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RESUMEN

La investigacion se realiz6 con el objetivo de comprobar la efectividad del
Fluconazol 25 pg contra cepas hospitalarias de Candida albicans utilizadas a
una concentracion de 10% y 10° principal agente causal de algunas
enfermedades vaginales como la vaginitis y su posible inhibicion con
Lactobacillus rhamnosus (HOWARU™) utilizado a una concentracién de 10°
y 107 como microorganismo inhibidor, las cepas de Candida albicans se
aislaron de las muestras y se inocularon en Agar Saboraud Dextrosa donde
todas las cepas en las muestras hospitalarias presentaron colonias
caracteristicas de Candida albicans y para su identificacion se realizaron
diferentes pruebas como la tincion al gram, prueba de formacion de tubos
germinales y la prueba de formacién de Clamidosporas donde se encontré
que todas las muestras hospitalarias presentaron morfologia microscopica
caracteristica de Candida albicans por lo tanto se identificaron como cepas de

Candida albicans.

Se realiz6 la comprobacién de la efectividad del Fluconazol 25 pg contra las
cepas hospitalarias de Candida albicans 10%y 10° mediante el método de
dilucion en Agar Modificado en el cual el Fluconazol 25 ug fue efectivo para
las muestras 1,2,3 de Candida albicans 10° debido a que inhibi6 al
microorganismo y no fue efectivo para las muestras hospitalarias 4,5,6 de
Candida albicans 103. En las seis muestras hospitalarias de Candida albicans
10° el Fluconazol 25 pg no fue efectivo ya que no inhibié el crecimiento del

microorganismo.

Las cepas hospitalarias de Candida albicans 10 y 10° con Lactobacillus
rhamnosus 106y 107 presento inhibicién solamente en la concentraciéon 103 en
las muestras hospitalarias 1,2,3 de Candida albicans esto es debido a que
Lactobacillus rhamnosus ataca directamente al crecimiento del
microorganismo debido a la formacién de bacteriocinas y la formacion de
acido lactico, las cepas hospitalarias de Candida albicans 103 en las muestras

4,5,6 y para las seis muestras de Candida albicans 10° el Lactobacillus



rhamnosus 108 y 107 no inhibié al microorganismo. Todos los andlisis y
ensayos se realizaron en el Laboratorio de Microbiologia del Centro de
Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD) durante el periodo de
septiembre 2016 a mayo del 2017.

Con los resultados obtenidos se concluye que el Lactobacillus rhamnosus a
una concentracion de 10°y 107 es mas efectivo que el Fluconazol 25 ug y se
recomienda disminuir el uso excesivo del Fluconazol para el tratamiento de
enfermedades vaginales porque puede generar resistencia de la Candida

albicans a los antifungicos.
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1.0 INTRODUCCION

La mayoria de las enfermedades infecciosas vaginales como la vaginitis son
causadas por microorganismos como la Candida albicans segun los
lineamientos técnicos para el control de las infecciones de transmisién sexual
del Ministerio de Salud, la incidencia de las enfermedades vaginales en las
mujeres como la vaginitis y la candidiasis va en incremento, se estima que el
75% de las mujeres han tenido candidiasis una vez en su vida y el 5% han

presentado episodios recurrentes de esta. (20

La presente investigacion se proyectdé a establecer un punto de partida a
futuras investigaciones sobre la efectividad del Fluconazol 25 ug contra cepas
hospitalarias de Candida albicans, ante la necesidad de darle un tratamiento
a los problemas de salud de la sociedad Salvadorefia debido al alto indice de
enfermedades vaginales en las mujeres, de ahi la importancia de la
investigacion que se baso en la comprobacién de la efectividad del Fluconazol
25 g sobre cepas de Candida albicans aisladas de muestras proporcionadas
por Hospitales Nacionales del pais que fueron utilizadas a una concentracién
de 103y 10° y una posible inhibicién con Lactobacillus rhamnosus a una
concentracion de 108y 107; el Lactobacillus rhamnosus es un microorganismo
gue se encuentra en la microbiota normal en la vagina de la mujer y el cual se

utiliza como tratamiento alternativo de enfermedades vaginales.

El tipo de estudio realizado fue: prospectivo, transversal y experimental, donde
se realiz6 una investigacion bibliogréfica y de campo, se proporcionaron por
Hospitales Nacionales seleccionados del pais seis muestras en placas de
Petri con Agar Sangre que contenian colonias sospechosas de Candida
albicans aisladas de muestras de fluido vaginal, debido a la dificultad de poder
tomar las muestras directamente de las pacientes con sospechas de
enfermedades vaginales y la dificultad de los Hospitales Nacionales de
proporcionarlas solo se utilizaron seis muestras. Las muestras fueron
transportadas en una hielera a una temperatura de refrigeracion hacia el

Laboratorio de Microbiologia del Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud
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(CENSALUD) donde se procesaron, se realizo la identificacion de las cepas
hospitalarias de Candida albicans a través de la tincién al gram, prueba de
tubos germinales, prueba de formacion de Clamidosporas, la comprobacion
de la efectividad del Fluconazol a 25 ug contra cepas hospitalarias de Candida
albicans 10y 10°y la inhibicién con Lactobacillus rhamnosus 108y 107 por la
técnica de dilucion en agar modificado, la investigacion se realiz6 en el
Laboratorio de Microbiologia del Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud
(CENSALUD), durante los meses de septiembre del afio 2016 a mayo del afio
2017.
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2.2.

2.0 OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

2.1.1.

Comprobar la efectividad del antifungico Fluconazol contra
Candida albicans y su posible inhibicion con Lactobacillus
rhamnosus (HOWARU™),

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

2.2.1.

2.2.2.

2.2.3.

2.2.4.

2.2.5.

Aislar la Candida albicans de las muestras hospitalarias de fluido

vaginal.

Identificar la Candida albicans de las muestras hospitalarias de

fluido vaginal.

Determinar la efectividad del Fluconazol contra la Candida
albicans a una concentraciéon de 10° y 10° a través de la técnica
de Dilucién en agar modificado.

Evaluar la inhibicion del hongo levaduriforme Candida albicans
a una concentraciéon de 103y 10° con Lactobacillus rhamnosus
(HOWARU™) a una concentracién de 10° y 107 a través de la

técnica de Dilucion en agar modificado.

Comparar los resultados obtenidos de las cepas aisladas de
Candida albicans hospitalaria con respecto a los resultados
obtenidos de la cepa patron ATCC 10231 a concentracion 103y
10° sensible a antifingico.
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3.0 MARCO TEORICO

3. GENERALIDADES.

3.1. EPIDEMIOLOGIA.

La incidencia de infecciones por levaduras del género Candida se ha
incrementado en los udltimos 30 afios, asimismo ha aumentado la frecuencia
de candidiasis vulvovaginal. Se estima que 75 % de las mujeres padecen al
menos un episodio de candidiasis vulvovaginal durante su vida, y 40 a 50 %
desarrolla infeccion vaginal recurrente por Candida albicans y adicionalmente
en 5 % de las mujeres adultas se presentan episodios de candidiasis
vulvovaginal recurrente refractaria al tratamiento. Los progresos en la
comprension de la patogénesis y epidemiologia de la candidiasis vulvovaginal
recurrente fueron escasos durante muchos afios por causa de la falta de un
sistema de identificacién de Candida albicans que diferenciara entre recidiva
y reinfeccion, porque basicamente el diagndéstico se realizaba solo de forma
clinica sin confirmacion por estudio micolégico de laboratorio. Actualmente,
seria interesante someter este criterio a nuevas discusiones, considerando el
conocimiento de que hasta 20 % de la candidiasis vulvovaginal son
ocasionadas por especies del género Candida distintas a C. albicans y por
otros géneros de levaduras que no producen filamentos al parasitar, cuyos
sintomas pueden ser clinicamente casi indistinguibles de los causados por C.
albicans. (20

Las especies de Candida causan infecciones micéticas oportunistas
encontradas con mas frecuencia. Este tipo de infeccion es causada por varias
especies de candida aunque Candida albicans es el agente etiolégico mas
comun. Otras levaduras son parte de la flora enddégena normal y se cree que
las infecciones son de origen enddgeno.

En los dltimos 30 afios hemos asistido a un notable incremento en la

incidencia de candidiasis vaginal. Aunque globalmente la C. albicans sigue
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siendo la especie mas importante. 7y La profilaxis antifingica con azoles
instaurada en la ultima década, junto con otros factores, han ocasionado una
redistribucién en las especies de Candida causantes de infeccion. Durante el
periodo revisado (1996-2005), varios trabajos han confirmado el impacto de
las profilaxis con azoles en la emergencia de especies distintas de Candida
albicans. El amplio uso de Fluconazol ha podido reducir la prevalencia de C.
albicans, con un incremento de especies menos sensibles o resistentes a

Fluconazol, como Candida glabrata y Candida krusei. (12)

3.1.1. EPIDEMIOLOGIA DE LAS MICOSIS INVASORAS CAUSADAS POR
EL GENERO Candida.

Sin lugar a dudas, la candidemia es la enfermedad flngica invasora (EFI) méas
comun y aunque hay descritas mas de cien especies distintas de Candida, el
95-97% de todas las EFI producidas por levaduras de este género estan
causadas por solo cinco especies: Candida albicans, Candida glabrata,
Candida parapsilosis, Candida tropicalis y Candida krusei. ElI 3—-5% restante
se encuentra representado por un grupo de 15-18 especies diferentes entre
las que destacan Candida guilliermondii, Candida lusitaniae y Candida rugosa.
La variabilidad geografica en la distribucion de las especies causantes de
candidemia es un hecho ampliamente reconocido y, puesto que la sensibilidad
de las mismas a los antifingicos no es uniforme, antes de instaurar un
tratamiento antifGngico empirico frente a estas graves infecciones es
aconsejable conocer la realidad epidemiolégica del entorno del paciente y del
centro en que es asistido.

Por lo tanto, es muy importante conocer la realidad epidemiolégica de cada
region o pais (que tampoco suele ser globalmente uniforme) y las
caracteristicas propias de cada centro hospitalario con sus poblaciones
especiales de pacientes y diferentes estrategias terapéuticas antifingicas. (15
La estratificacion de los pacientes segun el mayor o el menor riesgo de
presentar una infeccion fungica invasiva (IFl) y el uso de diversas estrategias

terapéuticas (tratamientos profilacticos, empiricos, anticipados o dirigidos) se
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ha acompafiado de cambios significativos en la epidemiologia de las
infecciones fungicas y de un mejor prondstico y supervivencia.

Tradicionalmente, los agentes etiologicos mas frecuentes eran las levaduras,
particularmente Candida albicans. Pero en los ultimos afios, coincidiendo con
la mayor utilizacion de antifungicos empiricos, y en especial Fluconazol, se ha
visto un descenso de las infecciones por Candida a favor de un incremento de
las infecciones por hongos filamentosos u otros hongos resistentes a este
azol. Fluconazol sigue siendo el tratamiento de eleccion de la candidemia en
pacientes no neutropénicos en muchas areas geograficas, aunque cada vez
es mas frecuente que las especies resistentes superen el 10% de

prevalencia. (o)

3.2. CARACTERISTICAS DEL GENERO Candida.

En cultivo o tejidos las especies de Candida crecen como levaduras ovales en
gemacion (3 a 6 um de tamafo). También forma seudohifas cuando las yemas
contindan su crecimiento pero sin desprenderse, para generar cadenas de
células alargadas pinzadas o constrefiidas en los tabiques entre las células.
Las especies de Candida producen colonias blandas, lisas, de colores
cremosos con olor a levadura y las pseudohifas se manifiestan como
crecimiento bajo la superficie del agar. (1) El género Candida esta formado por
mas de 150 diversas especies y las de interés clinico son: (C. albicans, C.

tropicalis, C. krusei, C. parapsilosis, C. guilliermondii y otras). (25

3.2.1. HABITAT DEL GENERO Candida.

En un sentido amplio, el termino habitat se aplica con propiedad a los lugares
de residencia de los microorganismos. Aunque este término se incluye en las
clasificaciones de las bacterias hay que reconocer que es solo de valor relativo
y limitado. No obstante, sirve para agrupar a las bacterias segun el lugar

donde residen habitualmente, ya que el conocimiento de la flora de alguna
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region de la tierra o de la atmosfera o la de animales y vegetales, es Util en la
orientacion. (7) Las levaduras del género Candida existen en la naturaleza, en
el suelo y agua dulce, vegetales, frutas, exudado de arboles, granos y en

general toda sustancia rica en hidratos de carbono simples. (3)

La Candida son miembros de la flora normal de la piel, las mucosas, del
aparato gastrointestinal y de la vagina. Las especies de Candida colonizan las
superficies mucosas de todos los humanos durante o poco después del

nacimiento, y el riesgo de infeccién enddgena siempre esta presente. (10

3.2.2. RESISTENCIA.

La resistencia a los antimicrobianos es la capacidad que tienen los
microorganismos (como bacterias, virus y algunos parasitos) de impedir que
los antimicrobianos (como antibioticos, antiviricos y antipaltdicos) actien
contra ellos. En consecuencia, los tratamientos habituales se vuelven
ineficaces y las infecciones persisten y pueden transmitirse a otras

personas.(2s)

Las especies de Candida mueren en noventa minutos a 60°C y en cinco a
70°C. La mayor parte de las especies resisten a la temperatura de
refrigerador, 5 a 10°C, durante largo tiempo. Los desinfectantes quimicos
usuales, mertriolato, metafen, tintura de yodo y formol a 10% son agentes
fungicidas eficaces. Las sulfonamidas y con raras excepciones los antibiéticos

candicidina y nystatin, no son inhibitorios. (o)

3.2.3. AISLAMIENTO.

Para el aislamiento del género Candida se utiliza el cultivo en agar dextrosa

Sabouraud con y sin cicloheximida. Crecimiento de colonias levaduriformes,

de bordes enteros, limitadas, poco elevadas y de color blanco. Crecen en un
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promedio de 3 a 5 dias a temperatura ambiente. Al examen microscépico, se
observan multiples levaduras, redondas u ovales, Unicas 0 en gemacion y en
ocasiones formando pseudomicelio. Algunas cepas de C. albicans y C.
dubliniensis son resistentes a la cicloheximida. El crecimiento de colonias
‘puras’ aisladas del mismo producto en cultivos consecutivos, apoya el papel

patégeno de Candida. @)

Una vez aislada la levadura, se practican las siguientes pruebas, para

confirmar C. albicans y distinguirla de otras especies:

- Filamentizacion en suero: Permite observar la formacion de tubos
germinativos entre las 2 ¥2 y 3 horas a 37°C, si la levadura a identificar
se trata de C. albicans.

- Siembraen Agar Harina de Maiz + Tween 80: Sila especie en estudio
es C. albicans, se observa, ademas de blastoconidios (levaduras
brotadas) y pseudomicelio, la formacion de clamidoconidios terminales
a las 48 horas de incubacion. La ausencia de clamidoconidios indica
qgue la especie no es Candida albicans. En éstos casos se pueden
observar levaduras y pseudomicelio o solo levaduras y se debe
informar como levadura no Candida albicans (y no como Candida

SpP.)-(25)

3.3. MORFOLOGIA Candida albicans.

C.albicans es un hongo pequefio, de tipo levadura, oval, que se reproduce por
gemacion, de 2.5 a 6 micras. Desarrolla un seudomicelio por alargamiento de
células que no llegan a desprenderse. En el esputo, tejidos y exudados
pueden verse las células en gemacion y fragmentos del seudomicelio. Las
clamidosporas tipicas sirven para distinguir C. albicans de otras especies de
Candida. Sin embargo, hay diferencias, entre las cepas de esta especie en su
capacidad de producir clamidosporas; con este propdésito se han descrito

diversos medios.
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3.3.1. CARACTERISTICAS DE CULTIVO.

C. albicans se desarrolla rapidamente (24-48 horas) a la temperatura de la
habitacion y a la de la estufa en agar glucosado de saboraud. Las colonias
son de tamafio medio, lisas, pastosas, y tienen olor a moho caracteristico. Las
mas viejas (colonias gigantes) pueden ser alveoladas en el centro y forman
surcos radiales. No hay desarrollo de superficie en caldo (48 horas); hace
fermentar la glucosa y la maltosa con produccion de acido y gas, la sacarosa
solo con &cido y no fermenta la lactosa. Las fermentaciones suelen ser

irregulares, a menos que se vigilen cuidadosamente las condiciones.

C. albicans produce una colonia filamentosa distintiva a los dos dias de
sembrada en estrias en placa de agar-eosina-azul de metileno de levine e
incubado a 37°C en atmosfera de 10% de CO.. Las diferentes especies de
Candida pueden identificarse con cierta seguridad por el tipo de colonia
producida sobre placas de agar sangre a 37°C (10 dias), el tipo de crecimiento
en caldo glucosado de Saboraud a 37°C (48 horas), la produccion y morfologia
de blatosporas, clamidosporas y pseudomicelios sobre agar-harina de maiz a
la temperatura de habitacién y la reaccién de fermentacién después de diez
dias a 37° C en glucosa, maltosa, sacarosa y lactosa. (19

3.4. PATOGENIA'Y PATOLOGIA.

3.4.1. CANDIDIASIS.

La candidiasis causada por Candida albicans es de origen enddgeno, ya que
se han aislado cepas patogenas de la boca, vagina e intestino de individuos
normales. En la mayor parte de los casos las infecciones son superficiales y
leves; con frecuencia se encuentra este organismo como invasor secundario
en procesos patologicos iniciados por otros microorganismos patdégenos o en

neoplasias. Sin embargo, hongos del tipo levadura particularmente C.
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albicans, han sido identificados como los agentes etiolégicos primarios de
infecciones micoticas de la piel y de las ufias, en bronquitis, infecciones
pulmonares, estomatitis, vaginitis, endocarditis micotica, meningitis e

infecciones generalizadas. (19)

La candidiasis superficial (cutanea o mucosa) se establece a consecuencia de
un incremento de la poblacion local de Candida y del dafio a la piel o el epitelio
que permite la invasion local por la levadura y las pseudohifas. La candidiasis
sistémica se presenta cuando la Candida penetra al torrente sanguineo y las
defensas fagociticas del huésped son inadecuadas para contener su
crecimiento y su diseminacién. Desde la circulacion la Candida puede infectar
los rifiones, fijarse a las proétesis valvulares cardiacas o producir infeccién
candidiasica casi en cualquier parte (por ejemplo, artritis, meningitis,

endoftalmitis).

La histologia local de las lesiones cutaneas o mucocutaneas se caracteriza
por reaccion inflamatoria que varia desde abscesos piogénicos hasta
granulomas cronicos. Las lesiones contienen abundantes yemas de levaduras
y pseudohifas. Después de la administracién de antimicrobianos por via oral
con frecuencia ocurre un gran incremento de la Candida en el intestino y

puede penetrar a la circulacion a través de la mucosa intestinal. (10

3.4.2. CANDIDIASIS CUTANEA Y MUCOSA.

Los factores de riesgo vinculados con la candidiasis superficial incluyen el
Sindrome de Inmunodeficiencia Humana (SIDA), el embarazo, la diabetes, los
extremos de la vida, los anticonceptivos orales y el traumatismo (quemaduras,
maceracion de la piel). El algodoncillo bucal puede ocurrir sobre la lengua,
labios, encias o paladar. Es una lesion en placas o confluente de
pseudomembranas blanquecinas compuestas de células epiteliales,
levaduras y pseudohifas. El algodoncillo bucal se desarrolla en la mayoria de

los pacientes con SIDA. Otros factores de riesgo incluyen el tratamiento con
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corticosteroides o antibioticos, el aumento de la concentracion de glucosa y la
inmunodeficiencia celular. La invasion por levaduras en la mucosa vaginal
produce vulvovaginitis, caracterizada por irritacion, prurito y secrecion

vaginal.(10)

3.4.3. VULVOVAGINITIS.

Se han formulado dos grupos de hipétesis para explicar los episodios de
vulvovaginitis candidiasica recurrente. Por un lado, se postula la reinfeccion
bien a partir de reservorios en otros sistemas organicos (sistema digestivo,
tracto urinario, etc.) o por contaminacion por transmision sexual por ejemplo.
Por otro, la verdadera recurrencia/recidiva, hipétesis basada en la similitud de
biotipos de las cepas detectadas en sucesivos episodios. Diferentes factores
han sido implicados en ambas hipétesis incluyendo aquellos que hacen
referencia al agente infeccioso y al huésped. La ausencia de una completa
erradicacion por un tratamiento inadecuado o por la existencia de cepas
resistentes puede ocasionar un fallo terapéutico y, por tanto, una recidiva. C.
albicans es habitualmente sensible a los imidazoles pero otras especies (C.
glabrata por ejemplo) son menos sensibles aumentando la frecuencia de
recidivas. También, variaciones antigénicas y mutaciones podrian estar

implicados en un aumento de la virulencia micética y consiguiente recidiva.

En cualquier caso, el posible origen de la vulvovaginitis recidivante a partir de
un reservorio intestinal es controvertido. El tipaje de los organismos obtenidos
de vagina y recto deberia revelar la presencia de una cepa idéntica, pero un
namero importante de autores han encontrado una escasa correlacion entre
los cultivos vaginales y rectales. Factores predisponentes El embarazo
predispone tanto a la infeccion candidiasica primaria como, de forma mas
importante, a las recurrencias. Ello es especialmente mas frecuente a partir
de las 28 semanas de gestacion. La infeccion en esta situacion supone un

reto terapeéutico importante probablemente debido al alto nivel de glucogeno
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producido por el epitelio vaginal estimulado por los altos niveles estrogénicos
gestacionales.

Ello supone un elemento nutritivo facilitador tanto de la multiplicacion como de
la germinacion micotica. Ademas, unos niveles elevados de progesterona
tienen unos efectos supresores de la inmunidad celular por una parte y, por
otra, un efecto promotor de una mayor expresion del gen responsable de la
sintesis celular del receptor epitelial capaz de unirse a Candida. Del mismo
modo, la utilizaciébn de anticonceptivos orales de alta dosis (ciertamente de
escasa utilizacion en la actualidad) predispone a la aparicion de micosis
vaginales. Los dispositivos intrauterinos también han sido asociados a
episodios de vaginitis micética probablemente porque los hilos actian como

reservorio.

Cualquier alteracién en los niveles de glucosa (especialmente en situaciones
de hiperglucemia y en cualquier estado en el que se produce una elevacion
del glucégeno vaginal) puede promover una candidiasis vaginal. El exceso de
glucégeno, ademas de aumentar el sustrato. Patogénesis de la candidiasis
vulvovaginal recidivante. La reinfeccién ETS Pareja puede o no estar causada
por la misma cepa. La utilizacion de antibidticos puede incrementar tanto la
colonizacion como la infeccién por Candida. Aunque diferentes estudios caso-
control no han sido definitivos en este sentido, los antibiéticos eliminarian la
flora vaginal, principal baluarte defensivo del ecosistema vaginal frente a los

hongos.(23)

Este estado con frecuencia va precedido por factores como diabetes,
embarazo, o por antibacterianos que alteran la flora microbiana, la acidez local
o las secreciones. Otras variantes de candidiasis cutanea incluyen invasion
de la piel. Esto ocurre cuando la piel se debilita por traumatismo, quemadura
0 maceracion. La infeccion intertriginosa ocurre en las partes hUmedas y tibias
del cuerpo como la axila, la ingle y los pliegues intergluteo o inframamario; es
mMas comun en personas obesas o0 en diabéticos. Las partes infectadas se

muestran rojas y hiumedas y pueden presentar vesiculas.
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La afeccion interdigital en los dedos aparece después de inmersién
prolongada y repetida en el agua; es mas comun en amas de casa, empleados
de bares, cocineros, y en quienes manejan vegetales y pescado. La invasion
de las ufas y alrededor de la placa ungueal por candida causa onicomicosis,
una inflamacion dolorosa y eritematosa del pliegue ungueal parecida a la
paroniquia pidgena, la cual con el tiempo, puede destruir la ufia.

3.4.4. CANDIDIASIS SISTEMICA.

Los catéteres permanentes, la intervencion quirdrgica, el abuso de drogas
intravenosas, la aspiracion, o el dafio a la piel o al aparato gastrointestinal
pueden causar candidemia. En la mayoria de los pacientes con defensas
normales las levaduras son eliminadas y la candidemia es transitoria. Sin
embargo, los pacientes con defensas fagociticas comprometidas pueden
desarrollar lesiones ocultas en cualquier parte, en especial rifion, piel (lesiones

maculonodulares), ojos, corazén y meninges.

La candidiasis sistémica casi siempre se correlaciona con la administracién
cronica de corticosteroides o de otros agentes inmunodepresores, con
enfermedad hematoldgica como leucemia, linfoma y anemia aplasica, o con
enfermedad granulomatosa crénica. La endocarditis candidiasica suele
acompafarse de depdsito y crecimiento de levaduras y pseudohifas sobre una
prétesis valvular o las vegetaciones cardiacas. Las infecciones del rifién
habitualmente son una manifestacion sistémica, en tanto que las infecciones
del aparato urinario en general se vinculan con una sonda de Foley, diabetes,

embarazo o antibidticos antibacterianos.

3.4.5. CANDIDIASIS CRONICA MUCOCUTANEA.
Casi todas las variedades de esta enfermedad se inician en la infancia

temprana, se vinculan con inmunodeficiencia celular y endocrinopatias, y
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como resultado se produce infeccidén superficial de alguna o de todas las
partes de piel 0 mucosas.(0)

3.4.6. FACTORES DE VIRULENCIA.

Candida albicans presenta una serie de factores de virulencia que facilitan la
colonizacion y la infeccion del hospedador. Entre ellos cabe mencionar el
dimorfismo o capacidad del hongo para desarrollar un crecimiento
levaduriforme y filamentoso, el cual favorece la evasion de los mecanismos
defensivos del hospedador. También existen otros tipos de factores de

virulencia, tales como:

- Adhesinas: que permiten la unién de la célula fungica a los receptores
del hospedador o a materiales plasticos utilizados en medicina, como
las prétesis y los catéteres.

- Proteinasas y fosfolipasas: Las cuales corresponden a enzimas que
favorecen la diseminacion por los tejidos del hospedador.

- Tigmotropismo: que permite encontrar discontinuidades entre las
células y penetrar en los tejidos.

- Produccion de toxinas y sustancias inmunosupresoras. (1s)
3.5. RESISTENCIA MICROBIANA.
La resistencia antibiotica puede ser de dos tipos: natural o intrinseca y puede

ser también adquirida.

La resistencia natural es una situacion no variable; es una capacidad propia
de cada familia, especie o grupo bacteriano. Por ejemplo, todos los gérmenes

gramnegativos son resistentes a la Vancomicina.

Por el contrario la resistencia adquirida es una capacidad que se obtiene en

el camino por asi decirlo, es variable y es adquirida por una cepa de una
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especie bacteriana. Asi, existen cepas de neumococo que han adquirido
resistencia a la penicilina, cepas de Escherichia coli resistentes a la
Ampicilina, cepas de estafilococos resistentes a la meticilina (). Esta
resistencia adquirida es la que representa una amenaza cuando se trata una
infeccion ya que el antibiético va dirigido a eliminar el agente infeccioso pero
existe el peligro que este ya sea resistente al farmaco y no cumpla con las

expectativas terapéuticas.

Las bacterias son capaces de adquirir resistencia en funcion de su variabilidad
genética pues pueden desarrollar otras vias metabodlicas alternativas
utilizando factores de crecimiento distintos de los de las células no

resistentes.(y

Pueden adquirir nuevos mecanismos de resistencia mediante mutacion o
mediante transferencia de material genético entre células bacterianas de

especies relacionadas o diferentes. (1)

3.5.1 FACTORES QUE DETERMINAN LA RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS.

Los factores implicados en la incidencia creciente de resistencia son el efecto
selectivo del uso de antimicrobianos, la diseminacion de la infeccion en
poblaciones humanas y la capacidad de los plasmidos para pasar de una

especie a otra, incluso de un género a otro.

Después de la segunda guerra mundial cuando el uso de la penicilina se
introdujo al publico en general casi todas las cepas de Staphylococcus aureus
eran susceptibles, después de esa época las proporciones han cambiado
mucho hasta el punto en que 80 a 90 % de los aislamientos actuales son
resistentes a la penicilina. Es posible que las cepas resistentes existan desde
antes de la introduccion de un antimicrobiano, pero con frecuencia tan baja
que es improbable detectarlas. Por ej. S. aureus productor de penicilasa se

encontré en colecciones de cultivos previos al desarrollo y empleo de este
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antimicrobiano, es probable que las clonas resistentes aumenten y, si son

virulentas, se diseminen.)

Hasta la introduccion en la clinica de los antifingicos azélicos en la década
de los 80 y los 90, apenas se habia planteado la necesidad de realizar
estudios de sensibilidad, ya que el Unico farmaco disponible para tratar las
infecciones por hongos habia sido durante muchos afios la Anfotericina B. La
mayoria estaban producidas por C. albicans, que era habitualmente sensible
a casi todos los antifungicos. Sin embargo, esta situaciéon cambio a finales de
la década de los 80. Por entonces se describieron los primeros casos de
fracaso del tratamiento antimicotico, que hasta entonces so6lo se habian
producido en situaciones muy restringidas y predecibles, como en las
endocarditis, y se detectaron cada vez con mayor frecuencia especies con
resistencia intrinseca a los antifingicos, es decir, independiente de la

exposicion previa al farmaco, como C. krusei y C. glabrata. (13)

A partir de la introduccidon del Fluconazol en 1990, se generd una presion
selectiva a través del uso de este agente para tratamiento o profilaxis, que
pudo generar seleccion de microorganismos resistentes. Se determinaron
cambios en la ecologia de la flora intrahospitalaria en varios estudios que
demostraron que tras el uso de Fluconazol se incrementaba la colonizacion
por Candida no-albicans. Esto fue claramente visible en especial con la
estrategia de profilaxis en pacientes con neoplasias hematolégicas bajo

protocolos de quimioterapia.

3.5.2 FACTORES DE RIESGO PARA LA RESISTENCIA AL FLUCONAZOL.

La determinacion de factores de riesgo para resistencia al Fluconazol y
candidemia en pacientes no HIV se ha estudiado, aunque no tan
extensamente. En algunas series de casos pequefios en pacientes
neutropénicos se ha documentado la presencia de infecciones por C. krusei

que se ha asociado con la exposicion previa a Fluconazol, la neutropenia
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severa y el antecedente de leucemia aguda. En el caso de C. glabrata, el uso
previo de anfotericina B, antibidticos de amplio espectro, uso de catéteres
intravenosos centrales, hemodialisis y tumores solidos se han asociado como

facilitadores de la colonizacion e infeccidén por este microorganismo.

Takakura y colaboradores realizaron un programa de vigilancia y evaluaron
sobrevida en aquellos pacientes con infecciones por Candida en torrente
sanguineo y factores de riesgo relacionados con resistencia al Fluconazol.
Encontraron que el 4,6 % de 326 aislamientos eran resistentes al Fluconazol,
en el analisis univariado se documento que la edad avanzada, la presencia de
neoplasia hematolégica y la neutropenia se correlacionaban con la resistencia

al Fluconazol.

Por otra parte, Tumbarello y colaboradores en un estudio de casos y controles
documentaron como factores predictores de resistencia a azoles nuevamente
la exposicion previa a azoles, (OR) 12,24, IC 95% 1,77-84,39 P < 0.01,
antecedente de Diabetes mellitus (OR 10.47, 95% CI 1,96-55,96, P < 0,006)
y uso de acceso venoso central previamente (OR 8,48, 95% CI 1,82-39,36, P
< 0,006).

En Colombia, Rivas y colaboradores, en una serie de casos de candidiasis
sistémica de pacientes oncoldgicos del Instituto Nacional de Cancerologia,
documentaron resistencia al Fluconazol en 19,6% de los aislamientos, que
correspondian en su mayoria (51,6%) a Candida albicans, seguida por C

tropicalis (34,2%) de un total de 181 muestras. (s)

3.6 PRUEBA DE SENSIBILIDAD ANTIBIOTICA.

Las técnicas ordinarias de difusién para la determinacion de la sensibilidad a
los antibiéticos de organismos aislados de especimenes clinicos han sufrido

gravemente las dificultades de la estandarizacion. Se duda si los ensayos con
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el mismo microorganismo, hechos en diferentes lugares, conduciran a

recomendaciones para el tratamiento constante.

La técnica de difusion clasica exige que se aplique una fuente de agente
antimicrobiano a la superficie de un medio solido. La difusion del agente a
través del medio inhibe el crecimiento de un organismo sensible que crezca
en o sobre el hasta un grado determinado parcialmente por la receptividad del
organismo. Sin embargo, se sabe actualmente que un cierto nimero de otros
factores pueden afectar al tamafio de las zonas de inhibicién y que estos

factores deben ser controlados.

3.6.1 FACTORES QUE AFECTAN AL TAMANO DE LAS ZONAS DE
INHIBICION.

3.6.1.1 COMPONENTES DE LOS MEDIOS DE CULTIVO.

Son los mas importantes. Independiente de la viscosidad o el grosor de las
placas de Petri, muchas sustancias presentes en el medio de cultivo pueden
afectar a las zonas de inhibicion. Se encuentran entre ellas la peptona,
triptona, extracto de levadura y agar. Pueden variar en su contenido mineral y
se sabe perfectamente hoy en dia que el calcio, el magnesio y el hierro
modifican el tamafio de las zonas, disminuye la actividad de los
aminoglicosidos y aumenta el efecto del acido fusidico. Los carbohidratos

pueden aumentar la accion de la furantoina o de la ampicilina.

Quiza los componentes mas notables de los medios de cultivo que modifican
las pruebas de sensibilidad son los referentes a los farmacos que actuan
inhibiendo el metabolismo del acido fdlico, por ejemplo, sulfamidas y
trimetropin. La accion de los farmacos, incluso sobre los microorganismos
mas sensibles, pueden afectarse si se utiliza un medio que contenga tan solo
una cantidad muy pequefia de productos finales de sintesis bacteriana del
acido folico.
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3.6.1.2 ELECCION DEL MEDIO.

Se obtienen resultados consistentes y reproducibles cuando se utilizan
medios ideados especialmente para ensayos de sensibilidad. De manera
ideal, las placas deben llenarse en posicion horizontal, con un espesor
uniforme del medio por toda la placa. No dan buenos resultados las placas

muy delgadas o muy gruesas.

3.6.1.3 EFECTO DEL pH.

El pH tiene efecto sobre el tamafio de las zonas de inhibicion producidas por
algunos antibioticos. La actividad de los aminoglucosidos se ve aumentada en
medio alcalino y disminuido en medios bésicos. Para las tetraciclinas es cierto
el efecto inverso. El dioxido de carbono en la atmosfera de la estufa y la
presencia de carbohidratos fermentables en los medios de cultivo pueden

también inducir condiciones acidas.

3.6.1.4 TAMANO DEL INOCULO.

Aunque muchas sustancias antimicrobianas no se afectan sustancialmente
por la presencia de un gran numero de organismos, las siembras densas
disminuyen en algun grado las zonas de inhibicion. El inoculo ideal es el que
da lugar a un crecimiento uniforme y denso sin ser confluente. Es imposible
establecer la densidad real de un cultivo confluente. Los cultivos en caldo y
las suspensiones adecuadas del germen en medios solidos pueden diluirse
exactamente para obtener un inoculo éptimo para las pruebas de sensibilidad,
aunque en la practica pueden obtenerse generalmente resultados
satisfactorios tomando un asa de cultivo bien desarrollado o haciendo una
suspension adecuada del organismo y extendiéndola con un hisopo estéril

SecCo.
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3.6.1.5 PRUEBAS DE SENSIBILIDAD DIRECTA.

Las pruebas de sensibilidad pueden realizarse sobre cultivos primarios en
lugar de indirectamente sobre suspensiones puras preparadas por seleccion
de colonias de tales cultivos. Estas pruebas directas permiten dar un informe
con 24 horas de anticipacion. Las colonias semejantes sobre los medios de
cultivo primarios usuales pueden presentar poblaciones claramente diferentes

en la placa de sensibilidad directa.

Sin embargo, ciertas fuentes de error peculiares a las pruebas de sensibilidad
primaria deben tenerse en cuenta cuando se realizan estas pruebas. En
primer lugar, existe la posibilidad de que se halle presente en un cultivo
mixtoun organismo productor de penicilinasa que proteja a otros gérmenes
sensibles contra la accidbn de un antibiético que sea sensible a la

penicilinasa.s)

3.7PRUEBA DE SENSIBILIDAD POR DILUCION EN AGAR.

El procedimiento de dilucién en agar, el segundo método de referencia, ha
sido adaptado de manera satisfactoria para el uso de rutina en los laboratorios
de gran volumen, solo para probar concentraciones seleccionadas de
antibioticos. Se siembra una suspension estandarizada de bacterias sobre la
superficie de una serie de placas de agar, cada una de las cuales contiene
una concentracion diferente de antibiético, que abarca los limites terapéuticos
de la droga. Por ejemplo, si el limite terapéutico para un antibiético dado es
de 2 a 12 pg/mL, puede utilizarse una serie de placas de agar que contengan
1,4,8,16 y 32 pg/mL del antibiético, para determinar la susceptibilidad del
microorganismo a ser probado. Si este se desarrolla en las primeras tres
placas pero no en la que contiene 16 pg/mL de antibiético, puede establecerse
un valor de CIM de 16 pg/mL, similar a la interpretacion del punto final en la
técnica de dilucion en caldo. Notese que los microorganismos sensibles a la

concentracion del antibiético presente en una placa de agar no produce un
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circulo de crecimiento en el sitio de la siembra, mientras que aquellos que son
resistentes aparecen con colonias circulares. Las placas de agar son
marcadas con una grilla de modo que cada microorganismo pueda ser
identificado por un namero y el resultado anotado en el protocolo. Después
gue todas las placas han sido inoculadas, se incuban a 35 °C durante 18

horas.(11)

3.8CARACTERISTICAS DEL GENERO Lactobacillus.

Son bacilos microaerofilos y catalasa negativa, estos organismos forman
acido lactico como producto principal de la fermentacion de los azucares.
Morfologicamente, algunos bacilos son bastones delgados y largos; otros son
algo parecido al colibacilo, pero, al contrario de este, todos son Gram
positivos, casi todos son maviles, pero se han sefialado excepciones. Muchos
cultivos muestran una forma diplobacilar caracteristica, a menudo reniforme.

Frecuentemente los cultivos viejos muestran considerable pleomorfismo. (19)

Los Lactobacillus, pueden desarrollarse en presencia de aire. Sus
necesidades nutritivas son complejas, y la mayor parte de las cepas no
pueden cultivarse en los medios nutritivos ordinarios, a menos que se
enriquezcan con glucosa y suero. Aunque se han encontrado raros casos de
relacion de Lactobacillus con procesos patolégicos como endocarditis y
enfermedad febril, estas bacterias esencialmente no son patdégenos, excepto
las raras veces que pueden relacionarse con caries dentales. Son
fundamentalmente interesantes en la industria de derivados lacteos y de

fermentacion, donde tienen importancia considerable. a7

3.8.1 HABITAT.

Las especies de Lactobacillus son miembros importantes de la flora normal de

la vagina. El acido lactico producto de su metabolismo ayuda a mantener bajo
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el pH del aparato genital femenino adulto normal. Pocas veces causan
enfermedades. (10

Los Lactobacillus estan ampliamente distribuidos en la naturaleza, con
existencia parasita y saprofita. El tipo parasito se aisla de la cavidad bucal en
casos de caries en seres humanos susceptibles y de las materias fecales del
hombre y de los animales, cuando consumen dietas con lactosa y dextrina. El

tipo saprofito se puede obtener de gran variedad de productos lacteos. (19)

3.8.2 DIVISION DE LOS Lactobacillus.

Los Lactobacillus, segun los productos de fermentacion de azlcar, se dividen
en dos grupos. El grupo homofermentativo es el mayor y convierte casi
completamente el azucar fermentado en &cido lactico; el grupo
heterofermentativo estd constituido por formas que producen cantidades
importantes de otros productos de fermentacién, incluyendo bioxido de

carbono, etanol y 4cido acético. (1¢)

3.8.3 AISLAMIENTO.

Se siembra en placas por duplicado en medios MRS, Rogosa o similar a pH
5.0-5.8. Es especialmente util en medio diferencial Lisina Original LS (O) en
el examen del yogur. Muchas cepas crecen muy mal, si lo hacen, a PH 7.0,
aunqgue el material patol6gico humano se siembra en agar sangre. Se incuban
una serie de placas en aerobiosis y las otras en atmosfera de didxido de
carbono-hidrogeno 5:95. Se incuban los cultivos procedentes de alimentos a
28 — 30°C y los de procedencia humana o animal a 35 — 37°C durante 48-72

horas. Se investiga las presencias de colonias blancas, muy pequeiias. (s
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3.9ACTIVIDAD PROBIOTICA DEL Lactobacillus rhamnosus.

Los probidticos se definen como “microorganismos vivos que cuando se
administran en cantidades adecuadas confieren un efecto beneficioso a la

salud del hospedador”. (24)

Evidencias cientificas, demuestran la efectividad de la administracion de
probidticos frente a situaciones clinicas o infecciones en el tracto urogenital.
Las infecciones de uretra, periuretra, vejiga, rifién, vagina y cérvix no de
transmision sexual son altamente prevalentes y normalmente son tratadas con
antibioticos. Pese a ello, se cree que los patégenos han entrado en el sistema
“pbiofilm” del tracto urogenital, haciéndose inutiles los tratamientos con

antibioticos.

Estudios in vitro muestran que ciertas especies de Lactobacillus presentes en
la microbiota vaginal tienen efecto protector por la produccion de peroxido de
hidrogeno con actividad microbicida contra patégenos que alteran este
microambiente. El bajo nimero o ausencia de estas bacterias esta asociado
con un incremento en la colonizacion de uropatdégenos como E.coli, asi como
bacilos gran-negativos anaerobios asociados con vaginosis por lo general
Gardnerella vaginalis, Mobiluncus, Bacteroides, Fusobacterium y otros.

La administracion por via oral y/o vaginal de L. cripatus, L .jensenii, L.
rhamnosus GG o L. fermentum ha demostrado ser seguro y reducir el riesgo
de infecciones del tracto urinario, vaginosis bacteriana, vulvovaginitis por
candida y enfermedades de transmisién sexual causadas por Neisseria

gonorrhoeae y Chlamydia trachomatis. (16)
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3.10 FLUCONAZOL.
3.10.1 DESCRIPCION.

El Fluconazol es un antifungico sintético de la familia de los imidazoles, que
se puede administrar por via oral e intravenosa. Su espectro de actividad es
mayor que el de otros antifungicos imidazélicos incluyendo el Miconazol, el
Ketoconacol o el Clotrimazol. Ademas, el Fluconazol es mas resistente al
metabolismo hepético de primer paso, es menos lipofilico y se une menos a

las proteinas del plasma, por lo que tiene una mayor biodisponibilidad. (19

El Fluconazol muestra un alto grado de hidrosolubilidad y buena penetracion
en el liquido cefalorraquideo, las interacciones farmacologicas son también
menos frecuentes porque el Fluconazol tiene el efecto mas débil de todos los
compuestos azélicos sobre las enzimas microsdmicas hepéticas. Tiene el
indice terapéutico mas amplio de los compuestos azodlicos, que permite una

dosificacidon mas intensiva en diversas infecciones micoticas. (2)

3.10.2 MECANISMO DE ACCION.

Como otros antifungicos azoles, el Fluconazol ejerce su efecto alterando la
membrana celular del hongo. El Fluconazol inhibe la sintesis de ergosterol
mediante la interaccion con desmetilasa 14-alfa, una enzima del citocromo P-
450 que se necesita para convertir el lanosterol a ergosterol, un componente
esencial de la membrana. La inhibicion de la sintesis de ergosterol resulta en
un aumento de la permeabilidad celular provocando fugas del contenido
celular. El Fluconazol no parece tener la misma actividad en la sintesis de

colesterol humano.
3.10.3 FARMACOCINETICA.
El Fluconazol se administra por via oral e intravenosa. La farmacocinética de

ambos Fluconazol IV y oral son similares. La absorcion gastrointestinal es

rapida y casi completa. La biodisponibilidad oral es superior al 90% en ayunas
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en los adultos, y las concentraciones séricas maximas se alcanzan en 1-2
horas después de la administracion oral. La comida no afecta ni a la velocidad
ni el grado de absorcién. ElI pH gastrico no tiene ningun efecto sobre la
biodisponibilidad del Fluconazol. Las concentraciones séricas maximas y el
Area Bajo la Curva (AUC) aumentan en proporcion a la dosis. Las
concentraciones plasmaticas de Fluconazol en el estado estacionario se
alcanzan dentro de 5-10 dias a dosis en el rango de 50-400 mg / dia, y el plazo
de 2 dias cuando se administra por primera vez una dosis de carga de doble

de la dosis diaria habitual.

El Fluconazol se distribuye ampliamente en los tejidos y fluidos corporales. La
saliva, el esputo, las ufias, las ampollas, y las concentraciones en las
secreciones vaginales son aproximadamente iguales a las concentraciones
plasmaticas. Las concentraciones de orina y la piel son aproximadamente 10
veces mayor que la de las concentraciones plasmaticas. También se pueden
conseguir concentraciones altas en la cOrnea, el humor acuoso, y el cuerpo
vitreo después de la administracion 1V. El Fluconazol se distribuye bien en el
Liguido Cefalorraquideo (LCR), y alcanza concentraciones en el LCR que son
50-94% de las concentraciones plasmaticas, independientemente del grado

de la inflamacion meningea. La union a proteinas oscila entre el 11-12%.

El Fluconazol no parece experimentar un metabolismo de primer paso. La
eliminacién es principalmente renal, y aproximadamente el 60-80% de la dosis
se excreta en la orina sin cambios, y el 11% en forma de metabolitos. La
disfuncién renal prolonga la vida media y aumenta las concentraciones

plasmaticas. (22)
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4.0 DISENO METODOLOGICO

TIPO DE ESTUDIO:

Prospectivo; porque el andlisis que se realizard servirdA como
antecedentes para futuras investigaciones realizadas con el tema, que
se enfocd en comprobar si el Fluconazol es efectivo contra la Candida
albicans aislada de muestras hospitalarias de fluido vaginal a una
concentracion de 103 y 10° y su inhibicion con el Lactobacillus

rhamnosus.

Transversal; dicho estudio se realizé en los meses de julio 2016 a mayo
del afio 2017.

Experimental; porque se hicieron pruebas de laboratorio donde se
realiz6 un estudio microbiolégico que comprendié el aislamiento e
identificacion de Candida albicans y la comprobacion de la efectividad
del antifungico de prueba (Fluconazol 25 ug) por la técnica de dilucion

en agar modificado y la inhibicién con Lactobacillus rhamnosus.

INVESTIGACION BIBLIOGRAFICA.

Las bibliotecas en las cuales se realizo la investigacion bibliografica fueron las

siguientes:

- Dr. Benjamin Orozco, Facultad de Quimica y Farmacia de la

Universidad de El Salvador.
- Central de la Universidad de El Salvador.

- Universidad Salvadorefia Alberto Masferrer (USAM), Facultad de

Quimica y Farmacia.

- Universidad Nueva San Salvador (UNSSA), Facultad de Ciencias

de la Salud.
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- Internet.
4.3. INVESTIGACION DE CAMPO:

Universo: Pacientes que presentaron infeccion vaginal producida por

Candida albicans.

Muestra: 6 muestras de fluido vaginal que contienen cepas hospitalarias de

Candida albicans.

Muestreo: Se tomaron por el personal autorizado de salud de Hospitales
Nacionales seleccionados del pais seis muestras de fluido vaginal de forma
aleatoria de algunos pacientes mujeres que presentaron infeccion vaginal
producida por Candida albicans. Las muestras se recolectaron durante el
periodo de septiembre del 2016 hasta enero del 2017 y se proporcionaron en
seis placas de Petri con Agar Sangre que contenian colonias sospechosas de
Candida albicans aisladas de muestras de fluidos vaginales. Se utilizé esta
cantidad de muestras debido a la dificultad de poder tomar las muestras
directamente de las pacientes con sospechas de enfermedades vaginales y
la dificultad de los Hospitales Nacionales de proporcionarlas. Las muestras
fueron transportadas en una hielera a una temperatura de refrigeracién hacia
el Laboratorio de Microbiologia del Centro de Investigacién y Desarrollo en
Salud (CENSALUD) de la Universidad de El Salvador donde se procesaron
las muestras que comprendid el aislamiento e identificacidn de las cepas
hospitalarias de Candida albicans y la comprobacién de la efectividad del
Fluconazol a 25 pg por la técnica de dilucién en agar modificado y la inhibicién

con Lactobacillus rhamnosus.
4.4. PARTE EXPERIMENTAL.

4.4.1. AISLAMIENTO DE LA CEPA PATRON DE Candida albicans ATCC
10231. 1)

La cepa patron de Candida albicans que se utiliz6 es la cepa ATCC 10231

que se encontraba en un criovial proporcionado por el laboratorio de
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microbiologia de la Facultad de Quimica y Farmacia. De este criovial se tomé
una asada y se inocul6é en una placa de Petri con Agar Saboraud Dextrosa
por la técnica de estriado se incub6 por 3 a 5 dias a 32-35°C para verificar su

crecimiento.

4.4.2. IDENTIFICACION DE LA CEPA PATRON DE Candida albicans ATCC
10231.¢11)

- Después del tiempo de incubacion se tomaron las colonias de la placa
con Agar Saboraud Dextrosa para realizar las pruebas de

identificacion.

- Tincion al gram (de igual forma para las cepas aislada de la

muestra).(ver anexo N°1)

4.42.1. IDENTIFICACION A TRAVES DE LA PRUEBA DE TUBO
GERMINAL O FILAMENTACION PRECOZ. (1)

- Emulsionar una porcién de la colonia aislada en 0,5 mL de suero

humano o de conejo.
- Incubar a 35°C durante 2 h.

- Depositar una gota de la emulsion sobre un portaobjetos limpio y
desengrasado, colocar un cubre-objetos y visualizar al 100x (de igual

forma para las cepas aislada de la muestra).
- La prueba es positiva si se identifican tubos germinales.

4.4.2.2. IDENTIFICACION A TRAVES DE LA FORMACION DE
CLAMIDOSPORAS. 11)

- El medio a utilizar para esta prueba es el Agar Harina de Maiz al 0.02%.

- Realizar la inoculacion segun la técnica de Dalmau, haciendo tres
cortes paralelos en el agar (separados 1 cm) manteniendo el asa en un

angulo aproximado de 45°.



4.4.3.

51

Colocar un cubre-objeto sobre la superficie de agar cubriendo una parte
de las estrias de siembra.

Incubar las placas sembradas a 30 °C durante 24-48 h y luego se

examinaron al microscopio a través del cubre-objetos al 100x.
La prueba es positiva si se observa la formacién de clamidosporas.

De esta forma se verificara si la cepa habia experimentado alguna
contaminacion y ademas servira de comparacion para los resultados

obtenidos de las cepas hospitalarias.

Proceder a la estandarizacién de la cepa patron para el ajuste de
concentracion 102y 10%9,30,31) Y la posterior aplicacién de la técnica de
Diluciébn en agar modificado, de igual forma para las cepas en la

muestra de estudio.

ESTANDARIZACION DE LA CEPA PATRON DE Candida albicans
ATCC 10231.(14,31) (ver anexo N°2)

Transferir a un tubo con 10.0 mL de caldo Saboraud dextrosa del vial

que contiene la cepa patron de Candida albicans ATCC 10231.

Agitar la suspensiéon de la Candida albicans en el caldo durante un

minuto en un agitador Vortex.
Incubar por 4 dias a 32-35°C.

Adicionar 1.0 mL de la suspensién de Candida albicans del caldo en

10.0 mL de solucion salina estéril.
Transferir 1000.0 yL a una celda espectrofotométrica de cuarzo.
Configurar el espectrofotdmetro a una longitud de onda de 580 nm. )

Llevar el espectrofotometro a una transmitancia de 0°, usando como

blanco solucién salina estéril.
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Llevar en el espectrofotometro a una longitud de onda de 580 nm.

Agregar suspension de Candida albicans o solucion salina estéril hasta
obtener una concentracion de 108 UFC/mL y leer en el

espectrofotometro a 580 nm y 25% de transmitancia.
Preparar diluciones seriadas duplicadas.

Verter Agar Saboraud Dextrosa, luego homogenizar en forma de ocho

y dejar solidificar.
Incubar por 4 dias a 32-35°C.

Realizar el conteo de colonias de Candida albicans, utilizando un

contador de colonias.

AISLAMIENTO DE CEPAS DE Candida albicans DE LAS MUESTRAS
HOSPITALARIAS. (10,11)

Utilizar las seis muestras que contienen colonias sospechosas de
Candida albicans contenidas en placas de Petri con agar sangre para
el aislamiento y para la comprobacion de la efectividad del Fluconazol
y la inhibicién del Lactobacillus rhamnosus (HOWARU™) contra esta.

Proceder a picar de las colonias sospechosas de Candida albicans
contenidas en la placa de Petri con agar sangre y transferirlos a un tubo
con 10.0 mL de caldo Saboraud dextrosa, flamear la boca del tubo

antes y después de cada inoculacion.

Incubar por 4 dias a 32-35°C.Tomar una asada de forma aséptica y
aislar utilizando la técnica de siembra por estria en una placa de Petri

con Agar Saboraud Dextrosa.
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4.45. IDENTIFICACION DE CEPAS HOSPITALARIAS DE Candida

albicans.qau)

Incubar la placa de Petri por 3 a 5 dias a 32-35°C. Después del tiempo
de incubacion tomar de las colonias de la placa con Saboraud Dextrosa

para la realizacion de las pruebas de identificacion.

Tincién al gram (de igual forma para las demas cepas aislada de la

demas muestras hospitalarias).

4.45.1. IDENTIFICACION A TRAVES DE LA PRUEBA DE TUBO

GERMINAL O FILAMENTACION PRECOZ.(11)

Emulsionar una porcién de la colonia aislada en 0,5 ml de suero

humano o de conejo.
Incubar a 35°C durante 2 h.

Depositar una gota de la emulsion sobre un portaobjetos limpio y
desengrasado, colocar un cubre-objetos y visualizar al 100x (de igual

forma para las cepas aislada de la muestra).

La prueba es positiva si se identifican tubos germinales.

4.45.2. IDENTIFICACION A TRAVES DE LA FORMACION DE

CLAMIDOSPORAS. 1)
El medio a utilizar para esta prueba es el Agar Harina de Maiz al 0.02%.

Realizar la inoculacién segun la técnica de Dalmau, haciendo tres
cortes paralelos en el agar (separados 1 cm) manteniendo el asa en un

angulo aproximado de 45°.

Colocar un cubre-objeto sobre la superficie de agar cubriendo una parte

de las estrias de siembra.

Incubaron las placas sembradas a 30°C durante 48 horas y luego

examinar al microscopio a través del cubre-objetos al 100x.
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De esta forma se verificd si la cepa habia experimentado alguna
contaminacion y ademas servird de comparacion para los resultados

obtenidos de las cepas hospitalarias.

Proceder a la estandarizacion de la cepa patron para el ajuste de
concentracion 10° y 10° y la posterior aplicacion de la técnica de
Dilucién en agar modificado de igual forma que para las cepas en la

muestra de estudio.

ESTANDARIZACION DE CEPAS DE Candida albicans OBTENIDAS
DE MUESTRAS HOSPITALARIAS.qa4,31) (ver anexo N°3)

Transferir a un tubo con 10.0 mL de caldo Saboraud Dextrosa de la
placa de petri que contiene la cepa hospitalaria de Candida albicans.

Agitar la suspension de la Candida albicans en el caldo durante un

minuto en un agitador Vortex.
Incubar por 4 dias a 32-35°C.

Adicionar 1.0 mL de la suspensién de Candida albicans del caldo en

10.0 mL de solucién salina estéril.
Transferir 1000.0 uL a una celda espectrofotométrica de cuarzo.
Configurar el espectrofotdmetro a una longitud de onda de 580nm.

Llevar el espectrofotémetro a una transmitancia de 0° usando como

blanco solucion salina estéril.
Llevar el espectrofotometro a una longitud de onda de 580 nm.

Agregar suspension de Candida albicans o solucion salina estéril hasta
obtener una concentracion de 108 UFC/mL, leer en el

espectrofotometro a 580nm y 25% de transmitancia.

Preparar diluciones seriadas duplicadas.
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- Verter Agar Saboraud Dextrosa, homogenizar en forma de ocho y dejar
solidificar.

- Incubar por 4 dias a 32-35°C.

- Realizar el conteo de colonias de Candida albicans, utilizando un

contador de colonias.
4.4.7. RECONSTITUCION DEL Lactobacillus rhamnosus (HOWARU™),

Pesar 0.1g del polvo de la cepa de Lactobacillus rhamnosus (HOWARU™) y
transferir a un tubo con 10 mL de caldo MRS, flamear la boca del tubo, luego
incubar a 37°C 5% de COz por 48-72 horas. Después de transcurrido el tiempo
de incubacién de la suspensién de bacterias tomar una asada de forma
aséptica y aislar en una placa de Petri con agar MRS utilizando la técnica de
siembra por estria e incubar a 37°C 5% de CO:2 por 48-72 horas. Se

observaron bacilos delgados gram positivos.
4.4.8. IDENTIFICACION DEL Lactobacillus rhamnosus. (11
4.4.8.1. TINCION DE GRAM. (ver anexo N°4)

Con tincion de Gram tefiir las colonias sospechosas de Lactobacillus
rhamnosus y colocar al microscopio donde se observara su morfologia

microscopica.
4.4.8.2. PRUEBA DE LA CATALASA. (ver anexo N°5)

- Colocar una gota de solucién de peroxido de hidrégeno sobre un

portaobjetos.

- Con el asa metdlica picar una de las colonias de Lactobacillus

rhamnosus de la placa de Petri.

- Colocar la colonia sobre la gota de peroxido de hidrogeno. La

produccion de burbujas de gas (oxigeno) indicara un resultado positivo.
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ESTANDARIZACION DEL Lactobacillus rhamnosus.a4,31)(ver anexo
N°6)

Pesar 0.1 g de polvo de la cepa de Lactobacillus rhamnosus
(HOWARU™),

Adicionar en 10.0 mL de caldo MRS.

Agitar la suspension del microorganismo en el caldo durante 1 minuto

con un agitador Vortex.

Adicionar 1.0 mL de la suspensién del Lactobacillus rhamnosus en 10.0

mL de solucion salina esteéril.
Transferir 1000.0 uL a una celda espectrofotométrica de cuarzo.
Configurar el espectrofotdmetro a una longitud de onda de 625 nm.21)

Llevar el espectrofotometro a una transmitancia de 0° usando como

blanco solucion salina estéril.
Leer en el espectrofotometro a una longitud de onda de 625 nm.

Agregar suspension de Lactobacillus rhamnosus o soluciéon salina
estéril hasta obtener una concentracion de 108 UFC/mL, leer en el

espectrofotometro a 625 nm y 25% de transmitancia.

Preparar diluciones seriadas duplicadas.

Verter Agar MRS, homogenizar en forma de ocho y dejar solidificar.
Incubar las placas a 37°C, 5% de CO2 por 48-72 horas

Realizar el conteo de colonias de Lactobacillus rhamnosus, utilizando

un contador de colonias.
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4.4.10. COMPROBACION DE LA EFECTIVIDAD DEL FLUCONAZOL
SOBRE Candida albicans.,11) (ver anexo N°7)

4.4.10.1. PREPARACION DE LA CAPA BASE.
- Tomar 8 placas de Petri vacias y rotularlas de forma adecuada.

- Verter 15 ml de agar Mueller-Hinton con 2% de dextrosa y dejar
solidificar. (Se realiz6 el mismo procedimiento para las cepas restantes
de Candida albicans obtenidas de las muestras hospitalarias y para la
cepa patrén de Candida albicans ATCC 10231).

- Tapar las placas y esperar 15 minutos para que la superficie del agar

se seque.
4.4.10.2. PREPARACION DE LA CAPA INOCULO.

- Previamente realizar el célculo para obtener una concentraciéon de 103

y 10°de Candida albicans. (ver anexo N°8).
- Tomar 2 erlenmeyer vacios de 50 ml y rotularlos debidamente.

- Agregar a cada Erlenmeyer 30 ml de agar Mueller-Hinton con 2% de

dextrosa.

- Tomar 75 uL de la suspensién de Candida albicans a la concentracion
107 y 10° e inocular en cada erlenmeyer que se habian colocado en
bafio maria a una temperatura de 45°C para obtener una concentracion
de 10° y 10% de Candida albicans.

- Con una pipeta estéril de 5 mL tomar 4 mL de la capa inoculo de

Candida albicans a la concentraciéon de 10°y 10°.

- Inocular en las placas de Petri tratando de esparcir el microorganismo

sobre el medio de cultivo contenido en la placa.

- Tapar las placas y esperar 15 minutos para que la superficie de la capa

inoculo se seque.
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- Luego colocar un disco de sensibilidad de Fluconazol de 25 pg con
ayuda de una pinza estéril presionando suavemente y colocandolo al

centro de la placa.

- Invertir e incubar las placas a 32-35°C. en incubadora por un tiempo de
4 dias.

- Pasado este tiempo de incubacion proceder al conteo de colonias para
verificar cuantas colonias habian en comparacion con las placas control

de crecimiento normal de la Candida albicans sin el Fluconazol.

- El procedimiento es igual para la cepa control y las muestras

hospitalarias de Candida albicans.

4.4.11. EVALUACION DE LA INHIBICION CAUSADA POR EL Lactobacillus
rhamnosus SOBRE CEPAS DE Candida albicans OBTENIDAS DE
MUESTRAS HOSPITALARIAS. ,11) (ver anexo N°9)

- Con una pipeta estéril de 5 mL tomar 4 mL de la capa inoculo de

Candida albicans a la concentracion de 10%y 103

- Inocular en las placas de Petri tratando de esparcir el microorganismo

sobre el medio de cultivo contenido en la placa.

- Tapar las placas y esperar 15 minutos para que la superficie de la capa

inoculo se seque.

- Colocar un cilindro de acero inoxidable con ayuda de una pinza estéril
al centro de la placa.

- Agregar 100 pL de Lactobacillus rhamnosus previamente
estandarizado a 10° y 10732 en el cilindro de acero inoxidable

contenidas en cada una de las placas respectivamente.

- incubar a 32-35°C en aerobiosis en una incubadora por un tiempo de
4 dias.
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Pasado este tiempo de incubacién proceder al conteo de colonias para
verificar cuantas colonias habian en comparacion con las placas control
de crecimiento normal de la Candida albicans sin el Lactobacillus

rhamnosus.

El procedimiento es igual para la cepa control y las muestras

hospitalarias de Candida albicans.



CAPITULO V

RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
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5.0 RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

5.1. Aislamiento de Candida albicans de las muestras hospitalarias de

fluido vaginal.

Tabla N° 1. Cepas aisladas de Candida albicans en las muestras hospitalarias

de fluido vaginal.

Cepas hospitalarias de Candida albicans Agar Saboraud Dextrosa
1 +)
2 )
3 +)
4 +)
5 (+)
6 +)

Se aislaron las cepas de las muestras hospitalarias de fluido vaginal en placas
con Agar Saboraud Dextrosa en todas se observaron colonias caracteristicas
de Candida albicans, blancas, blandas, cremosas, lisas, con olor a moho

caracteristico (ver figura N° 1)

Figura N° 1.Morfologia caracteristicas de las cepas aisladas de Candida
albicans de la muestra hospitalaria 1 de fluido vaginal.
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5.2. ldentificacion de Candida albicans de las muestras hospitalarias de

fluido vaginal.

Tabla N° 2.ldentificacion de las cepas aisladas de Candida albicans de las

muestras hospitalarias de fluido vaginal.

Cepas
hospitalarias de

Candida albicans

Tincién al Gram

Formacion de

tubos germinales

Formaciéon de

clamidosporas

(*+)

(+)

*)

*)

(+)

*)

(*+)

(+)

(*)

*)

(+)

*)

*)

(+)

*)

(*+)

(+)

(*)

Para la identificacién de las muestras hospitalarias de Candida albicans al

realizarse con la tinciébn al gram en todas se encontré que el 100% eran

levaduras, gram positivas. (Ver figura N°2).

Figura N° 2.Morfologia microscopica de la cepa aislada de Candida albicans

de la muestra hospitalaria 1.
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Con la prueba de identificacion a través de tubos germinales o filamento
precoz a las cepas aisladas de las muestras hospitalarias de fluido vaginal se
observo la formacion de una extension filamentosa de la levadura sin
estrechamiento en su origen, cuyo ancho suele ser la mitad de la célula
progenitora encontrdndose que el 100% de las muestras mostraban la
formacién de tubos germinales dando la prueba positiva para identificacién de
Candida albicans. (Ver figura N°3).

Figura N° 3.Formacién de tubos germinales de la cepa aislada de Candida

albicans de la muestra hospitalaria 3.

Figura N° 4.Formacién de clamidosporas de la cepa aislada de Candida

albicans de la muestra hospitalaria 5.
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Para la prueba de formacion de clamidosporas a las cepas aisladas de las
muestras hospitalarias de fluido vaginal donde se observaron formas de
resistencia, redondas u ovales y pared gruesa, con aspecto de esporas
laterales o terminales, encontrandose que el 100% de las muestras mostraba
la formacion de clamidosporas dando la prueba positiva para identificacion de
Candida albicans (ver figura N°4) encontrandose que del total de las cepas

aisladas de las muestras correspondian a Candida albicans.

5.3. Determinacién de la efectividad del Fluconazol contra Candida
albicans a una concentracién de 10°y 10° a través de la técnica de

dilucién en Agar modificado.

Tabla N° 3. Resultados del conteo de colonias de las cepas aisladas de
Candida albicans 102 de las muestras hospitalarias de fluido

vaginal. (Ver anexo N°10 para los demas calculos).

Conteo (UFC/mL) Conteo Porcentaje Efectividad

«» | Candida albicans (UFC/mL) de (+) Positivo
@

g 103sin Candida albicans | inhibicion (-) Negativo
()
2 Fluconazol 25 pug| 10°+ Fluconazol (%)

25 g

1 208 0 100 +

2 186 0 100 +

3 204 0 100 +

4 272 260 41 -

5 140 132 6 -

6 100 76 24 -

En la tabla N° 3 se presentan los resultados obtenidos del conteo de colonias
de las cepas aisladas de Candida albicans 102 utilizando Fluconazol 25 ug
como antifungico de prueba, asi como el conteo de colonias de Candida

albicans sin Fluconazol y sus respectivos porcentajes de inhibicion.
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Los porcentajes de inhibicién se obtuvieron a través del siguiente célculo:
Ejemplo:

Mx1 Candida albicans [10]

208 UFC/ML =--------- 100%
) U] =1/ 1o I— X
X= 0%

% Inhibicion = 100% - 0%
% Inhibicién = 100%

Tabla N° 4. Resultados del conteo de colonias de las cepas aisladas de
Candida albicans 10° de las muestras hospitalarias de fluido

vaginal. (Ver anexo N°10 para los demas calculos).

Conteo (UFC/mL) | Conteo (UFC/mL) | Porcentaje | Efectividad
g Candida albicans Candida albicans de (+) Positivo
@ 10°sin Fluconazol| 10°+ Fluconazol inhibicién | (-) Negativo
>
= 25 pg 25 pg (%)
1 256 192 25 -
2 212 192 10 -
3 216 204 6 -
4 440 392 11 -
5 500 488 2 -
6 440 412 6 -

En la tabla N° 4 se presentan los resultados obtenidos del conteo de colonias
de las cepas aisladas de Candida albicans 10° utilizando Fluconazol 25 ug
como antifungico de prueba, asi como el conteo de colonias de Candida

albicans sin Fluconazol y sus respectivos porcentajes de inhibicion.
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Los porcentajes de inhibicion se obtuvieron de la misma forma como en los

anteriores a través del siguiente calculo: Ejemplo:

Mx1 Candida albicans [10°]

256 UFC/mL ----------- 100%
192 UFC/mL ------------ X
X=75.00%

% Inhibicion = 100% - 75.00%

% Inhibicién = 25.00%
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Z 60
@]
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24
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Figura N° 5: Grafico de porcentajes de inhibicion de las cepas de Candida

albicans 10° de cada una de las muestras hospitalarias.

Los resultados indican que para las cepas de Candida albicans aisladas de

las muestras hospitalarias 1,2,3 a una concentracion de 102 el Fluconazol 25

ug fue efectivo en contra de estas ya que inhibi6 en un 100% el

microorganismo.También se observa que para las muestras 4,56 el

Fluconazol a 25 pug no fue capaz de inhibir al microorganismo, por lo que no

es efectivo ya que presentaron porcentajes de 41%,24%,6%. (Ver figura N°5).
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Tabla N° 5:Media aritmética de los porcentajes de inhibicién de las cepas

aisladas de Candida albicans 102 de las muestras hospitalarias de

fluido vaginal.

CONCENTRACION DE NUMERO DE MEDIA ARITMETICA DE LOS
Candida albicans MUESTRAS PORCENTAJES DE INHIBICION
103 6 61.83

En la tabla N° 5 se muestra la media aritmética utilizado como estadistico de

prueba de los porcentajes de inhibicion que causo el Fluconazol 25 ug contra

la Candida albicans a una concentracion de 103, esto nos indica la variabilidad

de las 6 muestras hospitalarias de Candida albicans que fue del 61.83% de

inhibicién del microorganismo.
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Figura N° 6: Grafico de porcentajes de inhibicion de las cepas de Candida

albicans 10° de cada una de las muestras hospitalarias.

Los resultados indican que para las seis muestras hospitalarias a una

concentracion de 10° el Fluconazol a 25 pg no fue capaz de inhibir el

microorganismo, por lo tanto no fue efectivo. (Ver figura N° 6)
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Tabla N° 6:Media aritmética de los porcentajes de inhibicién de las cepas

aisladas de Candida albicans 10° de las muestras hospitalarias de

fluido vaginal.

CONCENTRACION DE NUMERO DE MEDIA ARITMETICA DE LOS
Candida albicans MUESTRAS PORCENTAJES DE INHIBICION
10° 6 10.00

En la tabla N° 6 se muestra la media aritmética utilizado como estadistico de

prueba de los porcentajes de inhibicién que causo el Fluconazol 25 ug contra

la Candida albicans a una concentracion de 10°, esto nos indica la variabilidad

de las 6 muestras hospitalarias de Candida albicans que fue del 10.00% de

inhibicion del microorganismo.

5.4. Resultados de la evaluacion de
levaduriforme Candida albicans a una concentracién de 103y 10° con

la inhibicion del hongo

Lactobacillus rhamnosus a una concentracién de 10y 107 a través de

la técnica de dilucion en Agar modificado. (ver tabla N° 7 y 8)
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Tabla N° 7. Resultados del conteo de colonias de las cepas aisladas de

Candida albicans 102 de las muestras hospitalarias de fluido

vaginal, utilizando Lactobacillus rhamnosus 106y 107.

Conteo Conteo Porcentaje Conteo Porcentaje
(UFC/mL) de | (UFC/mL) de | deinhibicion | (UFC/mL) de | de inhibicion
Candida Candida (%) Candida (%)
" albicans 10° albicans 10° utilizando albicans 10° utilizando
S
5 sin utilizando Lactobacillus utilizando Lactobacillus
§ Lactobacillus | Lactobacillus rhamnosus Lactobacillus rhamnosus
rhamnosus rhamnosus 108 rhamnosus 107
108 107
208 0 100 0 100
186 0 100 1 99
204 0 100 0 100
272 252 7 272 0
140 116 17 124 11
100 76 24 68 32

En la tabla N° 7 se presentan los resultados obtenidos del conteo de colonias

de las cepas aisladas de Candida albicans 10° utilizando Lactobacillus

rhamnosus a concentracion de 10°y 107 como microorganismo inhibidor de

prueba, asi como el conteo de colonias de Candida albicans sin Lactobacilus

rhamnosus y sus respectivos porcentajes de inhibicién.

Los porcentajes de inhibicion se realizaron como en

ejemplos.(ver anexo N° 13).

los anteriores
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Tabla N° 8. Resultados del conteo de colonias de las cepas aisladas de

Candida albicans 10° de las muestras hospitalarias de fluido

vaginal, utilizando Lactobacillus rhamnosus 106y 107.

Conteo Conteo Porcentaje Conteo Porcentaje
(UFC/mL) de | (UFC/mL) de | de inhibicion | (UFC/mL) de | de inhibicién
Candida Candida (%) Candida (%)
" albicans 10° albicans 10° utilizando albicans 10° utilizando
©
g sin utilizando Lactobacillus utilizando Lactobacillus
é Lactobacillus | Lactobacillus rhamnosus Lactobacillus rhamnosus
rhamnosus rhamnosus 108 rhamnosus 107
108 107
256 204 20 180 27
212 204 4 196 8
216 116 46 144 33
440 436 1 408 7
500 492 2 484 3
440 432 2 420 5

En la tabla N° 8 se presentan los resultados obtenidos del conteo de colonias

de las cepas aisladas de Candida albicans 10° utilizando Lactobacillus

rhamnosus a concentracion de 10y 107 como microorganismo inhibidor de

prueba, asi como el conteo de colonias de Candida albicans sin Lactobacilus

rhamnosus y sus respectivos porcentajes de inhibicion.

Los porcentajes de

inhibicibn se

ejemplos.(ver anexo N° 13).

realizaron como en

los anteriores
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Figura N° 7: Grafico de porcentajes de inhibicion de las cepas de Candida
albicans 102 de cada una de las muestras hospitalarias utilizando

Lactobacillus rhamnosus 1068.

Los resultados indican que para las cepas aisladas de Candida albicans a una
concentracion de 10% de las muestras hospitalarias 1,2,3 el Lactobacillus
rhamnosus 10° fue efectivo porque inhibi6 el microorganismo ya que
presentaron porcentajes de inhibicion del 100% y para las muestras 4,5,6 el
Lactobacillus rhamnosus 10° no fue efectivo porque no inhibi6 el
microorganismo ya que presentaron porcentajes de inhibicibn del
7%,17%,24% respectivamente. (Ver Figura N° 7).

Tabla N° 9:Media aritmética de los porcentajes de inhibiciébn de las cepas
aisladas de Candida albicans 102 de las muestras hospitalarias de
fluido vaginal utilizando Lactobacillus rhamnosus 10° como

microorganismo inhibidor.

CONCENTRACION DE NUMERO DE MEDIA ARITMETICA DE LOS
Candida albicans MUESTRAS PORCENTAJES DE INHIBICION

103 6 58.00
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En la tabla N° 9 se muestra la media aritmética utilizado como estadistico de
prueba de los porcentajes de inhibicion que causo el Lactobacillus rhamnosus
106 contra la Candida albicans a una concentracién de 103, esto nos indica la
variabilidad de las 6 muestras hospitalarias de Candida albicans que fue del

58.00% de inhibicién del microorganismo.
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Figura N° 8: Grafico de porcentajes de inhibicion de las cepas de Candida
albicans 102 de cada una de las muestras hospitalarias utilizando

Lactobacillus rhamnosus 10°.

Los resultados indican que para las cepas aisladas de Candida albicans a una
concentracion de 10° de las muestras hospitalarias 1,2,3 el Lactobacillus
rhamnosus 107 fue efectivo porque inhibié el microorganismo ya que
presentaron porcentajes de inhibicion del 100%,99%,100% y para las
muestras 4,5,6 el Lactobacillus rhamnosus 107 no fue efectivo porque no
inhibid el microorganismo ya que presentaron porcentajes de inhibicion del
0%,11%,32% respectivamente. (Ver Figura N° 8).
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Tabla N° 10:Media aritmética de los porcentajes de inhibicion de las cepas

aisladas de Candida albicans 102 de las muestras hospitalarias

de fluido vaginal utilizando Lactobacillus rhamnosus 107 como

microorganismo inhibidor.

CONCENTRACION DE NUMERO DE MEDIA ARITMETICA DE LOS
Candida albicans MUESTRAS PORCENTAJES DE INHIBICION
103 6 57.00

En la tabla N° 10 se muestra la media aritmética utilizado como estadistico de

prueba de los porcentajes de inhibicion que causo el Lactobacillus rhamnosus

107 contra la Candida albicans a una concentracion de 1083, esto nos indica la

variabilidad de las 6 muestras hospitalarias de Candida albicans que fue del

57.00% de inhibicion del microorganismo.
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Figura N° 9: Grafico de porcentajes de inhibicion de las cepas de Candida

albicans 10° de cada una de las muestras hospitalarias utilizando

Lactobacillus rhamnosus 1068.

Los resultados indican que para las seis muestras hospitalarias a una

concentracion de 10° el Lactobacillus rhamnosus 10° no fue efectivo porque
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no fue capaz de inhibir el microorganismo ya que presentaron porcentajes de

inhibicién de: 46%,20%),3%,2%,2%,1% respectivamente. (Ver figura N° 9).

Tabla N° 11:Media aritmética de los porcentajes de inhibicion de las cepas

aisladas de Candida albicans 10° de las muestras hospitalarias

de fluido vaginal utilizando Lactobacillus rhamnosus 10 como

microorganismo inhibidor.

CONCENTRACION DE NUMERO DE MEDIA ARITMETICA DE LOS
Candida albicans MUESTRAS PORCENTAJES DE INHIBICION
10° 6 12.33

En la tabla N° 11 se muestra la media aritmética utilizado como estadistico de

prueba de los porcentajes de inhibicion que causo el Lactobacillus rhamnosus

106 contra la Candida albicans a una concentracion de 10°, esto nos indica la

variabilidad de las 6 muestras hospitalarias de Candida albicans que fue del

12.33% de inhibicién del microorganismo.
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Figura N° 10: Grafico de porcentajes de inhibicién de las cepas de Candida

albicans 10° de cada una de las muestras hospitalarias

utilizando Lactobacillus rhamnosus 10’.
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Los resultados indican que para las seis muestras hospitalarias a una
concentracion de 10° el Lactobacillus rhamnosus 107 no fue efectivo porque
no fue capaz de inhibir el microorganismo ya que presentaron porcentajes de
inhibicion de: 33%,27%,8%,7%,5%,3% respectivamente. (Ver figura N° 10).

Tabla N° 12:Media aritmética de los porcentajes de inhibicién de las cepas
aisladas de Candida albicans 10° de las muestras hospitalarias
de fluido vaginal utilizando Lactobacillus rhamnosus 107 como

microorganismo inhibidor.

CONCENTRACION DE NUMERO DE MEDIA ARITMETICA DE LOS
Candida albicans MUESTRAS PORCENTAJES DE INHIBICION
10° 6 13.83

En la tabla N° 12 se muestra la media aritmética utilizado como estadistico de
prueba de los porcentajes de inhibicion que causo el Lactobacillus rhamnosus
107 contra la Candida albicans a una concentracién de 10°, esto nos indica la
variabilidad de las 6 muestras hospitalarias de Candida albicans que fue del

13.83% de inhibicion del microorganismo.

5.5. Comparacion de los resultados obtenidos en las cepas aisladas de
Candida albicans hospitalarias con respecto a los datos obtenidos
de la cepa patrén ATCC 10231 a concentracién 103y 10° sensible a

antifiangico. (ver tabla N° 13y 14)
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Tabla N° 13. Resultados del conteo de colonias de las cepas aisladas de

Candida albicans 102 de las muestras hospitalarias de fluido
vaginal y de la cepa de Candida albicans 10° ATCC 10231

utilizando Fluconazol 25 pg.

Conteo Conteo % de Conteo Conteo % de
(UFC/mL) (UFC/mL) inhibicion (UFC/mL) | (UFC/mL) | inhibicion
«»| Candida Candida Candida Candida |de Candida de
g albicans 10° | albicans 102 | albicans 10° | albicans 10° |albicans 10| muestras
8| ATCC 10231 | ATCC 10231 | ATCC 10231 sin + de
> . .
S sin + Fluconazol Fluconazol |Fluconazol| Candida
Fluconazol 25 ug 25 ug 25 ug albicans
25 ug 103
1 226 0 100 208 0 100
2 186 0 100
3 204 0 100
4 272 260 41
5 140 132 6
6 100 76 24

En la tabla N° 13 se presentan los resultados obtenidos del conteo de colonias

de Candida albicans ATCC 10231 a una concentracion de 102 utilizando

Fluconazol 25 pg como antifungico de prueba, asi como el conteo de colonias

de Candida albicans sin Fluconazol y sus respectivos porcentajes de

inhibicion.

Los porcentajes de inhibicion se realizaron como en

ejemplos.(ver anexo N° 13).

los anteriores
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Tabla N° 14. Resultados del conteo de colonias de las cepas aisladas de
Candida albicans 10° de las muestras hospitalarias de fluido
vaginal y de la cepa de Candida albicans 10> ATCC 10231
utilizando Fluconazol 25 pg.

Conteo Conteo % de Conteo Conteo % de
(UFC/mL) (UFC/mL) |inhibicién de| (UFC/mL) | (UFC/mL) | inhibicion
»|  Candida Candida Candida Candida |de Candida de
g albicans 10° | albicans 10° | albicans 10° | albicans 10° | albicans | muestras
8| ATCC 10231 |ATCC 10231 +| ATCC 10231 sin 10° + de
§ sin Fluconazol 25 Fluconazol |Fluconazol| Candida
Fluconazol Mg 25 ug 25 ug albicans
25 Hg 105
1 264 232 12 256 192 25
2 212 192 9
3] 216 204 6
4 | 440 392 11
5 | 500 488 2
6 | 440 412 6

En la tabla N° 14 se presentan los resultados obtenidos del conteo de colonias
de Candida albicans ATCC 10231 a una concentracion de 10° utilizando
Fluconazol 25 pug como antifingico de prueba, asi como el conteo de colonias
de Candida albicans sin Fluconazol y sus respectivos porcentajes de

inhibicion.

Los porcentajes de inhibicion se realizaron como en los anteriores

ejemplos.(ver anexo N° 13).
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Figura N° 11: Grafico de porcentajes de inhibicion de las cepas de Candida
albicans 102 de cada una de las muestras hospitalarias contra
el porcentaje de inhibicién de la Candida albicans 10° ATCC

10231 utilizando Fluconazol 25 pg.

Los resultados indican que para las muestras hospitalarias 1,2,3 de Candida
albicans 102 en comparaciéon con los resultados de Candida albicans 103
ATCC 10231 fueron los mismos ya que el Fluconazol 25 pg fue efectivo en

contra de estas porque inhibié en un 100% el microorganismo.

También se observa que para las muestras hospitalarias 4,5,6 de Candida
albicans 10° el Fluconazol 25 pg no fue efectivo ya que presentaron
porcentajes de inhibicion del 41%,6%,24% respectivamente en cambio para
la cepa de Candida albicans 10% ATCC 10231 el Fluconazol fue efectivo ya

gue presento un porcentaje de inhibicién del 100%
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Figura N° 12: Grafico de porcentajes de inhibicion de las cepas de Candida
albicans 10° de cada una de las muestras hospitalarias contra
el porcentaje de inhibicién de la Candida albicans 10° ATCC

10231 utilizando Fluconazol 25 pg.

Los resultados indican que para las seis muestras hospitalarias de Candida
albicans 10° el Fluconazol 25 pg no fue efectivo ya que presentaron
porcentajes de inhibicion del 25%,11%,9%,6%,6%,2% al igual que la cepa de
Candida albicans 10> ATCC 10231 ya que presento un porcentaje de
inhibicién del 12%.
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Tabla N° 15. Resultados del conteo de colonias de las cepas aisladas de

Candida albicans 102 de las muestras hospitalarias de fluido
vaginal y de la cepa de Candida albicans 103 ATCC 10231,

utilizando Lactobacillus rhamnosus 10°y 10’.

Conteo Conteo Conteo Conteo Conteo Conteo
(UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL) | (UFC/mL) (UFC/mL)
Candida Candida Candida Candida Candida Candida
g albicans 103| albicans 10 | albicans 102 |albicans 102|albicans 103| albicans 10°
g sin L. + L. + L. ATCC ATCC ATCC
=] rhamnosus | rhamnosus rhamnosus |10231 sin L.| 10231 + L. | 10231 + L.
=
108 107 rhamnosus | rhamnosus | rhamnosus
106 107
1 208 0 0 226 1 4
2 186 0 1
3 204 0 0
4 272 252 272
5 140 116 124
6 100 76 68

En la tabla N°15 se presentan los resultados obtenidos del conteo de colonias

de las cepas hospitalarias de Candida albicans 10%y de la cepa de Candida

albicans 10% ATCC 10231 utilizando Lactobacillus rhamnosus 10%y 10’ como

microorganismo inhibidor de prueba, asi como el conteo de colonias de las

cepas hospitalarias de Candida albicans 10°y de la cepa de Candida albicans

ATCC 10231 sin Lactobacillus rhamnosus.
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Tabla N° 16. Resultados del conteo de colonias de las cepas aisladas de

Candida albicans 10° de las muestras hospitalarias de fluido
vaginal y de la cepa de Candida albicans 10> ATCC 10231,

utilizando Lactobacillus rhamnosus 10°y 10’.

Conteo Conteo Conteo Conteo Conteo Conteo
(UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL) | (UFC/mL) (UFC/mL)
Candida Candida Candida Candida Candida Candida
g albicans 10°| albicans 10° | albicans 10° |albicans 10°|albicans 10° albicans 10°
g sin L. + L. + L. ATCC ATCC ATCC
§ rhamnosus | rhamnosus rhamnosus | 10231 sin | 10231 + L. | 10231 + L.
108 107 L. rhamnosus | rhamnosus
rhamnosus 108 107
1 256 204 180 264 240 224
2 212 204 196
3 216 116 144
4 440 436 408
5 500 492 484
6 440 432 420

En la tabla N° 16 se presentan los resultados obtenidos del conteo de colonias

de las cepas hospitalarias de Candida albicans 10°y de la cepa de Candida

albicans 10> ATCC 10231 utilizando Lactobacillus rhamnosus 10%y 10’ como

microorganismo inhibidor de prueba, asi como el conteo de colonias de las

cepas hospitalarias de Candida albicans 10° y de la cepa de Candida albicans

ATCC 10231 sin Lactobacillus rhamnosus.
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Tabla N° 17. Resultados de los porcentajes de inhibicion de las cepas aisladas

de Candida albicans 102 de las muestras hospitalarias de fluido
vaginal y de la cepa de Candida albicans 103 ATCC 10231,

utilizando Lactobacillus rhamnosus 10%y 107.

Porcentaje de Porcentaje de Porcentaje de Porcentaje de
inhibicion de inhibicion de inhibicion de la inhibicion de la
cepas cepas cepade Candida | cepade Candida
g hospitalarias de hospitalarias de albicans 103 albicans 103
g Candida albicans Candida albicans | ATCC 10231 (%) | ATCC 10231 (%)
g 10® (%) utilizando | 1083 (%) utilizando utilizando utilizando
Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus
rhamnosus 108 rhamnosus 107 rhamnosus 10° rhamnosus 107
1 100 100 100 98
2 100 99
3 100 100
4 7 0
5 17 11
6 24 32

En la tabla N°17 se presentan los resultados de los porcentajes de inhibicidén

de las cepas hospitalarias de Candida albicans 103y de la cepa de Candida
albicans 10% ATCC 10231 utilizando Lactobacillus rhamnosus 10° y 107 como

microorganismo inhibidor de prueba.

Los porcentajes de inhibicion se realizaron como en los anteriores

ejemplos.(ver anexo N° 13).
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Tabla N° 18.Resultados de los porcentajes de inhibicion de las cepas aisladas

de Candida albicans 10° de las muestras hospitalarias de fluido
vaginal y de la cepa de Candida albicans 10° ATCC 10231,

utilizando Lactobacillus rhamnosus 10%y 107.

Porcentaje de Porcentaje de Porcentaje de Porcentaje de
inhibicion de inhibicion de inhibicion de la inhibicion de la
cepas cepas cepa de Candida | cepa de Candida
g hospitalarias de hospitalarias de albicans 10° albicans 10°
g Candida albicans Candida albicans | ATCC 10231 (%) | ATCC 10231 (%)
§ 10° (%) utilizando | 10° (%) utilizando utilizando utilizando
Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus
rhamnosus 10° rhamnosus 107 rhamnosus 10° rhamnosus 107
1 20 27 9 15
2 4 8
3 46 33
4 1 7
5 2 3
6 2 5

En la tabla N° 18 se presentan los resultados de los porcentajes de inhibicion

de las cepas hospitalarias de Candida albicans 10°y de la cepa de Candida
albicans 10> ATCC 10231 utilizando Lactobacillus rhamnosus 10%y 10’ como

microorganismo inhibidor de prueba.

Los porcentajes de inhibicion se realizaron como en los anteriores

ejemplos.(ver anexo N° 13).
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Figura N° 13: Grafico de porcentajes de inhibicién de las cepas de Candida
albicans 102 de cada una de las muestras hospitalarias contra
el porcentaje de inhibicion de Candida albicans 10 ATCC
10231 utilizando Lactobacillus rhamnosus a una concentracion
de 1068.

Los resultados indican que para las muestras hospitalarias 1,2,3 de Candida
albicans 10% en comparacion con los resultados de Candida albicans 103
ATCC 10231 fueron los mismos porque el Lactobacillus rhamnosus 10° fue

efectivo ya que inhibié en un 100% el microorganismo.

También se observa que para las muestras hospitalarias 4,5,6 de Candida
albicans 102 el Lactobacillus rhamnosus 10° no fue efectivo porque no inhibié
el microorganismo ya que presentaron porcentajes del 7%,17%,24%
respectivamente, en cambio para la Candida albicans 103 ATCC 10231 el
Lactobacillus rhamnosus 10° fue efectivo porque inhibi6 en un 100% el

microorganismo. (Ver Figura N° 13).
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Figura N° 14: Grafico de porcentajes de inhibicion de las cepas de Candida
albicans 102 de cada una de las muestras hospitalarias contra
el porcentaje de inhibicién de la Candida albicans 10% ATCC
10231 utilizando Lactobacillus rhamnosus a una concentracion
de 10"

Los resultados indican que para las muestras hospitalarias 1,2,3 de Candida
albicans 102 el Lactobacillus rhamnosus 107 fue efectivo porque inhibi6 el
microorganismo ya que presentaron porcentajes de inhibicion del
100%,99%,100% y para la cepa de Candida albicans 103 ATCC 10231 el
Lactobacillus rhamnosus 10’ fue efectivo porque inhibi6 en un 98% el

microorganismo.

También se observa que para las muestras hospitalarias 4,5,6 de Candida
albicans 102 el Lactobacillus rhamnosus 107 no fue efectivo porque no inhibié
el microorganismo ya que presentaron porcentajes del 0%,11%,32%
respectivamente, en cambio para la Candida albicans 10% ATCC 10231 el



Lactobacillus rhamnosus 107 fue efectivo porque inhibié en

microorganismo. (Ver Figura N° 14).
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Figura N° 15: Grafico de porcentajes de inhibicién de las cepas de Candida

albicans 10° de cada una de las muestras hospitalarias contra

el porcentaje de inhibicién de la Candida albicans 10° ATCC

10231 utilizando Lactobacillus rhamnosus a una concentracion

de 106.

Los resultados indican que para las seis muestras hospitalarias de Candida

albicans 10° el Lactobacillus rhamnosus 108 no fue efectivo porque no inhibié

el microorganismo ya que presentaron porcentajes de inhibicion de
46%,20%,4%,2%2%,1% al igual que la cepa de Candida albicans 10° ATCC
10231 ya que presento un porcentaje de inhibicidon del 9%. (Ver Figura N° 15).
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Figura N° 16: Grafico de porcentajes de inhibicion de las cepas de Candida
albicans 10° de cada una de las muestras hospitalarias contra
el porcentaje de inhibicién de la Candida albicans 10> ATCC
10231 utilizando Lactobacillus rhamnosus a una concentracion
de 10°.

Los resultados indican que para las seis muestras hospitalarias de Candida
albicans 10° el Lactobacillus rhamnosus 107 no fue efectivo porque no inhibié
el microorganismo ya que presentaron porcentajes de inhibicion de
33%,27%,8%,7%5%,3% al igual que la cepa de Candida albicans 10° ATCC
10231 ya que presento un porcentaje de inhibicién del 15%.(Ver Figura N° 16).
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6.0 CONCLUSIONES

1. Las cepas aisladas de Candida albicans concentraciéon 102 en el 50% de
las muestras el Fluconazol 25 pg fue efectivo ya que supero el 50% de

inhibicion del microorganismo.

2. Las cepas aisladas de Candida albicans concentracién 10° en todas las
muestras hospitalarias el Fluconazol 25 ug no fue efectivo ya que no supero

el 50% de inhibicion del microorganismo.

3. Las cepas aisladas de Candida albicans concentracién 102 en el 50% de
las muestras el Lactobacillus rhamnosus concentracion de 10° y 107 fue
efectivo ya que supero 50% de inhibicion del microorganismo esto es
debido a que el Lactobacillus rhamnosus ataca directamente al crecimiento
del microorganismo debido a la formacién de bacteriocinas y la formacion

de acido lactico.

4. Las cepas aisladas de Candida albicans a la concentracién de 10° en todas
las muestras hospitalarias el Lactobacillus rhamnosus 10° y 107 no fue
efectivo ya que no supero el 50% de inhibicién del microorganismo y la

carga microbiana del hongo levaduriforme es muy concentrada.

5. La cepa patron de Candida albicans ATCC 10231 concentracion 102 tanto
el Fluconazol 25 pug como el Lactobacillus rhamnosus 10% y 107 fueron
efectivos debido a que inhibieron el microorganismo ya que no se habian
sometido a ningun tratamiento con antifingico no asi para las cepas
aisladas de Candida albicans a la misma concentracién ya que solo fue

efectivo para el 50% de las muestras.

6. La cepa patrén a una concentracion de 10° no presento inhibicién utilizando
Fluconazol 25 pg y Lactobacillus rhamnosus 106y 107 al igual que las cepas

hospitalarias de Candida albicans a la misma concentracién.

7. El Lactobacillus rhamnosus a una concentraciéon 108 y 107 es mas efectivo

que el Fluconazol 25 pg.
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7.0 RECOMENDACIONES

. Disminuir el uso excesivo del Fluconazol para el tratamiento de
enfermedades vaginales porque puede generar resistencia de la Candida

albicans a los antifungicos.

. Concientizar a los pacientes de los hospitales a la no automedicacion con

antifangicos como el Fluconazol.

. Utilizar para futuras investigaciones un mayor niumero de muestras de

cepas hospitalarias de Candida albicans para su respectivo analisis.

. Desarrollar para futuras investigaciones nuevas metodologias para la
comprobacién de la efectividad del Fluconazol contra la Candida albicans

y su inhibicion frente al Lactobacillus rhamnosus.

. Realizar nuevas metodologias como la utilizacién de medios cromogénicos,
sistemas enzimaticos, pruebas API y criterios inmunolégicos para facilitar

la identificacion de Candida albicans y para diferenciarlo de otras especies.
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GLOSARIO.

Antibiético: Cualquier agente antimicrobiano producido por un
microorganismo. Este inhibe el metabolismo y/o el crecimiento de un
microorganismo y puede matarlo. Por ejemplo la penicilina del Penicillium
notatum. En la naturaleza existe un gran numero de antibibticos, pero

solamente unos pocos son seguros para uso humano. @)

Antifungico: Engloba cualquier sustancia capaz de producir una alteraciéon
tal de las estructuras de una célula fungica que consiga inhibir su desarrollo,
alterando su viabilidad o capacidad de supervivencia, directa o
indirectamente, lo que facilita el funcionamiento de los sistemas de defensa

del huésped. (24

Antimicrobiano: Cualquier sustancia natural, semi-sintética o de origen
sintético que inhibe el metabolismo y/o el crecimiento de un microorganismo

y puede matarlo. (1)

Cepa resistente: Implica que la bacteria no es inhibida por concentraciones
de la droga que puedan alcanzarse y, por lo tanto, la droga no debe ser
seleccionada para el tratamiento, excepto en ciertos liquidos corporales donde

puedan acumularse grandes concentraciones del antibidtico. (1)

EFIl: Enfermedades Fungicas Invasoras. Son aquellas enfermedades fungicas
que afectan habitualmente a tejidos (tanto superficiales como profundos),
organos (tanto visceras huecas como parénquimas soélidos) y a liquidos

organicos estériles (incluyendo la sangre). (14

ETS: Enfermedades de Transmision Sexual. Son infecciones que se

adquieren por tener relaciones sexuales con alguien que esté infectado. (s

Lesiones maculonodulares: Es una lesién sélida, redondeada, sin relieve ni
cambio de textura, por lo que no es palpable, que puede originarse en la

dermis o en el tejido celular subcutaneo. (s)



MIC o CIM (Concentracién inhibitoria minima): Es la concentracion mas
baja de un agente antimicrobiano requerida para inhibir el crecimiento de un

microorganismo. (1)

NCCLS: EIl Instituto para la normatizacion de Laboratorios Clinicos
anteriormente conocido como El Comité Nacional para la Normatizacion de
Laboratorios Clinicos (NCCLS); es una organizacion sin fines de lucro, con
miembros representando a varias disciplinas. Es una organizacion educativa
que ensefia a través de foros el desarrollo, promocion y uso de normas
nacionales e internacionales relacionadas con las pruebas de susceptibilidad,
Su uso apropiado y la interpretacion de los resultados. ()

Neutropenia: La neutropenia es un problema caracterizado por niveles
anormalmente bajos en la sangre de los neutréfilos que combaten las

infecciones, que son un tipo especifico de globulos blancos. (2s)

Patogénesis: Describe el origen y evolucién de una enfermedad con todos

los factores que estan involucrados en ella. 7
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ANEXO N° 1

Figura N° 17. Morfologia microscépica de Candida albicans con tincion al

gram. Levaduras gram positivas.



ANEXO N° 2

ESTANDARIZACION DE LA CEPA PATRON DE Candida albicans
ATCC 10231.
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Cepapatron ~ 10.0mL de Agitar el caldo Incubar por 4
de Candida caldo . ]

albicans saboraud durante 1 minuto con dias, a 32-
ATCC 10231 dextrosa un agitador Vortex. 35°C
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Y
%/ 1.0 mL /

Leeren Transferir a una 10.0 mL de
espectrofotometro celda solucién
a 580 nm espectrofotométrica salina esteril.

Agregar suspension de Candida albicans o solucion
salina estéril hasta obtener una concentracion de 108
UFC/mL vy leer en el espectrofotdmetro a 580 nm y

25% de transmitancia.

Figura N° 18.Esquema de estandarizacion de Cepa patron Candida albicans
ATCC 10231.
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Realizar el conteo de Incubar por 4 Verter Agar Saboraud
colonias de Candida dias, a 32- Dextrosa, homogenizar
albicans. 35°C en forma de ocho y dejar
solidificar.

Figura N° 18.Continuacién de esquema de estandarizacion de Cepa patrén
Candida albicans ATCC 10231.



ANEXO N° 3

ESTANDARIZACION DE LAS CEPAS DE Candida albicans
OBTENIDAS DE LAS MUESTRAS HOSPITALARIAS
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_ _ Agitar el caldo Incubar por 4
hospitalaria de caldo _ )
Candida saboraud durante 1 minuto con dias, a 32-
albicans dextrosa un agitador Vortex. 35°C
il i
1000.0 pL A

oY

\*

f\

Leer en Transferir a una 10.0 mL de
espectrofotometro celda solucion
a 580 nm espectrofotométrica salina esteril.

Agregar suspension de Candida albicans o solucién
salina estéril hasta obtener una concentracion de 108 .
UFC/mL vy leer en el espectrofotometro a 580 nm y

25% de transmitancia.

Figura N° 19.Esquema de estandarizacion de las cepas de Candida albicans
obtenidas de las muestras hospitalarias.



10mL /% oimL L oamL &

108
9.0 mL 9.9 mL 9.9 mL

1)
/

Inocular con 1.0
mL de las

diluciones las

placas

Realizar el conteo de Incubar por 4 Verter agar saboraud
colonias de Candida dias, a 32- dextrosa, homogenizar
albicans. 35°C en forma de ocho y dejar
solidificar.

Figura N° 19.Continuacién de esquema de estandarizacion de las cepas de
Candida albicans obtenidas de las muestras hospitalarias.



ANEXO N° 4

FIJANDO AL MECHERO AGREGAR CRISTAL VIOLETA

AGREGAR LUGOL LAVAR CON AGUA DESTILADA

AGREGAR SAFRANINA LAVAR CON AGUA DESTILADA

LAVAR CON AGUA DESTILADA

[ (
o
/ <
RS — ’x‘«§
7

AGREGAR ALCOHOL ACETONA

S

SECAR

Figura N° 20. Procedimiento para la tincion al Gram.



ANEXO N° 5

Liberacionde gas.

Figura N° 21. Prueba de catalasa.



ANEXO N° 6
ESTANDARIZACION DE Lactobacillus rhamnosus.



Pesar 0.1gde 10.0 mL de
caldo MRS durante 1 minuto con

Lactobacillus
rhamnosus
(HOWARU™)

Agregar suspension
de Candida albicans o
solucion salina estéril
hasta obtener una
concentracion de 108
UFC/mL y leer en el
espectrofotometro  a
625 nm y 25% de

transmitancia.

’/

_—) *

Agitar el caldo

un agitador Vortex.

Leer en

espectrofotometro
a 625 nm

i

1.0 mL %

N/

—

10.0 mL de
solucién

salina estéril.

Transferir a una
celda

espectrofotométrica

Figura N° 22. Esquema de estandarizacion de Lactobacillus rhamnosus.



1.0 mL ,,? . 10mL ’/?

108

9.0 mL 9.0 mL

Inocular con 1.0 mL de
las diluciones las

placas

Realizar el conteo de Incubar las placas a Verter Agar MRS,
colonias de Lactobacillus  37°C, 5% de CO2 por homogenizar en forma de
rhamnosus. 48-72 horas. ocho y dejar solidificar.

Figura N° 22.Continuacién de esquema de estandarizacion de Lactobacillus
rhamnosus.



ANEXO N° 7

COMPROBACION DE LA EFECTIVIDAD DEL FLUCONAZOL SOBRE
Candida albicans.



CAPA BASE

B
SE6E

Tomar 8 placas de Petriy
rotularlas

Verter 15 mL de Agar Mueller-
Hinton con 2% de Dextrosa y

dejar solidificar.
CAPA INOCULO

Tomar 2 erlenmeyer
Agregar 30 mL de Agar .
. vacios de 50 mL y
Mueller-Hinton con 2%
rotularlos
de Dextrosa

Figura N° 23.Esquema de comprobacion de la efectividad del Fluconazol
sobre la Candida albicans.



Inocular en el erlenmeyer que Inocular con una pipeta mohr de 4
contiene el medio de cultivo mL del microorganismo en las
colocado en un bafio maria a 45°C placas de Petri tratando de
para obtener una concentracion de  esparcir el microorganismo sobre
10°y 102 de Candida albicans y el medio de cultivo contenido en

dejar reposar durante 15 min. las placas tapar y dejar reposar

A

Colocar las placas Colocar un disco de
sensibilidad de
Fluconazol de 25 pg con
35°C, por 4 dias. ayuda de una pinza
esteril.

invertidas e incubar a 32-

Figura N° 23.Continuacién de esquema de comprobacién de la efectividad
del Fluconazol sobre la Candida albicans.



Realizar el conteo de colonias de El procedimiento es
Candida albicans para verificar igual para la cepa
cuantas colonias habian en control y las muestras
comparacion con las placas control hospitalarias de
de crecimiento normal de la Candida albicans.

Candida albicans sin el Fluconazol.

Figura N° 23.Continuacién de esquema de comprobacién de la efectividad
del Fluconazol sobre la Candida albicans.



ANEXO N° 8

CALCULO PARA OBTENER LA CONCENTRACION DE 10%Y 10° DE
Candida albicans.



Candida albicans 10° capa inoculo

4 mL de inoculo = 10° UFC/mL

10%/4 = 2.5X10* UFC/mL

C1V1=C2V2

V1= C2V2/ C1=2.5X10* UFC/mL X 30mL
1X107

V1= 0.075 mL

Vi= 75 L

Candida albicans 10 capa inoculo

4 mL de inoculo = 10% UFC/mL

103%/4 = 250 UFC/mL

C1V1=CaV2

V1= C2V2/ C1 =250 UFC/mL X 30mL
1X10°

V1= 0.075 mL

Vi= 75 pL



ANEXO N° 9

EVALUACION DE LA INHIBICION CAUSADA POR EL Lactobacillus
rhamnosus SOBRE LAS CEPAS DE Candida albicans OBTENIDAS
DE MUESTRAS HOSPITALARIAS.



Inocular con una pipeta mohr 4 mL Colocar un cilindro de

del microorganismo en las placas acero inoxidable con
. . ayuda de una pinza
de Petri tratando de esparcir el y L. P
estéril.
microorganismo sobre el medio de
cultivo contenido en las placas
tapar y dejar reposar durante 15 l

Incubar a 32-35°C en Agregar 100 pL de Lactobacillus
rhamnosus previamente
estandarizado a 108y 107 en el

de 4 dias. cilindro de acero inoxidable
contenidas en cada una de las
placas respectivamente.

aerobiosis, por un tiempo

Figura N° 24.Esquema de la evaluacién de la inhibicién causada por el
Lactobacillus rhamnosus sobre las cepas de Candida albicans
obtenidas de muestras hospitalarias.



/

Pasado este tiempo de incubacion  El procedimiento es igual para la
proceder al conteo de colonias cepa control y las muestras
para verificar cuantas colonias  hospitalarias de Candida albicans.
habian en comparacion con las

placas control de crecimiento
normal de la Candida albicans sin

el Lactobacillus rhamnosus.

Figura N° 24.Continuacion de esquema de la evaluacion de la inhibicion
causada por el Lactobacillus rhamnosus sobre las cepas de
Candida albicans obtenidas de muestras hospitalarias.



ANEXO N° 10

RESULTADO DEL AISLAMIENTO DE Candida albicans DE LAS
MUESTRAS HOSPITALARIAS DE FLUIDO VAGINAL.



Figura N° 25.Colonias caracteristicas de las cepas aisladas de Candida

albicans de la muestra hospitalaria N°2 de fluido vaginal.



ANEXO N° 11

RESULTADOS DE LA IDENTIFICACION DE Candida albicans DE
LAS MUESTRAS HOSPITALARIAS DE FLUIDO VAGINAL.



Figura N° 26.Morfologia microscopica de la cepa de Candida albicans ATCC
10231.

Figura N° 27.Formacién de tubos germinales de la cepa aislada de Candida
albicans de la muestra hospitalaria N°2.

Figura N° 28. Formacion de clamidosporas de la cepa aislada de Candida
albicans de la muestra hospitalaria N°3.



Figura N° 29. Formacién de clamidosporas de la cepa aislada de Candida

albicans de la muestra hospitalaria N°1.

Figura N° 30. Formacién de clamidosporas de la cepa aislada de Candida

albicans de la muestra hospitalaria N°2.

Figura N° 31. Formacion de clamidosporas de la cepa aislada de Candida

albicans de la muestra hospitalaria N°3.



ANEXO N° 12

CONTEO DE COLONIAS DE LAS MUESTRAS DE CEPAS
HOSPITALARIAS DE Candida albicans Y DE LA CEPA PATRON
ATCC 10231.



Figura N° 32. Fotografias tomadas a las placas que se utilizaron para el conteo
de colonias que contienen cepas de Candida albicans ATCC
10231.



Figura N° 33. Fotografias tomadas a las placas que se utilizaron para el conteo
de colonias que contienen cepas hospitalarias de Candida
albicans.



Figura N° 34.Fotografias tomadas a las placas que se utilizaron para el
conteo de colonias que contienen cepas hospitalarias de
Candida albicans.



Figura N° 35.Fotografias tomadas a las placas que se utilizaron para el
conteo de colonias que contienen cepas hospitalarias de
Candida albicans.



Figura N° 36. Fotografias tomadas a las placas que se utilizaron para el conteo
de colonias que contienen cepas hospitalarias de Candida
albicans.



Figura N° 37. Fotografias tomadas a las placas que se utilizaron para el conteo
de colonias que contienen cepas hospitalarias de Candida
albicans.



ANEXO N° 13

CALCULO PARA OBTENER EL PORCENTAJE DE INHIBICION DE
LAS CEPAS HOSPITALARIAS DE Candida albicans Y DE LA CEPA
PATRON ATCC 10231.



Porcentaje de inhibicion de Candida albicans ATCC 10231 utilizando

Fluconazol 25 pug.

ATCC 10231 [109]

264 UFC/mL ----------- 100%
232 UFC/mL -------=---- X
X=87.87%

% Inhibicion = 100% - 87.87%

% Inhibicion =12.13%

ATCC 10231 [103]

226 UFC/ML =--------- 100%
(U] =17/ 1) Ip— X
X= 0%

% Inhibicion =100% - 0%

% Inhibicion = 100%

Porcentaje de inhibicibn de Candida albicans ATCC 10231 utilizando

Lactobacillus rhamnosus.

ATCC 10231 [10°] con [106]

264 UFC/ML -----nnm- 100%
240 UFC/ML ---mrmemmeev X
X= 90.00%

% Inhibicion = 100% - 90.00%

% Inhibicion = 9.10%

ATCC 10231 [103] con [106]

226 UFC/ML --=-neemme- 100%
U] ='o7/ 1) I— X
X= 0.44%

% Inhibicion = 100% - 0.44%

% Inhibicion = 99.56%

ATCC 10231 [10°] con [107]

264 UFC/ML ---------- 100%
224 UFC/ML -----xn-- X
X= 84.84%

% Inhibicion = 100% - 84.84%

% Inhibicion = 15.16%

ATCC 10231 [103] con [107]

226 UFC/ML ---------- 100%
VU] =To7 | I— X
X=1.77%

% Inhibicion = 100% - 1.77%

% Inhibicion = 98.23%



Porcentaje de inhibicibn de cepas hospitalarias de Candida albicans
utilizando Fluconazol 25 pg.

Mx1 Candida albicans [109] Mx1 Candida albicans [107]
256 UFC/mL ----------- 100% 208 UFC/mL ---------- 100%
192 UFC/mL ------------ X 0 UFC/mL  ---------- X
X=75.00% X=0%

% Inhibicién = 100% - 75.00% % Inhibicién = 100% - 0%
% Inhibicion = 25.00% % Inhibicion = 100%

Porcentaje de inhibicibn de cepas hospitalarias de Candida albicans
utilizando Lactobacillus rhamnosus.

Mx1 [10°] con [109] Mx1 [10%] con [107]

256 UFC/ML ---------- 100% 256 UFC/ML ---------- 100%
204 UFC/ML =----eze===- X 180 UFC/mL ---------- X
X=79.68% X=70.31%

% Inhibicion = 100% - 79.68% % Inhibicion = 100% - 70.31%
% Inhibicion = 20.32% % Inhibicion = 26.69%
Mx1 [10%] con [109] Mx1 [10%] con [107]

208 UFC/ML ==--meenm—- 100% 208 UFC/ML =----x=--- 100%
(U] =711 IN——— X (0] =711 IN— X
X=0% X=0%

% Inhibicion = 100% - 0% % Inhibicibn = 100% - 0%

% Inhibicion = 100.00% % Inhibicion = 100.00%



Porcentaje de inhibicibn de cepas hospitalarias de Candida albicans
utilizando Fluconazol 25 pg.

Mx2 Candida albicans [109] Mxz2 Candida albicans [107]
212 UFC/mL ----------- 100% 186 UFC/mL ---------- 100%
192 UFC/mL ------------ X 0 UFC/mL = ---------- X
X=90.56% X=0%

% Inhibicién = 100% - 90.56% % Inhibicién = 100% - 0%
% Inhibicion = 9.44% % Inhibicion = 100%

Porcentaje de inhibicibn de cepas hospitalarias de Candida albicans
utilizando Lactobacillus rhamnosus.

Mx2 [10°] con [106] Mxz [10°] con [107]

212 UFC/mL ----------- 100% 212 UFC/mL ---------- 100%
204 UFC/mL ------------ X 196 UFC/mL ---------- X
X=96.23% X=92.45%

% Inhibicion = 100% - 96.23% % Inhibicibn = 100% - 92.45%
% Inhibicion = 3.77% % Inhibiciobn = 7.55%

Mx2 [10%] con [109] Mxz [10%] con [107]

186 UFC/mL ----------- 100% 186 UFC/mL ---------- 100%
O UFC/mL  ------mmm--- X 1UFC/mL - X
X=0% X=0.54%

% Inhibicion = 100% - 0% % Inhibicion = 100% - 0.54%

% Inhibicion = 100.00% % Inhibicion = 99.46%



Porcentaje de inhibicibn de cepas hospitalarias de Candida albicans

utilizando Fluconazol 25 pg.

Mxs Candida albicans [109]

216 UFC/ML ---nmemmme 100%
204 UFC/ML ---rmmrmmmme X
X= 94.44%

% Inhibicion = 100% - 94.44%

% Inhibicibn = 5.56%

Mxz Candida albicans [107]

204 UFC/ML =--------- 100%
(U] =17/ 1) Ip— X
X= 0%

% Inhibicion =100% - 0%

% Inhibicion = 100%

Porcentaje de inhibicibn de cepas hospitalarias de Candida albicans

utilizando Lactobacillus rhamnosus.

Mxs [10°] con [108]

216 UFC/ML =-mmemm- 100%
116 UFC/ML =-mmemmmem X
X=53.70%

% Inhibicion = 100% - 53.70%

% Inhibicion = 46.30%

Mxs [10%] con [106]

204 UFC/ML ---nnnmmmm- 100%
U] =07/ 13 ER— X
X= 0%

% Inhibicion = 100% - 0%

% Inhibicion = 100.00%

Mxz [10°] con [107]

216 UFC/ML ----e---- 100%
144 UFC/ML ----xmm-- X
X= 66.67%

% Inhibicion = 100% - 66.67%

% Inhibicion = 33.33%

Mxz [10%] con [107]

204 UFC/ML ----===--- 100%
OUFC/mL  ---------- X
X=0%

% Inhibicion = 100% - 0%

% Inhibicion = 100.00%



Porcentaje de inhibicibn de cepas hospitalarias de Candida albicans

utilizando Fluconazol 25 pg.

Mxs Candida albicans [109]

440 UFC/mL ----------- 100%
392 UFC/mL ------------ X
X=89.09%

% Inhibicion = 100% - 89.09%

% Inhibicion = 10.91%

Porcentaje de inhibicibn de cepas hospitalarias de Candida albicans
utilizando Lactobacillus rhamnosus.

Mxas [10°] con [108]

440 UFC/ML ----nmenme- 100%
436 UFC/ML --rnmenmmee X
X=99.09%

% Inhibicion = 100% - 99.09%

% Inhibicion = 0.91%

Mxa [10%] con [109]

272 UFC/mL ----------- 100%
252 UFC/mL ------------ X
X=92.64%

% Inhibicion = 100% - 92.64%

% Inhibicion = 7.36%

Mxs4 Candida albicans [107]

272 UFC/mL ---------- 100%
260 UFC/mL  ---------- X
X=59.09%

% Inhibicion = 100% - 59.09%

% Inhibicibn = 40.91%

Mxa [10°] con [107]

440 UFC/ML -------=-- 100%
408 UFC/ML --------- X
X=92.72%

% Inhibicion = 100% - 92.72%

% Inhibicibn = 7.28%

Mxa [10%] con [107]

272 UFC/mL ---------- 100%
272 UFC/mL ---------- X
X=100.00%

% Inhibicion = 100% - 100.00%

% Inhibicion = 0%



Porcentaje de inhibicibn de cepas hospitalarias de Candida albicans

utilizando Fluconazol 25 pg.

Mxs Candida albicans [109]

500 UFC/ML ------x---- 100%
488 UFC/ML ----xnmemm- X
X= 97.60%

% Inhibicion = 100% - 97.60%

% Inhibicion = 2.4%

Porcentaje de inhibicibn de cepas hospitalarias de Candida albicans
utilizando Lactobacillus rhamnosus.

Mxs [10°] con [106]

0 O] =¥ 1] Hp— 100%
492 UFC/ML =-mrmmemmee X
X= 98.40%

% Inhibicion = 100% - 98.40%

% Inhibicion = 1.60%

Mxs [10%] con [106]

140 UFC/ML ---nmmememe 100%
116 UFC/ML ---nmrmmmemv X
X= 82.86%

% Inhibicion = 100% - 82.86%

% Inhibicion =17.14%

Mxs Candida albicans [107]

140 UFC/mL ---------- 100%
132 UFC/mL  ---------- X
X=94.28%

% Inhibicion = 100% - 94.28%

% Inhibicion =5.72%

Mxs [10°] con [107]

500 UFC/ML --<------- 100%
484 UFC/ML ----nmmm- X
X= 96.80%

% Inhibicion = 100% - 96.80%

% Inhibicion = 3.2%

Mxs [10%] con [107]

140 UFC/mL =----=-— 100%
2T =lo7] 1) IN— X
X= 88.57%

% Inhibicion = 100% - 88.57%

% Inhibicion =11.43%



Porcentaje de inhibicion de
utilizando Fluconazol 25 pg.

Mxes Candida albicans [109]

440 UFC/ML =---nmenmen 100%
L3N] = o7/ 1y) Ip— X
X= 93.63%

% Inhibicion = 100% - 93.63%

% Inhibicibn = 6.37%

Porcentaje de inhibicion

Mxs [10°] con [106]

440 UFC/ML -----eeenm- 100%
432 UFC/ML ----meeemmev X
X= 98.18%

% Inhibicion = 100% - 98-18%

% Inhibicion = 1.82%

Mxe [103] con [109]

100 UFC/mL ----------- 100%
76 UFC/mL  ------------ X
X=76.00%

% Inhibicion = 100% - 76.00%

% Inhibicion = 24.00%

cepas hospitalarias de Candida albicans

Mxs Candida albicans [107]

100 UFC/ML =-----=-=- 100%
76 UFC/ML  =---memm- X
X= 76.00%

% Inhibicion =100% - 76.00%

% Inhibicién = 24.00%

de cepas hospitalarias de Candida albicans
utilizando Lactobacillus rhamnosus.

Mxe [10°] con [107]

440 UFC/ML ---------- 100%
420UFC/ML =----enm- X
X= 95.45%

% Inhibicion = 100% - 95.45%

% Inhibicibn = 4.55%

Mxs [10%] con [107]

100 UFC/ML <-enmene- 100%
68 UFC/ML --------- X
X= 68.00%

% Inhibicion = 100% - 68.00%

% Inhibiciéon = 32.00%



