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AISLAMIENTO DE DIFERENTES ESPECIES DE LEVADURAS EN
MUESTRAS CLINICAS DE PACIENTES DEL INSTITUTO SALVADORENO

DEL SEGURO SOCIAL Y DEL HOSPITAL ROSALES

INTRODUCCTIO N:

Las levaduras causan micosis con frecuencia en el humano -
en todo el mundo (28). Dichas enfermedades pueden ser agudas o
subagudas. Las lesiones pueden observarse en piel, uflas,vagina,

boca, endocardio y meninges (8).

La infeccién por Candida albicans casi siempre es endbgena,

ya que es parte de la microflora en piel, mucosa bucal, vagina

normal y en el intestino grueso de personas sanas (8).

Se ha observado que las levaduras del género Candida pueden
formar parte de la flora normal de la vagina en aproximadamente
50% de las mujeres y es diffcil distinguir entre colonizacibn y‘

la infeccibn verdadera (1l7).

Nolte, en estudios hechos a muestras clfnicas de la boca en
diferentes grupos de nifios observé que 54% de nifios de 2 a 6 sema-
nas eran portadores de levaduras, De 6 semanas a 1 afio el porcen-
taje de nifios con levaduras se redujo a 46.5% y de 1 afio a 6 afios s¢

aislaron.sélo en 5% de los nifios. Las especies mds frecuente-



mente aisladas en este estudio fueron C. albicans en 93,87% de

los aislamientos, C. tropicalis em 2.1% y C. stellatoidea 1l.47%

y otras especies fueron encontradas en porcentajes menores al

1%

Dato muy importante es que el porcentaje mds elevado se en-
contré en salivas con pH 4cido. El 100% de las muestras que te-

nfan pH 5.0 presentaron levaduras (28).

El desarrollo de enfermedad por levaduras usualmente es pre
cedido por algunos factores predisponentes entre los cuales se
pueden mencionar la diabetes sacarina, tratamiento antimicro==-
biano, anemia ferropriva, leucemia aguda, tratamiento comn corti-
costeroides, cateterismos urinario e intravenoso, humedad en la
piel, carcinoma bronquial, bronquiectasia, lupus eritematoso,
contracepcién oral etc. En caso de endocarditis se pueden men--
~cionar también como factores predisponentes la cirugfa de corazén
abierto y la drogadiccién (8, 10, 11, 16, 27, 28)., En muchos ca-
sos puede ser la primera evidencia de un defecto de inmunidad me
diada por células (4). En la mayor parte de las personas con sis-
temas inmunolégico normal, la proliferacibén de Candida durante
la administracién de antibi6tico puede producir algunos efectos

secundarios molestos como: prurito y edema anal o vulvar y diarrea.

En los pacientes con escasas defensas o que estdn bajo trata

miento con corticosteroides, la candidiasis puede ser severa y =~



en muchos casos mortal (28).

En algunos pacientes la candidiasis se asocia a deficien-

cias end6crinas miltiples (suprarrenales, paratiroides y otras).

Esta forma de candidiasis muchas veces se observa en herma-
nos y se ha supuesto la existencia de una forma de herencia auto
sémica recesiva (4) de las deficiencias endécrinas,

La vagiﬁitis relacionada con Candida no suele transmitirse
de manera sexual; sin embargo del 10 al 157 de los compafieros =
sexuales masculinos permanentes de las mujeres que sufren de =--
vulvovaginitis por Candida pueden presentar balanitis o lesiones

discretas del pene, secundarias a esa levadura (17).

Se ha podido comprobar que C. albicans se aisla en un 757%
de los procesos patolfgicos, luego le sigue C. tropicalis ,

C. parapsilosis (27, 6). También hay evidencia experimental de

la patogenidad de C. stellatoidea, C. pseudotropicalis vy

Co. viswanathii (28) .

En afios recientes ha habido un claro incremento de las en-

fermedades causadas por C. albicans y Cryptocococcus neoformans.

Muchas especies que se consideraban no patégenas, han sido ya re
portadas como agentes de procesos patolégicos. Esto es debido a

la alteracién de los mecanismos de defensa del huésped con ===



neoplasias y enfermedades inmunolégicas o infecciosas; estos pa-
cientes son sometidos a terapia con medicamentos que incluyen -
antibiéticos e inmunosupresores, los cuales pueden favorecer el

desarrollo de las enfermedades causadas por levaduras.

Este fenémeno ha impulsado el desarrollo de técnicas que -

simplifican el proceso de identificacién de levaduras.

Tradicionalmente la identificacién de Candida albicans se

hace por la observacién de clamidosporas en agar harina de mafz
y la produccién de tubo germinal en plasma citratado o albdmina

de huevo.

Las otras especies de levaduras se identifican por sus pa-
trones de fermentacién,la asimilacién de azlicares y la prueba de
ureasa. Los métodos convencionales para esos estudios bioqufmicos
son laboriosos y consumen mucho tiempo. La introduccién de la -
microtécnica API 20 C para levaduras, que incluye el andlisis de
la asimilacién de 19 carbohidratos ha permitido a laboratorios
clfnicos no especializados realizar la identificacién de 39 leva
duras entre ellas 16 especies del género Candida y 6 del género

Cryptococcus . Ademds 3 especies de algas del género Prototheca,

que son también patégenas para el humano, se pueden reconocer -

con este procedimiento,



En nuestro medio la identificacién de las levaduras se hace
tomando en cuenta la morfologfa, la produccién de clamidosporas
en agar harina de mafz y en algunos casos la deteccién de ureasa.

L3

Unicamente se hace identificacién de C. albicans. Las otras
especies se agrupan de acuerdo a su género y en muchas ocasiones

es diffcil discriminar si son o no pat6genas.

En este estudio sevidentificarén por medio de técnicas con-
vencionales y el método API 20 C. 503 cepas de levaduras aisla-
das de materiales clfnicos en pacientes del I.S.S.S. y Hospital
Rosales. El propésito de ello es contribuir a determinar el papel
patégeno de las diferentes especies de levaduras en el humano y

conocer mejor la epidemiologfa de ellas en relacién al humano.
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Por medio de cultivos en medio de Sabouraud y la técnica
API 20 C. se determinard la diversidad de especies de leva-

duras que pueden aislarse de muestras clfnicas humanas.

Se comparard la frecuencia relativa de aislamiento de

Candida albicans con respecto a otras especies del género

Candida y otras levaduras.

Se evaluard el posible papel patbgeno de las levaduras ais-
ladas, teniendo en cuenta para esto, el 4rea anatbémica de
donde procede la muestra, los resultados del examen directo

y la identificacién final de la levadura

Se evaluard{ la técnica API 20 C en cuanto a su simplicidad
y eficacia para la identificacién de las especies de leva-

duras, usando como patrén los métodos convencionales,



MATERIAL Y METODOS

Poblacién a estudiar

Se estudiaron 503 pacientes hospitalizados y ambulatorios,
del Instituto Salvadorefio del Seguro Social (I.S.S.S.) de

cuyas lesiones se aislaron cepas de levaduras.

Se anoté nombre,. edad, sexo, ndmero de afiliacién, ocupacién,
localizacién de las lesiones, tipo de muestra, previo trata-
miento con antibiéticos, u otras drogas, enfermedades subya=
centes etc. (ver hoja).

Todos estos datos se anotaron en un formulario que se adjunta.?

Clasificacién de las muestras

a) Muestras queratinizadas: piel, ufias, dlceras.

b) Secreciones de mucosa: vagina, boca, faringe,

labios,uretra, ojos.

c¢) Orina y Esputo
d) Lesiones de 6rganos internos tales como: lfquidos cefalo-

rraqufdeos, lfquidos de derrame, sangre, médula ésea.

e) Otras,



Colecciébn de las muestras

Las muestras en su mayorfa fueron colectadas en el Labora-
torio Clfnico del Hospital General del I.S.S.S. Las muestras
queratinizadas se tomaron con bisturf; las secreciones muco-
sas con hisopo; orina y esputo, previa instruccién, fueron
colectadas por el pacienté.

Las muestras de 6rganos internos de pacientes hospitalizados
fueron colectadas en los diferentes servicios, por puncién,

biopsia, curetaje u otros,

Examen Directo

Dependiendo del tipo de muestra el examen directo se hizo:

a) al fresco con solucién salina si se trata de secreciomnes.

b) con hidréxido de potasio al 10 - 20% si se trata de mate-

rial queratinizado,

c) por tincién de Giemsa y/o Gram si se trata de esputo,

l1fquidos de derrame, u otras muestras de 6rganos internos.

d) con tinta china y Giemsa las muestras de LCR.

Aislamiento

Cada muestra se inoculé en tubos con agar glucosado de
sabouraud,mycocel y placa de agar sangre. Su incubacibén se

. . o
hizo a temperatura ambiente y a 37 C. Los tubos se observaron



cada dos dfas, hasta por quince dfas.

Identificacién de los Cultivos

Cuando se observaron colonias de aspecto de levaduras se
subcultivaron a placa de agar de sabouraud para obtener cul-
tivos puros.

Todas las cepas se inocularon en agar harina de mafz para
ver si habfa produccién de micelio y de clamidosporas; ade-
m4&s se inoculd en las cdpulas del sistema API 20 C., para

estudiar sus patrones de asimilacién de azdcares.

Sistema API 20 C

Teniendo las levaduras en cultivo puro en medio de sabouraud
dextrosado, de 48 a 72 horas de crecimiento se procedié a
realizar la técnica del API 20 C.

Las ampollas con medio basal fueron retiradas del refrigera-
dor para que adquirieran temperatura ambiente al mo;ento de
ser utilizadas. Luego se pusieron a flotar en un recipiente
con suficiente cantidad de agua que luego se llevé a ebulli-
cibn.

Las ampollas se dejaron en el agua hirviendo 5 minutos des-
pués que el medio se fundié para conseguir una completa licue

facciébn,



Preparacién de las tiras

Se registrd el nlmero correlativo de la muestra sobre la bandeja;
se colocaron 10 ml., de agua destilada estéril dentro de la ban--
deja para proveer una atmésfera himeda durante la incubacién.

Se removieron las tiras API del sobre sellado y se colocaron en

una de las bandejas de incubacién.

Preparacién de la suspensién de levaduras

Se abrié la ampolla proporcionada para ese fin por la parte supe
rior de la cubierta aplicando presién con el pulgar a la base -
del lado aplastando el tapén pldstico. Del cultivo puro se aplicé
una o varias colonias aisladas con una aguja estéril, y se inoculé
el medio base. Se mezclé uniformemente para obtener turbidez com
parable con la tarjeta API wickerham (incluida en el apéndice).

La densidad debe ser tal que las tiras de tinta china de la tar-
jeta membretada aparezcan claramente distinguibles. En muchos -
casos esta densidad es obtenida tomando una sola colonia menor

de 2 mm. de didmetro,.

Inoculacién de la tira

Las tiras de API 20 C contienen 20 cdpulas.
Con una pipeta pasteur estéril se inoculé cada una de las cfipulas

colocando la punta de la pipeta al lado de la pared de la cidpula



evitando la formacién de burbujas. Se llendé completamente la cit-
pula con la suspensién,todas las clpulds deben quedar ligeramente --
convexaS,lo cual se logra poniendo una gota sobre el punto de =--
nivel; ésto facilita la lectura de la prueba. Después de la ino-
culacibén se colocd la tapadera pléstica sobre la bandeja y se in-
cubé por 72 horas a temperatura ambiente, colocando en el sitio

de incubacién un depbsito con agua para mantener la humedad.

Lectura de las tiras

Las reacciones fueron lefdas después de 24, 48 y 72 horas de -
incubacién, logrando resultados m4s confiables al cabo de las =~

72 horas. Las reacciones son anotadas sobre la hoja de trabajo.

En la tira tenemos un control negativo de las reacciones de asi-
milacién y un control positivo que es la cdpula de glucosa, la

cudl sirve como control de crecimiento.

Se considera que la reaccién es positiva cuando se observa cre-
cimiento, evidenciado por la presencia de microcolonias suspen--
didas en el medio semisélido.

La reaccién es negativa si no hay ningén cambio en el medio.

Luego que todas las reacciones han sido lefdas sobre la tarjeta
de trabajo (ver apéndice), la clasificacién de los organismos se

hard con la ayuda de la tabla que muestra las caracterf{sticas -



bioqufmicas de las diferentes especies de levaduras (ver apéndice).
En algunos casos la interpretacién de ios resultados requiere -

la ayuda de otras caracterfsticas tales como la morfologfa micros
cépica, la produccién de seudohifas, hifas verdaderas, de cla--

midosporas y la produccién de urea.



RESULTADOS

La distribucién de pacientes estudiados se presenta en el
Cuadro I. El 88.5% de las muestras analizadas fueron obtenidas
de pacientes ambulatorios y hospitalizados en los diferentes --
servicios del Hospital General del Instituto Salvadorefio del -
Seguro Social, La mayorfa de los pacientes ambulatorios eran de
la Consulta de la especialidad de Dermatologfa del Hospital Ro-

sales.

Dadas las caracterfsticas de los Hospitales en los que se
tomaron las muestras, la poblacién estudiada estuvo formada en
su mayorfa por personas adultas (Cuadro II). Las edades de los
pacientes con cultivos con levaduras estuvieron entre los 24 y
los 93 afios pero predominaron los pacientes de 21 a 30 afios (35.6%)
continudndole en frecuencia la de 31 a 40 afios (24.9%) 6 pacien-

tes (1.2%) fueron recién nacidos.

Pertenecieron al sexo femenino 337 (67%) de los pacientes
y 166 (337%) al masculino, d4ndonos una relacién de 2:1 (ver -

cuadro III).

En cuanto a las clases de muestras (Cuadro IV) predominaron
las queratinizadas (38.8%), dentro de las cuales estdn inclufdas:

muestras de ufias, piel y dlceras,



Siguieron en frecuencia las muestras de secreciones de mu-
cosas (23.7%). También se encontraron positivas muestras de orina
en un 15.9% y esputo 12.31; En menor porcentaje se encontraron
con levaduras las muestras que se clasificaron como de 6rganos
internos (2.9%) y de otras localizaciones (ofdo, catéter, heces ,

sonda, etc)

El examen directo se realizé en 423 muestras y fue positivo
en 255 (53.2%) No se incluyeron las 80 muestras de orina, ya que
a estas no se les verificé examen directo. Estos resultados se
presentan en el Cuadro V en el que se puede notar que fueron po-
sitivos al examen directo 48 (77.4%) de los 62 esputos examina-
dos, 66 (55.4%) de las 119 muestras de secrecién de mucosas; 93
(47.6%) de las 195 muestras queratinizadas, 6 (407) de los 15 -
lfquidos de 6rganos internos y 12 (37.5%) de las 32 muestras res-

tantes.

En el Cuadro VI se presentan los resultados del examen direc
to con mfs detalles. Todas las muestras de mucosa oral y lfquido
peritoneal positivas al cultivo fueron positivas también al exa-
men directo. En cambio podemos observar que de las 89 muestras
de secrecién vaginal fueron positivas solo 52 o sea 58.4%, de -
ufias (91 muestras) la positividad fue de 53.87% y de piel (95 ==

muestras) el directo fue positivo en 45.2%.
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Las cepas aisladas de las 503 muestras fueron todas estudia-
das por la técnica API 20 C (Cuadro VII). Con ese procedimiento
se logr6 clasificar esas cepas en 1l géneros y 22 diferentes -
especies. Candida fue el género predominante 461 (91.6%); siendo

Candida albicans la especie aislada en un porcentaje més eleva-

do 228 (45.3%).

Con porcentaje bastante altos encontramos también a Candida

parapsilosis 79 cepas (15.7%), Candida glabrata 60 cepas (11.9%),

Candida tropicalis 59 (ll.7%) y Candida guillermondii 17 (3.4%).

En menor porcentaje se clasificaron especies de levaduras de los

géneros: Rhodotorula 16 (3.2%), Cryptococcus 11 (2.2%),Trichosporon

3 (0.6%), Saccharomyces 3 (0.6%), Geotrichum 2 (0.4%), Torulopsis

2 (0.4%), (Ver Cuadro VII). Algunas cepas no se pudieron clasifi-
car adecuadamente pues no crecieron en ninguna de las cfpulas de

API 20 C apesar de que habfan crecido en el medio de Sabouraud.

En el Cuadro VIII presentamos el detalle de las especies -
aisladas de las 195 muestras queratinizadas estudiadas. Candida
albicans fue siempre la especies predominante 64 (32.8%), luego

siguié Candida parapsilosis 56 (28.7%); también Candida tropicalis

y Candida guillermondii fueron aisladas en porcentajes considera-

bles. Analizando con m&s minuciosidad estos resultados (Cuadro IX)
observamos que el patrén de cepas aisladas de uflas varié ligera-

mente habiéndose aislado con mayor frecuencia Candida parapsilosis
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35 (38.5%), siguiendo Candida albicans 16 (17.6%) en tercer lu-

gar Candida guillermondii 13 (14.3%) y luego Candida tropicalis

8 (8.8%).

En la piel la especie aislada con mayor frecuencia fue ---

candida albicans 45 (47.37) siguiendo Candida parapsilosis 20

(21.0%) y luego Candida tropicalis 7 (7.3%). Llama la atencién

el aislamiento de Rhodotorula rubra en 6 casos(6.3%).

Cabe mencionar que en las muestras de (lceras fue Candida

albicans también la especie de mayor frecuentia, 3 cepas (33.3%)

siguiéndole Candida tropicalis, 2 cepas (22.3%).

De las muestras de secreciones vaginales Candida albicans

fue la especie cultivada de mayor nifimero de casos (64%) siguiéndole

Candida glabrata 18 (20.2%) y luego Candida parapsilosis 7 (7.9%).

En secreciones farfingeas, uretrales y orales también Candida
albicans fue la especie mds frecuentemente aislada, Candida =---
tropicalis fue segunda en frecuencia y a continuacién encontra-

mos Candida glabrata. De las 2 muestras de secrecién ocular se

aisl6 Rhodotorula glutinis.

De las 3 muestras de secrecién bronquial sélo se aislé =--

Candida tropicalis,




En las muestras de orina Candida glabrata fue la especie que

predominé 37 (46.37%) en segundo lugar Candida albicans 21 (26.30);

y luego Candida tropicalis 12 (15.0%).

En esputo la especie predominante fue €andida albicans 48

(77.4%) encontrdndose después Candida tropicalis 9 (14.67%).

De las lesiones de 6rganos internos se aislé Candida albicans

en la mayor parte de las muestras excepto en lfquido peritomeal
y cefalorraqufdeo en los que la especie aislada fue Candida -

lusitaniae en el primero y Rhodotorula glutinis en el segundo.

De sangre se aisl6 ademds de Candida albicans, Candida tropicalis

y Candida :parapsilosis.

En las muestras clasificadas como otras, persistié Candida
albicans como la especie mds frecuentemente aislada, exceptuando
a las 14 muestras de secreciones 6ticas de 12 (85.77%) de las -

cuales se aislé Candida parapsilosis y en las otras 2 se obtuvo

Candida tropicalis.

Puede observarse que en las muestras provenientes de catéter,

sonda vesical y heridas operatorias fue Candida albicans la espe-

cie predominante (Ver Cuadro IX).

Las 503 levaduras aisladas fueron estudiadas por el método API
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20 C. El andlisis de los resultados en cuanto a la prueba de urea
mostrS que casi todas las levaduras del género Candida no hidro -

lizaron la urea, con la excepcién de 14.3% de las cepas de Candida

(Ver Cuadro X).

"

Los porcentajés de positividad de la urea de las cepas de

Rhodotorula varié del 66.7% al 100% y de Cryptococcus de 75 al

85.7% Trichosporon beigelii fue positivo en 33.37 de casos vy

Sporobolomyces salmonicolor en 100%.

Todas las cepas de Saccharomyces, Geotrichum, Torulaspora

rosei, Prototheca stagnora, Hanseniaspora guilliermondii y -

Torulopsis candida no hidrolizaron urea.

En la prueba de Agar Harina de Mafz sélo Candida albicans

formé clamidosporas habiendo presentado esas estructuras el 100%

de las cepas.

No se anoté ningdn otro pardmetro morfolégico con esta prueba.
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CUADRDPO I

DISTRIBUCION DE PACIENTES DE ACUERDO A LA
INSTITUCION DONDE SE TOMARON LAS MUESTRAS

INSTITUCION No.CASGS

?ﬂ

Hospital Gral. del Imnst.

Salvadoretio del Seguro Social 445 88.5
Hospital Rosales 58 5 I
TOT A L 503 100.0
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CUADRO IT

DISTRIBUCION DE PACIENTES DE

ACUERDO A EDAD

EDAD No.DE CASO0S T
24 - 48 horas 6 | 1.2
11 - 20 afios 6 L.2
21 - 30 atios 179 35.6
31 - 40 afios 125 24.9
41 - 50 afios u 75 149
51 - 60 atios 61 LT
61 - 70 afios 21 4.2
71 -.80 afios 23 4B
81 - 90 artios 6 1.2
91 - 93 atios 1 0.2

TOTAL 503 100.0




CUADRDO IIT

DISTRIBUCION DE PACIENTES SEGUN SEXO

No.DE PACIENTES o
FEMENINOS 337 67
MASCULINOS 166 33
TOTA AL 503 100

mim INTECR CF
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CUADRDO IV

CLASES DE MUESTRAS

DE LAS QUE SE AISLARON LEVADURAS

MUESTRAS QUERATINIZADAS

8 8 8 8 4 8 8 e e s s s 195

PIEL 95
UNAS 91
ULCERAS 9
ORINA AN .
ESPUTO ST PP RS -SC UV .
SECRECIONES DE MUCOSAS sesssssnensasossss a 119
VAGINAL 89
FARINGEO 19
URETRAL 4
BRONQUIAL 3
OCULAR 2
BUCAL 2
LESIONES DE DRGANOS INTERNOS ssssesscsossse 15
SANGRE 5
LIQUIDO ABDOMINAL 4
LIQUIDO AMNIOTICO 2
LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO 1
CONTENIDO GASTRICO 1
LIQUIDO PERITONEAL 4
SEMEN 4
OTRAS ISR R 32
01DO 14
CATETER
HECES

HERIDA OPERATORIA

SONDA VESICAL

N Wwowbk

(38.8%)

(15.9%)
(12.3%)

(23.7%)

{ 2.9%)

( 6.4%)




CUADRDO

PORCENTAJE DE POSITIVIDAD DEL EXAMEN DIRECTO

SEGUN LA CLASE DE MUESTRA

CLASE DE MUESTRA CULTIVO " DIRECTO %
ESPUTO 62 48 77.4
SECRECIONES DE MUCOSAS 119 66 55:4
MUESTRAS QUERATINIZADAS 195 93 47.6
LIQUIDOS DE ORGANOS INTERNOS 15 6 40.0
OTRAS 32 12 37.5

THTA L 423 225 54,2

Orina no se verificd el directo
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C U ADRDO VI

PORCENTAJE DE POSITIVIDAD DEL EXAMEN DIRECTO
EN TODAS LAS CLASES DE MUESTRAS

CLASES DE MUESTRAS .CULTIVO DIRECTO Z

MUCOSA ORAL, 2 2 100.
LIQUIDO PERITONEAL 1 1 100.
ESPUTO 62 48 ¥
SECRECION ABDOMINAL 4 3 75,
HERIDAS OPERATORIAS 3 2 66 .
HECES 5 3 60.
SECRECION VAGINAL 89 52 58.
uNas 91 49 53.
SECRECION FARINGEA 19 10 59
LIQUIDO AMNIOTICO 2 L 50.
SONDA VESICAL 2 1 50.
PIEL 95 43 45,
SECRECION BRONQUIAL 3 1 33.
SECRECION OIDO 14 4 28.
CATETER 8 2 25,
SECRECION URETRAL 4 1 25
SANGRE 5 1 20.
ULCERAS 9 1 Lk
SECRECION 0JOS 2 0

SEMEN 1 0

LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO 1 0

CONTENIDO GASTRICO 1 0

o O o o
o O o o
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CUADRDPO VII
RESULTADQS DE INVESTIGACION MICOLOGICA. IDENTIFICACION
ESPECIFICA DE LEVADURAS .
No. DE LEVADURAS %

1. Candida albicans 228 45.3
2. Candida parapsilosis 79 L9
3. candida glabrata 60 11.9
4., Candida tropicalis 59 11.7
5. Candida guilliermondii 17 3.4
6. Candida lusitaniae 7 1.4
7. Candida krusei 6 1.2
8. Candida humicola 3 0.6
9. Candida lipolytica 2 0.4
10, Rhodotorula rubra 8 1.6
11. Rhodotorula glutinis 6 L.
12. Rhodotorula pilimanae 2 0.4
13. Cryptococcus laurentii 7 1.4
14, Crvptococcus albidus 4 0.8
15, Trichosporon beigelii 3 0.6
l6. Saccharomvces cerevisiae 3 0.6
17. Geotrichum sp 2 0.4
18. Torulaspora rosei 2 0.4
19. Prototheca stagnora 1 0.2
20. Hanseniaspora guilliermondii 1 0.2
21. Torulopsis candida 2 0.4
22 Sporobolomvces salmonicolor S 0.2
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CUADRO ViL L]

LEVADURAS AISLADAS DE 503 MUESTRAS ESTUDIADAS

No. DE LEVADURAS

?’B

A. MUESTRAS QUERATINIZADAS

Candida albicans 64 32.8
Candida parapsilosis 56 28,7
Candida tropicalis 17 8.7
Candida guilliermondii 16 8.2
Rhodotcrula rubra 8 4.1
Candida lusitaniae 4 2.1
Cryptococcus albidus 4 2,1
Cryptococcus laurentii 4 2,1
Candida glabrata ) 3 1.6
Rhodotorula glutinis ) 1.6
Rhodotorula pilimanae 2 1.0
Candida krusei 2 1.0
Trichosporon rosei 2 1.0
Trichosporon 5eigellii 2 1.0
Torulopsis candida 2 1.0
Candida lipolytica 1 0.5
Saccharomvces cerevisiae 1 0.5
Geotrichum sp. L 0.5
Prototheca stagnora 1 0.5
Hanseniaspora guilliermondii L 0.5
Candida humicola i 0.5

TOTAL 195 100.0




Cont.Cuadro VIII

27 -

No. DE LEVADURAS %
B. SECRECIONES DE MUCOSAS

Candida albicans 77 64.7
Candida glabrata 20 16.8
Candida tropicalis 10 8.4
Candida parapsilosis 7 239
Candida krusei 2 1.7
Rhodotorula glutinis 2 1.7
Candida humicola P 0.8

TOTAL 119 100.0
ORINA
Candida glabrata 37 46.3
Candida albicans 21 26.3
Candida tropicalis 12 15.0
Candida parapsilosis 3 3.8
Candida lusitaniae 2 2uB
Crvptococcus laurentii 2 243
Trichosporon beigelii 1 1.2
Saccharomvces cerevisiae 1 L.2
Candida krusei 1 lsd

TOTATL 80 100.0
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Conts Cuadro VILIT

No.DE LEVADURAS o

ESPUTO
Candida albicans 48 77 .4
Candida tropicalis S 14.6
Candida humicola 1 1.6
Sporobolomyces salmonicolor 1 1.6
Candida lipolytica 1 1.6
Candida guillermondii 1 1.6
Saccharomyces cerevisiae 1 1.6

TOTAL 62 100.0
LESIONES DE ORGANOS INTERNOS
Candida albicans 9 60.0
Candida tropicalis 3 20.0
Candida parapsilosis 1 6.7
Candida lusitaniae 1 6.7
Rhodotorula glutinis 1 6.7

TOTAL 15 100.1

OTRAS
Candida parapsilosis 12 37.5
Candida albicans 9 28.2
Candida tropicalis 8 25.0
Candida krusei 1 3.1
Geotrichum sp. 1 sl
Crvptococcus laurentii 1 3.1
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CUADRO IX

DETALLE DE LOS RESULTADOS DEL CULTIVO EX TODOS
LOS TIPOS DE MUESTRA

No. DE LEVADURAS %
A. UNAS, PIEL Y ULCERAS

UNAS

Candida parapsilosis 35 38.5
Candida albicans 16 17.6
Candida guilliermondii 13 14.3
Candida tropicalis 8 8.8
Candida lusitaniae 3 3.2
Candida glabrata 2 2.2
Candida albidus 2 Laid
Rhdotorula rubra 2 2.2
Rhodotorula glutinis 2 2.2
Crvptococcus laurentii 2 2
Torulaspora rosei . . 2 2.2
Prototheca stagnora 1 1.1
Trichosporon beigelli 1 il
Candida humicola 1 Ladl
Torulopsis candida 1 l.1

TOTATL 91 100.0



- 30 -

Cont.Cuadro IX

No.DE LEVADURAS %
B. SECRECIONES DE MUCOSAS
SECRECION VAGINAL
Candida albicans 57 64,0
Candida glabrata 18 20.2
Candida parapsilosis 7 739
Candida tropicalis 4 4.5
Candida krusei 2 243
Candida humicola 1 153
ToOT.AL 89 100.0
SECRECION FARINGEA
Candida albicans 16 84.2
Candida tropicalis : 2 10.5
Candida glabrata 1 Fad
¢ g S ) i - N 19 100.0
SECRECION URETRAL
Candida albicans 2 50.0
Candida-tropicalis 1 25.0
Candida glabrata 1 25.0
T QT AL 4 100,0
SECRECION OCULAR
Rhodotorula glutinis 2 100.0
T OT AL 2 100.0

SECRECION ORAL

Paem 333w AalThiamaeaa- ksl 1TAN N
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Cont. Cuadro IX

No.DE LEVADURAS %

SECRECION BRONQUIAL
Candida tropicalis 3 100.0
TOTAL 3 100.0

C. ORINA
Candida glabrata 37 46.3
Candida albicans 21 26.3
Candida tropicalis 12 15.0
Candida parapsilosis 3 3.8
Candida lusitaniae 2 23
Cryptococcus laurentii 2 2.5
Trichosporon beigelii 1 1.2
Saccharomyces cerevisiae 1 1.2
Candida krusei jiA lad
T & T AL 80 100.0
Do ESPUTDO

Candida albicans 48 774
Candida tropicalis 9 14.6
Candida humicola 1 1.6
Sporobolomyces salmonicolor 1 l:6
Candida lipolvtica 1 1.6
Candida guillermondii 1 1.6
Saccharomyces cerevisiae 1 L.6

TOTA AL 62 100.0
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Cont. Cuadro IX

No.DE LEVADURAS %
E. LESIONES DE ORGANOS INTERNOS
SANGRE
Candida albicans 2 40.0
Candida tropicalis 2 40.0
Candida parapsilosis 1 20.0
SUB TOTAL 5 100.0
SEMEN
Candida albicans 1 100.0
SUB TOTAL 1 100.0
LIOUIDO AMNIOTICO
Candida albicans 2 100.0
SUB TOTAL -3 100.0
C. GASTRICO
Candida albicans ;B 100.0
SUB TOTAL 1 100.0
LIOUIDO ABDOMINAL
Candida albicans 3 > 75.0
Candida tropicalis 1 25.0
SUB TOTAL 4 100.0
LIOUIDO PERITONEAL
Candida lusitaniae 1 100.0
SUB TOTAL 1 100.0
LIOQUIDO CEFALORRAQUIDEO
Rhodotorula glutinis 1 100.0
SUB TOTAL I 100.0



33 =
Cont. Cuadro IX

No. DE LEVADURAS %
F. OTR A S
HECES
Candida albicans L 20
Candida tropicalis 1 20
Candida krusei 1 20
Cryptococcus laurentii 1 20
Geotrichum species 1 20
SUB TOTAL 5 100.0
CATETER
Candida albicans 4 50
Candida tropicalis 4 50
SUB TOTAL 8 100.0
SONDA VESICAL
Candida albicans 1 50
Candida tropicalis 1 50
SUB TOTAL 2 100.0
HERIDA OPERATORIA
Candida albicans ’ 3 100
SUB TOTAL 3 100.0
SECRECION OTICA
Candida parapsilosis 12 85.7
Candida tropicalis 2 14.3
SUB TOTAL 14 100.0

TOTA AL 32 100.0
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Cont. Cuadro IX.

No. DE LEVADURAS Po
PI1EL
Candida albicans 45 47.3
Candida parapsilosis 20 21.0
Candida tropicalis 7 Vo
Rhodotorula rubra 6 6.3
Candida guilliermondii 2 2:1
Rhodotorula pilimanae 2 Zil
Cryptococcus albidus 2 2L
Cryptococcus laurentii 2 2.1
Candida krusei 1 1.1
Candida lipolytica 1 1.1
. Rhodotorula glutinis 1 1.1
Trichosporon beigelii 1 1.1
Hanseniaspora guilliermondii 1 1.1
Geotrichum species 1 Lal
Saccharomvces cerevisiae 1 1.1
Candida lusitaniae 1 1.1
Torulopsis candida 1 Lok
TOTATL 95 100.0
ULCER A
Candida albicans 3 333
Candida tropicalis 2 22,3
Candida guilliermondii 1 11,1
Candida parapsilosis 1 1Ll
Candida krusei 1 11.1
Candida glabrata 1 11.1

TOTAL 9 100.0
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C U A D R 0 X
ANALISIS DE UREA Y AGAR HARINA DE MAIZ DE 503
LEVADURAS IDENTIFICADAS POR API 20 C
R E A H
ESPECIES APT
+ -

% No. % No. % No. 7%
indida albicans 228 - 228 100 228 100 - =
indida parapsilosis 79 = 79 100 = - 79 100
indida tropicalis 59 - 59 100 - - 59 100
indida glabrata 60 - 60 100 - - 60 100
indida guilliermondii 17 = 17 100 “ - 17 100
indida lusitanie 7 14.3 6 85.7 = = 7 100
indida krusei 6 50 3 50 - = 6 100
indida humicola 3 100 = = & = 3 100
indida lipolytica 2 - 2 100 - - 2 100
odotorula rubra 8 15 2 25 - - 8 100
wodotorula glutinis 6 66.7 2 33.3 = = 6 100
1odotorula pilimanae 2 100 - = = - 2 100
cyptococcus laurentii 7 85.7 ] 14.3 - - 7 100
Zyptocecuss albidus 4 75 1 25 E = 4 100
rischosporon beigelii 3 33.3 2 66.7 = = 3 100
accharonices cerevisiae 3 - 3 100 = o= 3 100
0trichum sp. 2 - 2 100 = = 2 100
yrulaspora rosei 2 - 2 100 = = 2 100
rototheca stagnora | - | 100 & = I 100
anseniaspora guilliermondii| | - 1 100 = = | 100
>rulopsis candida 2 - 2 100 = = 2 100
porobolomyces salnonicolor | | 100 & & - |- ! 100
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DISCUSTIGON

De las 503 muestras clfnicas de pacientes con cultivos de
levaduras inclufdos en este estudio 22 especies pertenecientes
a 11 diferentes géneros se pudieron tipificar por el Método API

1

20 C.

Esta gran diversidad de microorganismos asociados con mues
tras clfnicas humanas nos muestran la ubicuidad de las levaduras
en el ambiente que rodea al humano y en el humanc mismo, lo cual
adquiere mayor importancia emn el tiempo actual, en el que con los
avances de la medicina y el advenémignto de enfermedades de inmu-
nosupresién adquirida, los microorganismos antes considerados sa-
pr6fitos, inofensivos contaminantes de las lesiones o secreciomes,
se vuelven patégenos potenciales de gran significado clfnico (4,

6, 40).

Esto es de especial importancia en este estudio si considera-
mos que una buena parte de las muestras procedfande pacientes
hospitalizados, sujetos a diversos procedimientos médicos y qui-

rirgicos que podrfan implicar una disminucién de sus defensas (4).

Las cepas fueron aisladas principalmente en pacientes de 20
a 40 afios. Esto en parte puede explicarse porque casi todos fueron

enfermos del Hospital General del Seguro Social, que da servicio
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a un gran n@mero de trabajadores j6venes. Los pocos nifios y an-
cianos inclufdos en el estudio provenfan del Servicio de Nurserfa

o del Hospital Rosales.

De manera que, aunque los resultados muestran que estos ais-
lamientos se efectuaron en su mayorfa en adultos jévenes, nada
se puede concluir pues la muestra no fue representativa de todas

las edades.

En este estudio los aislamientos predominaron en el sexo -
femenino, lo cual coincide con lo reportado en la literatura (26).
A pesar de que la mayorfa de micosis ocurren principalmente en

individuos del sexo masculino, candidiasis es la excepcién.

Los aislamientos predominaron en muestras con material que-
ratinizado (38.8%) tales como piel y ufias. Aquf se incluyeron
también los cultivos obtenidos de tfilceras de la piel, aunque -
estos representan mé&s bien lesiones que se extienden al tejido

subcuténeo.

En secreciones vaginalesy orina se obtuvo también un ndmero

alto de aislamiento (89 y 80 cepas respectivamente).

Esputo fue la otra muestra en la que se aislaron levaduras

con gran frecuencia. Las otras muestras examinadas fueron positivas



esporddicamente lo cual era de esperarse ya que la candidiasis

en el adulto jéven inmunocompetente usualmente causa lesiones de
piel y mucosas. Ocasionalmente se localiza en otras &reas anaté -
micas (4) como una complicacién de un procedimiento que ha permi-
tido su penetracién a través de piel o mucosas, como es el caso
de las candidiasis que se observan después del uso de catéteres
intravenosos, en heridas operatorias; en vfas urinarias, infec -
ciones después del uso de las sondas vesicales; o en lfquido =--

amniético, en casos de ruptura prematura de membranas,

Los aislamientos de L.C.R., sangre, qudido peritoneal aparen
temente representan diseminaciGnihematégena en individuos con de-
ficiencia inmunolégica, a partir de un 4rea donde estos microorga
nismos se encuentran normalmente comec parte de la flora normal,

En este estudio sélc representaron el 2.9% de todas las muestras,

Teniendo en cuenta la diversidad de 4reas donde estas levadu-
ras fueron aisladas, viene al caso considerar su posible papel -

patégeno o sea el significado clfnico de los aislamientos.,

Cuando se aisla de sangre, L.C.R. y lfquido peritoneal, que
son 4reas normalmente estériles y aisladas del ambiente externo
y de las zonas donde Candida habita normalmente en el humano, el
aislamiento es siempre significativo y se interpreta como una di-

seminacién hematégena o iatrogénica en un individuo inmunocompro=



metido y/o sujeto a un acto quirdrgico o proceso diagnéstico, como

una cateterizacién venosa o puncién lumbar (4, 8).

En caso de aislamiento a partir de piel y mucosas la inter-

pretacién es mds diffcil.

Es bien conocido que Candida albicans es un habitante ncrmal

de piel y mucosa vaginal y oral (4,8,27,40) pero también que con
frecuencia causa enfermedad en esas 4reas cuando ciertos facto =~

res condicionan la proliferacién de levaduras (4,8).

Aquf es de gran importancia el resultado del examen directo,
como ayuda para evaluar el papel patégeno de las levaduras en

la lesién.

El examen directo fue realizado a todas las muestras excepto
a las de orina. La positividad de este procedimiento fue bastante
alta en muestras de esputo (77.4%) pero sélo de 37.5% a 55% en =~
otras, como secreciones de mucosas, muestras queratinizadas y 1f-
quidos de érganos internos(Cuadro V). Esto posiblemente se rela-
cione con el nimero de levaduras presentes en la muestra. Por eso
es importante cuando clinicamente se sospecha candidiasis, veri -
ficar también el cultivo, ya que en caso contrario, quedarfan sin

diagnosticar mds de la mitad de casos.



Esto es particularmente cierto en las muestras como L.C.R.,
secrecién conjuntival, sangre y ulceras (Cuadro VI), en las =--
cuales el examen directo es extremadamente poco sensible, debido

al escaso nfimero de levaduras presente en la muestra.

El examen directo tiene mejor rendimiento en muestras como:

esputo, secrecién vaginal, ufilas y secrecién faringea.

Debe tenerse en cuenta que cuando es positivo el examen di-
recto contribuye mucho a la interpretacién del hallazgo . del la-
boratorio, en especial, si se observan las hifas o seudohifas que

se consideran la forma invasiva-:del_hongo (27 )

El cultivo es un método més sensible, pero no permite el
aislamiento de algunos géneros con requerimientos nutricionales
especiales como Malassezia., En estos casos el examen directo es

suficiente para el diagnéstico.

De las 22 especies de levaduras aisladas el género Candida

comprendié 91.67% de los aislamientos, predominando Candida albicans

(45.3%) lo cual era de esperarse ya que esta es el principal pa-

tégeno para el humano en ese género.
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También se aislaron en porcentajes significativos otras le-

vaduras tales como Candida parapsilosis (15.7%), Candida glabrata

(11.9%), Candida tropicalis (11.7%) y Candida guillermondii (3.4%).

De las muestras queratinizadas fue de donde se aisl6 una -
mayor variedad de cepas. Prédcticamente todas las especies clasi=-
ficadas estuvieron representadas en este tipo de muestras (Cua-
dro VIII). El patrén de aislamiento mostré predominancia de =--

Candida albicans (32.8%), seguida por Candida parapsilosis (28.7%)

y Candida guillermondii (8.2%). Las cepas restantes fueron ais-

ladas en 1 6§ 2 casos cada una.

Resulta interesante apreciar que en las muestras de ufias -

este patrén fue ligeramente diferente, aisldndose Candida parap

silosis en la gran mayorfa (38.5%) y en segundo lugar Candida -

albicans (17.6%).

Debe tenerse en cuenta que con frecuencia los aislamientos

de cepas que no son Candida albicans se comnsideran contaminantes

y no se reportan, Tanto el médico como el laboratorista deben es
tar atentos a estos hallazgos y darle la importancia que tienen.
Si hay dudas es conveniente repetir los cultivos para confirmar

su significado clfnico,



Similares observaciones se pueden hacer en referencia a los

aislamientos de muestras de orina, en las cuales Candida glabrata

(46.3%), fue la especie predominante. Hay que puntualizar que -
estos no representan contaminaciones a partir de vagina o ano,
ya que los patrones de aislamientos en esas 4reas fueron dife-

rentes, predominando en ambas Candida albicans (64 y 20% respec~-

tivamente). Candida glabrata constituyé el 20.27% de las levadu-

ras aisladas de vagina y no fue aislada de heces. Debe hacerse
notar que las muestras de heces inclufdas en este estudio repre-
sentan dnicamente casos en los que se estaban investigando hon-

gos especfificamente. ’

Llama la atencién que de las 62 muestras de esputo inclufdas

en este estudio se aislé casi exclusivamente Candida albicans

(77.4%) y Candida tropicalis (14.67%).

En cambio en las muestras de secrecién Stica (l4) Candida

parapsilosis (85.7%) y Candida tropicalis (l4.3%) fueron las -

Unicas 2 especies aisladas.

En las muestras obteénidas de lesiones de érganos internos

Candida tropicalis fue aislada en 20% de los casos. Con estas

observaciones vale la pena hacer notar que otros autores ya han
seflalado la importancia de levaduras de especies diferentes a -

Candida albicans como causa de enfermedad.




En cuanto a la metodologfa utilizada, la produccién de cla-
midosboras en el cultivo en Agar Harina de Mafz fue extremada-
mente sensible y especffica para la identificacién de Candida
albicans siendo esa la tdnica especie con la que se obtuvieron =
resultados positivos, Ademds produjeron clamidosporas todas las

cepas identificadas como Candida albicans por pruebas de asimila

cién de aziicares (Cuadro X). No se aislé ninguna cepa de Candida

stellatoidea, especie que algunos consideran una variante de -

Candida albicans de la cual se diferencian por las pruebas de -

asimilacién de azdcares.

En cuanto a la prueba de urea, la cual es uno de los proce-

dimientos utilizados para diferenciar Candida albicans de otras

levaduras por ser esta dltima urea negativa, observamos que las

especies de importancia médica aisladas en este estudio fueron

todas negativas, con excepcién de Candida krusei, 507% de Candida
krusei aisladas fueron ureasa positiva, Este hallazgo es impor-
tante porque esa especie es reportada como causa de candidiasis
sistémica (4,10,28) y podrfa confundirse por su positividad a

esa prueba con Cryptococcus neoformas u otra especie de  -----

Cryptococcus. Candida lusitaniae fue positiva en 14.3% ,y ---

Candida humicola en 1007.

Los resultados de este trabajo muestran la variedad de cepas

de levaduras que pueden aislarse de muestras clfnicas de manera



que en el momento actual es importante que el laboratorista pue-
da identificarlas adecuadamente, especialmente si se trata de -
cepas hospitalarias ya que es preciso definir fuentes de infec-
cibén. Los micrométodos simplificados como el API 20 :C permiten
realizar esa labor sin mayor dificultad para la mayorfa de labo-
ratorios clfnicos, por lo cual recomendamos su uso, en especial
en los laboratorios hospitalarios en los cuales las infecciones

por levaduras pueden tener especial importancia.



A P E N D I C E

Solucién Salina Fisioldégica (0.85%)

ClopuEa de 56910 Wi weae seas 8.5 g.

Agua destilada .seeeeccesses 1000 ml.

Distribuir en tubos en cantidades de 0.5 ml. y esterilizar a
una presién de 15 libras durante 15 minutos.

Se ﬁtilizd esta solucidén para el Examen Directo de Secreciomes
vaginales, colocande la secrecidén suspendida en cloruro de sodi
0.85 % entre l4mina y laminilla para observar microscopicament

la presencia de levaduras y/o hifas.

Hidré6xido de Potasio al 20%

Hidr6xido de Potasio ..... 200 g.

Agua destilada vewws » 2000 mls

El material colectado (piel, ufias y otros) se coloca en una l4o
porta-objeto y se le agrega 1 o 2 gotas de hidréxido de potasic
al 207 , se cubre con una laminilla. Se observa estos preparad¢

en busca de levadura y/o hifas.

Coloracién de Gram

Reactivos

a) Solucidén madre de Cristal Violeta
Cristal Violeta, colorante al 85% ...... 20 g.

Aleohiol etflico de 95° teeeeseaee... 100 ml.



b) Solucién Madre de oxalato
Oxalato de amoNio ..eeeescccssss 1 g,

Agua destilada des s esesee 190 ml.

Solucién de Trabajo: Diluir 1:4 la solucién madre de cristal

violeta con la solucién de oxalato de Amonio y Filtrar

B. Lugol
C‘ristales de yodo ® 8 5 8 8 8 8 88 08 ]- g.
Yoduro de potasio Sh deeh aseei e L Ba

Agua destilada sow mwaie caman SO Ml

Triturar el yodo y el yoduro de pctasio en un mortero con 5 ml.
de agua hasta obtener una mezcla mds o menos homogénea y agregar

poco a poco el resto del agua.

C. Alcohol Acetona

Acetona 8 8 8 8 s 08 88 e 20 Il'll.

Alcohol etflico 957 seceese 80 ml.
D. Safranina

safrandng € eesseesaesasee 243 B

Alcohol etflico de 95° .... 100 ml.

Solucién de Trabajo: Diluir la Safranina madre 1:10 con

agua destilada y filtrar.

TE&cndica

a) Preparar un extendido delgado del material en estudio;

secar y fijar al calor.



b) Cubrir con Cristal Violeta durante 1 minuto.
c) Tirar el colorante y lavar con agua corriente.
d) Cubrir con solucibn de Lugol durante 1 minuto.
e) Lavar con agua corriente.

f) Decolar con alcohol acetona

g) Cubrir con safranina por un minuto.

h) Examinar con objetivo de inmersién.

G I EMSA
Té cnica

a)

b)

)

d)

e)

£)

Prepare un extendido homogéneo sobre un porta-objetos

Dejar secar al aire.
Cubrir con alcohol metflico durante 1 minuto.
Escurrir el alcohol y dejar secar.

Cubrir con colorante de Giemsa (15 gotas) y dejar que

reaccione durante 1 minuto.

limpio.

Agregar agua destilada (30 gotas) y continuar la coloracién

durante 10 minutos. Escurric.

Lavar con agua.

Examinar con objetivo de inmersién.
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Lactofenol Azul Algodén

Fenol, Cristales wassavE eewes aween 00 B
Acido léctico disEets vEREE evay S0 B
Glicerina o S BEEEE See 40 g.
Agua destilada sesssssnesane 20 mls

*

Disolver estos ingredientes por calentamiento lento en
un bafio de vapor. Agregar 0.05 g. de colorante azul algodén

(Azul de Poirrier).

Se puede emplear para levaduras como para hongos, y sirve

como lfquido de montaje y colorante.

Procedimiento:

a) Colocar una gota de este lfquido en un porta=-objeto

limpio.
b) Sobre esta gota, colocar una pequeifia cantidad de cultivo.

¢) Cubrir con un cubreobjetos y presionar suavemente, para

homogenizarlo.

d) Examinar en el microscopio.
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Tinta China

Procedimiento:

Sobre un portaobjeto se coloca el material clfnico, sobre -
todo el lfquido cefalorraqufdeo, se aplica una gota de tinta
china en el borde del cubreobjeto para que penetre por imhi-
bicién. Estas preparaciones deben examinarse de inmediato =

para evitar artefactos resultantes de la desecacién..

Medios de Cultivo

1. Agar Dextrosado de Sabauraud

Peptona ceessssessess 10 g.
D {+) BGlucosa sisassssssns 40 g
Agar-Agar E R E R 15 g-

Agua destilada ...eceec.. 1000 ml.

Disolver por agitacién y ebullicién. Dispensar una parte en
tubos , estos y el resto esterilizar en Autoclave 15 minutos

a 121%.

El resto de medio estéril distribuir en placas fraccionadas
estériles. Estas serdn usadas para aislar las levaduras para
su posterior clasificacién. Los tubos con medios serdn utili-

zados para la siembra inicial de muestras clfnicas.

2. Agar Harina de Mafz (Corn meal agar).

Infusién harina de mafz ..eveceeeees 50

1A
.

Agar s i md Forkiad B sod deneas LD

i
.

il
—

Tean S0 e aasei sses saue Lasee v paw A L
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Se calienta hasta hervir agitando constantemente hasta su

completa disolucién, luego esterilizar durante 15 minutos

en autoclave a llSOC 6 lZlOC.

3

Caldo de Urea

Urea : ahs sEwa saes saen AU B

Fosfato monopot4sico ..ee.ess9.1 g.
Fosfato disédico ia sy Tes Ba
Extracto de levadura ...... 0.1 g.
Rojo Femnol ..........; 0.01 g.

Agua destilada Wi sieee s 1000 ml.

Disolver los reactivos., No calentar esterilizar por fil-
tracién a través de un filtro bacteriolégico estéril.
Distribuir asépticamente el medio estéril en pequefios tubos

de ensavo, en voldmenes de 1 ml.

Medios para la Asimilacién de Azdcares por levaduras.

Se utiliza el API 20 C, sistema de rapido uso, micrometado
que permite la realizacién de 19 pruebas de asimilacién para
la identificacién de la mayorfa de levaduras clinicamente -

significativas.

Reacciones quimicas son completadas después de 72 horas de
incubacién a 30°C.
El API 20 C conciste de una serie de cdpulas conteniendo sus-

tratos deshidratados por la reaccién de asimilacién, estos -
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sustratos son reconstituidos por la adicién de una suspen=

cién de levadura pura en API 20 C. Medio basal en las cdpulas.

Estas tiras son incubadas a 30°¢C y leidas a las 24, 48 y 72

horas.

Materiales

- Tiras API 20 C con sustratos
- Ampollas con API 20 C Medio Basal

- Bandeja y tapadera plédstica

Composicién de API 20 C. Medio Basal

Nitrégeno base levadura ..ceeescscssses 6.7 go

Agar vt woer e s e doa) B
Agua deStilada L B D DA I R DR N B B B B B B B R B B B ]-OOO ml.
AZUCARES

Glucosa i SR B AeE s wis Led Mo
Glycerol VeeE es seds swasaseas Llad M.

2 'Keto - D - gluconato “ s 8 e ss08 s ].-2 mg.
L - Arabinosa R BwRie s e g

Xylosa PR e e bak MEs



La
un

de

El

Adonital

Xylitol

Galactosa

Inositol

Sorbitol
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PR
G sRes e
ibaen wwes saen ewawe Lad
sississasansssenes 240
Vhese paessevasseas Lad

Metil - D - glucoside .seeeeee 1.2

N - Aceti

Celobiosa

Lactosa

--Maltosa

Sucrosa

Treholosa

Melezitos

Rafinosa

asimilacién
organismo a

carbono. Es

sistema API

1 - D - glucosamine.. 1.2
sivesene suseeansee Lal
ssecesesssasssssass lo2
e sves awseasas ww Led

LT I T I T - T R R I ] 10_2

L A R T ] 1-2
e LI A I I B B A ] 1.2
L T T R R ] I..z

de carbohidra&os determina la habilidad de
utilizar carbohidratos como una sola fuente

evidenciada por crecimiento del organismo

20 C fue adquirido comercialmente.

mg «

mg.

mg.

mg .

mg .

mg .

mg.

mg.

mg.

mg.

mg.

mg.

mg.
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ESTUDIC DE IMNFECCIONES PCR LEVADURAS.

Pte Edad Sexo

0. de Afil jacidn

Localizccion de lesidn

Tipo de Muecstra

Tiempo de Evaluacidn

Ha rzcibido algln tratamiento Cual

Factores predisponentes @ Embareazo Ecad
Tetraci clinae tros Antibidticos

tsteroides Inmunosuprssores
Anticonczptivas Ocupacidn Diabetes

Ctros ——

DATCS DE LABOR. TORIO

l. Ex- Directo

2e Cultivo positivo a Dias
3« Morfologia Colonia Color
Olor __ Consistencis

L, Microscosico

5. Agzr harina maiz

6e Bioquinica

———— - - e - - e

——— b —_ - -

13
(7]
)
m
—
-
X
€3
T
-
il
n
e |
_‘
=
m
L
=
d
Al
1
1

: 3 ; T : : T
U 1 1 X ; " ' '

{01G/2 GA, 2KG 1ADO ¢ XLT { GAL ;I"0  SGR, MOG ; f

S DL A B -



60

(v8/v)
600-Z¥-00

NOILYIIdILNIAl

v

]

ADOTOHJHOW 21dOJSOH2IW

NOILYWHO4NI T¥NOILIaY

1a0LUNEY
- ajljoid

HZL
H 8¢
H tZ
. 4vHd TN Jdl o¥S  IYIN v 133 SN | 9OW HOS ONI Y9 11X 0av TAX YHV 93 A9 n19o 0
#’ ;
NVIDISAHd " 301AH3S/'1d30 3Lva

JLIS/30HNOS 39V X3S

LN3IlLvd

HIBWNN 3ON3IH3434 Wl ON

1do

3



- 61

QyvO WYHHINOIM IdV




'1041u03 BY) 0) pasedwod 39 PINOYS SUOIIEILISSE ||B '|01IU0D 3U] Ul $IN220 yimolb 41 {joiiuoo aniebaN,
'0,0¢ 1B UCHEQNOUL JO SInoY 2/ Ja)je suol)oeal aaisod jo abejuaasad ay) ajeaipul sainbid,

R

= §F =

e LTS P

0 0 0 0 0 V] 0 0 0 56 0 06 | 0 0 001 (1] 0 0ol oot o wnjeipauad uosodsoyIn ]
o |o o o |o o o |t 0 0 0 v __ 0 0 0 0 0 96 004 0 wniedes uoodsoyaty
6 | w2 |68 |t6 |e6 |9 |2 |9 |68 |o | |9 [ e | |oo |6 |6 | & |oor| o T Twnaueina) njabrag worodsousii]
0 0 16 0 0 0 0 0 0 1] 0 0 |0 [+] 0 0 0 St oot 0 ejeige)b sisdojnioy
o6 | 06 | oot | oot | oor | o5 | oor | oot | oot | oot o | oot |06 oot |0z | oz oot |8 |0 | o EPipuEa S1soIIOL
IERE s6 | ool | 0 0 0 0 0 sq 0 o o0 0 0 0 oot |00 | oot | o 12501 Er0dseinio]
% | 0 00L | oor | 0 0 0 0 0 sLo | 0 ¥ 0 v 0 0 0 ] o0L | o ’ 165 $85AWD/0q0I00S
g L 8 | o0 ] 0 o 0 6 | 1t | 1] €6 0 0 o 0 0 zz 00l 0 3BISIAGIaD SaIAWOIEYIIES
86 6 96 001 86 0 | 0 ' 144 0 28 | v 55 6 e 0 Ly 004 0 RGN BINIDIOPOUY
v |0 |08 [oov |0 |o |o |[o |o |or o |os o |06 | oo |06 |t T - I T R T LT T,
o | w |6 |6 [0 |8 | |2 |0 |18 o |0 {¢ | | |6 | o0 [ oov | o | T T einuw emmoiopoun
Toor | oor [ oot | oo |oor |0 |1t |0 |6 |29 o t| e T8 o |19 | | 8. | oot | o | T T sianmbemiiopouy
o Jo |o o | o 0 o | o 0 0 0 o | o 0 0 o0t | oot | o ~1/doz 25a41010/d |
I_m - m.; Sm i m - o | o o mul 0 i 0 . 0 o . mll .M| o o - ool _omm. i g | IR YIIM BI2YI010I
o o [o | o |0 o |o |o |o 0 0 o |o o 8 |oor | o “Eioubes a0ui0IoNd
ool 001 0ol 00l 001 0] or 0 oot oot 0 . o8 o 0 0 0ol 0ot o s13e) saakwoiardniy
62 1 00 6 | od ool o LE o 001 9L 0 £ n I Iy 0 o]} oot 0 B{ELIOUE JBA BJEWOUP BINUASUEH

0 ] 0 | 0 1] 1] 0oL i] 4] 1] 0 0 R ] 1] 0 0 0 0 001 0 s1suadgjea EJO0SEIUGSURH

0 0 1] 0 0 0 (] 0 0 0 0 ] 1o 0 0 o oot 4] cn: 0 wniean EJ0USEIUISUEH
.Im a .m- 0 .|m 0 0 0 004 0 la - ‘o . 0 0 IM .m|. m o |c| |Ic|- m_.u ¥ m - mc- |ci npuowsanynb m..qn__mm__wmwrnr
0 0 0 0 o 4] 0 o o 08 0 0oL o 1] 00k 0 o [¥4] (4[] 0 (Sarsads wnyauoan
o] 0oL oL 00k 001 0 1] 08 08 os 66 1] 0 0z 0oL 0ok ool o0z 001 0 snyeynynbiun snasoaojdbig
o o oo |z |¢ | |ee | [0 |oo | w Bl s ®Tatels tels snana) §n53030id410
[c@ | v6 | sz | oot [ oot | 0 ec | c6 | 28 |oot | | e | |z |t | e |6 |oo |0 oo | o | 7 Sususojosu snssos0iakin
"6 | e | s6 | @ |6 |8 | oot |06 | sz | 6 | | os | oor | ta | 6s | oot | oor | oor | sk | oor | © IHuaIng] 5n290010A10
"oz |6 | 9 |oo |oor |0 |oob|o | | oz 9 o | v [0 |oon [e6 |9 |0 |om | o SuN}J11p 1A SNDIQIE $723000]0Ai)
T | oot | ze | oor | oot |8 | oo | 2z | 6z | e W s | 9 ooL | v6 | 26 | o 0oL | o SnDIQIE 184 SNPIqIe 519302010k
0 0 59 | 0 0 0 0 oL | o 00t 0 0 0 i |o 0 6 | oor | oor 0 sapiouedez epipued

0 66 | oot | oos | 0oL | 0O L 8 | 8 | 0O 0 6 |G |68 |8 | o0 oot | &t | oo 0 syeajdon EpIAUED
o |o |a& |o e |0 0 oL | o 69 0 oot |18 | 8 18 | 0 ot | o 0 | o eaplole)|3ls epipueg
0 | o o |o |o o |o |09 |o 16 0 oot | &£ |8 i | e o | o |oor | o esobns epipueg
oot o | o |oo|o |oov|s |0 |o v 0 oo [os | € 6 |1z |0 | |oot | o | sieadonopnasd epipued
o [0 |o s | |0 [o [oo |0 [oo o |oot |z [oos [oos [0 oo [€ foot | o [ s/fea/dosieied epipueg
o |®& | (o | OLIE |0 |% | | W o | |v |t | | |sa |6 |00 | 0 sisopsdered epipue)
cl.l gm_. mn_nu m.m ma_. m mm _.”.m _3 G a mw mm| wm wm m ._R._ nm i nﬂoml |.m- o @BIURYISN| BELIDURD
o | o o |o 0 0 0 6L g€ 0 0 0 0 0 0 oot | oor | o ik i
o | o o o |o [o |0 e 0 o |o 0 6 |0 |o s | oot 0 ’ - .mwﬁm:wm. EPIpUED
o o |o ] o o |o | |o o | |o |o lo o [o o |o |s |om | o T T T sy eppuey
| oot | te | oor | oo | oor | oot | oot | oot | oor | 28 | | oo | oor € | e | ooi mE oot | oot | oo | o m‘.owEa... mwhwﬁu
66 | v6 | oot |oor | 8 | 0 | 66 8_ w | | |o 66 (% | 8 | oo 66 96 ool | oot 0 - |I,._,m‘_..1lal___|:wﬁam i
Ant n P e Py T e B i B i i T bt s ey e " - J14IBJI3 BPIPURT




B I B L I O G R A F TI A

AJELLO, L., GEORG. L.K., KAPIAN, W. and KAUFMAN, L. 1966
Laboratory Manual for Medical Mycology. Atlanta; Department
of Health Education and Welfare, Public Health Service,
C.D.C.

ALSINA, A., MASON, M., UPHOFF, R.A., RIGGSBY, S.,BECKER,
J.M. and MURPHY, D. 1988.

Catheter =- associated Candida utilis fungemia in patient

with acquired inmunodeficiency syndrome: species verification

with a molecular probe J. Clin. Microbiol. 26: 621-624,

BAVA, A.J. 1987
Relacién entre la presencia de Candida y la flora microbiana

de la vaginitis. Rev. Arg. Micologfa. 10:3-5.

BELLANTI, J.A. 1980

Inmunologfa 2a, Edicién, México, Interamericana,

BURNIE, J. 1985.
A reverse passive latex agglutination test for the diagnosis

of systemic candidosis, J. Inmunol. Meth. 82: 267 - 279.

BURROWS, W. 1969,
Tratado de Microbiologfa Médica 19a, edicién. México, Inte-

ramericana,



10.

11.

12,

13,

14,

-64i =

CARPENTER, P.L. 196l.
Microbiology. Philadelphia, Saunder.

CONANT, N.E. 1972,

Micologfa Médica, 3a. edicién, México, Interamericana

DAVENPORT, J.C. 1970.
The oral distributionm of Candida in denture stomatitis,

B. Dent, J. 129: 151 -.156.

DAVIS, B.D. 1984,

Tratado de Microbiologfa, 3a, Edicién, Barcelomna.

. Salvat Editores.

EMMONS, 1977.
Medical Mycology. 3a. Edicién. Philadelphia, Lea and
Febiger.

FERRATE, A. AND THONG, Y.H. 1979.

Requirement of heat = labile opsonins for maximal

phagocytosis of Candida albicans. Sabouraudia 17: 293:297.

GALASK, R.P. 1985,

Vaginal colonization by bacteria and yeast., Am. J.Obst.Gynec.

158: 993 - 995.

GERMAIND G. ST, AND LAVERDIERE, M. 1986.

Torulopsis candida, a new opportunistic pathogen. J. Clin.

Microbiol. 24: 884 - 885,




15.

l6.

l?l

18.

19,

20,

2L,

- 65 -

HARTMAN, P.A., CHAIR. 1988.
Abstracts of the Annual Meeting of the American Society

" for Microbiology, Florida, Board.

HARVEY JOHNS. 1984.
Tratado de Medicina Interna 20a. edicién, México, Intera-

mericana.

JAWETZ, E. et al. 1981.
Manual de Microbiologfa M&dica 9a. edicibn, México, Manual

Moderno.

KAUFMAN, R.H. 1988,
Establishing a correct diagnosis of vulvovaginal infection.

Am,., J. Obst, Gynec. 158: 986 - 988.

LODDER, J. 1970,
The Yeast, North - Holland, Publishing Company.

MAMLOK, R.J. 1985.
A case of intrauterine pulmonary candidiasis. Pediatric

Infectious Disease, ﬁi 692 - 693,

MC KAY, M. 1988.
Cutaneous manifestations of candidiasis.

Am. J. Obst. Gynec. 158: 991 - 993,



22,

23,

24,

25.

26.

27

MONACO, J.C. 1981.
The role of Candida in inflamatory papillary hiperplasia,
Dentistry. 45: 470 - 471.

MONIF, G.R.G. 1985.

Classification and pathogenesis of vulvovaginal candidiasis.

'Am. J. Obst. Gynec. 152: 935 - 939,

MUERKOESTER, C.G. 1979.

A comparison of hyphal growth of Candida albicans in six

liquid media. Sabouraudia. 17: 55 - 64.

MURILLO DE LINARES, L. and MARIN, C. 1978.

Frecuency of yeast of the genus Candida in humano, as
pathogens and as part of normal flora, In the black and
white yeast. |

PCABH.O. SC. Pub. No. 366: 124 - ].32

MURILLO DE LINARES, L. 1981,
Infecciones por levaduras de la uretra masculina.

Arch. Col., Med. El Salvador. 36: 21 - 25,

NEGRONI, P. y R. 1984,
Micosis cutdneas y viscerales, 8a. ed. Argentina, Lépez

Libreros.,



NOLTE, W.A. 1982,

Microbiologfa Odontolégica, 3a. ed. México, Interamericana.

POLACHEK, I., MELAMED, M., BERCOVIER, H. and SALKIN,F. 1987.

B - glucosidase in Candida albicans and ist applicatiomn

in yeast identification. J. Clin. Microbiol. 25: 907 - 910.

RIPPON, J.W. 1982.
Medical Mycology 3a. ed. Philadelphia. Saunders.

ROBERTSON, W.H. 1988.
Mycology of vulvovaginitis. Am. J. Obst. Gynec.
158:989 - 990.

SABISTON, D.C. 1981.
Tratado de Patologfa Quirdrgica. 7a. ed. México, Intera-

mericana.

SALKIN, T., LAND, G.A., HURD, N.J., GOLDSON, P.R. and
MC GINNIS, M.R. 1987.
Evaluation of yeast ident and uni-yeast-tek yeast identi

fication system. J. Clin. Microbiol. 25: €24 =~ 627,

SAMARANA YAKE, L.P., WALKE, T. and WILLIAMSON, M. I. 1987,
Comparision of Sabouraud Dextrose and Pagano - Levin Agar
Media for detection and isolation of yeast from oral samples.
J. Clin. Microbiol. 25: 162 - 164,



