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INTRODUCCION:

E1 género Candida estd clasificado en 1a subclase formal Blastomycetidae:le
vaduras imperfectas, de la clase formal Deuteromycetes, subdivisiGn Deutero
mycotina. Esta clasificacidn se basa en la recomendada por Alexopoulos y -
Mims (1979) y es muy semejante a la sugerida por Ainsworth y colaboradores
(1973). La clasificacidn de Candida dentro del grupo de 16s hongos es como
sigue:

Reino Protisto
Myceteae (Hongos)
Divisidn Amastigomycota
Subdivisifn Deuteremycotina
Clase formal Deuteromycetes
Subclase formal Blastomycetidae:
Levaduras imperfectas.
Géneros representativos:
Candida y Cryptecoccus (5, 6)

Candida es un género heterogéneo, actualmente clasificado dentro de la fami
lia Cryptococcaceae, hongos imperfectos (Deuteromzcetes). Las especies de -
Candida est&n frecuentemente presentes como miembros de 1a flora normal de

la boca, garganta, intestino grueso, vagina y piel. Durante el nacimiento,
0 poco después, todos 1os humanos son colonizados por diferentes especies -
de Candida. (25,34).

En pacientes inmunocomprometidos por enfermedad o por efectos secundarios -
de las drogas usadas para tratar sus enfermedades, estos microorganismos --
pueden invadir los tejidos mds profundos produciendo severas infecciones pg
niendo su vida en peligro. La candidiasis es una infeccibn causada por di--
versas especies de Candida. La candidiasis es la micosis sistémica mds co--




min y es de incidencia mundial. (25, 34).
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Cuadro No, 1. Factores que predisponen a infecciones por
Landida.

Fisiolbgicos:
Embarazo
Vejez o infancia,

Traumdticos:
Maceracibn
Otra infeccibn.

Hematol16gicos:
Inmunodeficiencia celular
Anemia aplisica
Agranulocitesis
Linfoma, enfermedad de Hodgkin, leucemia
Hipogammaglobulinemia y agammaglobulinemia.

Endocrinos:
Diabetes mellitus
Hipoparatiroidismo .
Enfermedad de Addison.

latrogénicos:
Inmunosupresidn
Trasplante
Posoperatorio
Tratamiento con esteroides
Antibioticos
Pildoras anticonceptivas
Cateterismo
Vacunacibn
Hiperalimentacidn.

Varios:
Estado maligno
Desnutricitn
Malabsorcidn
Timoma
Herencia
Drogadiccitn

(25)
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Candida_albicans es la principal especie patSgena, que causa infecciones su-
perficiales leves, severas o crénicas de piel, uhas y mucosas en individuos
aparentemente sanos, asf como serias infecciones sistémicas en pacientes in
munocomprometidos. C. tropicalis, C. parapsilosis y C, gquilliermondii se han
convertido en causas importantes de endocarditis, pielonefritis, artritis y
candidiasis diseminada en pacientes con catéteres intravenosos, sometidos a
cirugfa cardiovascular y drogadictos {cuadro No. 1). A C.albicans le sigue
C. tropicalis en cuanto a potencial patSgeno (cuadro No. 2). (25, 34) .

Cuadro No, 2. Especies de Candida ordenadas de acuerdo
a su importancia patdgena.

C. albicans

C. tropicalis

.C. guiltiermondii
C. parapsilosis

€. stellatoidea

C. pseudotropicalis
C. krused

C. rugosa

L. glabrata

(25)
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EY cuadro fNo. 1 indica Tos cambios orginicos en el individuo que permiten la
r&pida proliferacidn de especies de Candida. Sin embargo, el factor predispg
nente mds comiin sigue siendo e) uso de antibidticos de amplie espectro, como
tetraciclina, o combinaciores de drogas que disminuyen la flora normal y per
miten 1a proliferacidn de Candida. (11},

E1 cuadro Ko, 2 muestra 1a secuencia patogénica de las especies de Candida
que se han hallado involucradas en cuadros ¢linicos. La patogenicidad de -~
C. stellatoidea fue demostrada por Hurley (1965) en animales de laboratorio
y concluyb que, debids al aumento de la prevalencia de L. stellatoidea en -
humanos en aquel entonces, tambi&n era patlgena para el hombre, {15}

E1 cuadro No. 3 muestra la clasificaciGn de las manifestaciones clinicas -
de las infecciones por Candida, segiin Rippon (1974). (28)

Por lo comlin, el diagnbstico de las infecciones por Candida es muy diffcil.
La dificultad surge del hecho de que este microorganismo es, con mucha fre-
cuencia, un invasor secundaric en personas que tienen otra enfermedad, de
modo que los tejidos enfermos presentan una flora microbiana mixta. Es muy
diffcil, incluso si se logra afslar e identificar a Landida, determinar el

papel exacto representade por estos agentes etiollgicos en 1a enfermedad -
del paciente. {38).
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Cuadro No. 3. Manifestacifones clinicas de las infecciones

por Candida.

I.

I1.

Enfermedades infecciosas.

A,

Afeccifn mucocutanea.

1. Bucales: glositis, estomatitis, queilitis, boqueras.

2. Vaginitis y balanitis.

3. Infecciones bronquiales y pulmonares.

4. Digestivas: esofagitis, trastornos entéricos y pe-
rianales, '

§. Candidiasis mucocutanea crinica.

Afeccibn cutfinea,

1. Candidiasis intertriginosa y generalizada.
2. Paroniquia y onicomicosis.,

3., Enfermedad del &rea del padal.

4, Granuloma por candidiasis.

Afeccifin generalizada.

1. Aparato urinario.

2. Endocarditis.

3. Meningitis,

4, Septicemia.

5., Candidemia fatrigena.

Enfermedades alérgicas.

Cindides,
Eccema.
Asma.

Gastritis.

{28)
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El aislamiento repetido de diferentes especies de levaduras de mltiples mues
tras del mismo paciente seguramente indica colonizacibn y frecuentemente pue-
de indicar infecciln local o sistémica. En este caso, debe consultarse al mé
dico sobre los siguientes pasos a seguir, ya que 1a identificacidn completa -
del o Tos agentes etioldgicos puede ser importante para tomar una decisidn te
rapButica. Si un mEdico piensa que un paciente inmunocomprometido tiene evi-
dencias de una neumon¥a primaria producida por una levadura o un microorganis
mo levaduriforme, debe intentarse una identificacidn completa. Otras situa--
ciones importantes que justifican una identificacin completa de levaduras in
cluye su recuperacifn de 1fquidos normalmente &steriles como sangre, }fquido
cefalorraquideo, 1fquido sinovial, abdominal o tor8cico. $i se recuperan le-
vaduras simult8neamente de mis de un 1fquide corporal, debe identificarse to-
talmente cada aislado. Si los aislamientos son de 1a misma especie, puede -~
sospecharse de una infeccidn diseminada. (17,38).

E1 tubo germinativo es la forma morfoldgica inicial observada durante la - -
transicién levadura/micelio de C. albicans y C.stellatoidea. Son cortos fila
mentos hifales laterales de las c&lulas individuales Tevaduriformes. Los tu--
bos germinativos no tienen constriccién en 1a base de origen de 1a célula ma-
dre. Al inicio de su formacidn miden aproximadamente 1/3 de largo y 1/5 - -~
1/6 de ancho del didmetro de la c&lula madre. {13, 25, 33, 34, 30).

La formacién de tubo germinativo comienza con cambios considerables en la pa
red celular de 1a célula madre, La pared del tubo germinativo esta compuesta
por cuatro de cinco capas que componen la pared de 1a c&lula madre. Durante

el desarrollo, la célula madre contiene una mancha brillante que crece con--
forme el tubo germinativo se desarrolla, Estas manchas brillantes también -
se observan en Yos tubos germinativos y en las ramificaciones. Estas zonas -
brillantes se han interpretado como sitios donde 1a hifa o célula madre can-
tienen mds citoplasma y estan extensamente vacuoladas. (10, 31).

Un modelo para la formacifn del tubo germinativo es el siguiente: Inicial- -
mente 1as c&lulas contienen solo pequefias vacuolas. E1 nidicleo migra hacia lo
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que es el inicio del tubo germinativo y se divide en dos, uno regresa a la
célula madre y otro migra hacia la extensidn del tubo germinativo. La célula
madre vuelve a vacuolarse y el protoplasma se mueve dentro del tubo germina-
tive continuando ia migraciOn hacia el dpice dejando detrds zonas vacuola-~
das pero con niicleo en los compartimentos intercalares de la hifa. (10).

El dimorfismo es 1a interconversidn ambientalmente controlada de fases morfo
16gicas de los hongos. AsY, algunas espectes de hongos son dimbrficas, capa
ces de crecer con mis de una forma en diferentes condiciones ambientales. ~
Por ejemplo, algunos de los hongos patSgenos crecen como Yevaduras a 37°C y
como mohos (micelio) a 25°C. (6,25).

El crecimiento como Jevadura es el crecimiento unicelular de los hongos, cu-
ya morfologfa es esférica o elipsoide de 3 a 15 um de didmetro. Muchas leva-
duras se reproducen por brotacidn, aunque algunas presentan fisidn binaria.-
Las levaduras producen colonias en medios s6lidos, que son pastosaé 6 ¢remo-
sas, opacas y generalmente miden de 0.5 a 3.0 mm de didmetro. (6, 25).

La hifa es el crecimiento multicelular de los hongos, cuya morfclogfa es de
Targos filamentos en forma de tubos cilindricos ramificados con dismetro de
2 a 10.m. Algunas hifas estén divididas en c&lulas por tabiques que se for
man tipicamente con intervalos regulares durante el crecimiento filamentoso.
Gtras mohos estdn compuestos por hifas no tabicadas. £1 micelio es la masa -
de hifas entrelazadas que se acumula durante el crecimiento activo del moho.
La parte del micelio que penetra en el sustrato y absorbe sus nutrientes se
1lama micelio vegetativo o de sustrato. E1 micelio adrec es el que se pro--
yecta por encima de la superficie hacia el aire y habitualmente posee las -
estructuras reproductoras del hongo. (5, 6, 25).

Las blastosporas son esporas asexuales {(talosporas), forma de reproduccibn

de ltos hongos imperfectos, que se forman por el proceso de gemacidn a partir
de las c&lulas del micelio. Las blastasporas, o yemas de 1a gemacibn, pueden
perwanecer adheridas & la célula madre y seguir formando yemas, produciendo
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ast racimos'ramﬁcados de blastosporas o blastoconidios., (5,6, 25},

Las especies de Candida producen levaduras elipsoidales o esféricas, con ~
brotes (yemas), de 3 a 6 um de diSmetro y se reproducen asexualmente por ye
mas o fisidn de yemas. Las yemas (blastoconidios) pueden permanecer adheri-
das a la c8lula madre y formar los racimos ramificades de blastoconidios. =
Los blastoconidios individuales que siguen adheridos a sus vecinos en cade-
na pueden alargarse para producir filamentos llamados seudohifas. En un exa
men mds detenido de estos filamentos, Se ve que no tienen fgual difmetro en
toda su longitud, si no que presentan constricciones en los puntos de tabi-
cacidn, las cuales ponen en evidencia que los filamentos se hallan compues-
tos de células no desprendidas, alargadas y en gemacidn, E1 micelio resul--

tante de la acumulaciSn de seudohifas se conoce como seudomicelio. (5, 25,-
34).

C. albicans es capaz de producir hifas verdaderas de ancho uniforme gue cre
cen por elongacidn apical y forman tabiques en &ngulos rectos con poros re-
vestidos con membrana. Las verdaderas hifas tabicadas resuitan de la germi-
naciln de "c&lulas de transicion”: blastoconidias redondeadas o aplanadas,
o clamidosporas. Las clamidosporas son esporas inactivas redondas, grandes
y de paved gruesa, que resultan de las c&lulas terminales de ias seudohifas.
tas clamidosporas propician la vesistencia del horgo en condiciones ambien-
tales desfavorables, y cuando dichas condiciones mejoran, germinan por uno
o mis tubos germinales y producen un nuevo crecimiento. {25, 34).

De esta manera, C. albicans es capaz de producir levaduras, seudohifas e hi
fas verdaderas. Como parte de la flora normal, el microorganismo crece co-
mo una levadura con brotes; las hifas se producen s6lo durante la invasifn
de tejidos. Aunque se conoce un cierto nGmero de estimulos ambientales que
desencadenan o bloquean la conversifn in vitro de levaduras a hifas, no se
conoce con certeza la regulacibn de la morfaogdnesis de C. albicans. Un estl
mulo fncuestionable es el suero normal. Luego de 90 minutos en suero a 37°C,
C.albicans comienza a formar hifas. Esta reaccidn se manifiesta por la apari
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cifn de un tubo germinal: un apindice elongado que crece hacia afuera, y tieg
ne aproximadamente 1a mitad del ancho y el doble del largo de la c&lula leva
duriforme. E1 tubo germinal no tiene constriccifn en su punte de origen., -=
Les tubos germinales se diferencfan de las seudohifas por la falta de esta -
cosntriccidn y son formados sdlo por C.albicans y C.stellatoidea. (13, 25, =
34},

Taschdjian y colaboradaores (1960} observaron gque las esporas de C. albicans
producen cortos tubos germinativos en suero humano de 37°C a 41°C en 30 miny
tos. El suero humano empleado para esta observaciln fud suero mezclade {pool)
"o individual, suero hemolizade o no hemolizado, suero fresco o inactivado, -~
asT come en material almacenado a muy bajas temperaturas. De otras especies
de Candida, sdlo C,stellatoidea, cuyo estado de especie se consideraba dudo~
so, formd los cortos tubos germinativos. {36).

La tabla No. 1 contiene un breve resumen histérico de las investigaciones -
realizadas acerca de 1a formacidn de tubo germinativo en suero humanc, asf
como las posibles diferenctaciones entre C.albicans y C. stellatoidea. Tam--
bifn contiene las investigaciones, mis recientes, realizadas en medios mis -
simples o inductores quimicos.




10)

Tabla No. 1.

Investigaciones de la formacidn del tubo
germinativo de Candida albicans y Candi-
da stellatoidea,

Reynolds y Brande
(1956).

Ripida formacidn de tubo germinativo de C. albi--
cans en suero incubado ] 37° ¢, (16).

Hi1l y Gebhard
{1956).

Formacidn de micelio de C. albicans y C. stella--
toidea en una hora in vivo, en animaies de Tabora

Torio. (16)

Taschdjian y col.
(1960}.

C. albicans y C, stellatoidea forman tubos germi-
?at;vos en suero humano en 9¢ minutos a 37 - 41°C.
36).

Mackenzie (1962).

La cantidad de levaduras formando micelio es in--
versamente proporcional a la concentracidn celu--
lar incubada. (21).

Buckley y col.
(1963).

La aibumina de huevo puede sustituir al suero
plasma para la formacidn de tubo germinativo. (16)

Kaminsky y Quinlan
(1963).

C. albicans y C. stellatoidea forman cuagulo en -
plasma desp ués de incubar 12-24 hrs. a 37°C.{16).

Andleigh (1964).

Diferenciacifn entre C. albicans y €. stellatoi--
dea posible sélo por mEtodos bioquimices. (16].

Landau y col.
(1964).

Mayor produccifn de tubos germinativos en suero -
cuando se alcanza el 100% de saturacidn de la - -
transferrina, y ain mds diluyéndolo en agua desti
lada. (19).

Landau y col.
(1965).

Propiedad del ‘suero para la germinacifn caracteri
zada como estable al calor, independiente del com
plemento y la properdina, no removible por digii-
sis y no relacionada a aglutininas y precipitinas
contra C.albicans, (18).
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Tabia No. 1. _ Continuacifn,

Kamaya {1968).

Bajo condiciones extremas de pobreza de nutrien--
tes, C. stellatoided produce filamentos largos y
delgados mientras . albicans permanece en la fa-
se de levadura. {16)

Richard y col.
(196

£n suero humano normal ocurre agrupamiento (clum-
ping) de levaduras y micelio de C, albicans. {4).

Mardon vy col,
{1969).

Una variante bigqufmica de C. albicans, que no --
forma tubo germinativo, forma seudohifas en un me
dio definido con una atmsfera de COp: 02 en rela
cidn 2:1. (22).

Mardon y col.
(19n).

En un medio definido, la fuente de nitrdgeno es -
importante para la germinacidn, y C. stellatoidea
pro?uce menos tubos germinativos que L. albicans.
2

Barlow y col.
(19713,

La concentracién en el suero, de urea, protefnas,
colesterol, calcio, hierro, fdsforo, aminodcidos,
hormonas esteroides, escualeno y mucopolisaclri--
dos no afectan Ja germinacin; &sta se ve aumenta
da con concentraciones de glucosa mayores o igua-
les a 150 mg/dl. (2).

Evans y col,
(1

En un medio definido, 10%-10% c&lutas/mi, 0.2-2.0%
de glucosa, pH 7.4 y 40°C son las condiciones 6pti
mas para la mayor produccibn de filamento de C. al
bicans. {8).

Auger y Joly
(1977).

En un medio definido, 1a_germinacibn aumenta en pH
neutro; se inhibe con 10® c&lulas por ml de E. co-
1i y otras bacterias a menores concentraciones.(1)

Mattia y Cassone
(1979).

Relacidn entre 1a fase estacfonaria de crecimiento
de C. albicans y 1a inducibilidad para formar tubo
germinativo. En inductores quimicos la fase expo--
nencial da menor grado de germinacidn.{24).
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Tabla No. 1.

Continuacién,

Hazen y Cutler
(19

Evidencia de que C. albicans produce un factor -
bloquimico capaz de regular sy germinacidn, este
{:ggnr también es producido por C. tropicaiis -

Shepherd y col.
(1980} .

ta concentraciln de DNA permanece constante du--
rante 1a formacidn de tubo germinativo, perg des
pubs de la formacién el DNA se incrementa consi-
derablemente, La concentracidn de RNA st aumenta
durante 1a formaci6n del tubo germinativo.(33).

Hedden y Buck
{19890)

-

Los verdaderos tubos germinativos, a diferencia
de 1o que es &1 inicio de una seudohifa, no tie-
nen constriccifn en su punto de origen en la cé-
Tula madre. {13).

Buffo y col.

En un medio definido, pH de 6,5 a 7,5 y tempera-

{1984). tura de 37 - 40°C facilitan el crecimiento mice~
1ial de C. albicans. E1 cambio de una de estas -
variables, evita éste crecimiento. (3).

Saéz y Traore Estudio de 1a morfogénesis de (. albicans en sug

{1984). ro humang durante 24 horas a 37°C, Los tubos «-

germinativos aparecen desde la primera hora de -
incubacibn. {30},

Walker y col.
{1984

En dos_medios definidos, el M 2 Jjuega un papel
central en 1a regulacifn del? dimorfismo de €. -
albicans. {37). -

Sevilla y Odds.
{1986).

Estudic de la morfogénesis de C. albicans en 6
diferentes medios quimicamente definidos. Tedos
Tos parSmetros morfogenéticos estin influencia-
dos por las condiciones ambientales de creci- -
miento. (32).

Pollack y Hashimoto
1987).

En cuatro medios definidos, el tubo germinativo
se forma en pH desde 3 hasta 9 cuando no hay --
glucosa en esos medios. Aflin con glucosa ¥ mM se
gugrzr&:)]a formacidn de tuvo germinativo & pH -
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Tabla No. 1. Continuaci6n.

Holmes-y . En un medio definido, a 37°C se forman 90% de -~
Shepherd (1988). tubos germinativos en una hora, cuando las leva-

. duras estuvieron previamente en un perfodo de --
inaniciBn de fuente de carbono, pero no de fuen-
te de nitrbgeno. (14).

Pollack y Hashimoto |E! bicarbonato es esencial para que se lleve a -
(1988). cabo la germinacifn a temperaturas subSptimas =-
(25-30°C) en inductores quimicos. (27).

Poco despuds de las observaciones de Taschdjian y del establecimiento de su
método como ayuda para la identificaciln de C. albicans y C. stellatoidea,-
se realizaron varias investigaciones dirigidas a definir el factor, o facto
res, presente en el suero que permite 1a germinacibn de C. albicans. Las ta
blas 2, 3 y 4 contienen los factores intrinsecos y extrinsecos en el suero
que favorecen y no favorecen 1a formacidn de tubo germinative, asf como - -
aquellos factores que son insignificéntes para el proceso de germinacidn.
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Tabia No. 2. Factores que afectan aumentando el #%
de formacibn de tubo germinativo en
suero.

A, Factores quimicos:
1. Adicidn de 2 a 4 ug/m} de F92+. para consequir el =
100% de saturacifn de la transferrina (100%ST).
2. Suero con 100%ST.
3. Dilucibn 1:3 de suero con 100%ST en agua destilada.
4. Concentracidn de glucosa 150 - 200 mg/dL.
5. Incubacién en aereacibn.*
B. Factores fisicos:
1. ConcentraciSn de levaduras de 10% a 106 células/ -
mi. ’
2. Temperatura de 37°C.
3. Dilucidn 1:2 de) suero en agua destilada.
4. Incubacidn con 160 rpm de agitacidn.*
C. Factores de procedimiento:

1. Uso de sueros de pacientes con discrasia sanguf- -
nea, o con hemoglobinopatia.

2. Uso de suero de corddn umbilical.

* En suero de caballo.

(2, 7, 18, 19, 21, 32)
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Tabla No. 3. Factores que afectan insignificantemente en el ¥

de formacifn de tubo germinativo en suero.

A.

factores quimicos:

La concentracifn de urea.

La concentracién de protefnas.

La concentracidn de colesterol.

La concentracibn de calcio, hierro o fGsforo.
La concentracifn de aminodcidos.

La concentracidn de hormonas esteroides,

La concentracidn de escualeno.

La concentracifn de mucopolisacdridos.
Concentracitn de glucosa mayor de 200 mg/dt.

. La presencia de hemoglobina.

Presencia de precipitinas y aglutininas contra C. -
albicans.

12. Tnactivacin de la properdina.
13.

Inactivacidn de fraccxones Cyy CA del complemento.
pH 6.0 - 6.6, 7.8 -

Factores fisicos:

1.
2.
3.

Concentracibn de levaduras menor de 103 cBlulas/ml.
Diluciones del suero en solucidn salina hasta 50%v/v.
Temperatura 35-36°C, 39-41°C.

Factores de procedimiento:

Uso de suero mezclado (pool).

Uso de suero hemolizado.

Uso de suero inactivado.

Uso de suero aimacenado prolongadamente.

Lavado de las Tevaduras con solucidn salina antes de
inocularias.

Uso de suero que se separl de la sangre total des- -
pubs de un prolongado almacenamiento de &sta.

Uso de suero que se sometib a diflisis.

Uso de suero de pacientes con candidiasis mucocutdnea.
Uso de suero de pacientes bajo terapia con antibacte-
rianos, antineopl&sicos o corticosteroides.

Empleo de indculo procedente de PDA o infusidn cere--
bro-corazbn,

(2, 4,12, 18, 21,

36)
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Tabla No. 4. Factores que afectan disminuyendo el % de

formacifn de tubo germinativo en suero.

A. Factores quimicos:
1. Suero con transferrina insaturada.
2, Presencia de cisteina (15.7 mg/ml).
3. Concentracifn de cisteina mayor o fgual a -
1072 p,»
B. Factores fisicos:
1. Concentracidn del suero en solucidn saiina me
nor o igual a 30% v/v.
2. Concentraciones de levaduras mayores de 108 .
células por ml.
3. Temperatura 32-34°C, 43-45°C.
C. Factores de procedimiento:

1.

2.

L 4

Uso de sueros de pacientes bajo terapia con
anfotericina B y/o nistatina.
Uso de inSculos de cepas muy viejas,

En suero de ternera fetal,

(2, 12, 18, 19, 21)
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Debido 2 que el suerc es considerado un medio muy complejo, a mediades de -
los 70's los investigadores encaminaron sus estudios hacia el empleo de me-
dios sint8ticos simples para tratar de elucidar los factores que rigen la -
morfogénesis de C, albicans. Sin embargo, aln en nuestros dfas el fendmeno
del dimorfismo de C. albicans no estd completamente explicado en cuanto a -
su regulacifn, a pesar de los ya varios factores hallados que estimulan la
morfoginesis (Tabla No. 1). Con una revisifn de las Tablas 1, 2, 3y 4 se
puede gbservar que, a nivel general, el dimorfismo de €. albicans no sblo -
estd regulado por 1a temperatura y el pH, ni por las condiciones nutriciona
les que se pueden encontrar en el 1fquido complejo que es el suero. En 1a -
actualidad, continuan las investigaciones para tratar de llegar a una clara
y total explicacidn del fendmeno de la morfogénesis. Por tal motivo, estas
investigaciones se realizan en medios simples y con modi ficaciones ambienta
Tes aisladas, para evitar las discusiones y los anilisis extensos que resul
tan de las investigaciones realizadas en suero. Algunos de los medios sinté
ticos simples, o inductores quimicos, que se estin empleando son los si- -
guientes: N-Acetil-D-glucosamina, prolina, glucosa-sales-biotina, aminodci-
dos de Lee + sales, caldo Bacto-peptona 1%, caldo Sabouraud modificado, me-
dios de ensayo con metionina. Al igual que en el suero, en todos estos me--
dios se han hallado varios factores que facilitan o disminuyen el proceso -
de germinacidn, as1 como factores con poca significancia para este proceso.
(v, 3, 8, 14, 23, 24, 22, 33, 26, 27).

En el procedimiento de 1a prueba de formacifn de tubo germinativo, pueden
usarse con &xito suero humano o bovino, incluso suero de ternero fetal que
se vende comercialmente, Otros medios comercializados en los que también se
realiza la prueba son seroalblmina, ovalbumina, bilis bovina diluida, o pep
tona. (34). ‘
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FUNDAMENTACION DEL TEMA:

E} procedimiento de la prueba de formacidn de tubo germinativo en suero hu-
mano, varfa de un laboratorio de diagnéstico microbiolégico a otro. Este --
hecho apoya el presente trabajo, el cual estd dirigido a obtener la mayor -
optimizacién de la prueba, y tener asY las bases para apoyar o no su uso, =
Entre los aspectos mds importantes involucrados en las varjaciones del pro-
cedimiento se encuentran: diferentes tiempos de lectura, diferentes formas

de indcular el suero, empleo de sueros sin conocer su concentracifn de glu-
cosa ni el pH que tienen, empleo de sueros mezclados, individuales o aimace
nados. La optimizacidn de 1a prueba es importante puesto que es la forma r§
pida y no costosa de diferenciar C, albicans y C. stellatoidea de todas tas
demds levaduras patSgenas.

En los laboratorios de diagndstico microbiol8gico, 1a prueba de formacifn -
de tubo germinativo en suero humano se realiza de rutina, ya que es conside
rada Gti) para la identificacifn de C. albicans. Debido a su muy bajo cos--
to, la optimizaciSn de la prueba es importante, ya que se busca evitar los
gastos que representarfa emplear los medios sintéticos comercializados en -
Jos que tambidn se realiza la prueba. E1 suero humano es un material sin --
costo y fScil de obtener en todos Jos Jaboratorios de an&lisis ¢1¥nicos, ¥
por 1o tanto se considera como un recursc que debe ser aprovechado al mixi-
mo, siempre y cuando sea verdaderamente Gtil.

Actualmente, hay quienes consideran poco (til la prueba. Pero esto se debe
precisamente a las variaciones en l1a manera de realizarla y a 1a falta de -
investigaciones que fundamenten &sta idea. Es por esto que su optimizacifn
es importante, ya que se evitarfa el empieo de otras pruebas substituyentes
costosas y no tan sencillas. ’
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

Una de las pruebas mds Gtiles para la r8pida identificacidn presuntiva de -
C. albicans, como principal patdgenc del género Candida ¥ C. stellatoidea es
1a prueba de formacibn de tubo germinativo. C.albicans y C. stellatoidea se
diferencfan con una prueba de asimilacin de sacarosa y por su sensibilidad
a la cicloheximida. C.albicans asimila sacarosa y crece en medios comercia-
les que contienen cicloheximida; C.stellatoidea no hace ninguna de estas --
dos cosas. C.stellatoidea reduce intracelularmente 1a sal de tetrazolio del
. medio Pagano-Levine y forma colonias rosadas a purpuras; C. albicans no - -
hace esto. (13, 34, 36).

En el presente trabajo se pretende legar a la optimizacidn de la t&cnica =
de formacidn de tubo germinativo de C. albicans y C. stellatoidea en suero
humano. La jnvestigacidn estd basada en 1a composicifn quimica del suero, -
con base en las determinaciones que el laboratorio de quimica sanguinea ya
le ha realizado, y se excluye la adicidn de reactivos que supuestamente me-
Joran los resultados., De tal manera que se evitan modificaciones del proce-
dimfento general ya conocido que pudieran representar m&s costo a la prueba
y le pudieran restar demasiada prictica y rapidez.

La evaluacifn de 1a técnica tiene sus bases en el hecho de conseguir o no -
su optimizacidn, ya que con esto se puede tener la fundamentacidn del uso -
o desuso de la prueba.



OBJETIVOS:

1.

HIPOTESIS:
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Determinar las concentraciones de glucosa, el intervalo de -
pH y el tiempo de incubacidn necesariospara la formacidn Gpti

ma de tubos germinativos de Candida albicans y Candida ste--

llatoidea en suero humano, manteniendo la temperatura de in-

cubacibn entre 35 -37°C,

Utilizar sueros humanos con diferentes pH y concentraciones -
de glucosa, y un tiempo de incubacifn necesarios para la for-

macibn Gptima de tubos germinativos de C. albicans y C. ste--

1latoidea, manteniendo 1a temperatura de incubacidn entre --
35 - 37°C.

Se ha observado que concentraciones de glucosa de 150 a 250 mg/dL y pH de -
6.5 a 7.5 son condiciones que promueven en mayor grado el crecimiento mice-
1ial de Candida albicans y Candida stellatoidea; estas condiciones se pue--
den encontrar en el suero humano, asY que Ya formacidn de tubos germinati--
vos se espera ocurrir8 en un menor tiempo de incubacifn cuando se empleen -
sueros humanos con estas condiciones, ya que el tubo germinativo es la for-
ma morfol8gica inicial observada durante la transicibn levadura/micelio.
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MATERIAL Y METODO .

Material:

1.

4.

Material de vidrio:

Tubos de ensayo 13 X 100 mm,

Tubos de ensayo 18 X 150 mm cortados a 1a mitad.
Pipetas graduadas 1 ml.

Pipetas graduadas 10 ml.

Porta-ocbjetos 25 X 75 mm.

Cubre-objetos 22 X 22 mm,

Cajas petri.

Pipetas Pasteur.

Material diverso:

Contador de c8lulas, dos teclas (Clay Adams).
Taponies de plistico (Vacutainer).

Asas bacteriolfgicas.

Gradillas.

Mecheros.

Goteros de vidrio.

Aparatos:

Autoclave, 170 - 270°C, -30 a 60 psi (AMSCO de M&xico).
Potencifmetrs, 53 - 59 mV/pH (25°C) (pH -Metro Indumex, M 822),

_Electrodo para pH, combinado referencia/calomel (Schott Gerate).

Incubadoras, ajustadas a 35 - 37°C [Empotradas).
Microscopio Bptico, cientffico binocular (Car) Zeizz).

Medios de cultivo:

Gelosa Biggy (Bfoxon),
Gelasa Clamidospora {Bioxon).



5.

6.
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Soluciones:

Cloruro de bario 1% p/v.
Acido sulfGrico 1% v/v.
Solucibn reguladora pH 7 (Zigma de México).
Solucién reguladora pH 4 (Zigma de México).
Solucibn salina &steril.

Material bioldgice:

Cepas de Candida proporcionadas por el Hospital General de México, --
SSA. _ M

Candi@a albicans HGM38.
Candida stellatoidea HGM56.
Candida tropicalis HGM92.

Cepas de Candida proporcionadas por la Escuela Nacional de Ciencias -

Bioldgjcas. IPN.

Candida albicans
Candida stellatoidea

Cepas de levaduras aisladas de diferentes procesos infecciosos en el
Hospital General Regional No. 25 del IM5S, y en el Hospital General -
Gonzalo Castafieda del ISSSTE.

Sueros humanos.
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. MEtodo:

i.

2.

3.

4.

5.

Obtencidn de los sueros:

Los sueros que se emplearon fueron separados de Ta sangre total toma-
da el mismo dfa, y se usaron previa determinacidn de glucosa. Varia--
blemente se usaron sueros que procedfercn del servicio de urgencias o
de la seccifn de quimica sangufnea (rutina) del laboratorio cl¥nico -
del Hospital General Regional No. 25 del IMSS.

Determinacifn del pH de los sueros:

Se calibrd el potencifimetro con soluciones reguladoras de pH 7 y 8, =
Se procedid a determinar el pH de los sueros separados en recipientes
adecuados y ésteriles,

Preparacifn del estandar de turbiedad de sulfato de bario:

0.2 ml de BaCly 1% p/v se agregd gota a gota a 9.8 ml de sto4 1% v/v.
Ast se obtenTa el tubo No. 2 del Nefeldmetro de MacFarland, cuya con-
centracifn celular aproximada es 6 X IOB/ml. {20).

Preparacifn del infculo:

Las cepas control se resembraron en tubos con gelosa Biggy y se incu-
baron de 18-24 horas a 35-37°C. Posteriormente se suspendieron con --
asa bacterioldgica en 3 m! de solucidn salina ésteril, El inéculo se
estandariz8 por comparacifn visual con e] tubo No. 2 del Nefelbmetro
de MacFarland,

Se prepararon asf suspensiones de C. albicans, C. stellatoidea y C. -
tropicalis. Variablemente se usaron cepas contro! de C. albicans y(C,
stellatoidea procedentes del Hospital General o del IPN. C. tropica--
lis se empled como control negativo.

Inoculacidn de los sueros:
Cada suero con concentracién de glucosa y pH tonocidos, se distri
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buyd en tres tubos 13 X 100 &steriles. Se colocaron con pipeta gradua
da de 1 m) &sterit 0.5 ml de suero en cada tubo, Un tubo se tnoculd ~
con cinco gotas de suspensidn de levaduras de (. albicans, con ayuda -
de un gotero de vidrio Esterit y previa agitaciln de la suspensidn, -~
Otro tubo se inoculd ast con C. stellatoidea vy el tercero con . tropi
calts.

Los sueros inoculados se fncubaron estSticamente a 35 - 37°C.

Determinacidn del porciento de formacidn de tubo germinativo:

Se hicteron las lecturas de tube germinativo a los 60, 90, 120, 150 y
180 minutos de incubaciln. Con una asa bacterioldgica se agitd cada -
suerp y con la misma se colocaron 2 gotas entre porta y cubre objetos.
€on un microscopio Optico y con aumento de 40 X se contaron, con ayu-
da de un cantador de céluias, las c#lulas que farmaron y las que no -
formaron tubo germinativo en un campo microsclpico.

En otro campo microsclpico se contd igual hasta tener un total de 100
cBlulas y ast obtener el % de aguellas que formaron tubo germinativo

al tiempo de lectura dado.

E1 recorrido de campos microscOpicos se hacia de una manera salteada

y en la direccidn que se muestra en el siguiente esquema:

.
L]
'
s edwand
L1

+

Ast se determind el porcieato de formacila de tubo germimativo de ca



7.

9.
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da especte de Candida inoculada en el suero, y de cada uns se obte- -
nian 5 lecturas de tubo germinativo.

Determinactln de las condiciones Sptimas del suero:

Siguiendo la metodologfa ya descrita, se realizaron pruebas de forma-
cibn de tubo germinativo para determinar que condiciones de pH y cone-
centracidn de glucosa del suerc eran dptimas. Una vez halladas estas
condiciones, se confirmaron realizando pruebas con sueros Que tuvie--
ran estas condiciones Sptimas, pero las lecturas de tubo germinative
se hicieron s8lo hasta que se tuviera un mYnimo de 50%, dado que este
porcentaje era ficilmente observable en el microscapio.

Aplicacitn de la metodologia descrita:

Se realizaron prucbas de formacibn de tubo germinative a cepas de - -
Candida recientemente aisladas de 52 muestras bioldgicas, empleando
sueros con condiciones 8ptimas de pH y concentracifn de glucosa. Esto
con el fin de determinar la eficlencia de la metodologfa con este ti-
po de cepas. Aqul tambifn se leyd hasta que se tuviera 50% de forma~
cidn de tubo germinativo.

Estas cepas se encontraban en tubos con gelosa Biggy y generalmente -
se usaban poco despuls de haber mostrado un buen crecimiento.

Comparaciln de 1a prueba de formacibn de tubo germinativo con 1a de -
clamidasporas:

Para determinar la eficiencia del uso de la prueba de formacidn de «-
tubo germinative, se aplich simultineamente l1a prueba de formacibn de
clamidosparas a Jas cepas recientemente aisladas, y2 que &sta prueba

es considerada de mayor validez para la identificacién de C, albicans.

Las pruebas se realizaron en agar pars clamidosporas en caja de petri.
Se emplearon cepas control de €. albicans y C. stellatoidea, no se --
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les colocs cubre-objetos encima a los inSculos y se leyb en el micros ’
copio con aumento 10 X despuds de 18-48 horas de incubacifn a 25 - -~
28°C.

E) siguiente esquema muestra el método empleado:

Caja de petri con agar
para clamidosporas, seccio-
nada para & cepas.

| L
e

Forma de inoculacidn, con
asa bacterioldgica.

&
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RESULTADOS:

E1 pH que se ensayd fue de 7.50 a 9.00 y la concentracifn de glucosa (c-g)
fue de 70 a 270 mg/dL.

Entre et pH y 1a c-g del suero, se encontro que el pH tieme mayor influen--
cia en 1a formacidn de tubo germinativo (F de t-g) que la c-g. E1 pH &ptimo
fue de 7.50 a 8.50.

En las grdficas No. 1 y 2 se muestra la influencia del pH del suero en la
F de t-g, sin considerar la c-g. En estas grificas se observa como a medida
que el pH aumenta, el % de tubo germinativo (t-g) es menor, scbre todo en -
Tas primeras lecturas.

Los puntos de todas las grificas que se reportan, son 1a media del  niimero
de determinaciones realizadas que se indican en cada gr&fica.

En las grdficas No. 3 y 4 se muestra la menor influencia de 1a c-g del sue-
ro en la F de t-g, sin considerar el pH. En estas gr8ficas se observa que -
con tres diferentes intervalos de c-g se obtienen resultados similares en -
1a F de t-g. Estos resultados similares se obtienen tambi&n con c-g de 111~
150 mg/dL. (15 determinaciones) y 191-230 mg/dL (18 determinaciones),
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Grifica No, 1. % de F de t-g de C. albicans en relacidn al
tiempo de incubacT8n con diferentes pH de
.10 sueros. Concentracibn de glucosa 70- -
270 mg/dL. '

=

% de t-g
99 i,
97
94 +
9 ¢

80
78 +

68 ¢
66 J

51 4

I L S

1.0 1.5 20 2.5 3.0
A pH 7.50 - 8,00 . 11 determinaciones. Tiempo de incubacidn (horas).
© pH 8.01 - 8.50 . 52 determinaciones.
w pH 8.5) - 9,00 . 35 determinaciones.
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Gr&fica No. 2. % de F de t-g de C. stellatoidea en relacibn
al tiempo de incubacifn con erentes pH de
los sueros. Concentracitn de glucosa 70 - -
270 mg/dL.

% de t-g
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1.0 1.5 2.0 2.5 3.0

. Tiempo de incubacifn {horas).
A pH 7.50 - 8.00 . 11 determinactones.
o pH 8.01 - 8.50 . 52 determinaciones.
» pH 8.51 - 9,00 . 35 determinaciones.
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% de F de t-g de C, albicans en relacidn
al tiempo de incubaci®n con diferentes -
concentraciones de glucosa de los sueros.
pH 7.50 - 9.00 .

- "

1.0 1.5 7.0 2.5 3.0

Tiempo de incubacién (horas).

& GLucosa 231 ~ 270 mg/dL. 13 determinaciones.
© Glucosa 151 - 190 mg/dL. 42 determinaciones.
# Glucosa 70 - 110 mg/dL. 10 determinaciones.



Grafica No. 4. % de F da t-g de C. stellatuvidea en relacibn
al tiempo de incubactdn con ‘erentes con--
centraciones de glucosa de los sueros. pH -
7.50 - 9.00.
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Sir

R 20 25 70
Tiempo de incubacidn (horas),
& Glucosa 231 - 270 mg/dL. 13 determinaciones.

© Glucosa 151 - 190 mg/dL. 42 determinaciones.
s Glucosa 70 - 110 mg/dL. 10 determinaciones.

31
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~ En la Tabla No. 1 se observa mejor 1a mayor influencia del pH del suero en
la F de t-g. A pesar de que dos sueros diferentes tenfan diferente c-g, =
€1 pH similar de ambos sueros promovi® un similar % de F de t-g. En la Ta
bla No. 2 se muestra Ya menor influencia de la c-g del suero en la F de -
t-g. En dos sueros que tenfan la misma c-g pero diferente pH, se obtuvo -
diferente % de F de t-g en cada suero,

En &stas Tablas (1 y 2) se observa que 1a c-g del suero también es impor--
tante para la F de t-g, aunque en menor grado. Se observa que a medida --
que la c-g aumenta tambi&n aumenta el % de F de t-g, sobre todo en las pri
meras lecturas. Esto se muestra mejor en la Tabla No. 1. AsY que el in--
tervalo de c-g Optimo para la F de t-g fu€ 151-270 mg/dL.

En Yas Gr&ficas 1 - 4 se observa que al tiempo de incubacifn de una hora. -
se tiene mis de 50 % de F de t-g en ambas especies, cuando se emplean las
condiciones Gptimas de c-g y sobre todo de pH.

De esta manera se establecen las condiciones Gptimas de pH y c-g del suero
para obtener F de t-g de 50 % o mis en una hora de incubacifn:

pH H 7.50 - 8.50 .
Glucosa: 151 - 270 mg/dL.



Tabla No. 1.

Mayor influencia del pH sobre la ¥ de t-g.
Comparacibn de sueros particulares con di-
ferente concentraciln de glycosa, pero si«
milar pH. % de F de t-g.
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Condiciones de Tos Especie -
sueros. Hora de lectura.
Glucosa 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0
mg/dL . pH ¥ de F de t-g.
133 8.21 A. 66 74 89 99 99
B. 43 66 81 98 99
229 8,26 A. 66 88 92 96 98
8. 60 72 82 30 96
m 8.04 A, 7 86 95 93 89
8. R 84 98 99 99
243 8,05 A. 83 90 98 93 93
B. 80 85 87 92 98
120 8,56 A. 61 76 86 98 93
8. 56 81 96 99 99
180 8.50 A, 82 96 98 99 99
B8, 60 80 9 a5 48
240 8.49 A, 92 98 98 99 99
B. as 90 91 94 96

A. C. albicans,
8. C. stellatoidea.




Tabla Mo, 2.

Meror influencia de la concentracidn de glucosa
sobre 1a F de t-g, Comparacidn de sueros parti-
culares con similar concentracidn de glucosa, -
pero diferente pH. % de F de t-g.
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Condiciones de los Especie Hora de lectura.
sueros. - 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0
Glucosa pH % de F de t-g.
mg/dL
9N 7.95 A, 80 94 99 99 99
B. 61 76 96 98 99
93 8.54 A, 30 47 61 76 81
B. 15 39 52 64 75
180 8.50 A, 82 96 98 99 99
8. | 60 80 N 95 98
180 8.92 A. 38 63 80 9 95
B. 15 23 50 65 80
229 8.26 A, 66 88 92 96 98
8, 60 n 82 90 86
225 9.00 A, 28 40 50 62 75
B, 30 38 43 52 64

A. C.albicans.

B. C. stellatoidea.
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La Grifica No. 5 indica los resultados obtenidos cuando se emplean las con
diciones Sptimas de pH y ¢-g del sueroc, Las grificas 6 y 7 muestran los re-
sultados obtenidos cuando se emplea 510 una de las dos condiciones Optimas
del suero. La Gr&fica No. 8 indica los resultados obtenidos cuando no se ==
emplean las condiciones Sptimas de pH y c-g del suero.

Durante el trabajo experimental de &sta investigacibn, se observd que el --
pH de los sueros aumenta conforme pasa el tiempo después de haberse obteni-
do de 1a muestra de sangre. Asf, se obtenfan pH bajos (7.50-8.40) en sueros
que tenfan 1 - 3 horas de haberse obtenido, y pH altos (8-60 - 9.50) en sue
ros que tenfan 4 - 5 horas de haberse obtenido.Debe tenerse en cuenta que -
&sto no sucedfa con toda presicidn, sino en té&rminos generales.

Se trabajaron 7 sueros con concentracidn de glucosa mayor de 270 mg/dL (de
290 a 360 mg/dL) y en los resultados obtenidos (Grifica No, 9) no se obser-
va influencia importante; pero debe considerarse que en estos 7 sueros se -
incluyen aquellos con pH desde 7.80 hasta 8,80.

Durante el trabajo experimental de esta investigacidn, se observb que los -
inbculos de cultivos de levaduras que habfan permanecido mds de 24 horas en
el mismo medio de cultivo a 35 - 37°C & a temperatura ambiente, despuls de
haber mostrado ya un buen crecimiento, tenfan una menor capacidad de forma-
cidn de tubo germinativo. A E&ste tipo de inculos se les Ylamd infculos de
cultivos viejos. La Tabla No. 3 muestra &sta baja capacidad de F de t-g en
diferentes condiciones de pH y concentracidn de glucosa; los resultados da-
dos son 1a media del niimero de determinaciones realizadas. :



Gra&fica No. 5. Efecto en la F de t-g con el empleo de condiciones
6ptimas de pH y concentracifn de glucosa de] sue--
ro.* % de F de t-g en 1 hora de incubacibn.

% de t-g
100 o

7 JF

64 {

501

C. albicans. C. stellatoidea.

* pH 7.50 - 8.50, glucosa 151 - 270 mg/dL.

1, 52 determinaciones realizadas,
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Gr&fica No. 6.. Efecto en la F de teg con el empleo
de stlo el pH Sptimo del suero.* %
de F de t-g en 1 hora de incubacitn.!

% de t-g
00T
62 {
04
¢, albicans. C. stellatoidea.

*  pH dptimo 7,50 - 8.50, glucosa 70 ~ 150 mg/dL.

1. 40 determinaciones realizadas.



Grafica No. 7. Efecto en la F de t-g con el empleo de sblo
1a concentracifn de glucosa Optima del sue-
ro.* % de F de t-g en 1 hora de incubacidn.!

% de t-g
1001-
50 +
43 4
30 Jr
C. albicans. C. stellatotdea,

»

-

_ Glucosa dptima 151 - 270 mg/dL.

26 determinaciones realizadas.

pH 8.51 - 9.00 .

18)
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Grifica No. 8. Efecto en la F de t-g con el empleo de sueros
sin condiciones Sptimas de pH y concentracidn
de gluc?sa.' % de F de t-g en 1 hora de incu
bacidn.

% de t-g
100 ¢
50 ]
324
224
C. albicans, C. stellatoidea.

*  pH 8.51 - 9,00, glucosa 70 - 15t mg/dL.

1. 19 determinaciones realizadas.



Grifica No. 9.

% de
100 1

93 4
89 4

831
78 4

n
70

56

7.80 a 8.80 .
t-g

—i*
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% de F de t-g en relacidn al tiempo de incubacidn con
concentracidn de glucosa mayor de 270 mg/dL.* pH de -

1.0 1.5 2.0 2.5 3.0
) Ttempo -
* Siete determinaciones con concentraciones de g:c}g:"':
glucosa entre 290 y 360 mg/dL. (horas).

A. C._albicans.
B. £ steYlatoidea.
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Tabla No. 3. Efecto en 1a F de t-g cuando se emplean inSculos
de cultivos viejos.* % de F de t-g en 3 horas de
incubacidn.

Condiciones de Especie Hora de lectura.

los sueros. 1.0 . . . 3.0
Condiciones Optimas!| &, (19) B’ 6 7% 8 9
. 45 65 77 87 93

Cond;ciones no opti-] A. (2) 2 6 n 22 k1]
mas. 8. 2 7 n 22 32
pH 7.50-8.503, A. (38) 35 55 69 82 90
8. 3% 53 76 80 89

pH 8.51-9.003 A, (7) 27 42 53 65 76
B. 23 4 50 64 73

* M3s de 24 horas en el mismo medio de cultivo a 35 ~ 37°C o temperatura -
ambiente, después de haber mostrado desarrollo.

1. pH 7.50 - 8,50, glucosa 151 - 270 mg/dL.
pH 8.51 - 9.00, glucosa 70 - 150 mg/dL.
3. Glucosa desde 70 hasta 270 mg/dL.

2

C. albicans.
C. stellatoidea.

>

B

( ) Nimero de determinaciones realizadas.
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Considerando un resultado positivo a una F de t-g mayor o igual a 50 % y un
resultado negativo a una F de t-g menor de 50 % en una hora de {ncubacidn,-
en relacidn a si se empiean o no las condiciones Sptimas de pH y c-g del ==
suero, se calcularon los parimetros de sensibilidad, especificidad, valor -
predictivo de un resultado positivo y eficiencia de la prueba de F de t-g,-
seglin el Valor Predictivo de una Prueba de Laboratorio de R.S. Galen (1879).

En las Tablas 4 y 5 se muestra el cdlculo de estos parimetros con una mues-
tra de 71 determinaciones realizadas.

Aquf la sensibilidad se aplica como la posibilidad de tener un resultado po
sitivo cuando al realfzar 1a prueba st se emplean las condiciones Gptimas -
de pH y c-g del suero. La especificidad es 1a posibiiidad de tener un re--
sultado negativo cuando al realijzar la prueba no se emplean &stas condicio-
nes Jptimas. E)} valor predictivo de tener un resultado positivo se aplica

en este caso como la posibilidad de no tener un resuitado positivo cuando -
no se emplean las condiciones Gptimas; pero para &ste parémetro debe temer-
se en cuenta la consideracidn que se hace de un resultado positivo y un re-
sultado negativo.

La eficiencia se aplica como la funcionabilidad del empleo de Jas condicio-
nes 8ptimas de pH y c-g del suero para la formaciln 6ptima de t-g. (9).
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Tabla Ne. 4, Formaciln Optima de t-g de C, albicans.

Determinaciones | NGmero con | NGmero con

realizadas. resultado positivo'{ resultado negativo Total

K(imero con con- ™ FN TP + FN

diciones Opti--

mas. a8 4 52

Nimero sin con- FP ™ FP + TN

diciones Opti--

ms. 1 18 19

Total TP + FP FN + TN TP + FP +

FN + TN

49 22 A

1. F de t-g mayor o igual a 50 % en una hora de incubacibn.

F de t-g menor a 50 % en una hora de incubacifn.

sensibilidad = TP x100=_ % yi00=-92.33
+*
Especificidad = ™ X100 = 18 X 100 = 94.7 %
TN + FP 18 + 1 !

Yalor predictivo de un resultado positivo = TP X 100 = 48

P+ FP 48+ 1

X 100 = 97.9%

Eficiencia = W+ X 100
TP+ FP+ FN+ TN
. 48 + 18 X 100 = 92.9 %
+ + +
TP = Ensayo positivo
TN = Ensayo negativo
FP = Falso positivo
FN = Falso negativo
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Tabla 5. Formacidn Optima de t-g de C. stellatoidea.
Determinaciones| NGmero con Nimero con
realizadas. resultado positivol| resultado negativo? Total
Nomero con con- 114 FN TP + FN
diciones Spti-- N 1n - 52
ms.
Nimero sin con- FP ™ FP + TN
diciones Spti-- i
ms. 0 19 19
Totatl o+ FP FN + TN TP + FP +
FN + TN
4 30 il
1. F de t-g mayor o igual a 50 % en una hora de incubacifn.

2,

F de t-g menor a 50 % en una hora de incubacibn.

Sensibilidad =

Especificidad =

Valor predictivo de un resultado positivo =

b1
¥

X100 ___4
=TT

N -
et 100

X 100 = 78.8%

19 %100 = 100 %
T =

1P . 4
w X 100 e

X 100 = 100 %

Eficiencia =

1+ 0+11+19

P + TN
3 + +

N +19

TP = Ensayo positivo.
TN = Ensayo negativo.

FP = Falso pos

{tivo.

FN = Falso negativo.

X 100 =

X 100 = 84.5 %
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De una muestra de 52 cepas de levaduras de Candida recien aisladas de dife-
rentes procesos infecciosos, e} 61.5 ¥ (32) formaron tubo germinativo; - --
38.5 2 {20) no Yo formaron. En la gr&fica No. 10, se indican los resulta--
dos obtenidos de las pruebas de F de t-g realizadas a 8stas levaduras.

A las mismas levaduras se les realizd la prueba de clamidosporas, para te--
ner una comparacidn de ambas pruebas. La Tabla Ho. 6 muestra &sta compara--
cidn, y abajo se indican lTos datos de sensibilidad, especificidad, eficien-
cia y el valor predictive de un resultado positivo de 1a prueba de F de - -
t-g en relacibn a la prueba de clamidosporas, ya que &sta Gltima es conside
rada de mayor validez para la identificacifn de C. albicans. E) c8lculo de
estos parimetros estd basado en el Valor Predictivo de una Prueba de Labora
torio de R. §. Galen {1979). (9).
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Grifica No. 10. % de F de t-g de cepas de Candida recien
aisladas de diferentes procésos infec- -
ciosos, en relacidn al uso de condicic--
nes dptimas del suero en una hora de in-

cubacidn,
% de t-g.
1001
54.2 4
48.4 4
30.0
Condicignes 810 su - S8lo glucosa
Optimas¥(12) Gptimoc (17). Sptimad (3).

1. pH 7.50 - 8,50, glucosa 151 = 270 mg/dL.
2. pH 7.50 - 8.50, glucosa 70 - 270 mg/dL.
3. Glucosa 151 - 270 mg/dL, pH 8.40 - 8.60.

() Mimero de cepas y de determinaciones realizadas bajo las condi
clones indicadas.
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Tabla No. 6. Comparacidn de la prueba de T-g con la de clamidosporas,
usando cepas recien aisladas de diferentes procesos in--

fecciosos.

Cepas Nomero Nimero Total

aisladas con_t-g. sin t-g
Nimero con clami b4 FN ™ + FN
dosporas. 30 4] 30
Nomero sin clami fP BL P+ TN
dosporas. 2 20 22
Tota) TP + FP FH + TN TP+FP+FN+TH

2 20 52

Sensibilidad = 1 X100 A0 X100 =100 %

TP + FN 30 +0
Especificidad = mw X 100 = 20 X 100 = 90.9 %
TN + FP 20 + 2

Valor predictivo de un resultado positivo = TP X 166 = 30
TP + FP 30 +2

X100 = 93,7 %

Eficiencia = TP+ TN X 100
TP+ FP+FN+ TN

= 30+ 20 X100 = 96.1 %
0+ 2+ 0+20
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DISCUSION DE _LOS RESULTADOS:

€1 intervala de pH Sptimo del suero dado en los resultasos, es el mis bajo
que se puede encontrar en e! suero humano “in vitro®, durante el mismo dla
que se obtiene de 1a muestra de sangre.

El tntervalo propuesto (7.50 - B.50) concuerda con Jos resultados de otras
investigaciones. Landau y col. {1965) indicaron que la formacidn de tubo -
germinativo (F de t-g) no se afectaba por pH de 6.1 - 8.2 del suero (em -~
€ste caso el pH lo regularon con soluciones buffer, con 10 que consegufan
pH menores de 7.50). Y en medios diferentes de suero se tiene cierta simi
Vitud: Mardon y col. (1971) propusieron pli 3ptimo 6.95, Evans y col, - ~
{1975) encontraron gH dptimo 7.40, Auger y Joly (1977) indicaron un pH 3p~
timo de 6.70 & 7.20, Buffo y col. (1984) hallaron pH Optimo 6.50 -« 7.00. -
(1|3. 8- ‘BO 23).

As§, el pH Optimo para la F de 't.-g es un pH cercano a la neutralidad; de -
esta manera, el mejor pH que se puede encontrar en el suero humano es el -
mis bajo que &ste tiene: 7.50 - 8.50. Y mientras mis bajo {cercanc a la -
neytralidad) sea Bste, mejor serd la F de t-g.

S{ en un laboratorio de diagndstico microbioldgice no se cuenta con un po-
tencidmetro ni con tiras reactivas para pH de buena sensibilidad, el ha- -
1lazgo de que el pH de los sueros aumenta (se hace alcalino) conforme pasa
el tiempo de haberse obtenido, puede ayudar a elegir un suero con un buen

pH para la F de t-g. Asf es que mientras mis fresco sea un suerc, mayor -
ser§ la posibilidad de que tenga un pH &ptimo {cercanc a la neutralidad).

Y como el dato de 1a concentracifn de glucosa (c-g) del suero es ficil de

conocer, no resulta dificil obtener las dos condiciones del suerc dptimas

para 12 F de t-g.

Landau y col. (1965) indicaron que habYa mayor ¥ de t-g a partir de c-g -

del suerc de 150 mg/dL, y Barolow y col. (1974) mencionaron que habfa mis
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F de t-g con 200 mg/dL que con 100 mg/dL de glucosa en el suero. Estos da--
tos se parecen a los indicades aqul como c-g del suero Sptima para la F de
t-g: 151 - 270 mg/dL. AGn en investigaciones hechas en medios diferentes

de suero, se observa 1a similitud: Evans y col. (1975) propusieron 200 mg/
dL de glucosa para la mejor F de t-g. (2, 8, 18).

E1 hecho de que el pH del suero se halla encontrado con mayor influencia -
en la F de t-g que la concentracidn de glucosa, estd de acuerdo con Buffo ~
y col. (1984) quienes encontraron que en un medio 11quido definido, el pH ~
y la temperatura juegan un papel muy importante en el dimorfismo de C. albi
cans, siendo pH 6.5-7.5 y temperatura 37-40°C las condiciones que mayor pro
mocibn de crecimiento micelial tienen y el cambio considerable de una sola

de &stas variables evita &ste crecimiento.(3)

A pesar de la mayor influencia del pH del suero en la F de t-g, 1a concen-
tracidn de glucosa también es importante, ya que como se observa en la Ta~-
bla No. 1, en pH similares hay mayor % de t-g cuando mayor es 1a c=g; 0 =~ ~
bien, hay mayor % de t-g en una hora de incubaciSn cuando sdlo 12 c-g es 8p
tima (Grdfica No. 7) que cuando no hay ninguna de las dos condiciones &Spti-
mas (Gr&fica No. 8).

No se encontr8 influencia importante en las determinaciones con c-g de 290-
360 mg/dL (Gr&fica No. 9) probablemente porque en esas determinaciones se
incluyen pH desde 7.80 hasta 8.80 y como ya se mencionb el pH es de mayor -
importancia. Ademds, Barlow y col. (1974) indicaron que el crecimiento de
C. albicans en suero humano a 37°C aumentaba con c-g desde 50 hasta 250 mg/
dL, y a partir de esta (1tima concentracidn hasta 500 mg/dL ya no habfa au-
mento ni disminucidn del crecimiento. En un medio inductor diferente al sue
ro, Evans y col. (1975) hallaron que se tenfa igual crecimiento de C. albi-
gans en c¢-g de 200 y 2000 mg/dL. (2, 8).

Esto sugiere gque la mixima promocién de la c-g para 1a F de t-g es cuando -
se encuentra entre 250 y 270 mg/dL y que mayores concentraciones ya no ay--
mentan ni disminuyen 1a F de t-g.
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Se encontrd que el tiempo de incubacidn Sptimo para 1a F de t-g, bajo las -
condiciones de temperatura, tamafio de infculo, volumen de suero y condicio-
nes 8ptimas de pH y c-g en el suero ya indicadas, fue una hora, porque em--
pleando solo una de las condiciones 8ptimas de pH y c-g del suero, en este
tiempo de incubacidn se tiene un % de t-g considerable para su ficil Tectu
ra en el microscopfo.

- £1 hecho de que el 18.8% de las cepas de C. albicans ensayadas en suero hy
mano por Sadz y Traore (1984) presentaran sus primeros t-g a partir de la
23. hora de incubacifin, puede deberse a que 1os sueros que emplearon no --
eran individuales ni frescos, sino eran mestras de poo) de sueros {sueros
mezclados) que habTan permanecido almacenados. Esto pudo traer como conse
cuencia que en algunas muestras de pool el pH aumentara tanto como para ==
disminuir la F de t-g hasta que los primeros tubos germinativos aparecie--
ran en )a segunda hora de incubacifn, {30)

Por 1a anterior observacifn puede deberse que en 'a mayorfa de las investi-
gacjones realizadas en suero se sugiera mis de dos horas para hacer las --
lecturas. Taschdjian y col. (1960) y #Mackenzie {1962} usaron pool de sue--
ros e individuales, pero aimacenados y sus lecturas las hiclieron después -
de dos horas de incubacifn. Landau y col. (1955) usaron suero individual -
pero no fresco, y las lecturas las hicleron hasta las cuatro horas. Barlow
¥ col. {1974) ysaron pool de sueros e individuales, pero almacenados y sus
lecturas las hicieron hasta las 6 horas de incubacidn. (2, 18, 21, 36},

As¥, la mezcla de los sueros, de diferentes pH, y su almacenamiento dismi-
nuye su capacidad de promover la F de t-g y las levaduras forman tubo ger-
minativo muy lentamente.

La baja capacidad de 1a F de t-g que se observd en las levaduras de los -
indculos de cultivos viejos (Tabla Mo. 3), puede ser consecuencia de una -
Tigera disminucidn de las funciones morfobioguimicas debido a una relativa
deshidratacidn del medio y a una baja de nutrientes del mismo. Mackenzie -
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(1962) menciond que la edad del inSculo aparentemente afecta la presencia -
o ausencia del desarrollo de 1a hifa y que el porciento de 1as cdlulas que
forman filamento decrece conforme decrece su viabilidad. (21).

Los par§metros del Valor Predictivo de una Prueba de Laboratorio para la --
formaciin Optima de t-g de C. stellatoidea (Tabla No. 5) se obtuvieron muy
variables debido a que &sta especie forma sus t-g lentamente en relaciln a
1a F de t-g de C. albicans, es decir, en general C. stellatoidea forma me--
nos tubos germinativos que C. albicans. Esta observacifn es mds apreciable
& los 60 y 90 minutos de incubacibn.

Esta menor produccidn de tubos germinativos de C. stellatoidea 1a observa--
ron Mardon y col. (1971) tanto en suero humano como en otros medios inducto
res de la F de t-g. En ¢) presente trabajo, generalmente C. albicans formd
mis tubos germinativos que C. stellatoides, sobre todo & los 60 y 90 minu--
tos de incubacibn. (23).

Sin embargo, los resultados de los parimetros tanto para C. albicans como
para C. stellatoidea sT son aceptables, y ademdis se debe tener en cuenta -
como se considera un resultado positivo y uno negative en las Tablas 4 y 5.

En la actualidad hay quienes consideran a C. stellatoidea como una variante
de C. albicans: Koneman y Roberts (1985) las consideran como el mismo micro
organismo; Roberts (1986) no toma en cuenta a C. stellatoidea como una espe
cie sino como una combinacitn de C. albicans, y por lo tanto menciona que -
1a prueba de F de t-g es un punto relevante pars 13 identificacidn de C. al
bicans. Desde Yos primeros veportes de 1a técnica de F de t-g se indichd --
&sta observacidn: Taschdjfan (1960) menciond que el estado de especie de --
C. stellatoidea era dudoso, Kamaya (1968) considerd la posible variacidn de
especie de C. stellatoidea respecto de C. albicans,.(16, 17, 29, 36).

La prevalencia de C. albicans y C. stellatoidea (especies de Candida que -
forman tubo germinativo) encontrada por &sta técnica fue de 61.5%, Este -
¢$ un dato ligeramente menor al porciento propuesto por Konemdn y Roberts
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(1985) quienes mencionaron que el 75% de todas las levaduras halladas en el
laboratorio cl1¥nico son C. albicans. E) dato disminuido puede deberse a -
que la muestra total fue pequeda {52 cepas aisladas), o a un aumento de in-
fecciones oportunistas por otras especies de Candida en la actualidad, o ==
bien al aislamiento de otras especies de Candida come contaminantes que no
provocaron cuadro clinico. (17).

€1 menor porcentaje de t-g que se obtuvo en una hora de incubacifn con ce--
pas aisladas en el Hospital (Grdfica No. 10), comparativamente con las ce--
pas control (Gr&ficas 5, 6 y 7), probablemente se debe a que estas dltimas
tienen mayor capacidad morfobioquimica por su constante reinoculacidn a me-
dios frescos “in vitro", y en las primeras &sta capacidad disminuye por es-
tar inhibidas por la respuesta inmune del hufsped o incluso por un trata- -
miento antifilingico. Sin embargo, alin usando s6lc 1a glucosa Gptima (Gr&fi-
ca No, 10), en una hora de incubacisn se tiene un % de F de t-g ficiimente
observable en el microscopio.

AsY como Taéchdjian y col. (1960) y Mackenzie (1962) compararon la prueba -
de F de t-g con 1a de clamidosporas, aguf también se realizd la compara- -
¢idn de ambas pruebas, pero ademds se calcularon los parfmetros indicados -
abajo de la Tabla No. 6. Galen (1979) considera la sensibilidad como 1a po
sibilidad de tener, en &ste caso particular, un resultado positivo en 1a --
prueba de F de t-g cuando la cepa en cuestidn forma clamidosporas. Aquf se
obtuvo sensibilidad del 100% porque no se encontrd una cepa que si formara
clamidosporas pero no tubos germinativos, a pesar de que sf existen cepas -
con Bsta caracterfstica: Mardon y col. (1969) estudiaron el dimorfismo en -
una variante bioquimica de C. albicans que no forma t-g. En la cartilla de

reacciones para levaduras propuesta por Koneman y Roberts (1985) la prueba
" de tuba germinativo aparece como variable para L. albicans y C. stellatoi--
dea, y 1a prueba de clamidosporas aparece como positiva para C. albicans y
variable para C. stellatoidea. (9, 17, 21, 22, 36).

Galen (1979) considera la especificidad como la posibilidad de tener un --
resultado negativo en la prueba de F de t-g cuando 1a cepa en cuestibn no
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forma clamidosporas. Se obtuvo una especificidad ligeramente baja (90.9%) ~
debido & que C. stellatoidea es variable en clamidosporas. Asf que las dos -
cepas aisladas en el Hospital que st formaron t-g pero no clamidosporas (Ta-
bla No. 6), presuntivamente se tratan de C. stellatoidea. (9).

El valor predictivo de tener un resultado positivo se refiere a la posibili-
dad de que al realizar 1a prueba no sucedan falsos positivos. Nuevamente la
variabilidad de C. stellatoidea en 1a formacidn de clamidosporas influyb en
el resultado obtenido (93.7%).

La eficiencia es 1a posibilidad de que al realizar la prueba de tubos germi-
nativos, los resultados sean correctos en relacifn a la formacidn o no de --
clamidosporas. Aquf se obtuvo uma eficiencia del 96.1%, la cual, al igual -
que el resultado de Tos otros par&metros, es un resultado aceptable seg(n --
los criterios del Valor Predictivo de una Prueba de Laboratorio, de R. S. Ga
len (1979), para 1a prueba de F de t-g en relaci6n a la prueba de formacisn
de clamidosporas. (9).

Se debe tener presente la importancia de las condiciones del procedimiento -
para la F de t-g propuesto en este trabajo que se mantuvieron constantes:

1. Temperatura de 35-37°C es Optima para 1a F de t-g, ademis de ser la mis
usada en las incubadoras de los laboratorios. )

2. La manera de inbcular el suerc es importante dado que, ademds de ser un
inbculo suficientemente pequefo, se tiene 1a seguridad de que 1a super-
ficie de contacto con el sustrato de todas l1as levaduras inSculadas se-
rs§ total.

3.  InBculo de 18-24 horas de incubacidn a 35-37°C, o cuando ya muestra - -
buen crecimiento, es importante, dado que inficules de cultives viejos -
(que tienen mis de 24 horas en el mismo medio de cultivo a temperatura
ambiente o 35-37°C, despufs de haber mostrado desarrollo) tienem una -
menor capaciedad de F de t-g.

4, EL empleo de sueros frescos e individuales (no mezclados) es fundamen-
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tal, puesto que su mezclado y almacenaje les disminuyen su promocidn de
F de t-g.

Volumen de 0.5 ml. de svero es tdeal, dado que es fdcil conseguir esta
cantidad de suero; y st se desea trabajar con un control positivo y un
contro} negativo en 1a prueba, se requeriran 1.5 ml de suers, Vo cual
no es dificulitoso abtener.

L2 incubaciln estBtica (sin agitacidn), resulta ser adecuada, ademis de
no ser comunes en 1os laboratorios las incubadoras con agftacidn,
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CONCLUSIONES:

1.

Se logrd determinar las concentraciones de glucosa y el intervalo de -
pH del suero humano, asY como el tiempo de incubacibn, necesarios para
1a formacion Sptima de tubos germinativos (t-g) de C. albicans y L. --
stellatoidea, a temperatura de incubacidn de 35-37°C. Estas concentra
ciones de glucosa e intervalo de pH Gptimos son: 151-270 mg/dL y pH --
7.50 - 8,50 para una hora de incubacidn.

Concentraciones de glucosa de 150 a 250 mg/dL sV promueven la forma- -
cidn de t-g (F de t-g) en un menor tiempo de incubacidn y no obstante
que pH de 6.5 a 7.5 no se encontrd en Yos sueros empleados, el interva
1o de 7,50 - 8,50, que es cercano al propuesto en la hipdtesis, sf pro
mueve una ripida F de t-g.

Puede emplearse 5010 una de 1as dos condiciones Optimas del suero y op
tener buenos resultados. Si no se emplean las condiciones Sptimas del
suero, la incubacifn deber§ prolongarse hasta mis de 1.5 horas.

Respecto a los resultados obtenidos con cepas de Candida aisladas de -
muestras bioldgicas, se puede concluir lo siguiente:

a) No es comin encontrarse con la variante de C. albicans que no --
forma tubo germinativo. )

b} Si una cepa forma t-g, pero no clamidosporas, presuntivamente se
trata de C._stellatoidea; aqul se encontrd el 3.8% de estas ce-

pas.
c) Puede existir una cepa de C.stellatoides que no forme t-g nt cla
midosporas.

d)  Siempre que una cepa de levaduras forme verdaderos tubos germina
tivos, por muy bajo que sea su % de formacidn, se trata de C. al
bicans o de C. stellatoidea.
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Se ha logrado la optimizaci6n de 1a prueba de formacién de t-g de C, -
albicans y C. stellatoidea en suero humano. Con esto se ha llevado a

cabo

a‘)

b)

c)

d)

e)

1a evaluacifn de la técnica y se concluye lo siguiente:

El procedimiento propuesto en &ste trabajo se considera sencillo
y prictico.

Este procedimiento bien 1levado a cabo, disminuye considerable- -
mente el tiempo que anteriormente se ocupaba en realizar la-prue-
ba. :

E1 suero humano, empleado como aquf se propone, st es verdadera--
mente (ti) para la prueba de F de t-g.

Con la optimizactdn de la prueba, ya no se le puede considerar ob
soleta, ni tampoco ser totalmente sustituida por pruebas de mayor
costo y no tan sencillas.

Al tener asf una prueba barata, sencilla, rfpida y de buena sensi
bilidad, especificidad y eficiencia para la identificaciln de ~ -
C. albicans y C. stallatoidea, se tienen las bases que apoyan la
conttnuacidn de su uso.
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No. 1. Criterios de identificacibn de las especies de Candida proporciona
das por E1 Hospital Genera) de Mé&xico.*

PRUEBA

g o4
o § g
& 3 :
|
2 3 3
3 2 2

:s —
: 2 g
g Jdl. J3

Asimilacifn:

Sacarosa + - +

Lactosa - - -
Fermentacifn:

Galactosa + -

Trehalosa * - +
Tubos germinativos + + -
Clamidosporas * - -
Reduccién de 1a sal de
tetrazolio (Medio Paga
no-Levine). - : + +

* Datos proporcionados por los otorgantes de las cepas.‘
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No. 2. Criterios de identificacifn de las especies de Candida proporciona
das por el I.P.N.*

Prueba C. albicans C. stellatoidea
Asimilacibn:

Glucosa + +

Sacarosa . + -

) Lactosa ) - -

Fermentacidn: .

Glucosa + +

Galactosa + -

Trehalosa + -
Ureasa ‘. -
Uti1izacidn de KNO, - -
Tubos germinativos + +
Clamidosporas : +

* Datos proporcionados por los otorgantes de las cepas.
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Ko. 3. Varjacitn del pH de sueros mantenidos 24 horas en refrigeracifn.

pH inicial pH 24 horas después.
7.98 8.64
8.58 8.94
8,58 8.92
8.31 8.90
8.40 8.86
8.36 8.66
8.8 8.90

No. 4. VarfaciOn del pH de sueros mantenidos 24 horas a temperatura am= -

biente.
pH inicial pH 24 horas después.
8.03 9.12
8.64 9.32
8.42 9.24
8.4 9.30
8.22 9.1
8.16 9.23
8.5¢ 9.29
8.32 9.20
8.40 9.09
8.27 9.12

8.49 9.45
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No. 5. Siete determinaciones de F de t-g empleando Sueros de un dfa ante--
' rior que se mantuvieron en refrigeracidn*.

Idet-
100

9+

¢

65 ¢+
59 L

53 ¢+
49 ¢

3 I

26 1

20

2 Y
Y

1.0 .5 20 25 - 3.0
* Determinaciones siguiendo 1a metodologla que se reporta en este I:nmc?gn
:;':fg, {horas).

Glucosa 151 - 270 mg/dl..
A. C. albfcans 8. £. stellatoidea
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No. 6. Once determinaciones de F de t-g empleando sueros de um dfa anterior
que se mantuvieron a temperatura ambiente.®

% de t-g

100 I
4

Y

70 +

GSq
62 r

571

51 +

ST

M4+

A

1.0 w5 2.0 2.5 3.0
w Determinaciones siguiendo 1a matodologfa que se reporta en este 2‘7"‘:“:
trabajo. bacibn -
pH 9.01 - 9.50 (horas)
Glucosa 151 - 270 mg/dlL. *

A. C. albicans B, C._stellatoidea.
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Abreviaciones empleadas,

t-g: tubo germinativo.

F de t-g: formacidn de tubo germinatfvo.
c-g: concentracidén de glucosa.
Te: ensayo positivo.

TH: ensayo negativo.

FP: falso positivo.

FN: falso negativo.
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