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Resumen

La mayoria de micosis son producidas por las levaduras del género Candida y la candidiasis
constituye el 25% de micosis superficiales, por tal motivo, es de gran importancia la
identificacion correcta del hongo, lo cual se realiza a través de los medios de cultivos
recomendados por las entidades de salud. Por lo tanto, se plante6 como objetivo comparar las
estructuras morfolédgicas y el tiempo de produccion entre agar arroz y el agar harina de maiz +
Tween 80 como medios de diferenciacion para levaduras del género Candida. Para ello, se
trabajo con una muestra de 170 cepas de Candida aisladas de hemocultivos del Instituto
Nacional de Salud del Nifio, las cuales seran cultivadas en dos medios de cultivo: Agar harina
de maiz + Tween 80 y la del Agar arroz para comparar sus estructuras morfologicas y tiempo
de produccion. Como resultafos, se obtuvo que tanto el agar harina de maiz + Tween 80 como
el agar arroz demostraron ser medios de cultivo eficientes para la diferenciacion de levaduras
del género Candida; no obstante, se determiné que el agar harina de maiz + Tween 80 fue mas
eficiente que el agar arroz para la identificacion de cepas de Candida, ya que permite la
identificacion del 99,41% de las cepas en comparacion con el 90,58% identificado por el agar
arroz. Ademas, el agar harina de maiz + Tween 80 permite una mejor diferenciacion de las
caracteristicas morfoldgicas de las levaduras del género Candida. Como conclusion, se
encontraron unas diferencias significativas entre las estructuras morfologicas y el tiempo de

produccion entre agar arroz y el agar harina de maiz + tween 80 con un valor p<0,05.

Palabras clave: Candida, Candidiasis, identificacion de levaduras, agar arroz, agar
harina de maiz
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Abstract

Most mycoses are produced by yeasts of the genus Candida and candidiasis constitutes 25%
of superficial mycoses, for such reason, it is of great importance the correct identification of
the fungus, which is performed through the culture media recommended by health entities.
Therefore, the aim was to compare the morphological structures and production time between
rice agar and corn meal agar + Tween 80 as differentiation media for Candida yeasts. For this
purpose we worked with a sample of 170 Candida strains isolated from blood cultures from
the Instituto Nacional de Salud del Nifio, which will be cultivated in two culture media: corn
meal agar + Tween 80 and rice agar to compare their morphological structures and production
time. As results, both corn meal agar + Tween 80 and rice agar proved to be efficient culture
media for the differentiation of Candida yeasts; however, it was determined that corn flour agar
+ Tween 80 was more efficient than rice agar for the identification of Candida strains, since it
allowed the identification of 99.41% of the strains compared to 90.58% identified by rice agar.
In addition, corn meal agar + Tween 80 allows a better differentiation of the morphological
characteristics of yeasts of the Candida genus. Finally, we concluded significant differences
were found between the morphological structures and production time between rice agar and

corn flour agar + tween 80 with a value p<0.05.

Key words: Candida, Candidiasis, yeast identification, rice agar, corn meal agar



I. Introduccion

Las levaduras del género Candida pertenecen a un grupo de hongos unicelulares que se
encuentra comunmente en la naturaleza y en el cuerpo humano. Estos microorganismos pueden
causar infecciones en diferentes partes del cuerpo, incluyendo la piel, las ufias, la boca, el tracto
genital y el torrente sanguineo. Debido a su creciente prevalencia, se requieren métodos
diagnosticos precisos y rapidos para una identificacion precisa de las especies. Para su
identificacion y diferenciacion, se utilizan diferentes medios de cultivo, siendo el agar
sabouraud el mas cominmente utilizado; sin embargo, este medio no es especifico para el

género Candida y puede no diferenciar entre las diferentes especies de la levadura.

En este contexto, el objetivo de esta tesis es comparar las caracteristicas morfologicas
y el tiempo de produccion entre agar arroz y el agar harina de maiz + tween 80 (Gold Standar)
como medios de diferenciacion para levaduras del género Candida. Se sabe que estos medios
son capaces de diferenciar entre diferentes especies de levaduras del género Candida, lo que
permite una identificacién mas precisa y especifica. Por tanto, el proposito de este estudio es
determinar cudl de estos medios es mas efectivo para la diferenciacion de las especies de
Candida. Se espera que los resultados obtenidos en este estudio proporcionen informacion
valiosa y contribuyan al desarrollo de nuevos medios de cultivo mas especificos para la
identificacion de Candida y otros hongos patogenos. Ademas, los resultados de esta
investigacion pueden contribuir a mejorar el diagndstico y tratamiento de las infecciones
causadas por Candida y, en ultima instancia, mejorar la calidad de vida de los pacientes

afectados.



1.1. Descripcion y formulacion del problema

Anualmente se producen mas de 150 millones de casos graves de infecciones fungicas
en todo el mundo, lo que provoca aproximadamente 1,7 millones de muertes al afio (Kainz et
al., 2020). De manera alarmante, estos niimeros aumentan continuamente con una serie de
desarrollos sociales y médicos durante las ultimas décadas que han favorecido la propagacion
de infecciones fungicas (Bongomin et al., 2017).

La mayoria de micosis son producidas por las levaduras del género Candida; en la
actualidad, la candidiasis representa la cuarta causa principal de infecciones nosocomiales, y
la mortalidad debida a la candidiasis sistémica sigue siendo elevada, oscilando entre el 15% y
el 35% en funcion de la especie de Candida infectante (Pal, 2020).

La candidiasis es mas frecuente en la vejez y la infancia, alrededor del 37% de nifios
pequeiios pueden verse afectados por la candidiasis oral durante los primeros meses de vida,
asi mismo es comun en mujeres durante el periodo de gestacion. La candidiasis puede ser el
primer indicio para la sospecha de una infeccion por VIH, universalmente la candidiasis es
frecuente en poblaciones mal alimentadas y ocurre por igual en hombres y mujeres. (Arya y
Naureen, 2022).

Es por ello que la importancia de una correcta identificacion del agente levaduriforme
causal de las patologias mencionadas, es de suma importancia para un tratamiento oportuno y
adecuado (Gupta et al., 2019) .

Para dichos fines, el medio es un ingrediente necesario en el examen de los cultivos
fingicos, que es el patron oro para el diagnéstico de la candidiasis. En general, los medios
utilizados ya se encuentran en formas de dosificacion listas para su uso; sin embargo, el elevado
precio de los medios listos y la disponibilidad de recursos puede no ser accesible para la

mayoria de laboratorios, es por ello que se busca incentivar la elaboracion de medios de agar



maiz y agar arroz como medios alternativos para la identificacion de Candida albicans
(Rachmawati et al., 2022).

En este sentido, el agar arroz, desde su primera descripcion fue propuesto como un
sistema simple para la identificacion presuntiva de Candida albicans y la diferenciacion de
cepas dentro de la especie, el cual puede reemplazar a otras técnicas de mayores costos; sin
embargo, pese a la relevancia de este medio alternativo, aun existen vacios de informaciéon en
la comparacién con otros medios de cultivo y sistemas de identificacion comerciales (Sigma,
2013).

Ademas, debido a su simplicidad, este sencillo método muestra un gran potencial y
puede ampliarse para desarrollar dispositivos so6lidos para la deteccion de candidiasis en
entornos con recursos limitados(Rachmawati et al., 2022). Por lo antes expuesto, el objetivo de
este estudio es comparar las caracteristicas morfologicas y el tiempo de produccion entre agar
arroz y el agar harina de maiz + tween 80 (Gold Standar) como medios de diferenciacion para

levaduras del género Candida.

Problema general:

(Existen diferencias en las caracteristicas morfologicas y el tiempo de
produccion entre agar arroz y el agar harina de maiz + Tween 80 como medios de
diferenciacion para levaduras del género Candida?

Problemas especificos:

e ,Cuales son las caracteristicas morfoldgicas de las levaduras del género Candida en
agar harina de maiz + tween 80 como medio de cultivo?

e ,Cuales son las caracteristicas morfoldgicas de las levaduras del género Candida en
agar arroz como medio de cultivo?

e ;Cudl es el tiempo de produccion de estructuras morfologicas de las levaduras del

género Candida en agar harina de maiz + tween 80 como medio de cultivo?



e ,Cual es el tiempo de produccion de estructuras morfoldgicas de las levaduras del
género Candida en agar arroz como medio de cultivo?

1.2. Antecedentes

Rachmawati et al. (2022), desarrollaron una investigacion titulada “Media Alternatif
Agar Jagung untuk Identifikasi Candida albicans”, en Indonesia. Como objetivo, propuso
determinar la sensibilidad de los medios de agar maiz y agar arroz como medios alternativos
para la identificacion de Candida albicans. En cuanto a su metodologia, el examen de las
caracteristicas macroscopicas del microorganismo, se llevo a cabo inoculando suspensiones de
Candida albicans en medios de agar maiz confeccionado, medios de agar arroz confeccionado
y medios de harina de maiz como grupo control. Por su parte, el ensayo de las caracteristicas
microscopicas de Candida albicans se realizd mediante la técnica de cultivo en portaobjetos.
La investigacion se llevo a cabo de diciembre de 2019 a junio de 2020 en el Laboratorio de
Microbiologia Clinica del Centro de Laboratorios de Salud de Surabaya. Basandose en los
resultados del examen y el andlisis de datos con la prueba de Kruskal Wallis, concluyeron que
no hay diferencias significativas en las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de
Candida albicans en los medios de agar maiz confeccionado, agar arroz confeccionado y harina
de maiz (control positivo), por lo que puede decirse que los medios de agar maiz confeccionado
y agar arroz confeccionado son sensibles como medios alternativos para la identificacion de

Candida albicans.

Maikan et al. (2022), desarrollaron un estudio titulado “Isolation and identification of
Candida tropicalis as a cause of cutaneous candidiasis in Kalar District, Iraq”. Como objetivo,
propusieron arrojar luz sobre Candida tropicalis, 1a cual ha sido identificada como la levadura
mas prevalente entre las especies de Candida no albicans. En cuanto s metodologia, trabajaron

con una muestra de cuarenta pacientes con infeccion fiingica cutanea, los cuales se sometieron



a examen. Para ello, utilizaron un medio de agar arroz, que se prepard mezclando 10 g de arroz
y 10 g de agar-agar con agua destilada hasta un volumen final de 1000 ml y se completé con
10 ml de Tween 80. Las muestras se cultivaron en agar Dextrosa Sabouraud y fueron sembradas
en tres lineas paralelas sobre agar arroz entre dos portaobjetos y se incubaron a 30°C durante
72 h. Como resultado, la formacion de esporas redondeadas o clamidosporas observadas con
aumentos de 10X y 40X al microscopio optico era indicativa de C. albicans o C. dubliniensis;
en base a ello, de acuerdo con la identificacion convencional basada en examenes
macroscopicos y microscopicos, se identificaron ocho aislamientos como C. fropicalis de
Candida no -albicans. Por lo tanto, concluyeron que este estudio no solo demostrd la
importancia de Candida no-albicans , particularmente C. tropicalis , en términos de potencial
patogeno, la capacidad de causar infecciones sistémicas; sino también el potencial del agar

arroz como medio para la identificacion de estos microorganismos.

Elnahriry et al. (2022) desarrollaron un estudio titulado ‘“Characterization and
antifungal susceptibility of isolated yeast species from different sources in Egyp”, en Egipto,
con el objetivo de examinar la aparicion de levaduras de diferentes fuentes y evaluar la
susceptibilidad antifungica de las cepas de levaduras aisladas. Como metodologia, recolectaron
muestras de queso kariesh pasteurizado, hisopos bucales de criaderos de palomas que se
quejaron de pérdida de apetito y exudado de queso blanco dentro de la boca, heces fecales de
palomas recolectadas del techo del Hospital General Gardens en Menufia, gobernacion, Egipto
e hisopos vaginales de mujeres que sufren de vulvovaginitis alrededor de los hospitales de la
gobernacion de Menufia, Egipto. Todas las muestras se recolectaron en el periodo de enero a
mayo de 2020. La prevalencia de especies de levadura fue del 20%, 22%, 21% y 9% en hisopos
vulvovaginales de queso kareish, paloma, aves silvestres y mujer, respectivamente. Las
muestras preparadas se sembraron en placas de agar dextrosa Sabouraud y se examinaron las

caracteristicas morfoldgicas de todas las muestras incubadas durante 7 dias en la oscuridad a



25°C en medio de agar arroz con Tween 80. En cuanto a los resultados, encontraron que las
especies de levadura aisladas, principalmente fueron especies de Candida albicans, C.
catenulata, C. lusitaniae, C. lipolytica, C. glabrata, C. kefyr, C. guilliermondii, C. parapsilosis,
C. krusei, C. peltata, C. norvegensis, C. lambica, C. tropicalis, Cryptococcus neoformans y
Rhodotorula rubra dependiendo de su produccion de clamidosporas en medio de agar de arroz

y confirmada por la formacion de tubos germinales.

Abuhena et al. (2022) desarrollaron un estudio titulado “A stressing method for
producing high-density Trichoderma spores in a dual-layer by utilizing a starch-based medium
in a reconditioning approach”, en Bangladesh. En este, establecieron el objetivo de investigar
los nutrientes y las condiciones de cultivo para mejorar el crecimiento de Trichoderma
harzianum TI21 para la produccién de esporas a gran escala a través de la fermentacion
semisodlida. Con este fin, utilizaron como metodologia medios de agar papa dextrosa, el cual
contenia infusion de patata (200 g/L), dextrosa (20 g/L) y agar (20 g/L); y también utilizaron
agar de arroz, cuya composicion consistio en harina de arroz (20 g/L) y agar (20 g/L). Ademas,
adoptaron un método de estrés para producir esporas de Trichoderma harzianum TI21 en una
capa dual con una espora en la capa externa libre de residuos de medios mediante el
reacondicionamiento del medio de agar de arroz a base de almidon. En base a los resultados,
los hallazgos de la prueba factorial inica demostraron que los medios de pH mas bajos y
basados en almidon como el agar de arroz, fomentaban la esporulacion al tiempo que suprimian

el crecimiento de contaminantes.

Oliveira et al. (2019) presentaron una investigacion titulada “Alternative methods for
chamydoconidia test production by Candida albicans and Candida tropicalis”, en Brasil. El
objetivo planteado fue encontrar un sustrato alternativo al agar arroz para evaluar la produccion

de clamidoconidias, ya que los sustratos industriales al agar arroz no presentan buenos



resultados. En cuanto a la metodologia utilizada, utilizaron sustratos para la evaluacion, los
cuales fueron semillas de soja, chia, tapioca, lino y girasol. Para su preparacion, siguieron la
formula del agar arroz, con 20 gr de arroz, 18 gr de agar-agar, afiadiéndose o no aceite de oliva,
aceite de palma y Tween 80 (1% de aceite por cada litro de agua destilada). Con base en los
factores la mayor formacion de clamidoconidias en la mayor variedad posible de muestras, y
en la homogeneidad, llegaron a la conclusion de que el uso de Tapioca y Linaza, ambos
adicionados a Tween 80, presentaron los mejores resultados en la evaluacion. Por lo tanto, se
concluyd que estos sustratos pueden ser una alternativa util al uso de agar arroz para la

identificacion fenotipica de las especies de C. albicans y C. tropicalis.

Berrios y Chapofian (2021) publicaron el estudio titulado “Perfil de susceptibilidad y
produccion de fosfolipasas en Candida albicans y no albicans”, con el objetivo de determinar
el perfil de susceptibilidad y produccion de fosfolipasas en Candida albicans y no albicans en
el Hospital Regional de Lambayeque. En cuanto a su metodologia, desarrollaron un estudio
descriptivo observacional, con una muestra de 60 cultivos del género Candida. Como medio
de cultivo, utilizaron agar almidén arroz, en donde sembraron las colonias de Candida y las
incubaron a 26°C para luego de 48 horas realizar las observaciones morfologicas de los
microorganismos. En cuanto a los resultados, identificaron 60 cultivos puros; 22 (36,7%) de
Candida albicans y 38 (63,3%) de Candida no albicans, de las cuales 21 fueron de C.
tropicalis, 7 de C. glabrata, 4 de C. parapsilosis, 4 de C. krusei 'y 2 de C. famata. Por lo cual,
el medio de cultivo agar arroz, demostr6 su efectividad para la identificacion de diferentes
especies del género Candida. Por otra parte, en lo que respecta al estudio de susceptibilidad
frente al fluconazol, obtuvieron una prevalencia del 88,3% que fueron sensibles y un 10,0%
que mostraron resistencia, asi como solo un porcentaje de 1,7% sensible dependiente de la
dosis; asimismo, para el voriconazol observaron una prevalencia de 98,3% que fueron

susceptibles y solo una 1,7% resistente. Finalmente, sobre la produccion de fosfolipasas el



40,0% de los aislamientos presentaron actividad enzimatica muy baja, 6,7% baja, el 21,7%

moderada y el 31,7% alta.

Cornejo (2021) realiz6é su tesis titulada “Identificacion, sensibilidad antifungica y
estudio de la capacidad formadora de biopeliculas de cepas de Candida aisladas de pacientes
con Candidosis vulvovaginal” con el fin de determinar la identificacion, sensibilidad
antifingica y capacidad formadora de biopeliculas en cepas de Candida aisladas de pacientes
con Candidosis vulvovaginal del Instituto de Medicina Tropical Daniel Alcides Carrion. La
metodologia de la investigacion fue de nivel descriptiva, observacional y corte transversal.
Asimismo, la muestra se tomo de 60 cepas aisladas de Candidosis vulvovaginal. Los resultados
obtenidos permitieron demostrar que, para identificar se usaron procesos de CHROMAgar
Candida (HIMEDIA), agar almidon arroz (AAA), filamentacion en suero (Tubo Germinativo),
agar harina de maiz (AHM) y agar tabaco. De esta forma, de las 53 cepas aisladas de flujo
vulvovaginal, la cepa que prevalecio fue Candida glabrata (50.9%) y la que mostro un buen
porcentaje de aislamiento fue Candida dubliniensis (1.9%). Concluyendo que el 64.1% de las
cepas utilizadas tenian capacidad creadora de biopeliculas, es decir este factor de virulencia

predomino en esta poblacion.

Nina (2019), ejecuto la investigacion titulada “Estudio in vitro del efecto antibacteriano
de un queso artesanal con cepas probioticas: Saccharomyces boulardii, Lactobacillus casei,
Lactobacillus acidophilus; sobre el crecimiento de Candica albicans, en los laboratorios de la
UCSM”, en Arequipa, con el objetivo de evaluar la capacidad de inhibicion in vitro de un queso
artesanal enriquecido con cepas probioticas de Saccharomyces boulardii, Lactobacillus casei
y Lactobacillus acidophilus, sobre el crecimiento de Candida albicans. En cuanto a su
metodologia, fue un estudio comparativo de nivel experimental, en el cual, se utiliz6 cepas de

Candida albicans las cuales fueron inoculadas en medios de cultivo como agar Sabouraud,



caldo tioglicolato. Para la observacion de produccion de clamidiosporas, se utilizé el medio
agar harina de maiz adicionado de Tween 80 y agar arroz, ya que demostraron ser mas rentables
para la verificacion de C. albicans, en casos en los que la prueba de tubo germinativo resultd
confusa o negativa. En cuanto a los resultados, encontré que existe actividad inhibitoria

efectiva por parte de los probioticos estudiados sobre el crecimiento de Candida albicans.

Figueroa (2019) realizé la investigacion titulada “Frecuencia de Candida spp.
colonizantes resistentes a azoles aisladas de pacientes hospitalizados en una Unidad de
Cuidados Criticos”, en la ciudad de Lima. En esta, plante6 como objetivo fomentar la
frecuencia de Candida spp. de capacidad colonizante y con resistencia a Fluconazol y
Voriconazol, en aislamientos provenientes de pacientes hospitalizados en dos unidades de
cuidados criticos del Hospital Jos¢ Casimiro Ulloa, de Lima. En cuanto a la metodologia, el
estudio fue propuesto como uno de tipo analitico y transversal, con una poblacion de 70 cepas
en aislamiento de especies del género Candida las cuales fueron identificadas por tubo
germinativo en un microcultivo realizado en agar arroz, en el que fue determinada la presencia
de clamidosporas o blastosporas para la confirmacion de las especies de Candida. Ademas de
los examenes de identificacion, se realizard pruebas para la evaluacion de susceptibilidad y

resistencia a Fluconazol y Voriconazol.

Moron (2018) presentd su trabajo de tesis titulado “Determinacion de la actividad
antifingica de nanoparticulas poliméricas de quitosano cargadas con 4acido S-
Nitrosomercaptosuccinico sobre Candida albicans y Candida glabrata”, con el objetivo de
determinar la actividad antifungica de las MSA-NO Np sobre C. albicans y C. glabrata. Como
metodologia, plantearon un estudio descriptivo observacional, en el cual, para la identificacion
de las cepas, utilizaron agar arroz, con el que recurrieron a las pruebas de presencia de tubo

germinativo de dichos microorganismos, asi como la formacion de clamidospora. Ademas,
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utilizaron otros agares para funciones especificas, como Mycosel para la asimilacion de urea,
caldo Saboraud para la formacion de velo y asimilacion de carbohidratos monosacaridos y
disacaridos. En base a los resultados, encontraron que las concentraciones minimas inhibitorias
de las MSA-NO Np para C. krusei ATCC® (0.14 mg/mL), C. glabrata (clinica) (0.14- 0.28
mg/mL), C. parapsilosis ATCC ® (0.56 mg/mL) asi como C. albicans (clinica) (1.13 —2.25
mg/mL); asimismo, obtuvieron una mayor susceptibilidad al NO por parte de la cepa C. krusei,
en contraste C. albicans resultd la menos susceptible al agente oxidante. Por su parte, se mostrd
la efectividad de los medios de cultivo utilizados, los cuales cumplieron satisfactoriamente su

funcion, como el agar arroz, agar Mycosel y caldo Sabouraud.

1.3.  Objetivos
- Objetivo General
Comparar las caracteristicas morfologicas y el tiempo de produccion entre agar
arroz y el agar harina de maiz + Tween 80 como medios de diferenciacion para
levaduras del género Candida.
- Objetivos Especificos
e Identificar las caracteristicas morfologicas de las levaduras del género Candida en
agar harina de maiz + tween 80 como medio de cultivo
e Identificar las caracteristicas morfologicas de las levaduras del género Candida en
agar arroz como medio de cultivo.
e Medir el tiempo de produccion de estructuras morfologicas de las levaduras del
género Candida en agar harina de maiz + tween 80 como medio de cultivo.
e Medir el tiempo de produccion de estructuras morfoldgicas de las levaduras del

género Candida en agar arroz como medio de cultivo.
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1.4. Justificacion

La justificacion de la presente investigacion es: a nivel tedrico, se buscara conocer las
propiedades del agar arroz y el agar harina de maiz + tween 80 como sustratos de crecimiento
y diferenciacion de levaduras del género Candida, con lo que se podra aportar a la disminucion
del vacio tedrico en relacion con las variables de estudio. Por otro lado, a nivel metodologico
permitird recolectar los datos de laboratorio y ser procesados mediante el uso de un coeficiente
estadistico, cuyos resultados seran contrastados con otras investigaciones similares. Por ultimo,
a nivel practico los resultados permitiran elaborar protocolos que permitan reducir el tiempo y
costos para el diagnostico microbioldgico de Candida sp, ademas estos resultados aportaran al
conocimiento sobre las condiciones de habitabilidad favorables a hongos y microorganismos
nocivos para el ser humano, a fin de contribuir con la investigacion en la eficiencia del
diagnostico. El presente estudio es factible ya que se cuenta con los materiales de manera
accesible para la ejecucion del estudio, se dispone del tiempo necesario y sera autofinanciado
ya que los costos son médicos. El presente estudio es viable debido a que para su ejecucion se

cuenta con las coordinaciones y los permisos necesarios de las jefaturas correspondientes.

1.5. Hipotesis

Hipotesis General

Ho: No existen diferencias significativas entre agar arroz y el agar harina de
maiz + Tween 80 como medios de diferenciacion para levaduras del género Candida.
Hi: Si existen diferencias significativas entre agar arroz y el agar harina de maiz

+ Tween 80 como medios de diferenciacion para levaduras del género Candida.



12

I1. Marco tedrico

2.1. Bases teoricas sobre el tema de investigacion

2.2.1. Levaduras

Son organismos que pertenecen a un grupo de hongos microscépicos los cuales
poseen una pared celular bien definida y cuyo crecimiento se presenta, tanto de manera
unicelular, asi como producto de una combinacion de reproduccion por medio de hifas

unicelulares (Hernandez, 2021).

Actualmente existe registro de alrededor de 1500 especies de levaduras reconocidas
hasta el momento, las cuales se distribuyen taxondmicamente dentro de dos filos fingicos
diferentes: Ascomycota y Basidiomycota. Esta clasificacion se encuentra dispersa entre
distintos subfilos o clases, por lo cual, las levaduras presentan una gran diversidad en
cuanto a sus origenes evolutivos, filogenéticos, asi como también de propiedades quimicas
(Lachance y Walker, 2018). Un aspecto a destacar dentro de esta categorizacion es que,
inicialmente, esta era determinada en base a los rasgos fenotipicos, morfologicos y
caracteristicas fisioloégicas de los individuos; sin embargo, en afios posteriores, la
taxonomia pasé a estar sustentada, ademas, por los procesos bioquimicos desarrollados

por las especies, tales como fermentacion, asimilacion de azucares, entre otros (Hernandez

etal., 2022).

Cabe resaltar que estos microorganismos fueron unos de los primeros en ser usados
ampliamente en la industria alimentaria y farmacéutica debido a sus propiedades.
Histéricamente se han utilizado para la produccion de alimentos y bebidas, ademas, se

consumen directamente como complementos alimenticios (Freimoser et al., 2019).

No obstante, también existen levaduras de efectos nocivos que son patdégenos

fungicos de importancia médica (Opulente et al., 2019). Cabe destacar que, de manera
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general, las levaduras forman parte de la microbiota habitual, pero, en determinadas
situaciones las cuales implican a individuos inmunocomprometidos, estas toman un
comportamiento de organismos oportunistas (Pote et al., 2020). Si bien algunas de las
principales especies causantes de infecciones en humanos y otros animales pertenecen al
género Candida, la mayoria de patdgenos oportunistas pertenecen a diversos grupos

filogenéticos y de amplia diversidad genética (Gabaldon et al., 2016).

2.2.2. Género Candida

El género Candida comprende un grupo diverso de hongos dimorficos, los cuales
son habitantes comensales de las membranas mucosas, submucosas y en la superficie de
la piel de los organismos humanos y animales (Camp et al., 2020). Este grupo incluye
alrededor de 200 especies diferentes, no obstante, solo algunas de ellas son causantes de
infecciones. Dicha situacion se debe a que las especies pertenecientes a este género
expresan rasgos variados de virulencia que desencadenan la patogenia (Fatima et al.,

2021).

En cuanto a su morfologia, las principales caracteristicas de Candida son la
presencia de micelio unicelular y la capacidad de formacion, tanto de pseudomicelio, como
de micelio verdadero. Por otro lado, en cuanto a sus principales procesos bioquimicos,
estos microorganismos no producen cantidades significativas de acido a partir de glucosa;
ademas, pueden o no ser especies fermentadoras (Cérdoba y Della, 2021). Adicionalmente,
cabe destacar que todas las especies de este género poseen una pared celular delgada con

un diametro que oscila entre 3 a Sum (Mantilla et al., 2021).

Cabe mencionar que la principal estrategia reproductiva de estos hongos consiste

en un mecanismo llamado gemacion, en el cual se observan levaduras acompaifiadas de
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pequefias estructuras celulares que se adhieren a la membrana mediante un fino tabique

(Polke et al., 2015).

Respecto a los métodos de cultivo in vitro de estos microorganismos, el género
Candida, generalmente no requiere condiciones especiales para su crecimiento. Estas
pueden proliferar sin dificultades en medios de hemocultivo o en placas de agar, en los
cuales las colonias de sus especies presentan caracteristicas suaves, cremosas, blancas y

brillante (Martinez, 2014).

a. Candida albicans

Al igual que para la mayoria de miembros del género Candida, esta especie suele
ser parte de la microbiota humana y de otros mamiferos, en este caso en particular, actaa
como comensal de las superficies mucosas orales, gastrointestinales y genitales humanas
y de la pie; ademas, una de sus principales caracteristicas es su amplia variacion fenotipica,
las cuales estan asociadas con las diferentes morfologias similares a levaduras o filamentos

y caracteristicas de colonias, asi como perfiles genéticos distintos (Wilson, 2019).

En consecuencia, esto confiere que Candida albicans muestre una diversidad de
estados de crecimiento celular que favorecen su establecimiento y persistencia en diferentes
tejido (Lopes y Lionakis, 2022). Otro aspecto a destacar sobre Candida albicans es que esta
puede existir en tres fases: levadura, pseudohifas e hifas. Esta plasticidad es un factor
determinante de la resistencia a los medicamentos y también es una forma importante
durante la etapa de infeccion (Wilson, 2019). Ademas, el paso de Candida albicans de
levadura a hifa resulta un mecanismo ventajoso para los hongos, el cual los ayuda a evitar
la fagocitosis de los macréfagos, aumentando la probabilidad de invadir los tejidos del

huésped y causar un dafio mayor (Lopes y Lionakis, 2022).
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Todo ello, parece indicar que este microorganismo ha desarrollado diferentes
fuentes de resistencias, lo cual ha contribuido a que, durante las ultimas décadas, Candida
albicans sea considerada como el principal agente causal de infecciones invasivas
potencialmente mortales con tasas de mortalidad cercanas al 40% a pesar del tratamiento

(Chen et al., 2020).

Como ya fue mencionado anteriormente, este microorganismo puede colonizar en
el ser humano, asi como otros animales de sangre caliente; no obstante, existen diferentes
estimulos ambientales que afectan el estado morfoldgico de Candida albicans, los cuales
incluyen la temperatura del huésped, el pH y la disponibilidad de nutrientes (Lopes y

Lionakis, 2022).

En cuanto a su colonizacion en seres humanos, es muy frecuente encontrar especies
de Candida presentes en la mayoria de estos, especialmente en el tubo digestivo, desde la
cavidad oral hasta el recto; ademas, también prosperan como comensales en los conductos

uretrales, vagina y superficies dérmicas (Enciso, 2018).

Por otro lado, de acuerdo a lo encontrado en la literatura, Candida albicans muestra
éxito de crecimiento en medios de cultivo como Agar Sabouraud y similares gracias a los
cuales se ha podido caracterizar las colonias a nivel macroscopico. Para esta especie, han
sido descritos hasta ocho morfotipos distintos, de los cuales cuatro corresponden a
morfologia de levaduras (con coloraciones blanca, opaca y gris), dos para la forma hifal
(con crecimiento lineal y sinusoidal), pseudohifa y clamidiospora. Cabe destacar que cada
una de las morfologias mencionadas posee caracteristicas tanto fenotipicas como genéticas

diferentes (Silva, 2022).
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b. Candida glabrata

Continuando con la revision de especies del género Candida, se conoce que C.
glabrata, es un patdogeno fingico humano oportunista que causa infecciones superficiales
de la mucosay del torrente sanguineo potencialmente mortales en personas con un sistema
inmunitario comprometido (Kumar et al., 2019). Las infecciones del torrente sanguineo
ocasionadas por esta especie, ocurren con mayor frecuencia en personas de edad avanzada,
pacientes diabéticos y receptores de trasplantes de o6rganos s6lidos. Ademas, también es

un agente causante de infecciones vaginales y del tracto urinario (Rodrigues et al., 2014).

En contraste con C. albicans, C. glabrata ha sido menos estudiada; no obstante, es
considerada como la segunda causante mas frecuente de candidiasis y su prevalencia varia
segun el area geografica en donde se encuentre (Kumar et al., 2019). Por otro lado, C.
glabrata es conocida por ser una levadura asexual haploide y una de sus caracteristicas
mas destacadas es su incapacidad de formar hifas. No obstante, se ha determinado que en
ciertas condicientes de crecimiento como la ausencia de nitrogeno y la exposicion a CO»,
sumado con la incubacion de C. glabrata con una linea celular de macréfagos murinos,
dan como resultado un cambio en la morfologia de la levadura hacia pseudohifas

(Castrejon et al., 2022).

Si bien, era sabido que una de las principales caracteristicas para identificar a las
levaduras infecciosas era la presencia de hifas y pseudohifas, con C. glabrata se refutd
esta afirmacion. Es por este motivo que, originalmente, C. glabrata se clasificaba en el
género Torulopsis debido a la ausencia de estas estructuras. Posteriormente se demostrd
que la especie en cuestion no presenta crecimiento polimorfico, sino solo formacion de
blastoconidios. Por ello, se considerd entonces que la capacidad de formar pseudohifas no

era un aspecto distintivo digno de confianza para identificar a los miembros del género
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Candida y se sugirio que Torulopsis glabrata podria clasificarse en el género Candida por

su patogenicidad en humanos (Rodrigues et al., 2014).

Adicionalmente, es importante mencionar que C. glabrata esta filogenéticamente
mas relacionada con Saccharomyces cerevisiae no patdégena que con C. albicans , que es
la especie patdogena mas estudiada (Castrejon et al., 2022); a lo que se anade que la
capacidad de C. glabrata para infectar a humanos ha evolucionado recientemente en
términos evolutivos (Gabaldon y Fairhead, 2019). Asimismo, entre los patdgenos
fungicos, C. glabrata destaca por su especial relacion con su huésped. A pesar de que esta
levadura carece de algunos atributos de virulencia, como el cambio polimoérfico, que es
esencial en otras especies de Candida, exhibe una serie de caracteristicas de virulencia que
contribuyen significativamente a su agresividad y su proliferacion exitosa en mucosas e

infecciones sistémicas (Linde et al., 2015).

Por otra parte, respecto a medios de cultivo, el Agar Dextrosa Sabouraud (ADS),
ha demostrado ser el mas favorable para el crecimiento de C. glabrata. En este se observa
la formacion de colonias brillantes, lisas y de color crema, que son bastante indistinguibles
de las de otras especies de Candida de otras especies de este género, excepto por su tamaio
relativo, que puede ser bastante pequeno. Las células de C. glabrata son notablemente mas
pequefias que las de otras especies del género Candida, llegando a medir entre 1 a 4 pm

(Rodrigues et al., 2014).

c. Candida tropicalis

Al igual que las mencionadas anteriormente, esta una de las especies levaduras
patogenas oportunistas mas comunes en los seres humanos. Es capaz de causar infecciones
tanto superficiales como sistémicas y su presencia es especialmente frecuente en las

regiones tropicales y subtropicales (Jafarian et al.,, 2022). A diferencia de la especie
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anterior mencionada, C. tropicalis tiene mayor similitud genética con C. albicans que las
otras especies de Candida de interés médico. Esta intima relacion evolutiva también se
evidencia en las caracteristicas fenotipicas y bioquimicas de ambas especies (Zuza et al.,
2017). Asimismo, el genoma de C. tropicalis contiene abundantes genes encargados de
codificar los factores de virulencia, tales como los que intervienen en la adhesion a los
tejidos del huésped, la morfogénesis, el cambio fenotipico y la formacion de biopeliculas,

ademas de aquellos con proteinasa, fosfolipasa y actividades hemoliticas (Xu, 2021).

Cabe resaltar que esta levadura se caracteriza por poseer distribuciones ecoldgicas
amplias, puesto que se le puede encontrar tanto en ecosistemas terrestres como acuaticos
e incluso en asociacion con diversidad de arboles, animales y humanos (Wu et al., 2019).
Segun la teoria evolutiva, se predice que los organismos capaces de prosperar en diversos
nichos ecoldgicos probablemente tengan mecanismos eficientes para generar diversidad
genética en la naturaleza. En efecto, acorde al enunciado anterior, en el caso de C.
tropicalis se han registrado abundantes variaciones genéticas en poblaciones naturales

tanto ambientales como clinicas (Xu, 2021).

Entre otros aspectos, respecto a la reproduccion de esta especie, al igual que en la
mayoria de las levaduras, C. tropicalis tiene la capacidad de reproducirse asexualmente de
manera eficiente a través de gemacion. De hecho, esta puede crecer rapidamente en
diversos medios artificiales a través de la mitosis y la yema asexual (Seervai et al., 2013).
No obstante, es importante agregar que, hasta hace algunos afios, este tipo de reproduccion
era la unica reportada para C. tropicalis. Sin embargo, actualmente, se demostrd que este
microorganismo es capaz de aparearse y tener un ciclo parasexual en ambientes de

laboratorio artificiales (Xu, 2021).



19

Por otro lado, en cuanto a la presencia de C. tropicalis en humanos, estos
microorganismos han sido aislados a partir de diversas partes del cuerpo, desde la piel
hasta la cavidad oral, el tracto gastrointestinal y los sistemas urogenitales, tanto en
huéspedes sanos como en pacientes con infecciones sistémicas (Wu et al., 2019). Entre
estos ultimos, C. tropicalis es considerado, cominmente, como el segundo o tercer agente
causal mas frecuente, especialmente en aquellos con neoplasias malignas hematologicas
(Zuza et al., 2017). Asimismo, las infecciones del torrente sanguineo por C. tropicalis se

asocian con altas tasas de mortalidad, que oscilan entre el 41 y el 61 % (Xu, 2021).

Finalmente, respecto a medios de cultivo se ha demostrado que las colonias de C.
tropicalis presentan crecimiento en Agar Dextrosa Sabouraud (ADS), formando colonias
de color blanco a crema, con una textura de especto cremoso y apariencia suave; ademas,
sus bordes pueden ser ligeramente arrugados. Por lo tanto, a nivel macroscopico es

indistinguible de otras especies de Candida (Zuza et al., 2017).

d. Candida parapsilosis

En este caso, al igual que las especies ya mencionadas, C. parapsilosis coloniza en
los seres humanos y otros animales; en los primeros, suele ser tipicamente un comensal de
la piel y mucosas y puede causar infecciones tanto superficiales como en las mucosas, tales
como onicomicosis y vulvovaginitis, ademas, infecciones profundas, como artritis séptica,
endocarditis, peritonitis, meningitis y fungemia (De Aguiar et al., 2017). C. parapsilosis
es considerada como una de las principales causantes de candidemia; sin embargo, su
incidencia varia seglin la edad, zona geografica y la categoria del paciente (Arastehfar et

al., 2020).

En consecuencia, esta especie se ha descrito como una de las mas frecuentes del

género Candida aisladas en el sur de Europa. Ademas, recientemente su presencia ha
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aumentado y se presume que esto se debe al incremento del uso de catéteres venosos
centrales y nutricion parenteral total debido a la creciente complejidad de los pacientes
hospitalizados, lo que aumenta el riesgo de los nifios desnutridos y los recién nacidos con
bajo peso al nacer (Mesini et al., 2020). Por tal motivo, este hongo es de particular
importancia; ademas, complementario a lo ya mencionado, se conoce que tiene la
capacidad de formar biopeliculas tenaces en los catéteres venosos centrales y otros
dispositivos implantados médicamente, lo que amenaza a los pacientes que se han

sometido a intervenciones médicas invasivas (Téth et al., 2019).

Cabe mencionar que, un aspecto importante respecto a C. parapsilosis es su
reciente cambio taxondmico, como consecuencia de su heterogeneidad genética. Por ello,
fue reclasificada como tres especies genéticas, C. parapsilosis sensu stricto, C.
orthopsilosis y C. metapsilosis, las mencionadas forman un complejo conocido como
“Complejo Candida parapsilosis”, no obstante, sus diferencias bioldgicas atin no han sido

completamente dilucidadas (De Aguiar et al., 2017).

Por otro lado, a pesar de estar filogenéticamente mas relacionada con C. albicans
que otras especies de Candida, C. parapsilosis presenta una biologia que difiere
notablemente con esta. Las diferencias en la virulencia, los mecanismos reguladores y de
resistencia a los farmacos antifingicos y los grupos de pacientes en riesgo indican que las
conclusiones extraidas de la patobiologia de C. albicans no pueden extrapolarse a C.
parapsilosis. Estas caracteristicas especificas de la especie también pueden influir en su
reconocimiento y eliminacion por parte del huésped, ademas, en la eficacia de los farmacos

antimicoticos (Toth et al., 2019).

e. Candida krusei
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Para finalizar la revision de las principales especies del género Candida, es
importante mencionar a C. krusei. Esta, en comparacion con las anteriormente
mencionadas, es el patdgeno de levaduras emergentes menos estudiado, a pesar de su alta
tasa de mortalidad (40-59%), que afecta especialmente a pacientes con neutropenia y

neoplasias malignas hematolégicas (Doman et al., 2022).

En aspectos generales, C. krusei es una levadura ascomiceta diploide y dimorfica
que suele existir en formas unicelulares o como pseudohifas y habita a manera de comensal
transitorio en la membrana mucosa de individuos sanos. Sin embargo, como ya se ha
mencionado en los casos citados anteriormente, esta levadura puede causar infecciones
potencialmente mortales en pacientes inmunocomprometidos, ademas, en los pacientes
con neoplasias malignas hematoldgicas y también en aquellos que usan profilaxis
prolongada con azoles tienen un mayor riesgo de contraerla (Jamiu et al., 2021). Por otra
parte, en el &mbito veterinario, este organismo también ha sido asociado con enfermedades
y deterioro de las condiciones de salud en algunos animales. C. krusei es considerado como
un patogeno relevante involucrado en la mastitis micotica en vacas, la cual trae como
consecuencia una reduccion en la produccion y calidad de la leche, y, por ende, genera
importantes pérdidas econdmicas en el sector ganadero. Asimismo, se han reportado

enfermedades gastrointestinales en aves causadas por esta especie (Doman et al., 2022).

Otra caracteristica especifica de esta especie es la presencia de reproduccion
sexual. Esta, posee una particularidad en su forma sexual (teleomorfo), puesto que debido
a las caracteristicas que presenta, se propuso una categorizacion diferente, la cual la
colocaria como una especie diferente e incluso en un género aparte, siendo conocida con
el nombre de Pichia kudriavzevii, dicho reordenamiento fue planteado hace varias

décadas, sin embargo, el analisis de secuenciacion reciente del genoma completo demostrod
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que no existe una distincion genética entre las dos especies planteadas (Douglass et al.,
2018). Asimismo, el estudio filogenético del ADN ribosomico (ADNr) y otros genes
conservados junto con las secuencias del genoma reveld una distancia evolutiva
significativa entre C. krusei y otras especies de Candida de importancia médica, hecho que
respalda atin més la reclasificacion de este organismo en el género Pichia y ya no en
Candida. Aunque este asunto ain es tema de discusion para muchos especialistas,

convencionalmente se sugiere utilizar C. krusei tanto para su fase sexual y no sexual

(Domén et al., 2022).

Por otra parte, respecto a medios de cultivo, esta especie crece efectivamente en
agar dextrosa de Sabouraud, en donde se observa la proliferacion de las colonias de forma
extendida sobre una superficie aspera y con coloracion amarillo blanquecino, por tanto, es

facilmente distinguirla entre otras especies de Candida.

Tabla 1

Caracteristicas de crecimiento para la diferenciacion de levaduras del género Candida

Especie Clamidiosporas Hifas Pseudohifas  Blastosporas
Candida albicans Presenta Presenta Presenta Presenta
Candida glabrata No presenta No presenta ~ No presenta Presenta
Candida tropicalis No presenta Presenta Presenta Presenta
Candida parapsilosis No presenta Presenta Presenta Presenta

Candida krusei No presenta No presenta Presenta Presenta
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Nota: La presenta tabla muestra las estructuras morfologicas presentes para cada especie del
género Candida que permiten su identificacion en base a la revision bibliografica previamente

presentada.

2.2.3. Identificacion de levaduras del género Candida

La identificacion de hongos a nivel de especie es una herramienta fundamental
tanto en aplicaciones basicas tales como la ecologia y taxonomia; asi como especializadas,
ya sean genomica y bioprospeccion en la investigacion cientifica (Raja et al., 2017). Los
nombres cientificos son cruciales para comunicar informacion sobre los hongos, lo que
permite a los investigadores identificar otras especies estrechamente relacionadas para
predecir mejor la evolucion de los grupos de genes quimicos o para priorizar cepas
taxonémicamente relacionadas, cuando una cepa productiva puede atenuar la produccion
de compuestos bioactivos clave. Asimismo, la identificacion taxondmica de los hongos es
esencial si los productos industriales, agroquimicos o farmacéuticos se van a derivar de

una cepa fungica (Benz y Schipper, 2020).

En este sentido, los mic6logos han utilizado tradicionalmente la morfologia; es
decir, los caracteres externos o fenotipicos, como las estructuras productoras de esporas
formadas como resultado de la reproduccion asexual (mitosis) o sexual (meiosis), como
unico medio para identificar especies fungicas, y atin hoy se sigue adoptando como un
medio de identificacion de especies dentro de la comunidad micologica; sin embargo, los
enfoques morfoldgicos de la sistematica fungica, aunque se utilizan de forma rutinaria en
estudios taxondmicos fungicos para la clasificacion de hongos a nivel ordinal o familiar,
no siempre funcionan bien para clasificaciones de nivel inferior (especies) (Ahrendt et al.,
2018). Los caracteres morfologicos a menudo pueden ser engafiosos debido a la

hibridacion, especiacion criptica, y evolucion convergente; ademas, identificar hongos
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basandose unicamente en la morfologia puede ser un desafio, especialmente cuando los no
expertos se ocupan de cultivos de hongos, ya que hay un nimero limitado de caracteres
morfolégicos que se pueden usar para la identificacion. Por ejemplo, las cepas de hongos
endosimbidticas, como los endofitos y los hongos endolichénicos, que se utilizan
habitualmente para aislar metabolitos secundarios, no siempre esporulan en cultivo, por lo
que no proporcionan caracteres fenotipicos para identificarlos en funcion de la morfologia.
Para los hongos que esporulan en cultivo, las estructuras asexuales, como la forma y el
tamafo de las conidias/esporas, a menudo pueden mostrar caracteres muy plasticos, lo que
dificulta la identificacion. Para los estados sexuales (teleomorfos), los ascomatas no suelen
producirse en cultivo, lo que dificulta su identificacion basandose Unicamente en la
morfologia. Como consecuencia, han surgido métodos basados en secuencias de ADN para

identificar especies dentro de los hongos megadiversos (Boekhout et al., 2021).

Los métodos tradicionales para identificar Candida spp. y otras levaduras incluyen
analisis de caracteristicas morfologicas microscopicas y ensayos de asimilacion de
sustrato; por otra parte, muchas de las técnicas existentes para la identificacion de especies
de estos microorganismos pueden llevar mucho tiempo e incluso dar como resultado una
identificacion no auténtica si se lleva a cabo mediante el uso cldsico de técnicas de cultivo

de sangre (Pote et al., 2020).

Asimismo, la deteccion de B-D-glucano, un componente de la pared celular de
Candida, la prueba de asimilacion de carbohidratos y el perfil bioquimico también pueden
identificar rapidamente las especies de Candida (He et al., 2015). Sin embargo, los
métodos anteriores solo pueden identificar algunas especies de Candida debido a la falta
de ensayos disponibles o poder de resolucion para especies cripticas. Muchos de los

métodos moleculares desarrollados recientemente son ensayos de PCR en tiempo real que
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brindan resultados rapidos; sin embargo, a menudo estan limitados en cuanto a la cantidad
de especies que se pueden detectar en un solo ensayo y la dificultad para detectar nuevas
levaduras patdgenas o variaciones de cepas (Zhang et al., 2016). Se observa que a pesar
de que la PCR en tiempo real fue especifica, no mejora la sensibilidad diagndstica de la
candidemia y la candidiasis invasiva. Los ensayos estdndar basados en PCR y sus
modificaciones también estan limitados en cuanto al nimero de especies que se pueden
identificar a partir de una sola amplificacion y la falta de marcadores especificos de

especies para todas las levaduras patégenas (Raja et al., 2017).

No obstante, la secuenciacion del ADN de productos de PCR amplificados sigue
siendo el método mas fiable para la identificacion auténtica de especies de hongos (tanto
micelios como levaduras). Ademas de los métodos anteriores, los patdélogos también
utilizan comunmente el agar cromogénico como medio de cultivo diferencial y hasta ahora
ha ayudado en el aislamiento y la identificacion presuntiva rapida de especies de Candida

clinicamente importantes (Lacroix et al., 2014).

a. Identificacion fenotipica molecular

Los ensayos fenotipicos para la identificacion de especies de Candida implican,
principalmente, pruebas de asimilacion y fermentacién de carbohidratos, asi como por
medio de la investigacion de las caracteristicas morfologicas de las levaduras en agar de
extracto de malta y agar de harina de maiz, produccion de tubo germinativo y
clamidoconidios, utilizados como medios cromogénicos comerciales tales como como
CHROMAgar™ ; también se puede determinar el crecimiento de Candida, debido a que
las especies colonizan a diferentes temperaturas, por cultivo en agar Tween 80 y métodos

serologicos (Deorukhkar y Roushani, 2018).
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Estos métodos, que se utilizan ampliamente en los laboratorios de microbiologia
clinica, tienen algunas limitaciones, como la falta de sensibilidad, el costo, el tiempo y la
incapacidad para identificar especies importantes, como C. albicans y C. dubliniensis; por
lo tanto, es necesario encontrar enfoques confiables y rapidos para su identificacion, y la
identificaciéon adecuada ayuda en la seleccion de fadrmacos antimicoticos efectivos
(Eghtedar et al., 2020).

Por su parte, las técnicas moleculares se conocen como enfoques adecuados para
la identificacion de especies de Candida. Si bien estos métodos son costosos, destacan
notablemente por su precision y velocidad. Algunas de las técnicas moleculares adecuados
para el diagndstico e identificacion de especies de esta levadura son la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR), polimorfismo de longitud de fragmentos amplificados (AFLP),
polimorfismos de fragmentos de restriccion de longitud de PCR (PCR-RFLP),
amplificacion aleatoria de ADN polimorfico (RAPD), PCR multiplex, reaccion en cadena
de polimerasa anidada (PCR anidada ), secuenciacion de ADN, espectrometria de masas
de tiempo de vuelo de desorcion/ionizacion laser asociada a matriz (MALDI-TOF MS),
huellas dactilares de ADN, analisis de polimorfismo conformacional de cadena Unica
(SSCP) y reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (PCR en tiempo real) (Aslani
etal., 2018).

Ademas, el anélisis de fusion de alta resolucion (HRMA) es un poderoso método
molecular para detectar mutaciones, polimorfismos, informacién epigenética y también
para identificar especies de diferentes organismos comparando posiciones relativas y
formas de curvas de fusion. Por su parte, la PCR en tiempo real seguida de HRMA es una
técnica bésica, rapida, precisa y de tubo cerrado con la susceptibilidad de un solo

nucledtido (Eghtedar et al., 2020).
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b. Tecnologia MALDI-TOF

La espectrometria de masas (MS) identifica y cuantifica moléculas mediante el
analisis de las relaciones masa-carga (m/z) de los iones moleculares. El espectro de masas
dentro del espectrometro de masas se puede interpretar para determinar la identidad de
diferentes moléculas dentro de una muestra. Los espectrometros de masas analizan
directamente cualquier molécula biologica susceptible ionizada (Tsuchida et al., 2020).

El espectrometro de masas de tiempo de vuelo de desorcidon/ionizacidon laser
asistido por matriz (MALDI-TOF) es uno de los instrumentos de EM mas populares
utilizados en biologia, debido a su identificacion rapida y precisa de géneros y especies.
La identificacion de microorganismos por espectrometria de masas se basa en la
identificacion de un espectro caracteristico de cada especie y luego se compara con una
gran base de datos dentro del instrumento (Hou et al., 2019).

MALDI tiene la ventaja de requerir menos trabajo previo al analisis, ya que las
muestras se mezclan con una matriz quimica seguida de la generacion de iones. MALDI
time-of-flight (TOF) MS combina dos tecnologias como la fuente MALDI y la masa TOF.
Desde su concepcion, esta herramienta ha revolucionado el método de identificacion de
microorganismos en los laboratorios de microbiologia clinica, ya que es un sistema rapido,
de alto rendimiento, de bajo costo y eficiente. Una de las principales ventajas de usar
MALDI-TOF MS es el ahorro de tiempo, ya que la identificacion bacteriana se puede
realizar en menos de una hora en lugar de 24 a 48 h (Vrioni et al., 2018).

La rutina de identificacion de levaduras mediante MALDI-TOF est4 totalmente
implementada en los laboratorios de microbiologia clinica en la actualidad. Aunque el uso
de la extraccion de proteinas se describido en estudios antiguos, la identificacién de

levaduras, especialmente aquellas que pertenecen a géneros cominmente encontrados
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como Candida o Cryptococcus, se realiza directamente de colonias cultivadas en medios
de agar y de muestras clinicas (Oviafio y Rodriguez, 2021).

La espectrometria de masas MALDI-TOF depende de la proteina celular, que
representa las instrucciones genéticas y los productos de degradacion de los
microorganismos. Este enfoque, en particular, se basa en la investigacion de proteinas
altamente expresadas, principalmente ribosomas (Vrioni et al., 2018).

Para determinar la masa a cargar (m / z), estas proteinas se ionizan en moléculas
cargadas mediante la eliminacion o adicion de uno o mas protones. La muestra se combina
con una mezcla de absorcion de energia conocida como "matriz" para su investigacion.
Después, la muestra atrapada dentro de la matriz cristaliza junto con ella cuando se seca y
solidifica. Posteriormente, la muestra se ioniza mediante un rayo laser, lo que produce
iones protonados individuales. Luego, estos iones son propulsados a un voltaje establecido
y se separan entre si segiin su m / zrelacion, que se calcula cronometrando el tiempo que
tarda cada ion en viajar por toda la longitud del tubo de vuelo (Angeletti, 2017).

La "huella dactilar de masa peptidica" (PMF), una proteina espectral de masa
distintiva, se crea utilizando los datos de tiempo de vuelo. Luego, este PMF se compara
con la biblioteca del dispositivo. Contiene sefiales exclusivas de géneros y especies
especificas de tipos particulares de microorganismos. El patégeno desconocido es bien
conocido a nivel de género y especie al comparar el PMF de aislados bacterianos no
identificados con los almacenados en la base de datos (Elbehiry et al., 2022).

Cabe resaltar que, los aislamientos identificados mediante MALDI-TOF ha sido
aprobado por la FDA para la identificacion de todas las especies de Candida que se han
incluido en este estudio y cuenta con la certificacion CE-IVD (aprobado por la Comision
Europea para pruebas in vitro). Asimismo, con el criterio de aceptacion para la

identificacion a nivel de especie establecido en una puntuacion de >1,8 (validado



29

internamente), las levaduras con una puntuacion de identificacion de <1,8 se volvieron a
analizar en el MALDI-TOF mediante una nueva toma manual del objetivo (Heestermans
et al., 2022).

c. Identificacion por sistemas comerciales

La metodologia convencional es laboriosa y lenta, por lo que se han desarrollado
métodos comerciales que permiten una identificacién mas rapida de estos patogenos dentro
de 4 a 72 h, dependiendo del sistema (Kim et al., 2016).

Estos métodos, como API 20C AUX ® y API ID 32C ® (bioMérieux, Francia), y
RapID™ Yeast Plus ® (Remel), se basan, principalmente, en la asimilacion y
fermentacion de azacar. Asimismo, se han desarrollado métodos automatizados
apropiados para laboratorios de microbiologia, tales como Microscan WalkAway RYID
® (identificacion rapida de levadura), Vitek YBC ® (tarjeta bioquimica de levadura),
Vitek 2 ID-YST ® y BD Phoenix™ Yeast ID, que pueden tener levaduras identificadas en
un periodo de entre 4 a 48 horas; este ultimo, ha sido disefiado especialmete para la
identificacion rapida de levaduras clinicamente relevantes (Marucco et al., 2018).

Por su parte, los ensayos utilizados en los paneles son modificaciones de los
métodos bioquimicos estandar; estos incluyen, pruebas de fermentacion, oxidacion,
degradacion e hidrolisis de varios sustratos, asi como sustratos de una sola fuente de
carbono, tanto cromogénicos como fluorogénicos. En estos casos, el uso y la degradacion
de sustratos especificos son detectados por diferentes sistemas de indicadores, mientras
que la produccién de acido a partir de carbohidratos se detecta mediante un cambio en el
indicador rojo de fenol (Deorukhkar y Roushani, 2018).

Asimismo, los sustratos cromogénicos contienen compuestos de p-nitrofenilo o p-
nitroanilida que producen un color amarillo una vez que ha tenido lugar su hidrolisis

enzimatica, en cuanto a la hidrdlisis enzimatica de sustratos fluorogénicos, esta da como
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resultado la liberacion de un producto derivado de la sustancia fluorescente cumarina
(Marucco et al., 2018).

Como puede observarse, este tipo de sistemas funcionan utilizando metodologias
que se basan en la identificacion bioquimica; no obstante, tienen la desventaja de que
pueden generar errores de identificacion por la falta de experiencia del técnico de
laboratorio en la interpretacion de los resultados, y con cierta frecuencia estos sistemas no
son capaces de diferenciar especies con perfiles bioquimicos similares, porque algunas
especies emergentes no estan incluidas en sus bases (Zuluaga et al., 2018).

Cabe agregar el hecho de que se han desarrollado varios sistemas comerciales de
diagnodstico simplificado basados en la prueba del tubo germinal, la formacion de
clamidosporas y las pruebas de asimilacion de azlcares. Estos métodos comerciales suelen
representar una version miniaturizada de las pruebas convencionales, lo que permite una
identificaciéon més comoda y rapida de las especies de Candida (Sudhan et al., 2016).

A continuacion, se describe algunos de los métodos comerciales mas comunes:

- Vitek 2 Compact

El sistema compacto Vitek 2 se basa en el principio de la
espectrofotometria, que detecta los cambios metabolicos y el crecimiento de
la levadura en micropocillos proporcionados en las tarjetas de identificacion
de la levadura y pruebas de susceptibilidad antifingica. Los resultados
obtenidos se comparan con una extensa base de datos y a continuacion se da
la identificacion final y la sensibilidad antimicrobiana (Devhare, 2021).

Es importante mencionar que este sistema, utiliza una metodologia
fluorogénica para la identificacion microbiana y un método turbidimétrico
para las pruebas de susceptibilidad; por lo tanto, proporciona susceptibilidad

en forma de concentraciones inhibitorias minimas, que son muy utiles para el
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tratamiento a fin de decidir la dosis y la duracion del farmaco (Kaur et al.,
2016).

Por otra parte, el sistema Vitek 2 YST (BioMerieux, Francia) es un
sistema totalmente automatizado para la identificacion y las pruebas de
susceptibilidad antimicrobiana de diferentes microorganismos. Este tiene la
ventaja de proporcionar un rapido procedimiento de deteccién a nivel de
especie en 18 horas en lugar de las 48-72 horas de otros métodos (Krishnasamy
etal., 2020).

Asimismo, el sistema mencionado, contiene una base de datos ID-YST
de Vitek 2 YST para la identificacion de levaduras, la cual incluye 54 taxones
diferentes que contienen las nuevas especies identificadas y tiene en cuenta los
ultimos avances en taxonomia. Este incluye tarjetas Vitek-2, que permiten la
identificacion de especies comparando el perfil bioquimico con una amplia
base de datos, ademas de contener tarjetas de pruebas de susceptibilidad
antifungica (Dakhiel y Samaka, 2021).

En lo referente a la validacion, numerosos estudios han demostrado una
excelente concordancia entre las técnicas convencionales de identificacion de
Candida y VITEK; se informa esta técnica identifica correctamente entre el
89,9% y el 96,7% de las cepas (Korem et al., 2021).

- BD Phoenix

El BD Phoenix es un sistema automatizado basado en el crecimiento
de microorganismos, ya sean levaduras o bacterias, para la determinacion de
las caracteristicas de resistencia a los antibidticos mediante el uso de varios
paneles de prueba. La "prueba de deteccion de CPO" esta integrada en el panel

NMIC-502 de la tarjeta BD Phoenix para pruebas de susceptibilidad a los
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antimicrobianos de patogenos, que proporciona un medio para (i) detectar y
(i1) clasificar carbapenemasas en linea con pruebas de susceptibilidad a los
antimicrobianos, y sin mayor carga de trabajo, utilizando crecimiento
bacteriano en presencia de meropenem, doripenem, temocilina y cloxacilina,
tanto solos como en combinacién con varios quelantes e inhibidores de beta-
lactamasa (Jonas et al., 2021).

Por otra parte, el sistema automatizado de pruebas de identificacion y
susceptibilidad BD Phoenix, proporciona una deteccion rapida, precisa y
confiable de la resistencia antimicrobiana conocida y emergente; ademas,
permite la eficiencia del flujo de trabajo mediante el uso de nefelometria
automatizada, lo que da como resultado un indculo aislado estandarizado y una
reduccion en el error potencial del tecndlogo. Asimismo, cabe agregar que la
gestion de datos de ultima generacion supervisa, analiza y comunica resultados
procesables directamente a laboratorios y médicos (Horing et al., 2019).

En cuanto a la validacion de este método, BD Phoenix sobrestima
significativamente la susceptibilidad de los aislados de microorganismos
resistentes a carbapenem, amikacina, aztreonam, cefepima, ceftazidima,
gentamicina, levofloxacina, meropenem, nitrofurantoina y tobramicina en
comparacion con la microdilucion en caldo. En general, la concordancia
categorica del 76 % entre los métodos de prueba indica la posible disminucion
de la capacidad de BD Phoenix para predecir la resistencia con precision en
aislamientos altamente farmacorresistentes (Haffler et al., 2019).

- APl Candida
API Candida es un sistema estandarizado para la identificacion de

levaduras mas frecuentes en microbiologia clinica en un lapso temporal de
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entre 18 y 24 horas. Estd compuesto por 10 tubos que contienen sustratos
deshidratados, para realizar 12 pruebas de identificacion por medio de
acidificacion de azlcares o reacciones enzimaticas. Dichas reacciones se
producen durante la incubacion y dan lugar a cambios de color espontaneos
(BioMeérieux, 2006).

Asimismo, estas se leen utilizando la funcion y la identificacion se
obtiene consultando la lista de perfiles en el prospecto o utilizando un software
de identificacion, segiin corresponda (Aarstehfar et al., 2019).

Es importante mencionar, ademas, que API esta basado en la
asimilacion de 19 azucares y el principio de presencia o ausencia de formacion
de hifas/pseudohifas es el que permite identificar especies de levadura
clinicamente importantes. Las tiras API, deben prepararse, segun lo sugerido
por el fabricante y ser incubadas a 30 °C durante 48 a 72 horas (Kegeli et al.,
2016).

Por otra parte, sobre la validacion de la prueba API Candida realizada
para la confirmacion de C. albicans ha mostrado reaccion positiva para cuatro
pruebas de asimilacion de azucares, incluidas glucosa, galactosa, sacarosa y
trehalosa, y dos pruebas de actividad enzimatica, incluidas a-amilasa y N-
acetil B-glucosaminidasa, mientras que para pruebas de rafinosa, -
maltosidasa, B-xilosidasa, B glucuronidasa, hidrolisis de urea y fgalactosidasa
resultaron negativas; por lo tanto la puntuacion (Perfil) generada a partir del
analizador APIWEBTM fue 7 1 1 2 que confirma 99,9% de identidad de C.

albicans (Lal et al., 2021).
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2.2.4. Medios de cultivo

Un medio de cultivo es un preparado so6lido o liquido que contiene todos los
nutrientes que necesitan los microorganismos para su crecimiento. Se utiliza para cultivar,
transportar y almacenar microorganismos, los cuales pueden utilizar dichos nutrientes

como su alimento y es necesario que el procedimiento se realice in vitro (Bonnet et al.,

2020).

Los medios de cultivo varian en su forma y composicion determinadas
dependiendo de las especies que se van a cultivar, por lo que no existe un unico medio que
pueda soportar el crecimiento de la mayoria de los microbios, sino que en algunos casos

el medio es especifico para cada grupo (Mahon y Lehman, 2022).

Respecto a su composicion, esta estd formada esencialmente por elementos basicos
(agua, nutrientes), a los que se deben afiadir diferentes factores de crecimiento que seran

especificos de cada bacteria y necesarios para su proliferacion y desarrollo (Bonnet et al.,

2020).

En este sentido, los microorganismos que infectan al ser humano (comensales o
patogenas) son quimioorganoheterdtrofas, por ello, cuando se les cultiva, es muy
importante proporcionar condiciones ambientales y nutricionales similares a las que
existen en su habitat natural. Por lo general, un medio de cultivo contiene agua, una fuente
de carbono y energia, una fuente de nitrogeno, oligoelementos y algunos factores de
crecimiento; ademas, el pH del medio debe ajustarse en consecuencia. Algunos de los
ingredientes de los medios de cultivo son agua, agar, peptona, hidrolizado de caseina,

extracto de carne, extracto de levadura y extracto de malta (Rao, 2006).
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Cabe resaltar que existen medios tanto liquidos como solidos; el primero se

denomina caldo y este pude solidificarse anadiendo agente solidificante agar-agar en la

proporcion de 1,5 - 2,0% para agar s6lido completo y menos del 1% para para el medio

semisolido. En cuanto al agar-agar es un mucopolisacarido sulfonado que contiene

principalmente D-galactosa, 4cido D-glucurénico y 3,6 anhidro L-galactosa y este se

obtiene de algas marinas rojas, como el Gelidium (Sarhan et al., 2019).

Agares cromogénicos

Son medios que aprovechan los sustratos enzimaticos, los cuales liberan tintes
coloreados tras la hidrolisis, lo que da como resultado que los patéogenos formen
colonias coloreadas que pueden diferenciarse facilmente de la flora comensal.
Idealmente, los microorganismos comensales deberian inhibirse por completo mediante
agentes selectivos o formar colonias incoloras, lo que permitiria que los patégenos
"destaquen" frente a la flora de fondo. Sin embargo, es raro que un patdégeno produzca
exclusivamente una enzima en particular y es habitual que se incorpore un segundo
sustrato cromogénico complementario, lo que hace que algunas bacterias comensales
generen un segundo color o una combinacién de ambos colores, lo que les permite
diferenciarse de los microorganismos comensales patogeno objetivo (Perry y Freydiére,

2007).

Los medios cromogénicos estan disefiados principalmente para limitar el requisito
de deteccion de organismos comensales para excluir la presencia de patdogenos,
ahorrando asi tiempo y reactivos. Estos también pueden ofrecer una mayor sensibilidad,
ya que las colonias coloreadas se pueden detectar mas facilmente cuando estan

presentes entre otra flora, lo cual, a menudo se ve aumentado por mejoras en la
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selectividad, en comparacion con los medios de cultivo convencionales, lo que limita

la cantidad de flora comensal que puede crecer (Scharmann et al., 2020).

Cabe resaltar que un sustrato cromogénico ideal debe hidrolizarse para liberar un
producto coloreado que permanezca altamente localizado en las colonias microbianas.
Esto permite diferenciar claramente los microbios que producen la enzima diana de los
que no. Esto es especialmente importante cuando se intenta detectar patdgenos
especificos dentro de cultivos polimicrobianos. El sustrato y los productos de hidrolisis

no deben inhibir el crecimiento microbiano (Borman et al., 2021).

Los medios de aislamiento cromogénico se usan ampliamente porque han
demostrado mejores tasas de deteccion de levaduras en cultivos mixtos que los medios
tradicionales, y esto a menudo resulta en ahorros de costos debido a la reduccion del
tiempo de trabajo, reactivos o menos pruebas de confirmacion; en este sentido, estudios
de validacion del medio, demostraron que CHROMagar™ Candida Plus mostrd un
buen rendimiento, con una sensibilidad y especificidad fueron del 100 % para las
especies de Candida a las 48 h de incubacion, excepto para Candida glabrata y
Candida lusitaniae . Ademas, en algunos casos permite una identificacién presuntiva
fiable de especies como C. auris, ya que se le asigna un color especifico para esta
especie (azul claro con halo azul), obteniendo una sensibilidad y especificidad del 100%
a las 36 h de incubacion (Mulet et al., 2020). Otros estudios clinicos reportaron sobre
las estimaciones de sensibilidad y especificidad para las pruebas de investigacion en
muestras recolectadas por médicos fueron 91,7% y 94,9% para el grupo de especies de

Candida; 84,7% y 99,1% para C. glabrata (Schwebke et al., 2020).
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Agar arroz

Es un medio de cultivo de ensayo, utilizado para la diferenciacion de levaduras, en
particular de Candida albicans y Candida stellatoidea junto con otras especies del
género Candida, basandose en sus clamidosporas tipicas. Asimismo, otras especies de
levaduras pueden diferenciarse sobre la base de criterios micromorfologicos con agar

extracto de arroz (Ingle et al., 2019).

En este medio, el extracto de arroz es la unica fuente de nutrientes del medio; por
lo tanto, la falta de nutrientes junto con las condiciones de cultivo deficientes en
oxigeno crea un entorno que induce la formacion de formas morfolégicas especificas
tales como clamidosporas y pseudomicelios en algunas levaduras. Para casos
particulares, la adicidon de otros compuestos puede ser utilizada para determinados fines,
como al agregar solucion de Tween 80, lo cual favorece la formacion de clamidosporas

en la mayoria de las especies de Candida (Sigma, 2013).

Agar harina de maiz

El agar harina de maiz es un medio de cultivo bien establecido, el cual consiste
en un sustrato que se utiliza como medio de uso general para el cultivo de hongos, para
el estudio de la formacion de micelio o pseudomicelio, y para el estudio de especies de
Candida para la produccion de clamidosporas. Cuando se cultiva en este medio, el
examen microscopico de Candida albicans muestra la produccion caracteristica de
clamidosporas, que es un criterio aceptado para la identificacion de esta especie (V.

Gupta et al., 2019).

Este sustrato estd compuesto por una parte de infusion de harina de maiz

(aproximadamente de 50g de maiz entero) y la base de agar como agente gelificante.
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En cuanto a su apariencia, este tiene una presentacion de polvo de coloracioén
amarillenta, granulos gruesos y fluido; sin embargo, en su forma gelificada, destaca por
su apariencia firme, un gel opalescente de color ambar claro el cual se mantiene en

placas Petri (Millipore y Sigma, 2018).

Cabe resaltar que el agar de harina de maiz es un medio empobrecido desde el
punto de vista nutricional y, por lo tanto, puede emplearse para el mantenimiento de
cultivos madre de hongos, especialmente las variedades de pigmento negro (V. Gupta

etal., 2019).

Por otro lado, la infusion de harina de maiz es un compuesto muy nutritivo rico
en fuentes de carbono y aminoacidos, asi como en muchos otros oligoelementos que
favorecen el crecimiento de los hongos. Ademas, con la adicidon de dextrosa se observa

un crecimiento mas vigoroso de algunos hongos (Millipore y Sigma, 2018).

Es importante resaltar que, usando un aumento de baja potencia, se puede
identificar la presencia de células en ciernes, hifas, blastosporas y clamidosporas.
Ademas, la mayoria de las cepas de C. albicans y C. stellatoidea forman clamidosporas
tipicas después de 24 a 48 horas de incubacion; asimismo, al examinar diariamente
durante un maximo de cuatro dias C. dubliniensis también formara clamidosporas, pero
en grupos, en lugar de individuales como ocurre con C. albicans. En cuanto a las cepas
de control, Candida albicans presenta un buen crecimiento; colonias blancas y
clamidosporas mientras que otras especies como Candida krusei desarrollan un buen

crecimiento; colonias blancas/crema, sin clamidospora (Gonzalez et al., 2022).

Respecto a los estudios de validacion realizados para este agar, se reportod que la
sensibilidad y la especificidad observé una sensibilidad del 100 % en la identificacion

de C.albicans, C.tropicalis, C. krusei, C.glabrata; una sensibilidad moderada del
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70,58% en C. parapsilosis, asi como una especificidad del 100% en C. parapsilosis, C.
krusei y una especificidad del 96,77 % y del 96,42 % en C. tropicalis y C.abicans

respectivamente y una especificidad del 84,21% en C. glabrata (Bharathi, 2018).

Agar saboraud

El agar Sabouraud es uno de los medios mas antiguos y mas utilizados para aislar
y cultivar hongos; este, aisla selectivamente hongos de muestras ambientales como el
aire y el suelo, mantiene cultivos de hongos puros y cultiva hongos para distinguir e
identificar diferentes especies, especialmente dermatofitos, por color y apariencia

(Acharya y Hare, 2022).

El medio Sabouraud, fue desarrollado por el dermatdlogo francés Raymond JA
Sabouraud en 1892, y actualmente se encuentra recomendado por la Farmacopea
Europea para el aislamiento e identificacion de Candida albicans a partir de muestras
no estériles y para la preparacion y mantenimiento de cepas de hongos de prueba

(Chabasse y Bouchara, 2022).

En cuanto a la féormula tradicional utilizada para este medio de cultivo, se basa en
un pH bajo (5,6) para inhibir el crecimiento bacteriano; sin embargo, la adicioén de
antibioticos al medio 4cido para inhibir las bacterias es comun en las versiones
utilizadas actualmente. Ademas, la alta concentracién de glucosa proporciona una
ventaja para el crecimiento de hongos (osmoéticamente estables), mientras que la
mayoria de las bacterias no toleran la alta concentracion de azticar (Gamarra et al.,

2015).

Por otra parte, respecto a su composicion, este contiene peptona, la cual es el

digerido enzimatico de caseina y digerido enzimatico de tejido animal y proporciona la
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fuente de nitrégeno y vitamina necesaria para el crecimiento del organismo en este
medio de cultivo. Adicionalmente, se afiade dextrosa como fuente de energia y carbono

y el agar es el agente solidificante (Aryal, 2022).

2.2. Definicion de términos

Levadura: Es un hongo unicelular en ciernes, que en ninguna fase de su ciclo bioldgico forma

libremente micelios (Tofalo y Suzzi, 2015).

Clamidosporas: Son esporas asexuales solitarias, intercaladas y de paredes gruesas, no
caducas, intercalares o terminales, formada por el redondeo de una célula o células cuya
funcion principal es la perenne, no la diseminacion; estas son generalmente ricas en lipidos y
estan bien adaptadas para mantener la viabilidad durante los periodos de latencia (Kurtzman et

al.,, 2011).

Hifas: Son estructuras alargadas, con ramificaciones compuestas por una o mas células
tubulares compartimentadas por tabiques perforados, cuyo poro central permite el flujo de

organulos y citoplasma; en levaduras, la tabicacion conduce a la separacion celular (Zabel y

Morrell, 2020).

Pseudohifas: Son estructuras que se asemejan a células de levadura alargadas que permanecen
unidas entre si. Se distinguen de las hifas verdaderas por su método de crecimiento, fragilidad
relativa y falta de conexion citoplasmatica entre las células; en levaduras, son el resultado de
una especie de gemacion incompleta donde las células se alargan pero permanecen unidas

después de la division (Lord y Vyas, 2019).

Blastosporas: Es una espora fungica asexual, la cual se origina por medio de gemacion(Zabel

y Morrell, 2020).
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Cepa: Es una variante genética o un subtipo de un microorganismo (p. €j., virus, bacteria u

hongo) (Ghazi et al., 2022).

Medio de cultivo: es una sustancia que fomenta el crecimiento, el apoyo y la supervivencia de
los microorganismos. Este contiene nutrientes, factores que promueven el crecimiento, fuentes
de energia, sales tampon, minerales, metales y agentes gelificantes (para medios solidos)

(Bonnet et al., 2020).

Hemocultivo: es una prueba que analiza muestras de sangre para detectar la presencia de

gérmenes que causan enfermedades, como bacterias y hongos (Azem y Ransom, 2022).

Agar: es un componente aséptico y solidificante que se usa usar crear sus medios de cultivo.
El agar se mezcla con nutrientes para crear las condiciones perfectas para el desarrollo de un

microorganismo (Sarhan et al., 2019).

Siembra de hongos: El cultivo o siembra de hongos se realiza comunmente para obtener
informacion sobre las caracteristicas culturales de los hongos en un medio liquido, la

morfologia de la colonia y los patrones de crecimiento, etc (Shi et al., 2019).

Aislamiento (hongos): En micologia, el aislamiento es una técnica para separar las

poblaciones mixtas de hongos en especies individuales para su estudio (Gautam y Bhadauria,

2019).

Analisis morfolégico (hongos): El analisis morfolégico es un procedimiento que se realiza
mediante la observacion de caracteristicas macroscopicas y microscopicas, asi como la

observacion del peloton (Gautam y Bhadauria, 2019).
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Autoclave: es una maquina que usa vapor a presion para matar bacterias, virus, hongos y
esporas dafinas en elementos que se colocan dentro de un recipiente a presion (Schoeb y Eaton,

2015).

Técnica de Dalmau: se utiliza para subcultivar levaduras en agar de harina de maiz. Se trata
de una mejora sobre los procedimientos de sustrato fluido recomendados anteriormente para la

formacion de tubos germinales (Gupta et al., 2017).
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111. Método

3.1. Tipo de investigacion

El estudio tuvo un disefio observacional, de tipo analitico y prospectivo. Es de disefio
observacional puesto que no habrd manipulacion de las variables de exposicion, esto quiere
decir que el investigador s6lo observara y registrara lo que encuentre en el analisis de las cepas
recolectadas. Es de tipo analitico, porque la finalidad es analizar la comparacion entre las
variables de estudio para demostrar la validez de la hipotesis. Es prospectivo, porque los datos
seran tomados en diferentes fases a medida que se vaya desarrollando esta investigacion,

mientras vaya ocurriendo el crecimiento de las cepas (Cataldo et al., 2019).

3.2. Ambito temporal y espacial

El estudio se realizd con cepas de levaduras del género Candida de hemocultivos

almacenados en la micoteca del Instituto Nacional de Salud del Nifio en el periodo 2023

3.3. Variables

V1: Morfologia de levaduras

V2: Tiempo de produccion

V3: Medio de cultivo



Tabla 2

Operacionalizacion de variables
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Instrumento
. Definicion Definicion . Tipo de Escalade  Valor de
Variable . Indicador . . . e
Conceptual Operacional variable medida final recoleccion
de datos
Presencia de
Clamidiosporas
observadas con
el microscopio.
Presencia
Presencia de (S1)
Caracteristicas Caracteristicas  hifas
particulares de particulares de ~ Observadas con
un tipo de un tipo de el microscopio.
Morfologia levadura que levadura. Ficha de
permiten su . Categorica Nominal recoleccion
de  dentificacia Presencia de de dat
levaduras 1Ben 11d11ca<f[1o§1 1 Pseudohifas ¢ datos
g Og? outetal, observadas con
)- el microscopio.
Ausencia
Presencia de (No)
Blastosporas
observadas con
el microscopio.
Tiempo en el El tiempo sera
. cual se medido en horas 72 horas
Tiempo de . . )
. i evidencia a la registradas a
incubacion para . )
presencia de partir de un 48 horas .
. el desarrollo de , ; . . Ficha de
Tiempo de algun patron dispositivo ‘o . .,
. r estructuras . Categorica  Ordinal recoleccion
produccién [, . buscado. previamente
fungicas (Pote et calibrado 24 horas de datos
al., 2020). ’
Preparado solido ~ Sustancia que Agar
o liquido que fomenta el Elementos arroz
contiene todos crecimiento identificables
Medio de los nutrientes y/o desarrollo  por cada tipo de Agar Ficha de
cultivo que necesitan de un . Agar Categorica Nominal harinade recoleccion
los deterrpmado maiz de datos
microrganismos ~ 0rganismo +TWEEN
(Bonnet et al., 80

2020).
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3.4. Poblacion y muestra

Poblacion del estudio

La poblacioén estuvo conformada por cepas de levaduras del género Candida aisladas de
muestras de hemocultivos provenientes de pacientes pedidtricos atendidos en el Instituto

Nacional de Salud del Nifio

Marco muestral

El marco muestral correspondié a 170 cepas de levaduras del género Candida aisladas de
hemocultivos, procedentes de muestra de sangre venosa y que estuvieron almacenadas en la

micoteca del Instituto Nacional de Salud del Nifio en el periodo 2023.

Muestra

La muestra estuvo conformada por todos los elementos de la poblacion, el cual incluye 170
cepas de levaduras del género Candida a las que el servicio de microbiologia del INSN permitio
acceso. Por tanto, no se desarrolld una técnica de muestreo, ya que se analizé a toda la

poblacion.

Unidad de analisis

Cepas de levaduras del género Candida aisladas de hemocultivos de pacientes pediatricos, que
se encontraron almacenadas en la micoteca del Instituto Nacional de Salud del Nifio en el

periodo 2023.
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Criterios de inclusion y exclusion

Criterios de inclusion

- Cepas de levaduras del género Candida aisladas de hemocultivo que se encuentren en

condiciones viables para el procedimiento.

- Aquellas cepas que presenten crecimiento Optimo al ser reactivadas luego de la

congelacion.

- Aquellas cepas identificables fenotipicamente.

Criterios de exclusion

- Cepas contaminadas con otro tipo de levadura diferente a Candida al momento de la
reactivacion.
- Cepas de levaduras del género Candida aisladas de hemocultivo no viables al momento de

la reactivacion.

3.5. Instrumentos

Se utilizo una ficha de evaluacion, la cual fue elaborada con la finalidad de documentar
y organizar las observaciones realizadas sobre los microorganismos. Fueron aplicadas una para
cada medio de cultivo: una para el agar arroz y otra para el agar harina de Maiz + Tween 80.
En cada una de estas, se presentaron tablas de doble entrada; en la primera columna se codific
cada cepa evaluada; mientras que, en el encabezado de las filas se posicionaron las estructuras
morfologicas necesarias para la identificacion de las especies de Candida: Clamidiosporas,
hifas, pseudohifas y blastosporas, de manera que el investigador pudo documentar si cada cepa

evaluada presentaba (Si) o no presentaba (No) las diferentes estructuras marcando el cuadro
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correspondiente. Cabe resaltar que, se aplico una ficha de evaluacion para cada hora de

observacion asignado, ya sea a las 24 horas, 48 horas o 72 horas de incubacion de la cepa.

3.6. Procedimientos

Procedimiento administrativo

Se realizaron los tramites administrativos necesarios para contar con los permisos y

autorizacion de las jefaturas correspondientes para la ejecucion del presente estudio.

Procedimiento Técnico

Para la preparacion del presente estudio se reactivaron 170 cepas de levaduras del
género Candida aisladas en hemocultivos (cultivos de sangre) conservadas en la micoteca del

Instituto Nacional de salud del nifio durante el periodo 2023.

Las cepas reactivadas fueron inoculadas en agar papa dextrosa que estuvieron
dispensadas en placas de Petri, asimismo se incubaron en atmosfera aerdbica a 25 °C durante

24 0 48 horas para poder contar con cepas jovenes totalmente activas.

Posteriormente se tomo6 una “asada” de cada cepa en estudio para ser inoculadas en
placas de Petri preparadas con los medios de cultivo de Agar Harina de maiz + tween 80 y Agar

arroz, respectivamente.

La metodologia utilizada para la preparacion del Agar Harina de maiz + tween 80; se
pesaron 40 gramos de Harina de maiz y se disolvié en 1 litro de agua destilada y se calent6 por
una hora a 65°C; la infusion obtenida se filtr6 a través de una gasa y luego con papel filtro
Whatman n°2, a la solucion obtenida filtrada se agregaron 20 gramos de Agar-Agar y se hirvid
hasta disolverlo; por ultimo, se agregaron 10 mililitros de tween 80 y se coloc6 en una autoclave

para su esterilizacion durante 15 minutos a 121 °C. Para el Agar Arroz se pesaron 200 gramos
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de arroz no fortificado, se disolvié en 1 litro de agua destilada y se hirvié por 5 minutos;
posteriormente, se filtraron a través de una gasa para luego agregar 20 gramos de Agar-Agar.
Finalmente, la infusion obtenida se coloco en una autoclave para su esterilizacion durante 15
minutos a 121°C. Estos procedimientos se encuentran estandarizados en el “Manual de
Procedimientos Técnicos del Servicio de Microbiologia con resolucion directoral N° 208 -

2016 del Instituto nacional de salud del nifio (INSN)”.

Finalmente, ambos medios de cultivo preparados pasaron por un proceso de control de
calidad, que consistio en el control de la esterilidad que se realizé incubando el 10% del lote
preparado a 35 °C y el control de performance del medio de cultivo que se realiz6 con la

evaluacion de cepas ATCC (cepas de referencia).

Las 170 cepas de levaduras reactivadas fueron inoculadas en el Agar Harina de maiz +
tween 80 y, de igual manera, las 170 cepas en el Agar arroz, utilizando la técnica de Dalmau,
que consiste en tomar con una aguja de inoculacion las colonias a probar, se realizaron dos
estrias aproximadamente de 1,5 cm de longitud separadas de 1 cm, sin excavar el medio de
cultivo. Posteriormente, se cubri6 el preparado con una laminilla cubreobjetos, previamente
flameada y enfriada. Tal cual esta descrito y estandarizado en el manual de procedimientos
técnicos del servicio de microbiologia ya mencionado. Finalmente, fueron incubados en

atmosfera aerdbica a 25 °C por un periodo de hasta 72 horas.

Para la recoleccion de los datos, se utiliz6 la ayuda de un microscopio optico utilizando
el lente que proporcionara un aumento de 40x, en donde se observaron diariamente las
caracteristicas morfologicas presentes de cada cepa de levadura. Dicha caracteristica
morfologica permitid diferenciar e identificar el tipo de especie de levadura del género
Candida. Se anot6 y recopil6 la informacion obtenida en la ficha de recoleccion de datos que

se adjunta en el apartado de anexos del presente protocolo.
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Para el analisis de los resultados, se cred una base de datos para el procesamiento de los
resultados obtenidos. Previamente, se realizo una limpieza de datos en el programa Microsoft
Excel. Posteriormente, se realizd un control de calidad para buscar datos no plausibles o
incompletos, lo que permitio resolver estas inconsistencias con una nueva verificacion de las
fichas para las correcciones respectivas; todo dato no encontrado o validado, fue considerado

un valor perdido (missing value).

Identificacion de sesgos y limitaciones

- Existié la posibilidad de que haya errores en el registro de informacion durante el
proceso de doble digitacion en la base de datos. Por lo que, el investigador realizoé un proceso
de limpieza de bases de datos con el que se podra identificar errores durante el vaciado de

datos.

- Existié la posibilidad de que haya un sesgo de informacion al momento de la
identificacion de las estructuras morfologicas de las levaduras de los medios de cultivo
estudiados. Sin embargo, el observador cont6 con el apoyo de un profesional experto en la

especialidad para su revision y acompafiamiento, durante este proceso de identificacion.

3.7. Analisis de datos

Se utilizo6 el software SPSS version 28.0.1, se trabajo con un nivel de confianza de un

95% y se considero significativo a los valores p<0,05.

Analisis descriptivo

Para el analisis de las variables categoricas se presentaron frecuencias absolutas y

relativas utilizando tablas simples y contingencia, ademés de graficos de barras. No fue
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necesario realizar un andlisis de la normalidad debido a que no se cuentan con variables

numéricas.

Analisis bivariado

Para las variables categoricas se utilizaron las pruebas de Chi-cuadrado de
independencia o la prueba exacta de Fischer dependiendo del cumplimiento de los supuestos
de frecuencias esperadas de la regla de Cochrane. Para la comparacion de diferentes momentos

en el tiempo para el mismo agar, se utilizo la prueba de Q-Cochrane.

3.8. Consideraciones éticas

El presente trabajo fue sometido para su aprobacion por el comité de ética del Instituto
Nacional de Salud del nifio. No ameritd consentimientos informados ya que no se trabaj6 con
sujetos humanos, por lo tanto, no aplico algin riesgo de confidencialidad y/o respeto de seres

humanos en la investigacion.
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Iv. Resultados

En primer lugar, se presentan los resultados descriptivos generales para ambos medios
de cultivo por cada intervalo de tiempo, estos fueron obtenidos en base a, numero de cepas que
fue posible identificar para cada periodo de tiempo indicado, segun las caracteristicas
morfoldgicas consideradas en la determinacion de especies de Candida. En este sentido se
observo que a las 24 horas se pudo identificar el 19,41% de las cepas utilizando agar harina de
maiz +TWEEN 80 como medio de cultivo y el 43, 53% de cepas con agar arroz. Asimismo, a
las 48 horas se pudo identificar el 72,94% con agar harina de maiz y el 75,29% con agar arroz
y, finalmente, luego de 72 horas, se logro identificar 169 cepas de un total de 170 (99,41%)
utilizando el agar harina de maiz + TWEEN 80 como medio de cultivo y el 90,58% del total
de cepas utilizando agar arroz. Estos hallazgos sirven para consolidar lo propuesto por el
objetivo general, en donde se busca comparar tanto las caracteristicas morfologicas, como el

tiempo de produccion en ambos medios de diferenciacion.

Lo descrito, se resume en la siguiente tabla:

Tabla 3

Numero de cepas identificadas por intervalo de tiempo para cada medio de cultivo

Medio de Agar harina de maiz + Agar arroz
cultivo TWEEN 80
Tiempo Recuento Porcentaje Recuento Porcentaje
24 horas 33 19,41% 74 43,53%
48 horas 124 72,94% 128 75,29%
72 horas 169 99,41% 154 90,58%
Total de 170 100% 170 100%

cepas
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Por otra parte, los siguientes hallazgos muestran una comparacion descriptiva de las
caracteristicas morfologicas y el tiempo de produccion entre el agar arroz y el agar harina de
maiz + Tween 80 como medios de diferenciacion para levaduras del género Candida,
profundizando en las caracteristicas morfologicas para cada especie, resultados que, de igual
forma, respaldan al objetivo general planteado. En consecuencia, se observo las caracteristicas
morfolégicas producidas por las diferentes cepas de C. albicans segin el tiempo trascurrido
para cada medio de cultivo; de manera que, de un total de 64 cepas de C. albicans, a las 24
horas se obtuvo que 54 cepas (84,38%) produjeron clamidosporas en el medio de cultivo agar
arroz y solo 24 cepas (37,5%) en el medio agar harina de maiz + TWEEN 80. Asimismo, a las
24 horas, 63 cepas (98,4375%) produjeron hifas en el medio agar arroz 'y 57 cepas (89,0625%)
en el medio agar harina de maiz + TWEEN 80. De igual manera, se observa que, a las 48 horas,
en el medio de cultivo agar arroz, el 100% de las cepas de C. albicans ya habian generado las
blastosporas, mientras que en el medio agar harina de maiz + TWEEN 80, solo 62 cepas
(96,875%) habian producido estas estructuras. Finalmente, se evidencia que, a las 72 horas, el
100% de las cepas de C. albicans habian producido todas las caracteristicas morfologicas
evaluadas (clamidosporas, hifas, pseudohifas y blastosporas) para el medio de cultivo agar

harina de maiz + TWEEN &0.

Lo mencionado se muestra en la siguiente tabla:
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Caracteristicas morfologicas y el tiempo de produccion entre el agar arroz y el agar
harina de maiz + Tween 80 como medios de diferenciacion de Candida albicans

Candida albicans

Caracteltlspca Clamidosporas Hifas Pseudohifas Blastosporas
morfologica
Agar
. harina de Agar harina Agar harina Agar harina
Medio de . . p p
cultivo Agar arroz maiz + Agararroz  demaiz+  Agararroz  demaiz+  Agararroz  de maiz +
TWEEN TWEEN 80 TWEEN 80 TWEEN 80
80
Frecuencia/ Frecuencia Frecuencia  Frecuencia  Frecuencia  Frecuencia Frecuencia Frecuencia
Tiempo Porcentaje  Porcentaje  Porcentaje = Porcentaje = Porcentaje  Porcentaje  Porcentaje  Porcentaje
(%) (%0) (%) (%) (o) (%) (%) (o)
24 horas 54 24 63 57 63 63 60 41
(84,38%) (37,5%)  (98,4375%) (89,0625%) (98,4375%) (98,4375%) (93,75%) (64,0625%)
48 horas 62 54 63 63 63 63 64 62
(96,88%)  (84,375%) (98,4375%) (98,4375%) (98,4375%) (98,4375%)  (100%) (96,875%)
72 horas 62 64 63 64 63 64 64 64
(96,88%) (100%)  (98,4375%) (100%) (98,4375%) (100%) (100%) (100%)

Por otro lado, en el caso de las cepas de Candida glabrata, se observo que la unica

caracteristica morfolégica generada en las cepas de C. glabrata fueron las blastosporas; de

manera que, para ambos medios de cultivo, tanto para el agar arroz como para el agar harina

de maiz + TWEEN 80, el 100% de las cepas en cuestion produjeron blastosporas desde las

primeras 24 horas y esta Unica caracteristica se mantuvo para los dos siguientes horarios

evaluados; tanto para las 48 horas como para las 72 horas del cultivo.

Tabla 5

Caracteristicas morfologicas y el tiempo de produccion entre el agar arroz y el agar
harina de maiz + Tween 80 como medios de diferenciacion de Candida glabrata

Candida glabrata
Caracteristica morfologica Blastosporas

Medio de cultivo Agar arroz Agarr}lilxl}igélc\llegrgaiz *

Tiempo Frecuencia Porcentaje Frecuencia Porcentaje
(%) (%)

24 horas 6 (100%) 6 (100%)
48 horas 6 (100%) 6 (100%)
72 horas 6 (100%) 6 (100%)
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En el caso de C. parapsilosis se observaron las caracteristicas morfologicas producidas por las
diferentes cepas de segun el tiempo trascurrido para cada medio de cultivo; de manera que, de un total
de 41 cepas de C. parapsilosis, a las 24 horas se obtuvo que 28 cepas (68,2927%) produjeron hifas en
el medio de cultivo agar arroz y solo 14 cepas (34,1463%) en el medio agar harina de maiz + TWEEN
80. Asimismo, a las 24 horas, 38 cepas (92,683%) produjeron pseudohifas en el medio agar arroz y 37
cepas (90,2439%) en el medio agar harina de maiz + TWEEN 80. De igual manera, se observa que, a
las 48 horas, en el medio de cultivo agar harina de maiz + TWEEN 80, el 100% de las cepas de C.
parapsilosis ya habian generado las pseudohifas, mientras que en el medio agar arroz, 38 cepas
(92,683%) habian producido estas estructuras. Finalmente, se evidencia que, a las 72 horas, el 100% de
las cepas de C. parapsilosis habian producido las caracteristicas morfologicas de hifas y pseudohifas
para el medio de cultivo agar harina de maiz + TWEEN 80. Cabe resaltar, que para el medio agar arroz,
desde las primeras 24 horas se evidencio la presencia de clamidosporas, aunque en una cantidad minima

de cepas (2,439%), evento que no se observo con el agar harina de maiz.

Tabla 6

Caracteristicas morfologicas y el tiempo de produccion entre el agar arroz y el agar

harina de maiz + Tween 80 como medios de diferenciacion de Candida parapsilosis

Candida parapsilosis
Caracterrlsgca Clamidosporas Hifas Pseudohifas Blastosporas
morfologica
Agar
. harina de Agar harina Agar harina Agar harina
Medio de . . . .
cultivo Agar arroz maiz + Agararroz  demaiz+  Agararroz  demaiz+  Agararroz  de maiz +
TWEEN TWEEN 80 TWEEN 80 TWEEN 80
80
Frecuencia/ Frecuencia Frecuencia  Frecuencia Frecuencia Frecuencia  Frecuencia  Frecuencia
Tiempo Porcentaje  Porcentaje  Porcentaje = Porcentaje  Porcentaje  Porcentaje = Porcentaje  Porcentaje
(%) (%) (%) (%) (%0) (%) (o) (o)
24 horas 1 28 14 38 37 11 8
(2,439%) (68,2927%) (34,1463%) (92,683%) (90,2439%) (26,829%) (19,5121%)
48 horas 1 37 37 38 41 22 21
(2,439%) (90,2439%)  (90,2439%) (92,683%) (100%) (53,6585%) (51,2195%)
79 horas 2 38 41 40 41 39 40
(4,878%) (92,683%) (100%) (97,561%) (100%) (95,1219%)  (97,561%)
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Asimismo, para la evaluacion de cepas de C. tropicalis se observaron las caracteristicas
morfologicas producidas por las diferentes cepas segun el tiempo trascurrido para cada medio
de cultivo; de manera que, de un total de 59 cepas de C. tropicalis, a las 24 horas se obtuvo que
34 cepas (57,627%) produjeron hifas en el medio de cultivo agar arroz y 33 cepas (55,9322%)
en el medio agar harina de maiz + TWEEN 80. Asimismo, a las 24 horas, 58 cepas (98,305%)
produjeron pseudohifas tanto en el medio agar arroz como en el medio agar harina de maiz +
TWEEN 80. De igual manera, se observo que, a las 48 horas, en el medio de cultivo agar harina
de maiz + TWEEN 80, el 100% de las cepas de C. tropicalis ya habian generado las
pseudohifas, al igual que en el medio agar arroz, en el cual; ademads, el 100% de las cepas
habian producido hifas. Finalmente, se evidencid que, a las 72 horas, el 100% de las cepas de
C. tropicalis habian producido las caracteristicas morfologicas de hifas, pseudohifas y
blastosporas para el medio de cultivo agar harina de maiz + TWEEN 80 y el 100% de las cepas
habian producido hifas y pseudohifas para el medio agar arroz. Cabe resaltar, que para el medio
agar arroz, desde las primeras 24 horas se evidencio la presencia de clamidosporas, aunque en

una cantidad minima de cepas (5,085%), evento que no se observo con el agar harina de maiz.

Lo mencionado, se resume en la siguiente tabla presentada:
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Caracteristicas morfologicas y el tiempo de produccion entre el agar arroz y el agar

harina de maiz + Tween 80 como medios de diferenciacion de Candida tropicalis

Candida tropicalis

Caracteristica
morfologica

Medio de
cultivo

Tiempo

24 horas
48 horas

72 horas

Clamidosporas
Agar
harina de
Agar arroz maiz +
TWEEN
80
Frecuencia/ Frecuencia
Porcentaje  Porcentaje
(%) (%)
3

(5,085%)
7
(11,86%)
7

(11,86%)

Hifas

Agar arroz

Frecuencia
Porcentaje
(%)

34
(57,627%)
59
(100%)
59
(100%)

Agar harina
de maiz +
TWEEN 80

Frecuencia
Porcentaje
(%)

33
(55,9322%)
58
(98,305%)
59
(100%)

Pseudohifas
Agar
harina de
Agar arroz maiz +
TWEEN
80
Frecuencia Frecuencia
Porcentaje  Porcentaje
(%0) (%0)

58 58
(98,305%)  (98,305%)
59 59
(100%) (100%)
59 59
(100%) (100%)

Blastosporas
Agar
harina de
Agar arroz maiz +
TWEEN
80
Frecuencia  Frecuencia
Porcentaje  Porcentaje
(%) (%)

33 13
(55,932%)  (22,033%)
48 45
(81,3559%) (76,271%)
58 59

(98,305%)

(100%)

Todos los hallazgos presentados hasta ahora son netamente descriptivos, ya que se presentan

porcentajes de la produccion de estructuras morfoldgicas para cada caso de las respectivas

especies de Candida mencionadas y apoyan la resolucion del objetivo general del estudio; sin

embargo, el andlisis estadistico bivariado, se realizd en base a la prueba de Chi cuadrado para

comparar las diferencias significativas entre los dos agares como medio de diferenciacion de

las levaduras del género Candida, de acuerdo a la produccion de estructuras, de manera que,

se evalud el nimero de cepas identificadas con cada agar pasado el tiempo total de evaluacion;

es decir, luego de las 72 horas. De esta forma, se plantearon las siguientes hipotesis estadisticas:

Ho: No existen diferencias significativas entre el agar arroz y el agar harina de

maiz + Tween 80 como medios de diferenciacion para levaduras del género Candida.

Hi: Si existen diferencias significativas entre el agar arroz y el agar harina de

maiz + Tween 80 como medios de diferenciacion para levaduras del género Candida.
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Frente a ello, se realizd la prueba de chi cuadrado, con la cual, se obtuvo que el
valor de significancia de Chi- cuadrado es menor a 0,05; por lo tanto, se rechaza la
hipdtesis nula y se concluye que si existen diferencias significativas entre el agar arroz
y el agar harina de maiz + Tween 80 como medios de diferenciacion para levaduras del
género Candida.

Tabla 8

Prueba de chi- cuadrado de independencia

Pruebas de chi-cuadrado

Valor df Significacion
asintotica
(bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 747,430° 9 ,000
Razo6n de verosimilitud 765,001 9 ,000
Asociacion lineal por lineal 281,289 1 ,000
N de casos validos 510

a. | casillas (6,3%) han esperado un recuento menor que 5. El recuento minimo esperado
es 4,79.

Asimismo, en relacion a la comparacion del tiempo de produccion de estructuras
morfologicas de las levaduras entre agar arroz y el agar harina de maiz + Tween 80, se planted
el estadistico Q de Cochran, con el que se evaluaron las siguientes hipotesis estadisticas,

primero para el agar harina de maiz + Tween 80.

Ho: No existen diferencias significativas entre los diferentes momentos en el tiempo

para el agar harina de maiz + Tween 80.
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Hi': Si existen diferencias significativas entre los diferentes momentos en el
tiempo para el agar harina de maiz + Tween 80.

Con esta, se encontrd que el valor de significancia de la prueba Q- Cochrane es
menor a 0,05; por lo tanto, se rechaza la hipotesis nula y se concluye que si existen
diferencias significativas entre los diferentes momentos de tiempo evaluados (24 horas,
48 horas y 72 horas) para el agar harina de maiz + Tween 80 como medios de
diferenciacion para levaduras del género Candida.

Tabla 9

Prueba de Q-Cochrane para la comparacion de diferentes momentos en el tiempo para

el agar harina de maiz + Tween 80

Estadisticos de prueba

N 170
Q de Cochran 211,779°
gl 2
Sig. asintética ,000

a. 0 se trata como un éxito.

De igual manera, para el agar arroz, se plante6 la comparacion de las
evaluaciones para cada uno de los intervalos de tiempo, de acuerdo a las cepas
identificadas en cada periodo, por lo que se plantearon las hipotesis:

Ho: No existen diferencias significativas entre los diferentes momentos para el
tiempo en el agar arroz.

Hi2: Si existen diferencias significativas entre los diferentes momentos para el

tiempo en el agar arroz.
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Con ello, se obtuvo que el valor de significancia de la prueba Q- Cochrane es
menor a 0,05; por lo tanto, se rechaza la hipotesis nula y se concluye que si existen
diferencias significativas entre los diferentes momentos de tiempo (24 horas, 48 horas
y 72 horas) para el agar arroz como medios de diferenciacion para levaduras del género
Candida.

Tabla 10

Prueba de Q-Cochrane para la comparacion de diferentes momentos en el tiempo para

el agar arroz

Estadisticos de prueba

N 170
Q de Cochran 120,386%
gl 2
Sig. asintdtica ,000

a. 1 se trata como un éxito.

Por otra parte, para el primer objetivo especifico de identificar las caracteristicas
morfologicas de las levaduras del género Candida en agar harina de maiz + tween 80 como
medio de cultivo, se presentan los siguientes hallazgos; se considerd las caracteristicas
morfologicas desarrolladas por las diferentes cepas de cada especie del género Candida
utilizando agar harina de maiz + TWEEN 80 como medio de cultivo al finalizar el ensayo, es
decir, pasadas las 72 horas. Se observd que, la especie C. albicans presentd todas las
estructuras: clamidosporas, hifas, pseudohifas y blastosporas en todas las cepas evaluadas;
mientras que, C. glabrata solo desarrolld blastosporas en todas sus cepas. Por otra parte, C.
parapsilosis present6 hifas, pseudohifas y blastosporas, las dos primeras en la totalidad de las

cepas evaluadas y las blastosporas en 40 cepas de un total de 41. Asimismo, para C. tropicalis,
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se desarrollaron las caracteristicas morfoldgicas de hifas, pseudohifas y blastosporas en todas

las cepas de esta especie.

Figura 1

Caracteristicas morfologicas por especie en agar harina de maiz + TWEEN 80

64 59
40
6

Candida albicans Candida glabrata  Candida parapsilosis ~ Candida tropicalis
Especie

70

N° de cepas
[ [\ (O8] B W [N
S (e (e S S S

(=]

® Clamidiosporas ™ Hifas ™ Pseudohifas Blastosporas

Asimismo, para el segundo objetivo especifico de identificar las caracteristicas
morfoldgicas de las levaduras del género Candida en agar arroz como medio de cultivo, se
obtuvo las caracteristicas morfoldgicas desarrolladas por las diferentes cepas de cada especie
del género Candida utilizando agar arroz como medio de cultivo al finalizar el ensayo, es decir,
pasadas las 72 horas. Se encontrd que, la especie C. albicans presentd todas las estructuras:
clamidosporas, hifas, pseudohifas y blastosporas en 62, 63, 63 y 64 cepas respectivamente de
un total de 64 cepas evaluadas para esta especie; mientras que, C. glabrata solo desarrollo
blastosporas en todas sus cepas. Por otra parte, C. parapsilosis presentd hifas, pseudohifas y
blastosporas, en 38, 40 y 39 cepas de un total de 41 cepas; ademads, present6 clamidosporas en

2 cepas. Asimismo, para C. tropicalis, se desarrollaron las caracteristicas morfologicas de hifas,
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pseudohifas en todas las cepas de esta especie, ademas de blastosporas en 58 cepas de un total

de 59 y clamidosporas solo en 7 cepas.
Lo descrito se muestra en la siguiente figura de barras:

Figura 2

Caracteristicas morfologicas por especie en agar arroz
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Por otra parte, en cuanto al tercer objetivo especifico de medir el tiempo de produccion
de estructuras morfologicas de las levaduras del género Candida en agar harina de maiz +
TWEEN 80 como medio de cultivo, se obtuvo el tiempo en el cual se produjeron las estructuras
morfologicas para cada especie del género Candida evaluada en el medio agar harina de maiz
+ TWEEN 80. Se consider6 el tiempo en el cual la totalidad de las cepas o el mayor numero
de estas mostraron las respectivas caracteristicas morfoldgicas. De manera que, las estructuras
morfoldgicas de C. albicans tuvieron un tiempo de 72 horas para la produccion de todas sus
estructuras morfologicas; por su parte, C. glabrata, que solo presenta blastosporas, manifesto
dichas estructuras desde las primeras 24 horas. Por otra parte, C. parapsilosis demor6 72 horas

para la produccion de hifas y blastosporas y 48 horas para la produccién de pseudohifas. De
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igual manera, C. tropicalis tard6 72 horas para la produccion de hifas y blastosporas y 48 horas
para la produccion de pseudohifas. Lo cual se puede apreciar de manera resumida en la

siguiente figura:

Figura 3

Tiempo de produccion de estructuras morfologicas de las levaduras del género
Candida en agar harina de maiz + tween 80
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Finalmente, en cuanto al cuarto objetivo especifico que busca medir el tiempo de
produccion de estructuras morfoldgicas de las levaduras del género Candida en agar arroz
como medio de cultivo, se obtuvo el tiempo en el cual se produjeron las estructuras
morfologicas para cada especie del género Candida evaluada en el medio agar arroz. De
manera que, las estructuras morfolégicas de C. albicans, hifas y pseudohifas tuvieron un
tiempo de 24 horas para su produccion y las clamidosporas y blastosporas un tiempo de 48
horas; por su parte, C. glabrata, que solo presenta blastosporas, manifestd dichas estructuras
desde las primeras 24 horas. Por otra parte, C. parapsilosis demoro6 72 horas para la produccion
de todas sus estructuras morfologicas. Asimismo, C. tropicalis tardd6 72 horas para la

produccion de blastosporas y 48 horas para la produccion de hifas y pseudohifas.
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Lo mencionado, es detallado en la figura presentada a continuacion:

Figura 4

Tiempo de produccion de estructuras morfologicas de las levaduras del género
Candida en agar arroz
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V. Discusion de resultados

De acuerdo a lo planteado por el objetivo general del estudio, los resultados encontrados
determinaron que, tanto el medio de cultivo agar arroz como el agar harina de maiz + tween 80
fueron efectivos para la identificacion de especies del género Candida; sin embargo, de manera
general se puede distinguir una mayor cantidad de cepas identificadas con el agar harina de
maiz + Tween 80, aunque el agar arroz permitio la identificaciéon de cepas en un menor
intervalo de tiempo. Esto se debe, probablemente a que el principal componente del maiz es el
almidon, que representa alrededor del 70 % del peso del grano, mientras que el almidon de
arroz oscila entre el 85 y el 90 % del peso seco del arroz, Candida spp. utilizan el contenido
nutricional en los medios de agar harina de maiz y los medios de agar de arroz para crecer y
desarrollarse mediante la fermentacion del almidon que se encuentra en estos medios
(Rachmawati, 2020).

Ademads, igualmente, en relacion al objetivo general que busca comparar las
caracteristicas morfolégicas y el tiempo de produccion entre agar arroz y el agar harina de maiz
+ Tween 80 como medios de diferenciacion para levaduras del género Candida, se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre un agar y otro; estos resultados difieren con lo
hallado por Rachmawati et al. (2022), quienes concluyeron que no hay diferencias
significativas en las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de Candida albicans en los
medios de agar harina de maiz confeccionado, agar arroz, por lo que puede decirse que los
medios estudiados son sensibles como medios alternativos para la identificacion de Candida
albicans. No obstante, se debe tener en cuenta que la mencionada investigacion solo evalud la
sensibilidad de estos medios de cultivo para la identificacion de cepas de Candida albicans,
mientras que el presente estudio abarca hasta 4 especies diferentes de levaduras del género

Candida, por lo que fue posible identificar diferencias.
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Asimismo, en cuanto al primer objetivo especifico, que propone identificar las
caracteristicas morfologicas de las levaduras del género Candida en agar harina de maiz +
tween 80 como medio de cultivo, los resultados presentados indican que el 99,41% de las cepas
de especies de Candida pudieron ser identificadas en el medio agar harina de maiz + TWEEN
80 a las 72 horas y el 95,29% de las cepas pudieron ser identificadas en el medio agar arroz a
las 72 horas; resultados que coinciden parcialmente con la evidencia reportada por Joshi et al.
(1993), quienes en un estudio comparativo para la identificacion de 32 cepas conocidas de
especies de Candida sobre la base de la morfologia en agar de extracto de arroz y agar de harina
de maiz con y sin Tween 80 se reveld que cuando se incorpora Tween 80 en los medios, la
identificacion es posible en un 96,8 % de la especie dentro de las 48 horas en agar extracto de
arroz y para el 90,6% de las especies en agar glucosa. A diferencia de la presente investigacion,
en donde a las 48 horas solo se pudo identificar un 72,94% en el medio agar harina de maiz +
tween 80y 79, 41% en el agar arroz. Si bien en el estudio de Joshi et al. (1993) se requirié un
menor tiempo para la identificacion de las cepas, se debe considerar que el tamafio muestral
fue mucho menor (32 cepas) al utilizado en el presente estudio (170 cepas).

Por otra parte, en cuanto al segundo objetivo especifico, que plantea identificar las
caracteristicas morfologicas de las levaduras del género Candida en agar arroz como medio de
cultivo, en relacion a la produccion de estructuras morfoldgicas, los resultados encontrados
mostraron una mayor produccion de clamidosporas para C. albicans en el medio agar harina
de maiz, a diferencia de lo hallado en el estudio de Joshi et al. (1993), el cual encontr6 que las
clamidosporas se produjeron mas en agar de extracto de arroz que en agar harina de maiz. No
obstante, es importante mencionar que, para el medio agar arroz, se observé la formacion de
clamidosporas tanto en C. parapsilosis como en C. tropicalis; segun la literatura, esto podria
deberse debido a condiciones desfavorables como un cultivo carente de oxigeno, lo cual puede

estimular la produccion de estas estructuras (Wanger et al., 2017). Ademas, es importante
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mencionar que este hecho también se evidencio en estudios como el de Walker y Huppert
(1960), quienes sefialaron no solo todos los cultivos de C. albicans produjeron abundantes
clamidosporas en agar Tween de harina de maiz y en agar Tween de arroz, sino que también
lo hicieron en algunos cultivos de C. tropicalis; sin embargo, el presente ensayo no adiciono
Tween 80 en el agar arroz como se hizo en la mencionada investigacion, por lo que no coincide
la técnica utilizada.

Finalmente, otra caracteristica observada fue que, en el tiempo de produccion de
clamidosporas para C. albicans, lo cual se aborda en el tercer y cuarto objetivo especifico, los
cuales buscan medir el tiempo de produccidon de estructuras en ambos agares, los resultados
muestran que se dio con mayor velocidad en el medio agar arroz, ya que desde las primeras 24
horas, el 84,34% de las cepas ya presentabas dichas estructuras morfolégicasy en el agar harina
de maiz + TWEEN 80 solo el 37,5% de las cepas las produjeron. Esto difiere de lo reportado
por diversos estudios, tales como el de Gupta et al. (2019), quienes concluyeron que el uso de
agar de harina de maiz con 1 por ciento de Tween 80 da los mejores resultados para la
produccion rapida y cuantitativamente mayor de clamidosporas de C. albicans. De igual
manera, en su investigacion Walker y Huppert (1960), demostraron que el agar harina de maiz
+Tween 80 era superior a los otros medios para la produccion del crecimiento micelial
caracteristico en C. albicans en un menor tiempo; ello debido a la adicién de tween 80 a medios
mixtos de agar de maiz, lo cual estimula la formacion de clamidosporas debido a su contenido

de acido oleico.
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VI Conclusiones

6.1 En cuanto al objetivo general, que buscd comparar las caracteristicas morfologicas y el
tiempo de produccién entre agar arroz y el agar harina de maiz + Tween 80 como medios
de diferenciacion para levaduras del género Candida, los resultados indican que si existen
diferencias estadisticamente significativas entre el agar arroz y el agar harina de maiz +
Tween 80 como medios de diferenciacion para levaduras del género Candida. Ademas, el
99.,41% del total de las cepas pudieron identificarse con agar harina de maiz + Tween a las
72 horas; mientras que, con el agar arroz se identifico al 90,58% de las cepas.

6.2 En lo que respecta al primer objetivo especifico, las caracteristicas morfologicas de las
levaduras del género Candida en agar harina de maiz + tween 80 como medio de cultivo
identificadas fueron, para C. albicans present6 todas las estructuras en todas las cepas
evaluadas; mientras que, C. glabrata solo desarrolld blastosporas en todas sus cepas; C.
parapsilosis presentd hifas, pseudohifas y blastosporas y, en C. tropicalis, se desarrollaron
las caracteristicas morfoldgicas de hifas, pseudohifas y blastosporas en todas las cepas de
esta especie.

6.3 En relacion al segundo objetivo especifico, las caracteristicas morfologicas de las levaduras
del género Candida en agar arroz como medio de cultivo identificadas fueron, en C.
albicans presentd todas las estructuras, pero no en la totalidad de las cepas evaluadas para
esta especie; C. glabrata solo desarrolld blastosporas en todas sus cepas; C. parapsilosis
presento hifas, pseudohifas y blastosporas pero no en todas sus cepas; ademads, presentd
clamidosporas en 2 cepas; C. tropicalis, desarroll6 hifas, pseudohifas en todas las cepas de
esta especie, blastosporas en casi todas sus cepas y clamidosporas solo en 7 cepas.

6.4 En relacion al tercer objetivo especifico, se obtuvo que el tiempo de produccion de
estructuras morfologicas de las levaduras del género Candida en agar harina de maiz +

tween 80 como medio de cultivo fue de 72 horas para todas las estructuras de C. albicans;



68

24 horas para blasposporas en C. glabrata; 72 horas en blastosporas e hifas y 24 horas en
pseudohifas en C. parapsilosis y 72 horas en blastosporas e hifas y 24 horas en pseudohifas
en C. tropicalis.

6.5 Finalmente, segtin el cuarto objetivo especifico, los resultados revelaron que el tiempo de
produccion de estructuras morfologicas de las levaduras del género Candida en agar arroz
como medio de cultivo fue de 24 horas para hifas y pseudohifas y 72 horas para blastosporas
y clamidiosporas en C. albicans; 24 horas para blasposporas en C. glabrata; 72 horas en
blastosporas, hifas y pseudohifas en C. parapsilosis y 48 horas en hifas y pseudohifas y 72

horas en blastosporas en C. tropicalis.
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VII. Recomendaciones

7.1 En base a los resultados derivados del objetivo principal, se recomienda promover el uso
tanto del agar harina de maiz + Tween 80 como el agar arroz como medios de diferenciacion
para levaduras del género Candida, para identificar y diferenciar cepas de Candida en
futuras investigaciones.

7.2 Para el primer objetivo especifico relacionado con las caracteristicas morfologicas en agar
harina de maiz + Tween 80, se recomienda utilizar este medio de cultivo para la
identificacion de levaduras del género Candida, ya que permiti6 desarrollar todas las
estructuras en C. albicans, blastosporas en C. glabrata, hifas, pseudohifas y blastosporas
en C. parapsilosis, e hifas, pseudohifas y blastosporas en C. tropicalis.

7.3 En relacion al segundo objetivo especifico sobre las caracteristicas morfologicas en agar
arroz, se sugiere utilizar este medio de cultivo en casos especificos. En C. albicans, se
observaron todas las estructuras en algunas cepas, lo que indica que podria ser util para la
identificacion de algunas variantes de esta especie. Sin embargo, el agar harina de maiz +
Tween 80 sigue siendo preferible para la mayoria de las cepas de C. albicans y otras
especies.

7.4 Para el tercer objetivo especifico sobre el tiempo de produccion de estructuras morfologicas
en agar harina de maiz + Tween 80, se recomienda realizar la observacion a las 72 horas,
ya que todas las estructuras de C. albicans y C. parapsilosis, asi como las blastosporas,
hifas y pseudohifas de C. tropicalis, se desarrollaron en ese periodo.

7.5 En relacion al cuarto objetivo especifico sobre el tiempo de produccion de estructuras
morfologicas en agar arroz, se sugiere realizar la observacion a las 72 horas para garantizar
la identificacion adecuada de blastosporas en C. albicans, blastosporas e hifas en C.

parapsilosis, y blastosporas en C. tropicalis. Sin embargo, para la deteccion temprana de
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hifas y pseudohifas en C. albicans, e hifas y pseudohifas en C. tropicalis, se recomienda

realizar la observacion a las 24 horas.
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IX. Anexos

Anexo A: Ficha de evaluacion con Agar Harina de Maiz + Tween 80

AGAR HARINA DE MAIZ + TWEEN 80 - TECNICA DE DALMAU Cod
HORAS: 24HORAS [_|  48HORAS [ ] 72HORAS || FECHA :
ESTRUCTURAS MOROFOLOGICAS
IDENTIFICACION DE ESPECIE
CLAMIDOSPORAS HIFAS PSEUDOHIFAS | BLASTOSPORAS
sl [ NOo | st | NO | si [ NO | sl | NO
CEPAN®:
sl [ NOo | st | NO | si | NO| sl | NO
CEPAN®:
sl [ NOo | st | NO | si [ NO | sl | NO
CEPAN®:
sl [ No | st | NO | st | NO| sl | NO
CEPAN®:
sl [ NOo | st | NO | si | NO| sl | NO
CEPAN®:
sl [ NOo | st | NO | st | NO | sl | NO
CEPAN®:
sl [ NOo | st | NO | st | NO| sl | NO
CEPAN®:
sl [ NOo | st | NO | st | NO| sl | NO
CEPAN®:
I | N I | N I | N I | N
CEPAN - s ol s ol s ol s 0
CEPA NS sl [ NOo | st | NO | st [ NO| sl | NO
CEPA NS st [ NO | st | NO | S | NO| s | NO
I | N I | N I | N I | N
CEPAN® s ol s ol s ol s o
sl [ NOo | st | NO | st | NO| sl | NO
CEPAN®:
I | N I | N I | N I | N
CEPAN - s ol s ol s ol s o
sl [ NOo | st | NO | st [ NO| sl | NO
CEPAN®:
I | N I | N I | N I | N
CEPAN - s ol s ol s ol s o
CEPA NS sl [ No | st | NO | st | NO| sl | NO
sl [ NOo | st | NO | st | NO | sl | NO
CEPAN®:
CEPAN® - sl [ No | st | NO | st | NO| sl | NO
sl [ NOo | st | NO | st | NO| sl | NO
CEPAN®:
I | N I | N I | N I | N
CEPAN - s ol s ol s ol s o
. sl [ NOo | st | NO | st [ NO | sl | NO
CEPAN®:
st [ NOo | st | NO | st | NO| sl | NO
CEPAN®:
sl [ NOo | st | NO | si [ NO| sl | NO
CEPAN®:
sl | NOo | st | NO | st | NO| sl | NO
CEPAN®:
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Anexo B: Ficha de evaluacion con Agar Arroz

AGAR ARROZ - TECNICA DE DALMAU Cod
HORAS: 24HORAS [ |  48HORAS [ ] 72HORAS || FECHA :
ESTRUCTURAS MOROFOLOGICAS
IDENTIFICACION DE ESPECIE
CLAMIDOSPORAS HIFAS PSEUDOHIFAS BLASTOSPORAS
ss | Nno | st [ NO| st | NO | s | NO
CEPAN® :
ss | Nno | st [ NO| st | NO| s | NO
CEPAN® :
ss | No | st [ NO| st | NO | s | NO
CEPAN® :
I | N | N 1| N | N
CEPAN® s ol s ol s ol s o)
ss | Nno | st [ NO| st | NO | s | NO
CEPAN® :
ss | Nno | st [ NO| st | NO| s | NO
CEPAN® :
ss | Nno | st [ NO| st | NO| s | NO
CEPAN® :
ss | Nno | st [ NO| st | NO | s | NO
CEPAN®:
ss | Nno | st [ NO| st | NO| s | NO
CEPAN® :
CEPAN® - ss | Nno | st [ NO| st | NO | s | NO
CEPAN® - ss | No | st [ NO| st [ NO | s | NO
ss | Nno | st [ NO| st | NO| s | NO
CEPAN® :
ss | Nno | st [ NO| st | NO | s | NO
CEPAN® :
ss | Nno | st [ NO| st | NO| s | NO
CEPAN®:
I | N I | N | N 1| N
CEPAN® s ol s ol s ol s o)
ss | Nno | st [ NO| st | NO | s | NO
CEPAN®:
CEPAN® - ss [ NO| st | NO| s | NO| s | NO
ss | Nno | st [ NO| st | NO | s | NO
CEPAN°:
CEPAN® ss | Nno | st | NO| st | NO | s | NO
ss | Nno | st [ NO| st | NO | s | NO
CEPAN®:
ss | Nno | st | NO| st | NO | s | NO
CEPAN®:
ss | Nno | st [ NO| st | NO| s | NO
CEPAN®:
ss | Nno | st [ NO| st | NO | s | NO
CEPAN® :
I | N I | N I | N 1| N
CEPAN® s ol s ol s ol s o)
ss | Nno | st [ NO| st | NO| s | NO
CEPAN®:




Anexo C: Evidencias fotograficas

Imagen 1.

Preparacion del agar papa dextrosa.

(a) Pesado de 200gr de papa en una balanza; (b) infusion de papa; (c) esterilizado de la

infusion en la autoclave; (d) placas con medio agar papa dextrosa.
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Imagen 2.

Preparacion del agar arroz

(a) Pesado de 200gr de arroz no fortificado; (b) infusion de arroz; (c) filtrado de la

infusion; (d) placas con medio agar arroz.



92

Imagen 3.

Preparacion del agar harina der maiz + tween 80

(a) Pesado de 40gr de harina de maiz; (b) infusion de harina de maiz; (c) filtrado de la infusion;

(d) placas con medio agar harina de maiz + tween 80.
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Imagen 4.

Morfologia de levaduras del género Candida en agar harina de maiz + tween 80.

(a) C.albicans formacion de clamidosporas , hifas, pseudohifas y blastosporas. (b)

C.tropicalis formacion de hifas, pseudohifas y bastosporas. (c) C. parapsilosis
formacion de hifas, pseudohifas y blastosporas, (c) C. glabrata formacion de

blastosporas.



Imagen 5.

Morfologia de levaduras del género Candida en agar arroz.

(a) C.albicans formacion de clamidosporas , hifas, pseudohifas y blastosporas. (b)
C.tropicalis formacion de hifas, pseudohifas y bastosporas.
(c) C. parapsilosis formacion de hifas, pseudohifas y blastosporas,

(d) C. glabrata formacion de blastosporas.
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