como
receptores facilitando asi la adherencia de los hongos a la superficie epitelial.

Por otro lado, se identifico C. parapsilosis y C. tropicalis en un 3,8% de los casos positivos,
resultados que se asemejan con el estudio de Aguilar, et al. desarrollado en el afio 2017 donde
identificaron que C. parapsilosis tenia una prevalencia del 1,7% y C. tropicalis del 1,5%. Mientras
que, en el estudio realizo por Herreras y Cardenas (2022) identifico que C. parapsilosis tenia una
prevalencia del 2,7% y el C. tropicalis del 0,9%. De modo que se puede inferir que su frecuencia
es baja con relacion a otras especies pertenecientes al género de Candida en pacientes
embarazadas debido a que depende del tipo de paciente, es decir, si posee una enfermedad crénica
0 si son pacientes inmunodeprimidos, de igual manera puede influir si existio una previa
exposicion no controlada a antifingicos.

Por medio del antifungigrama se evidencio que existio una sensibilidad del 100% de las
especies tipificadas a los antimicéticos fluconazole y voriconazol, resultados que se asemejan a los
obtenidos en el estudio realizado por Ghaddar, et al. en el afio 2020, donde determino que C.
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albicans poseia una sensibilidad 90% a fluconazole y 97,5% a voriconazol. En el estudio realizo
por Orella y Pacheco en el afio 2021 exponen que el complejo C. albicans es sensible a
fluconazole con un 81,7% Yy a voriconazol con un 94,4%, en el caso de C. parapsilosis el 100% es
sensible a voriconazol y fluconazole. En igual medida, en el estudio realizado por Herreras y
Cardenas en el afio 2022 determinaron que tanto C. tropicalis como C. parapsilosis son sensibles
en un 100% a los antimicoticos fluconazole y voriconazol. Por ende, queda demostrado que el uso
de estos azoles son de primera eleccion debido a que estés tres especies del género Candida son
susceptibles ya que alteran la produccion de ergosterol blogueando la 14-alfa-desmetilasa la cual
es una enzima que se encarga de transformar lanosterol en ergosterol, dicha inhibicion va a
modificar la fluidez de la membrana incrementando su permeabilidad y afectando el crecimiento

celular y su replicacion.
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8. Conclusiones
Se identifico que la especie con mayor frecuencia fue Candida albicans, seguida de C.
tropicalis y C. parapsilosis.
Se determind que el 100% de las especies identificadas son sensibles a voriconazol y

fluconazole.
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9. Recomendaciones

Al finalizar el presente trabajo de investigacion es importante realizar las siguientes

recomendaciones:

e Se recomienda que se siga empleando métodos para la tipificacion de Candida con el
objetivo de contribuir al médico para que pueda implementar un tratamiento adecuado en
las gestantes y se puedan identificar especies que pueden relacionarse con una mayor
patogenicidad.

e Se recomienda que se continden realizando perfiles de susceptibilidad de las especies
identificadas con el objetivo de que se proporcione un tratamiento adecuado que ayude a
mantener en cero el porcentajes de resistencia antifingica, asi mismo que se sigan
utilizando los métodos estandarizados del CLSI, junto a otras metodologias como las
expuestas por el EUCAST u otros métodos alternativos que podrian contribuir a encontrar
el mas adecuado para cada institucion segun el analisis costo-beneficio de cada una de
ellas.
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11. Anexos

Anexo 1 Consentimiento informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO

cODIGS

Analisis bacteriologico en muestras de orina y fluido vaginal, para el diagndstico
temprano de enfermedades infecciosas en pacientes embarazadas que acuden al Centro de
Salud Universitario de Motupe.

Fecha: ...

Datos del Paciente: ...........................

Numerode cédula: ............................

Semanas de gestacion: ......................

En el marco del proyecto de vinculacion: “Andlisis bacteriol6gico en muestras de orina 'y
fluido vaginal, para el diagndstico temprano de enfermedades infecciosas en pacientes
embarazadas que acuden al Centro de Salud Universitario de Motupe” bajo la responsabilidad
de: Ivanova Zuiiga, Maria del Cisne Luzuriaga, [liana Delgado, Daniel Riascos, miembros de la
comision de vinculacion de la carrera de Laboratorio Clinico de la Facultad de la Salud Humana.

Para ejecucion del mismo, se necesita la recoleccion de muestras de orina y fluido vaginal
de las pacientes embarazadas que acuden a sus atenciones prenatales al Centro de Salud
Universitario de Motupe.

Los participantes del proyecto son quienes tomaran la muestra con las respectivas
indicaciones para una correcta toma de muestra y de esa manera poder realizar correctamente el
analisis, mismo que se llevara a cabo en los laboratorios de docencia de la Facultad de Salud
Humana.

Considerando que la muestra de orina sera recolectada por el paciente, debe tener en cuenta
ciertas indicaciones: aseo previo antes de la toma de muestra, debera recoger la primera miccion de
la mafiana, segundo chorro con toda la asepsia posible.

Toda la informacion recolectada sera recopilada y procesara con estricta confidencialidad
para asegurar la privacidad de las pacientes embarazadas.

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA OBTENCION DE

MUESTRAS
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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, duracién, proposito,
inconvenientes y riesgos relacionados con el estudio indicado, declaro mediante la presente que, he
facilitado la informacion completa hasta mi conocimiento sobre mi estado de salud; que he sido
informado de manera clara y sencilla por parte de la investigadora, de todos los aspectos
relacionados con el proyecto y estoy de acuerdo con el procedimiento que se ha propuesto; que
esta claro, que mi participacién en dicho proyecto consiste en entregar una muestra de orina 'y
fluido vaginal para que sea procesada y no serd empleada para otros fines sin mi consentimiento.

Declaro que he sido informada de las ventajas e inconvenientes de mi participacion en el
proyecto. Que he escuchado, leido y comprendido toda la informacién recibida y se me ha dado la
oportunidad de preguntar lo que he necesitado sobre el proyecto. Ademas, al ser un proyecto
coordinado por: Ivanova Zuiiiga, Maria del Cisne Luzuriaga, lliana Delgado, Daniel Riascos,
miembros de la comision de vinculacion de la carrera de Laboratorio Clinico de la Facultad de la
Salud Humana, por lo que me han 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 ningun aspecto se me ha ofrecido ni prendo recibir ningun beneficio de tipo
econoémico producto de los hallazgos que puedan producirse en el referido proyecto.

Que puedo retirarme del proyecto en caso de considerar que el mismo ya no es de mi

interés o conveniencia.

Nombre, firma y nimero de cédula Nombre, firma y nimero de

del paciente. cédula del testigo

NEGATIVA DEL CONSENTIMIENTO INFORME

Fecha: ...l

Siendo mayor de edad, en uso pleno de mis facultades mentales y sin presion, coaccién ni
violencia alguna, NO autorizo y se niego a que se me realice el procedimiento propuesto,
responsabilidades futuras de cualquier indole al servicio de salud y a la intervencion sugerida.
REVOCATORIA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

De forma libre y voluntaria, revoco el consentimiento realizado en fecha y manifiesto
expresamente mi deseo de no continuar con el procedimiento médico que doy por finalizado en
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esta fecha: Libero de responsabilidades futuras de cualquier indole al establecimiento de salud y al

profesional sanitario que me atiende.

Nombre, firma y nimero de cédula Nombre, firma y nimero de

del paciente. cedula del testigo.
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Anexo 2 Formato de registro de datos personales

UNIVERSIDAD
INACIONAL DE LOJA

= FACULTAD DE SALUD

HUMANA
CARRERA DE
LABORATORIO CLINICO
LABORATORIO DE
MICROBIOLOGIA
Calle Manuel Monteros y

Carlos Romén Loja

HOJA DE
TRABAJO

REGISTRO DE
MUESTRAS DE
SECRECION VAGINAL

CODIGO:

DATOS GENERALES ANALISIS ANALISIS MICROBIOLOGICO
MICROSCOPICO
N°® | Fecha | Nombres | # Edad | KOH Crecimiento | Tipificacion | ANTIFUNGIGRAMA
C. Sabouraud en
CHROMO

24 h: Color: VOR:
48 h: Especie: FCA:
72 h:

24 h: Color: VOR:
48 h: Especie: FCA:
72 h:

24 h: Color: VOR:
48 h: Especie: FCA:
72 h:

24 h: Color: VOR:
48 h: Especie: FCA:
72 h:

24 h: Color: VOR:

25




48 h: Especie: FCA:
72 h:
24 h: Color: VOR:
48 h: Especie: FCA:
72 h:
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Anexo 3 Protocolo para toma de muestra de secrecion vaginal.

Universidad Nacional de Loja Cadigo:
Facultad de Salud Humana RECOLECCI Revision: 1
Carrera de Laboratorio Clinico | ON DE MUESTRAS: Edicién: 1
Calles Manuel Monteros 072-571579 Secrecién Vaginal Fecha:
Est. 302 Pagina: 1/3
AREA: MICROBIOLOGIA

TOMA DE MUESTRAS DE SECRECION VAGINAL
Objetivo: Describir el método de recoleccion de la muestra de secrecion vaginal para que
posterior tenga su analisis correspondiente.
Alcance: Esta técnica permite el analisis de este espécimen bioldgico que serad analizado con
fines diagnosticos.
Definiciones: Mezcla de fluido y células de la vagina que varia en su aspecto.
Descripcion del procedimiento:

Recursos-materiales:

Equipo de proteccion personal para el personal que va a recolectar la muestra.

Camilla Ginecoldgica

Espéculo estéril

Hisopos estériles (medio de transporte Stuart).

Gradilla

Universidad Nacional de Loja Cadigo:
Facultad de Salud Humana RECOLECCI Revision: 1
Carrera de Laboratorio Clinico | ON DE MUESTRAS: Edicion: 1
Calles Manuel Monteros 072-571579 Secrecién Vaginal Fecha:
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AREA: MICROBIOLOGIA

Procedimiento:

1. Se explicara a la paciente referente al procedimiento con el fin de resolver cualquier

inquietud o duda.

Se pediré que se descubra los genitales en la sala de exploracion cubriéndose con un pafio o
bata.

Se le indicara a la paciente que se coloque en la camilla en posicion ginecoldgica, es decir,
colocando los pies en los estribos estando recostada en la camilla.

Se prepara el material y el personal se realizara la asepsia correspondiente, asi mismo se
colocara lo que es su equipo de proteccion personal.

Se indicara que se va a proseguir con la recoleccion de la muestra.

Con la mano no dominante se separa los labios vulvares y con la mano dominante se
introducira el escobillén frotando suavemente las paredes de la vagina para recolectar la
muestra.

Obtener la muestra de secrecion vaginal de la membrana mucosa de la pared vaginal con un
hisopo esteril.

Se indicara a la paciente que puede incorporarse y vestirse.

Se rotulara el tubo con la informacion correspondiente de la paciente.
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Observaciones:
La muestra no sera recolectada en caso la paciente este usando antimicoticos, cremas u
Ovulos vaginales, que se haya realizados duchas vaginales, que haya tenido relaciones sexuales
menos de 72 horas antes de la toma de muestra o si presenta algun tipo de sangrado anormal.
Bibliografia:
- Chile Ministerio De Salud Publica Servicio De Salud Maule Hospital San Juan De Dios
Curicd, R. de. (2021). Protocolo de procedimientos relacionados con el proceso de toma

de muestra y traslado.

Elaborado por: Lia Michelle Palacio

Aprobador por: Lcda. lliana Delgado,

Mg. Sc.
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Anexo 4 Protocolo para conservacion y transporte de muestras de secrecion vaginal.

Universidad Nacional de Loja
Facultad de Salud Humana

Carrera de Laboratorio Clinico
Calles Manuel Monteros 072-571579
Est. 302

AREA: MICROBIOLOGIA

TRANSPORT
E DE MUESTRAS:
Secrecion vaginal

Cadigo:
Revision: 1
Edicion: 1
Fecha:
Pagina: 1/2

TRANSPORTE DE MUESTRAS DE SECRECION VAGINAL

Objetivo: Describir las condiciones y el procedimiento adecuado para el transporte de las

muestras de secrecion vaginal.

Alcance: El presente protocolo proporciona informacion practica aplicable para el correcto

transporte de muestras de secrecion vaginal.

Definiciones: El transporte adecuado de muestras bioldgicas asegura el mantenimiento de

estas garantizando asi un resultado fiable al ser analizadas.

Recursos:

Muestras recolectadas de secrecion vaginal en medios de transporte Stuart.

Gradilla.

Empaque para el transporte de las muestras: primario, secundario y terciario.

Descripcion de técnica de transporte de la muestra:

Los medios de transporte Stuart con la muestra se colocaran en la gradilla, tomando en

cuenta que estén cerrados herméticamente con el fin de evitar una contaminacién de

estos.

La gradilla con los medios de transporte Stuart seran colocador en el empaque terciario

(cooler), el cual tendra una temperatura ambiente.

Se transportara inmediatamente para su posterior analisis.
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Cadigo:
Revision: 1
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Fecha:
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Bibliografia:

- Sanchez, |., Garcia, J., Gonzalez, J., y Orta, N. (2019). Recogida, transporte y

procesamiento general de las muestras en el laboratorio de Microbiologia. Enfermedades

Infecciosas y Microbiologia Clinica. 37 (2), 127-134.

https://doi.org/https://doi.org/10.1016/j.eimc.2017.12.002.

Elaborado por:

Lia Michelle Palacio
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Anexo 5 Protocolo para preparar medio de cultivo Sabouraud dextrosa.

Universidad Nacional de Loja Cadigo:
Facultad de Salud Humana PREPARACI Revision: 1
Carrera de Laboratorio Clinico ON DE MEDIO: Edicion: 1
Calles Manuel Monteros 072-571579 | Sabouraud dextrosa. Fecha:
Est. 302 Pagina: 1/3
AREA: MICROBIOLOGIA

PROCEDIMIENTO PARA PREPARACION DEL MEDIO SABOURAUD
DEXTROSA.

Objetivo: Describir el procedimiento para preparar Agar Sabouraud dextrosa.

Alcance: El presente procedimiento provee informacion practica y aplicable para uso del
personal de microbiologia con la finalidad de instruir sobre el correcto procedimiento y uso del
agar para aislar hongos de muestras biologicas.

Definiciones: Este medio es una modificacién de Carliers de la formulacion descrita por
Sabouraud para el cultivo de hongos, particularmente til para los hongos asociados con
infecciones de la piel.

Composicion del Agar:

Dextrosa 40.000 gr/L

Micoldgica, peptona 10.000 gr/L

Agar 15.000 gr/L

pH final (a 25°C) 5.6 £ 0.2
Procedimiento para la preparacion del medio:
1. Se debe suspender 65 gramos del agar en 1000 ml de agua destilada.

2. Se calentara a ebullicion para disolver completamente el medio.
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3. Posterior se esterilizara en la autoclave a 15 libras de presion (121°C) durante 15 minutos.
4. Se colocara en las cajas monopetri y se dejara enfriar hasta su posterior almacenamiento,
Precauciones: No se deben utilizar placas que evidencien contaminacion microbiana,
decoloracién, deshidrataciéon, grietas o cualquier otro signo de deterioro. Se deberd cumplir la
asepsia y con el adecuado desecho de productos usados.
Control de calidad:
- Aparicion: Es un polvo homogéneo de flujo libre color crema a amarillo.
- Gelificante: Es firme, comparable al gel de agar.
- Colory claridad del medio preparado: Color &mbar claro y ligeramente opalescente en
las placas de Petri.
- Reaccion: La reaccidn de solucion acuosa al 6,5 % p/v a 25 °C.
- pH: 5.40-5.80.
Resultados: Si se siembra una muestra sospechosa a las 24 horas de incubacion un resultado
positivo proyectaria un buen crecimiento y colonias blanquecinas, en caso de ser negativo no hay

crecimiento y el medio seria de color ambar claro.

33




Universidad Nacional de Loja
Facultad de Salud Humana

Carrera de Laboratorio Clinico
Calles Manuel Monteros 072-571579
Est. 302

AREA: MICROBIOLOGIA
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Almacenamiento: Se almacenaran a una temperatura de 30°C en un recipiente

herméticamente cerrado y el medio preparado de 2-8 °C.

Bibliografia:

- HiMedia, L. (2011). Sabouraud Dextrose Agar M063 (1-2).

Elaborado por:

Lia Michelle Palacio

Aprobador por:

Lcda. lliana Delgado,

Mg. Sc.
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Anexo 6 Inserto de medio Agar Sabouraud dextrosa proporcionado por el proveedor.
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Anexo 7 Protocolo para preparar medio CHROMagar-Candida.

Universidad Nacional de Loja Cadigo:
Facultad de Salud Humana PREPARACI Revision: 1
Carrera de Laboratorio Clinico ON DE MEDIO: Edicién: 1
Calles Manuel Monteros 072-571579 CHROMAGgar Fecha:
Est. 302 Pagina: 1/3
AREA: MICROBIOLOGIA

PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DEL MEDIO CHROMAGgar

Objetivo: Describir el procedimiento para preparar Agar CHROMAgar.

Alcance: El presente procedimiento provee informacidn practica y aplicable para uso del
personal de microbiologia con la finalidad de instruir sobre el correcto procedimiento y uso del
agar para la identificacién de especies de Candida en muestras bioldgicas.

Definiciones: Este Agar es una formulacion cromdgena alternativa a los medios
tradicionales para la deteccion y aislamiento de Candida spp.

Composicion del Agar:

Glucosa 20.00 gr/L
- Mezcla Cromogena 0.40 gr/L
- Peptone 10.00 gr/L
- Agar bacteriolégico 15.00 gr/L
- Clorafenicol 0.50 gr/L
- pHfinal 6.1 0.2 a 25°C
Procedimiento:
1. Suspender 45,9 gramos del medio en un litro de agua destilada.

2. Se mezclara bien y se disolvera por calentamiento con agitacion frecuente.
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3. Se dejara hervir durante un minuto hasta la disolucion completa, se evitara el
sobrecalentamiento, NO AUTOCLAVE.
4. Dispensar en platos Petri.

Precauciones: No se deben utilizar placas que evidencien contaminacion microbiana,
decoloracién, deshidratacién, grietas o cualquier otro signo de deterioro. Se debera cumplir la
asepsia y con el adecuado desecho de productos usados.

Control de calidad: Realizar el control de calidad de acuerdo con la utilizacion del medio
puede aislar cepas ATCC y se verificara el color que proyecten.

Resultados: Los resultados seran reportados después de 48 horas de incubacion siguiendo

siguiente tabla:

Microorgani Crecimiento Color de la
smo colonia
Candida Bueno Azul
tropicalis
Candida Bueno Verde
albicans
Candida Bueno Purpura-Rosa
krusei
Candida Bueno Blanco claro-

Se

la

38




parasilosis Purpura
Candida Bueno Blanco claro-
glabrata Purpura

Realizado por: Lia Michelle Palacio L. Fuente: Conda, L (2014)
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PREPARACI

Cadigo:
Revision: 1
Edicion: 1
Fecha:
Pagina: 3/3

Candida krusei
ATCC 34135

Candida albvcans
ATCC 10231

Candida
ATCC 1369

Almacenamiento: Se mantendra sellado correctamente el medio en polvo con el fin de

evitar la hidratacion de este, ya preparados los medios se almacenaran a una temperatura de 8-

15°C.

Bibliografia:

- Conda, L. (2014). Candida. Micro & Molecular Biologia, 1-2.

Elaborado por:

Lia Michelle Palacio

39




el ,fl/[i/ :
i

Aprobador por:

Lcda. Iliana Delgado,
Mg. Sc.
ILIANA S e o

ALICIA /e
DELGADOQ o2z

40



Anexo 8 Inserto de CHROMagar-Candida proporcionado por proveedor.
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Anexo 9 Protocolo para preparar medio Miller hinton.
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PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DEL MEDIO MUELLER HINTON
SUPLEMENTADO CON GLUCOSA Y AZUL DE METILENO.

Objetivo: Preparacion del medio Mueller Hinton con el fin de ser utilizado para la medir la
susceptibilidad de los agentes fungicos utilizando discos antifungicos.

Alcance: El presente procedimiento provee informacién practica y aplicable para uso del
personal de microbiologia con la finalidad de instruir sobre el correcto procedimiento y uso del
agar para medir la susceptibilidad de los agentes fungicos frente a discos antifungicos.

Definiciones: Este medio es un tipo de prueba de susceptibilidad para predecir a través de
una evaluacién in vitro la probabilidad de tratar con éxito la infeccion de un paciente con un agente
antimicrobiano particular.

Composicion del Agar:

Hidrolizado de &cido de caseina 17.500 gr/L
- Infusién de corazon de ternera 2.000 gr/L

- Almidon soluble 1.500 gr/L

- Agar 17.000 gr/L

- pHfinal (@25°C)7.3+0.2

- Solucion madre de glucosa al 40%.

- Solucion azul de metileno (5 mg/ml).
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Procedimiento:
1. Se debe suspender 38 gramos del agar en 1000 ml de agua destilada.
2. Se debe suspender 20 gramos de solucion madre de glucosa en 1000 ml de agua destilada.
3. Se debera suspender 100 microlitros de solucion de azul de metileno en 1000 ml de agua de
destilada.
4. Se calentara hasta ebullicion para disolver completamente el medio.
5. Se esterilizar en autoclave a 15 libras de presion (121°C) durante 15 minutos.
6. Se mezclardn y se dejara dosificar segun se desee en las cajas Petri.

Precauciones: No se deben utilizar placas que evidencien contaminacién microbiana,
decoloracién, deshidratacién, grietas o cualquier otro signo de deterioro. Se debera cumplir la
asepsia y con el adecuado desecho de productos usados.

Control de calidad:

- Aparicion: Es un polvo homogéneo de flujo libre color crema a amarillo.

- Gelificante: Es firme, comparable al gel de agar.

- Reaccion: La reaccidn de solucion acuosa al 3,8 % p/v a 25 °C.

- pH: 7.10-7.50

Almacenamiento: Se conservara a una temperatura por debajo de 30 °C en un recipiente

bien cerrado y el medio preparado a 2-8 °C.
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Anexo 10 Inserto del medio Agar Maller hinton.

-

: Technical Data
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Anexo 11 Formato de registro de temperatura de refrigerador e incubadora.
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Anexo 12 Formato de registro de temperatura de la incubadora.
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Anexo 13 Protocolo para realizar control de calidad de cepa conocida de Candida.

Universidad Nacional de Loja Cadigo:
Facultad de Salud Humana PROTOCOLO Revision: 1
Carrera de Laboratorio Clinico | PARA: reconstitucion Edicion: 1
Calles Manuel Monteros 072-571579 | de cepa conocida de Fecha:
Est. 302 Candida Pagina: 1/2
AREA: MICROBIOLOGIA

PROCEDIMIENTO PARA REALIZAR CONTROL DE CALIDAD CON CEPA
CONOCIDA DE CANDIDA.

Objetivo: Verificar que los resultados obtenidos de los medios Agar SABOUDAUD,
CHROMagar-Candida y MULLER HINTON sean los descritos por el fabricante.

Alcance:

Principio: Los medios de cultivo son una herramienta fundamental en lo que es el analisis
microbioldgico, por lo cual al realizar lo que son controles de calidad de los medios preparados es
vital, esto con el fin de verificar si estos cumplen con sus especificaciones y si las técnicas aplicas
en su preparacion son las correctas.

Materiales:

- Cepa control: Candida albicans (ATTC 90028).
- Medio Agar Sabouraud.
- Medio CHROMagar-Candida.
Medio Miller hinton suplementado.
- Discos antimicoticos.
- Asa de siembra.
- Lampara de alcohol.

- Densitémetro.
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Universidad Nacional de Loja Cadigo:
Facultad de Salud Humana PROTOCOLO Revision: 1
Carrera de Laboratorio Clinico | PARA: reconstitucion Edicién: 1
Calles Manuel Monteros 072-571579 | de cepa conocida de Fecha:
Est. 302 Candida Pagina: 2/2
AREA: MICROBIOLOGIA
- Incubadora.

Procedimiento:

Realizar la resiembra de la cepa control en Agar Sabouraud.
Incubar a 35 °C por 24 a 72 horas.

Verificar el crecimiento de las colonias de las levaduras.

Sembrar en CHROMagar-Candida y verificar el color producido por la especie.

o b~ w0 DN e

Realizar inoculo a escala 0.5 McFarland y realizar siembra en la placa de Muller hinton
uniformemente.
6. Aplicar discos antimicoticos.

Resultados:

-  CHROMagar-Candida: Color verde, Candida albicans:
- Antibiograma: Debe presentar sensibilidad a los discos testeados, didmetro de
fluconazole (28-39 mm) y el didmetro de voriconazole (31-42 mm)
Referencia bibliogréfica:

- MediMark. (2021). Instrucciones de uso previsto.
- Peman, J., Martin-Mazuelos, E., y Rubio Calvo, Ma. C. (2010). Identificacion y

diagndstico en micologia clinica guia practica. Revista Iberoamericana de Micologia.

Elaborado por: Lia Michelle Palacio
L g

Aprobador por: Lcda. lliana Delgado,
Mg. Sc.
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Anexo 14 Protocolo para aislamiento del agente flngico de las muestras de secrecion vaginal en medio
Sabouraud dextrosa.

Universidad Nacional de Loja Cadigo:
Facultad de Salud Humana AISLAMIENT Revision: 1
Carrera de Laboratorio Clinico O DEL AGENTE Edicion: 1
Calles Manuel Monteros 072-571579 FUNGICO Fecha:
Est. 302 Pagina: 1/2
AREA: MICROBIOLOGIA

AISLAMIENTO DEL AGENTE FUNGICO DE LA MUESTRA DE SECRECION
VAGINAL

Obijetivo: Inocular la muestra bioldgica de secrecion vaginal en el agar sabouraud dextrosa
para la identificacion posterior.

Alcance: El presente procedimiento provee informacion practica y aplicable para uso del
personal de microbiologia con la finalidad de instruir sobre el correcto sembrado.

Principio: El aislamiento consiste en la separacién de un determinado microorganismo del
resto de microorganismos que lo acompafian, la diferenciacion de los microorganismos va a
depender del aspecto de la colonia, su coloracion, tamafio, etc.

Materiales:

Hisopos estériles

Medios de cultivo

Céamara de bioseguridad

Incubadora
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Procedimiento:

Universidad Nacional de Loja Cadigo:
Facultad de Salud Humana AISLAMIENT Revision: 1
Carrera de Laboratorio Clinico O DEL AGENTE Edicion: 1
Calles Manuel Monteros 072-571579 FUNGICO Fecha:
Est. 302 Pagina: 2/2
AREA: MICROBIOLOGIA

1. Yacon las muestras de secrecion vaginal se realizara lo que es un extendido de las
mismas en cada medio con ayuda del hisopo estéril, realizando un extendido desde el
borde del medio para luego ser extendido.

2. Se desechara el material utilizado y se proseguira a incubar las placas en atmdsfera
aerobia a 35 £ 2 °C durante 20 — 48 h en posicion invertida.

3. Al finalizar este tiempo de incubacion se reportan resultados.

Interpretacion de resultados: Finalizado el tiempo de incubacidn se observara si existio el
crecimiento y se realizara la identificacion del hongo (u hongos) aislados de colonias claramente
definidas. Positivo cuando crecen las colonias y negativo cuando no hay crecimiento, sin embargo,
su confirmacién sera al realizar un analisis en fresco de las colonias que han crecido si existe

presencia de hongos se prosigue a tipificar y a determinar su susceptibilidad.
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Referencia bibliografica:
- Romero, M., Sanchez, O., Luis, J., Flores, C., Estrada, U., Gonzélez, H., Isabel, S.,
Romero, A., de Jesus, J., y Avila, C. (2018). Aislamiento de microorganismos de casos

clinicos de infeccién vaginal y su susceptibilidad antibacteriana 38 (1).

Elaborado por: Lia Michelle Palacio
L.
fi..]
Aprobador por: Lcda. Iliana Delgado,
Mg. Sc.
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Anexo 15 Protocolo para realizar cultivo de colonias aisladas de Candida en medio CHROMagar-
Candida.

Universidad Nacional de Loja Caodigo:
Facultad de Salud Humana TIPIFICACIO Revision: 1
Carrera de Laboratorio Clinico N DEL GENERO Edicion: 1
Calles Manuel Monteros 072-571579 CANDIDA Fecha:
Est. 302 Pagina: 1/2
AREA: MICROBIOLOGIA

TIPIFICACION DEL GENERO CANDIDA DE MUESTRAS DE SECRECION
VAGINAL

Objetivo: Reconocer y reportar las especies de Candida.

Alcance: El presente procedimiento provee informacion practica y aplicable para uso del
personal de microbiologia con la finalidad de instruir sobre el correcto sembrado.

Principio: La tipificacion se basa en la deteccion de determinadas actividades enzimaticas
por parte de las levaduras mediante la hidrélisis especifica de un sustrato cromogénico en
presencia de un indicador de la enzima.

Materiales y Equipos:

- Hisopos estériles

- Medios de cultivo

- Céamara de bioseguridad

- Incubadora

Procedimiento:

1. Se seleccionara una colonia pura de del medio Agar Sabouraud.
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2. Con un hisopo estéril se tomara dicha colonia identificada y se realizard un extendido en

la superficie del medio CHROMagar-Candida.

3. Se desechara el material utilizado y se proseguira a incubar las placas en atmdsfera

aerobia a 35 £ 2 °C durante 20 — 48 h en posicion invertida.

Universidad Nacional de Loja
Facultad de Salud Humana
Carrera de Laboratorio Clinico
Calles Manuel Monteros 072-571579
Est. 302

AREA: MICROBIOLOGIA

TIPIFICACIO
N DEL GENERO
CANDIDA

Codigo:
Revision: 1
Edicion: 1
Fecha:
Pagina: 2/2

4. Al finalizar este tiempo de incubacion se reportan resultados.

Interpretacion de resultados: Las colonias presentaran un color verde de claro a mediano

(C. albicans), rosado claro a rosa con un borde blancuzco (C. krusei) o bien azul verdoso a azul

metalico con o sin halos violetas (C. tropicalis). Otras especies de Candida y otras levaduras

presentan un color malva de claro a oscuro (rosado a violeta).

Referencia bibliografica:

- Zaror, L., & Valdevenito, M. (2018). Tipificacion de cepas de Candida. Boletin

Micoldgico, Vol. 7. https://doi.org/https://doi.org/10.22370/bolmicol.1992.7.0.128

Elaborado por:

Lia Michelle Palacio

S

Aprobador por:

Lcda. Iliana Delgado,
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Anexo 16 Protocolo para realizacidn de antifungigrama para determinar la susceptibilidad de las especies
identificadas.

Universidad Nacional de Loja Cadigo:
Facultad de Salud Humana ANTIFUNGIG Revision: 1
Carrera de Laboratorio Clinico RAMA Edicion: 1
Calles Manuel Monteros 072-571579 Fecha:
Est. 302 Pagina: 1/3
AREA: MICROBIOLOGIA

ANTIFUNGIGRAMA PARA MEDIR LA SUSCEPTIBILIDAD DE LAS ESPECIES
IDENTIFICADAS

Objetivo: Interpretar la sensibilidad, intermedio y resistencia de Candida spp. identificadas
frente a los antiflngicos testados.

Alcance: El presente procedimiento provee informacion practica y aplicable para uso del
personal de microbiologia con la finalidad de instruir sobre el correcto sembrado.

Principio: Los antifungigramas permiten conocer la actividad in vitro de los antiflngicos
para asi pronosticar el resultado terapéutico de determinado tratamiento antiflngico.

Materiales y Equipos:

- Hisopos estériles

- Medios de cultivo

- Discos para antifungigrama

- Camara de bioseguridad

- Incubadora

- Agua destilada estéril
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- Densitémetro
- Pinzas

- Lampara de alcohol

Universidad Nacional de Loja Cadigo:
Facultad de Salud Humana ANTIFUNGIG Revision: 1
Carrera de Laboratorio Clinico RAMA Edicion: 1
Calles Manuel Monteros 072-571579 Fecha:
Est. 302 Pagina: 2/3
AREA: MICROBIOLOGIA

Procedimiento:

1. Se seleccionara una colonia pura de del medio Agar Sabouraud, con un hisopo estéril se
tomaré dicha colonia identificada y se realizara el inoculo a escala de 0.5 McFarland.

2. Con un hisopo estéril se sumergira en la suspension del inoculo y se realizaré la siembra en
toda la placa.

3. Se dejaré secar la placa de 3-5 min y se aplicaran los discos los cuales tendran que ser
colocados dejando el espacio correspondiente de un cm.

4. Se desechard el material utilizado y se proseguira a incubar las placas en atmdsfera aerobia
a 35+ 2 °C durante 20 — 48 h en posicion invertida.

5. Al finalizar este tiempo de incubacién se reportan resultados.

Interpretacion de resultados: Para la interpretacion de resultados, se tendra que medir el
diametro de los halos formados tomando en cuenta a que antifingicos se presentaran sensibles,
intermedios o resistentes, segn el manual del CLSI.

Resultados: Debemos dirigirnos con el manual de CLSI para la interpretacion de los punto

de corte de sensibilidad, intermedio y resistente, de acuerdo con el antifungico testado.
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Antifingico Carga del disco CHfacr {rmen) Chll (ag/mi)
R 5 R 5-DD 5
Flucanazol 25 g =14 =19 =84 16 - 32 =B
Woriconazol 1pg =13 =17 =4 2 =1
Caspolungina 5 g =10" =11 > - =
S, sermible. 5-D0, sersible dependiends de la dosis. R, esstemie. Mo sersibie.
Universidad Nacional de Loja Caodigo:
Facultad de Salud Humana ANTIFUNGIG Revisién: 1
Carrera de Laboratorio Clinico RAMA Edicion: 1
Calles Manuel Monteros 072-571579 Fecha:
Est. 302 Pagina: 3/3

AREA: MICROBIOLOGIA

Referencia bibliografica:

- Castro Méndez, C., Garcia Sanchez, E., & Martin-Mazuelos, E. (2019). Actualizacion de

las pruebas de susceptibilidad antifungica in vitro. Enfermedades Infecciosas y

Microbiologia Clinica, 37, 32—-39. https://doi.org/10.1016/S0213-005X(19)30180-6

- Peman, J., Martin-Mazuelos, E., y Rubio Calvo, Ma. C. (2010). Identificacion y

diagnostico en micologia clinica guia practica. Revista Iberoamericana de Micologia.

Elaborado por:

Lia Michelle Palacio

Aprobador por:

Mg. Sc.

Lcda. Iliana Delgado,
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Anexo 17 Oficio de estructura y coherencia.

Of. Mro. 2022-00157-CLC-FSH-UML
Loja, 08 de febrero de 2022

Sefiorita

Lia Michelle Palacio Lapo i

ESTUDIANTE DE LA CARRERA DE LABORATORIO CLINICO DE LA FACULTAD DE
LA SALUD HUMAMNA-UNL.

Ciudad. -

De mi consideracion:

Por medio del presents, ma permito comer traslado el Oficio emitido por la Lic. lliana Alicia
Delgado, docente de la Carmera de Laboratorio Clinico, con respeto a la esiructura,
coherencia y perlinencia del lema de investigacidn: "TIPIFICACION DE CANDIDA ¥
ANTIFUNGIGRAMA EM MUESTRAS DE SECRECION VAGIMAL DE PACIENTES
EMEARAZADAS QUE ASISTEN AL CENTRO DE SALUD MOTUPE™, de su auloria, con
la finalidad de que se siga el proceso, guedando aprobado el mismo por parte da esta
dependencia; y, e continie con &l proceso cormespondienie de conformidad a los A, 225,
226, 22T, 228, 228 y 230 del Reglamento de Régimen Académico de la Universidad Macional
de Loja.

Particular que me parmilo comunica para fines legales pertinentes.

Afentamenie,

Dra. sp. Sandra Freire Cuesta,
DIRECTORA DE LA CARRERA DE
LABORATORIO CLINICO-FSH. UNL.
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Anexo 18 Certificado de inglés.

Lic. Mirian Carmen Sanchez Azuero
EMGLISH TEACHER

CERTIFICA:

Que el documento aqui compuesto es fiel traduccidn del idioma espafiol al idioma ingles del
resurmnen de tesis "Tipificacién de Candida y antifungigrama en muestras de secrecion vaginal
de pacientes embarazadas que asisten al Centro de Salud Motupe®, autoria de Lia Michelle
Palacio Lapo con nimero de cédula 1106041807, estudiante de la carrera de Laboratorio
Clinico de la Universidad Nacional de Loja.

Lo certifico en honor a la verdad y autorizo a la interesada hacer uso del presente en lo gue a
5us intereses convenga

Loja, 22 de octubre de 2022

Lic. Mirian Carmen Sanchez Azuero
11054043186
ENGLISH TEACHER
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