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Resumen:

Las infecciones por levaduras del género Candida, son cada vez mas frecuentes,
particularmente cuando se presentan condiciones que inmunosuprimen al
paciente, como el Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), entre otros.
El objetivo fue describir la diferenciacion de Candida albicans de Candida

dubliniensis en agar tabaco, preparado con el tabaco de tres marcas de cigarros.

Metodologia: Se realizd la investigacion de tipo observacional, transversal,
descriptivo, a partir de dos cepas del Género Candida albicans y Candida
dubliniensis, aisladas y confirmadas por el Servicio de Microbiologia del Instituto
Nacional de Salud del Nifio - Brefia, las cuales fueron sembradas posteriormente
en el agar tabaco preparado con el tabaco de tres marcas de cigarros (Hamilton,
Premier y Pallmall) e incubadas a 96 horas a 28C°, en el servicio de microbiologia
del hospital de Huaycan.

Resultados: Se pudo observar las diferencias macroscépicas y microscopicas
entre candida albicans y candida dubliniensis a las 72 horas de haber sido
incubadas cumpliendo los objetivos esperados en la investigacion.
Conclusiones: EIl estudio permitié describir las diferencias especificas entre
Candida albicans y Candida dubliniensis, a través del agar tabaco, preparado con
el tabaco de los cigarros (Hamilton, Premier y Pallmall), nos da una buena

especificidad aproximadamente de un 100% como lo describen algunos autores.

Palabras claves: Candida albicans, Candida dubliniensis, agar tabaco.
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Summary:

Yeast infections of the genus Candida are currently becoming more frequent,
particularly when there are conditions that immunosuppress the patients, such as
Acquired Inmune Deficiency Syndrome (SIDA), among others. The objective was
to describe the differentiation of Candida albicans from Candida dubliniensis on

tobacco agar, prepared with tobacco from three brands of cigars.

Methodology: Observational, cross-sectional, descriptive research was carried
out from two strains of the Candida albicans and Candida dubliniensis isolated
genotypes and confirmed by the Microbiology Service of the National Institute of
Child Health - Brefia, which were later seeded in agar Tobacco prepared with
tobacco from three brands of cigars (Hamilton, Premier and Pallmall) and

incubated at 96 hours at 28C °, in the microbiology service of Huaycan Hospital.

Results: The macroscopic and microscopic differences between candida albicans
and candida dubliniensis were observed 72 hours after being incubated, fulfilling

the objectives expected in the investigation.

Conclusions: The study allowed to describe the specific differences between
Candida albicans and Candida dubliniensis, through tobacco agar, prepared with
the tobacco of the cigars (Hamilton, Premier and Pallmall), gives us a good

specificity of approximately 100% as described by some authors.

Key words: Candida albicans, Candida dubliniensis, tobacco agar.
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CAPITULO I: EL PROBLEMA
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1.1. PLANTAMIENTO DEL PROBLEMA

En las Ultimas décadas las infecciones producidas por hongos alcanzan
una importante amenaza para la salud de la poblacion, sobre todo en
pacientes con compromiso inmune, las enfermedades causadas por estas
levaduras incluyen infecciones superficiales y sistémicas que afectan a

diferentes 6rganos, que se asocian con altos niveles de morbimortalidad @

3,10,11,14,26)

La gran mayoria de infecciones fangicas son producidas por Candida
albicans, sin embargo, cabe destacar otras especies patdgenas

oportunistas comunes como Candida dubliniensis, etc. (2 -69.1214.15)

En 1995, se descubrié una nueva especie de Candida, que fue identificada
como Candida dubliniensis, el nombre de esta especie fue propuesta por
Sullivan y cols., en Dublin (Irflanda), este microorganismo fue inicialmente
aislado de la cavidad oral de pacientes infectados por VIH, en la década

de 1990. (7.:8,13,25,26,28)

Desde el primer caso descubierto de Candida dubliniensis se ha
identificado en muchas regiones a nivel mundial como Irlanda, Turquia,

Bélgica, Francia, Usa, Canada, Venezuela, Brasil, etc.

14



A pesar que Candida dubliniensis se aislo inicialmente de la cavidad oral,
hay estudios que demuestran su aislamiento de otras partes del cuerpo
como tracto respiratorio, sangre, vagina, orina, etc., tanto en pacientes
adultos y pediatricos VIH positivos como pacientes VIH negativos. ¢*-17:27.28)
Candida Dubliniensis ha llamado la atencion de los investigadores por
presentar caracteristicas fenotipicas y genotipicas muy similares a
Candida albicans.

Candida dubliniensis a diferencia de Candida albicans hace resistencia al
fluconazol, y este es el tratamiento de eleccion en la infeccion por Candida
spp, también presenta una mayor capacidad de adherencia a las células

de la mucosa oral. (¢:7:10-13.16.20)

Las similitudes entre estas dos especies dificultan su pronta diferenciacién
y pueden conducir a resultados erroneos ya que comparten caracteristicas
morfolégicas y bioquimicas similares. Ambas levaduras tienen la
capacidad de formar tubos germinativos y Clamidoconidios. Ademas de
presentar un color similar en algunos medios cromogénicos, las pruebas
precisas para diferenciar estas dos especies son las técnicas moleculares,

sin embargo, estas son sofisticadas, costosas y laboriosas (10.11-14.22.23,),

Existen diferentes métodos fenotipicos en la actualidad para diferenciar
Candida albicans y Candida dubliniensis tales como el Agar Sabouraud
dextrosa a 45°c, Agar Sabouraud Hipersalado NaCl al 65%, ausencia de
actividad lipdlica en el agar tween 80, capacidad de formar clamidoconidias

en el agar tabaco, agar pal’s, etc. (7:16.20.21,24)
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Por lo antes expuesto, el objetivo del estudio fue describir la diferenciacion
de Candida albicans de Candida dubliniensis en agar tabaco, preparado con el

tabaco de tres marcas de cigarros locales para comparar las caracteristicas
morfolégicas de estas dos levaduras, ya que pasan desapercibida en la
mayoria de casos por falta de una correcta identificacion, la preparacion de
este medio es sencilla, de bajo costo, comparado a otros medios

comerciales disponibles en los laboratorios de nuestro pais.

(15,16,20,21,24,29,30)

1.2. FORMULACION DEL PROBLEMA:

¢ Se podra evaluar las caracteristicas morfologicas en el agar tabaco
preparado con tres marcas de cigarros, para diferenciar Candida albicans

de Candida dubliniensis?

1.3. JUSTIFICACION

Existen diferentes métodos fenotipicos y genotipicos para aislar estas dos
especies, algunos con poca factibilidad de realizarse como pruebas de
rutina por su complejidad y costos elevados, ante ello, es imprescindible
evaluar nuevos medios sencillos y econdmicos para lograr la diferenciacion
de Candida albicans de Candida dubliniensis. Debido a su gran similitud
filogénicamente, se dificulta la adecuada identificacidén, resaltando que

Candida dubliniensis tiene la capacidad de generar rapidamente
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resistencia al fluconazol, originando asi las fallas en los tratamiento usados
para las infecciones causados por las diversas especies existentes, por lo
gue proponemos el uso del agar tabaco, preparado con el tabaco de tres
marcas de cigarros, siendo este medio sencillo, econdmico, reproducible y
asi establecer una significancia clinica y epidemiologica de estas dos
especies de patdbgenos oportunistas que no estan aislandose

correctamente.

1.4. OBJETIVO

1.4.1. OBJETIVO GENERAL

e Describir la diferenciacion de Candida albicans de Candida
dubliniensis en agar tabaco, preparado con el tabaco de tres

marcas de cigarros.

1.4.2. OBJETIVOS ESPECIFICO

e Determinar las caracteristicas macroscépicas y microscépicas
evaluadas en el agar tabaco preparado con el tabaco de tres
marcas de cigarros para diferenciar Candida albicans de
Candida dubliniensis.

e Indicar el tiempo de crecimiento para la evaluacion del agar
tabaco preparado con el tabaco de tres marcas de cigarros, para

diferenciar Candida albicans de Candida dubliniensis.
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CAPITULO II: MARCO TEORICO
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2.1. ANTECENDENTES

Segun los hallazgos internacionales revisados se encontré las siguientes

investigaciones relacionadas con el tema.

Harrison O et al. (2017), realizaron un estudio denominado “Phenotypic
and genotypic detection of Candida albicans and Candida dubliniensis
strains isolated from oral mucosa of AIDS pediatric patients”. El objetivo de
este estudio fue evaluar las levaduras asiladas de la mucosa oral de
pacientes pediatricos con SIDA que inicialmente se caracterizaron como
Candida albicans por el método fenotipico tradicional. Para diferenciar las
dos especies, se realizaron pruebas fenotipicas (pruebas de
termotolerancia, medios cromogénicos, agar Staib, agar de tabaco, medio
hipertonico que son indispensables para la identificacion de estas dos

especies. ¥

Camacho L et al. (2012), evaluaron diversos métodos fenotipicos para la
diferenciacion entre Candida dubliniensis y Candida albicans. El objetivo
de esta investigacion fue evaluar diversos métodos fenotipicos para la
diferenciacion entre Candida dubliniensis y Candida albicans. Los métodos
evaluados fueron: agar Sabouraud dextrosa a 45°C, agar Sabouraud con
NaCl al 6,5%, agar Tween 80, agar tabaco, agar Pal’'s, agar tomate-
zanahoria y aglutinacion con particulas de latex (Bichro-Dubli Fumouze®).

En este estudio se determind las técnicas mas confiables para realizar la
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diferenciacion fenotipica entre estas dos especies a través de agar tomate-

zanahoria, el agar Pal’s, el agar tabaco. (6)

» Muioz (2012), realizo en Chile, el trabajo que tuvo como objetivo
caracterizar molecularmente cepas de Candida dubliniensis aisladas de
muestras clinicas, para el desarrollo de este trabajo usaron 261 cepas
y emplearon para su identificacion técnicas fenotipicas y genotipicas,
concluyendo que el total de sus cepas analizadas corresponden a

Candida albicans. 12

> Bartoli M et al. (2011), realizaron un estudio denominado “Analisis de
meétodos fenotipicos para la diferenciacion de Candida dubliniensis Y
Candida albicans propuesta de una secuencia de identificacion”, el
objetivo del estudio fue usar diferentes métodos fenotipicos para
diferenciar ambas especies con la finalidad de determinar quién tiene
mejor relacién costo especificidad, enfatizando la capacidad de
formacion de clamidoconidias, a través de diferentes medios de cultivos
(agar tabaco , agar harina de maiz ,etc.). Se concluye que el medio agar
tabaco con tween 80 puede ser utilizado como medio de aislamiento

primario. 20

» Zia U etal. (2004), con la investigacion “Tobacco Agar, a New Medium
for Differentiating Candida dubliniensis from Candida albicans”, para la
preparacion del agar de tabaco, se utilizé el método descrito por

Tendolkar et al, que usa el tabaco procesado en lugar de hojas de



tabaco, usaron 30 aislamientos de Candida dubliniensis produciendo
colonias rugosas de color marron, formando abundantes clamidosporas
en las franjas de hifas periféricas después de 24 a 48 h de incubacion
a 28 °C. En este medio, los aislamientos de Candida albicans muestran
colonias de color blanco a crema sin franjas de hifas o clamidosporas.
Se concluye sobre las caracteristicas fenotipicas que desarrollaron
fueron bien diferenciadas por su color y la produccion abundante de
clamidosporas, siendo este agar tabaco, un medio simple para
diferenciar Candida albicans de Candida dubliniensis. con una alta

precision. 0

2.2. BASES TEORICAS:

Los hongos del género Candida fueron descritos por primera vez por
Christine Marie Berkhout en 1923. La clasificacion actual engloba al género
Candida dentro del reino Fungi, Phylum Ascomycota, Subphylum
Ascomycotina, clase Ascomycetes, orden Saccharomycetales y familia
Saccharomycetaceae.

El género Candida comprende méas de 200 especies de levaduras que
difieren por su capacidad de asimilar distintos compuestos, por la
composicion de los polisacaridos de la pared celular y por la capacidad de
presentar diferentes morfologias. Solamente un pequefio nimero de estas
especies son patégenas para los humanos, de hecho, el 65% de ellas son
incapaces de crecer a 37 °C, primer requisito necesario para el éxito de

cualquier organismo patégeno (2812.23),
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Las especies del género Candida forman parte de la microbiota normal en
aproximadamente el 50% de las personas, aunque los datos pueden variar
dependiendo de la poblacién estudiada. Candida es un comensal habitual
en la cavidad oral, en el aparato digestivo y en la vagina. La especie que
se aisla con mayor frecuencia es el género de Candida albicans,
constituyendo un 60-80% de los aislamientos en la cavidad oral y un 80-
90% de las secreciones vaginales, otros lugares anatémicos donde
también se aisla Candida albicans son las regiones humedas o dafiadas

de la piel y las uiias. (5:6:15.23.24.27)

2.2.1. Candida albicans:

Es un patégeno fungico en los humanos, por su importancia clinica y como
un modelo experimental para la investigacion cientifica, conocida por ser
un hongo oportunista en el entorno de cualquier organismo vivo, es un
modulador de pH en el biofilms y uno de sus habitats es la cavidad oral de

los seres humanos. ¢11.14)

Candida albicans coloniza de manera asintomatica diversas partes del
cuerpo, especificamente los tractos gastrointestinal y genitourinario de
personas sanas sin embargo, en individuos inmunocomprometidos es un
posible patdgeno oportunista, es capaz de causar infecciones superficiales
y sistémicas, es un microorganismo aerobio que se reproduce

asexualmente por gemacion; la transicion de levadura a hifa es importante
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para desarrollar su patogenicidad, las hifas se reproducen al invadir los
tejidos, existen numerosos estimulos ambientales que desencadenan o
bloguean su conversién; por ejemplo, en un pH bajo inferior a 6 este
microorganismo crece en la forma de levadura, mientras que en un pH alto

superior a 7 crece en forma de hifa. (11.12.14)

Candida albicans es una levadura ovalada o esférica de 3 — 8 x 2- 7 um
gue forma pseudohifas, eventualmente hifas verdaderas, presenta
clamidosporas terminales en las hifas, cuando son incubadas en sueros
humanos de dos a tres horas a 37°C para observarse los tubos
germinativos, las colonias tienen un color crema de consistencia humeda,
la mayoria de los aislados de candida albicans permanecen muy sensibles
a la gran mayoria de los antifangicos sistémicos utilizados en la clinica.

Candida albicans es un hongo polimérfico porque se puede presentar
como levadura o crecer como hongo filamentoso formando hifas

verdaderas.

» Levadura: son células redondeadas producidas por gemacion, se
encuentran fisicamente separadas de la célula madre después de
citocinesis. Durante la gemacién se forma un cuello entre célula
madre y célula hija a través del cual se lleva a cabo la division
nuclear.

» Pseudomicelio: se produce de una levadura o hifa por gemacion,

la célula hija permanece unida a la célula madre, se alarga en
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cadenas de células que muestran varios grados de elongacion y
pueden tener la forma de un rosario o la apariencia de un filamento.
» hifas verdaderas: se forman a partir de una levadura o como

ramificaciones de una hifa ya formada. 43

Fig. 1. Formas de crecimiento de Candida albicans: levadura(A),

hifas (B) y pseudohifas (C), micelios (D) @3

2.2.1.1. Factores de virulencia:

Los factores de virulencia de este patdgeno oportunista incluyen su
habilidad para sobrevivir como comensal, desarrollando factores efectivos
para colonizar los tejidos del huésped, estos varian dependiendo del tipo
de candida, sitio, estado de la infeccidon y la naturaleza de la respuesta del

huésped ©19),
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Estos factores de virulencia juegan un papel importante en cada etapa de

infeccion de Candida albicans, dividiéndose en cuatro etapas:

1. Colonizacién: participa la adhesion epitelial y adquisicion de
nutrientes por medio de la accion de adhesinas, enzimas
hidroliticas, formacion de hifas y cambio de fenotipo.

2. Infeccién superficial: en esta etapa es importante la
penetracion epitelial por medio de degradacién de proteinas del
hospedero, enzimas hidroliticas y formacion de hifas.

3. Infeccién profunda: participan la penetracion tisular, invasion
vascular y evasion inmune por medio de enzimas hidroliticas y
también la formacion de hifas.

4. Infecciéon diseminada: se realiza a través de la adherencia al
endotelio, infeccién de tejidos del hospedero, activacion del sistema

de coagulacion, enzimas hidroliticas, formacion de hifas

Infeccion Infeccion

profunda

Infeccion
superficial

Colonizacion . :
diseminada

Adhesion epitelial Penetracion Invasion vascular Adherencia al
Adquision de epitelial Evasién inmune endotelio
nutrientes por Degradacion de Enzimas Activacion del
enzimas proteinas por hidroliticas sistema de
hidroliticas, enzimas Formacién de coagulacién
formacién de hifas hidroliticas y hifas Adhesinas
y cambio de formacion de hifas Enzimas
fenotipo hidroliticas
Formacion de
hifas
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Fig. 2: Etapas de la infeccion por Candida albicans y los mecanismos

de virulencia que intervienen en cada etapa. 9

Otras de las caracteristicas de candida albicans que se relacionan con su

capacidad de patogenicidad son: (13

A. capacidad de adherencia: estan implicados mecanismos de
diferentes naturalezas, debida en gran manera a numerosas
manoproteinas de las células fangicas, la quitina y adhesinas tipo
fimbrias, unos establecen uniones de caracter fisico quimico que
acercan al patégeno a la superficie del hospedero, por ejemplo, la
hidrofobisidad (presencia de la proteina Cshlp) y otro que implican
la presencia de adhesinas y receptores en el sustrato favoreciendo

la formacioén de biopeliculas.

B. Dimorfismo: proceso por la cual las levaduras experimentan un
cambio de estructuras que afecta la célula convirtiéndolo en
filamento miceliar. La formacion de este micelio se relaciona con la
virulencia debido a tres observaciones:

> La filamentacién se induce a 37°C en presencia de suero y
pH neutro.

» Se ha comprobado que los filamentos son méas adherentes a
las células de mamiferos que las levaduras.

» Las levaduras fagocitadas por filamentos producen la lisis de

dichos macrofagos.



C. Variabilidad genética: en Candida albicans se ha descrito un
elevado grado de recombinacion mitética y un gran numero de
reorganizaciones macrosomicas; estos mecanismos generarian

variabilidad genética en ausencia del ciclo meidtico en esta

levadura.
o Adhesion Di ism

( ; i 1 ] Host @ — O
| )| 1 1 ) cells

Invasion

Thigmotropism

Switching

D — a=»

White Opaque

Fitness traits

Biofilm formation s A Amino acids

pH regulation

Catheter

Fe. Zn. Cu, Mn C.N

Fig. 3: Mecanismo de virulencia ©
D. Variabilidad antigénica: este mecanismo permite a la levadura
escapar del sistema inmunitario del huésped, siendo capaz de llevar

a cabo la transformacion morfoldgica.

E. Hidrofobisidad: permite una mejor adhesion a las superficies de

las células que ataca.

F. Enzimas degradativas secretadas: son dos grandes familias de
enzimas degradativas secretadas y algunas han sido invasivas:

e Las Aspartil Proteinasas (SAP) codificadas por diez genes
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e Las Fosfolipasas (PL)
Las SAPS 1, 2y 3 son secretadas solo por levaduras causando dafio tisular
e invasion del epitelio oral y la epidermis, las SAPS 4, 5y 6 producidas por
las hifas causan infeccion sistémica, y las SAPS 9 y 10 estan conectadas
con la pared celular fungicas al poseer un sitio de union de la superficie

celular ligados a las glicocilfosfatidilinositol (GP1).

Enzimas degradativas

Fosfolipasas

Aspartil proteinasas (SAP) (PL)

Teteharns SAPS 4-5-6
Invasién plicis SAPS 9-10 Sl e
Infeccidén PLD

epitelio oral y I e
opideTmne sistémica

Fig. 4: Enzimas degradativas de Candida albicans. 15

G. Biopeliculas: es una estructura de levaduras en hifas producidas por
si mismas, que contribuyen en la dificultad en el tratamiento de
pacientes con infecciones sistémicas debido a su alta resistencia a la
respuesta inmune a los medicamentos antifingicos que le sirven al
hongo como una superficie de adhesién, esta regulada por el factor de
transcripcion Bcrlp, la adhesina Hwpl, una de las adhesinas
especificas de la produccién de hifas.

Para su formacion es necesario que las levaduras se unan a la

superficie de latex, silicona o plastico por medio de las adhesinas.
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2.2.2. Candida dubliniensis

Es una levadura identificada como agente oportunista implicada como
causa de candidiosis oral en pacientes VIH positivos y SIDA, adquirio
jerarquia al descubrirse su resistencia a los tratamientos con los
antifangicos, candida dubliniensis no es bien conocida ya que pasa
desapercibida en la mayoria de los casos por falta de una correcta

identificacion.

Candida dubliniensis es un hongo descrito en Dublin, Irlanda, en el afio
1995 por J Sullivan, desde inicio de la década de los 90, mientras se
realizaba una investigacion epidemioldgica de la candidiasis oral en
pacientes con VIH, observando que ciertos aislamientos inicialmente
identificados como candida albicans por la produccién de tubos germinales
y clamidoconidias, pero no hibridaban de manera eficiente la sonda de

ADN 272 especifica para candida albicans.

En las ultimas dos décadas la biologia molecular ha tenido una importante

aplicacién para el desarrollo de la taxonomia fungica.
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Reino Fungi

Subreino Dikarya

Division Ascomycota
Subdivision Saccharomycotina
Clase Saccharomycetes
Orden Saccharomycetales
Familia Saccharomycetaceae
(Genero Candida

Especie C. dubliniensis

Tablal. Clasificacién taxondmica de candida dubliniensis

A. MORFOLOGIA
Las colonias de candida dubliniensis son de color blanco a crema,
redondas y crecen mejor a temperaturas no mayores de 37°C, hasta la

fecha no se conoce la forma de reproduccién sexuada.

Puede presentar cuatro tipos morfolégicos diferentes en funcién de las
condiciones ambientales: levaduras o blastosporas, pseudohifas, hifas

verdaderas y clamidosporas. @17



Levaduras: Son células de forma esférica u ovoide de 3 a 7 ym de
diametro, se multiplican por gemacioén; su crecimiento se ve favorecido
en condiciones de aerobiosis, temperaturas inferiores a 33 °C y dentro

de un rango de pH de 2,5-7,5.

Pseudohifas: Estan formadas por cadenas de blastosporas alargadas

gue simulan filamentos verdaderos.

Hifas: Tienen formas alargadas y estan formadas por varias unidades

celulares mas o menos cilindricas separadas por septos.

Clamidosporas o clamidoconidios: Son células grandes,
redondeadas, con pared engrosada y baja actividad metabdlica, que se
producen en el micelio de forma intercalar o terminal. Estas formas de

resistencia, pueden dar lugar a nuevas levaduras o bien degenerar.

Las clamidosporas se caracterizan por tener una capa externa
compuesta principalmente por B-1,3 glucano y en menor proporcion
quitina, una gruesa capa interna compuesta por proteinas y una region

central de la célula rica en acido ribonucleico y glébulos lipidicos: @ 17)
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Fig. 5. Morfologia de C. dubliniensis. (A) Hifas; (B) pseudohifas
tefiidas con calcofluor; (C) levaduras y (D) clamidosporas

teflidas con azul de lactofenol. ©

La ausencia de expresion de B-glucosidasa y la incapacidad para
crecer a 42 °C a diferencia de Candida albicans. Dentro de sus
caracteristicas genotipicas es diploide al igual que Candida
albicans; sin embargo, ambas especies presentan diferentes
patrones al utilizar RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism), RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA),
MLEE (Multilocus Enzyme Electrophoresis Analysis), hibridacion

con DNA microsatélites, y secuencias de genes rDNA. ©:17)

B. Filogenia de Candida dubliniensis
Se realizaron estudios posteriormente que demostraron una menor

patogenicidad comparada a Candida albicans.



Estudios filogenéticos basados en el andlisis de las secuencias del gen
de las subunidades pequefias del rRNA demostraron que Candida
albicans y Candida dubliniensis estan cercanamente emparentadas, se

puede observar que comparten un 99.5% de nucleétidos en este gen.

(9,17)
go57— C- albicans
C. dubliniensis
— C. tropicalis
100 -
100 C. glabrata
5. cerevisiae
84.9 C. lusitaniae
C. krusei
1 %
H

Fig. N° 6. Arbol filogenético generado por el método de neighbour-
joining a partir del alineamiento de las secuencias de genes de las

subunidades pequeiias de rRNA de Candida dubliniensis. @7)

El parentesco cercano entre Candida albicans y Candida dubliniensis
coincide con sus aparentes similitudes fenotipicas, en la mayoria de casos,
la homologia de los genes que se han comparado entre las dos especies
es de aproximadamente 90% de identidad al nivel de nucle6tidos, con
algunos genes altamente conservados como ACT1 el cual muestra 98%

de identidad. La disposicion del genoma completo de Candida albicans y
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la secuenciacion del genoma casi terminado de Candida dubliniensis,
permitié identificar los genes que pueden estar ausentes o ser divergentes

en Candida dubliniensis.

C. GENOMA:
Candida dubliniensis fue secuenciado en el afio 2009, estd compuesto
por ocho pares de cromosomas y se estima que su tamafo completo es

de 14,6 Mb.

D. FACTORES DE VIRULENCIA:

Presenta casi los mismos factores de virulencia que Candida albicans,
resaltamos algunos aspectos especificos para Candida dubliniensis,
presenta ocho genes SAP, presenta una elevada actividad proteolitica y

adherencia a las células epiteliales bucales.

Conserva sélo uno de las proteasas relacionadas con la formacion de hifas

(CdSAP4).

Candida dubliniensis mantiene la capacidad de Hidrofobisidad
independientemente de la temperatura en comparacion con candida
albicans, este comportamiento tiene relacién con la presencia de un tipo
de N-glucanos, se presentan en menor cantidad estas células hidrofobas

no son resistentes a las fagocitosis.
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2.2.3. METODOS PARA LA DIFERENCIACION DE Candida albicans y
Candida dubliniensis.

Candida dubliniensis presenta caracteristicas fenotipicas casi idénticas a
las de candida albicans que hace dificil su identificacion; pero, se han
desarrollado diversos métodos basados en sus caracteristicas fenotipicas,
genotipicas e inmunoldgicas con la finalidad de ser diferenciadas con

mayor facilidad.

Algunos métodos fenotipicos se basan en cultivos diferenciales, mediante
ellos, se analiza el color de las colonias que se desarrollan en dichos
medios (medios cromogénico), para analizar sus caracteristicas
fisioldgicas se realiza la prueba del tubo germinal o la de termotolerancia,
para la evaluacion de caracteristicas morfolégicas macro-microscopicas, la
formacién de clamidosporas en las pruebas bioquimicas (asimilacion de
fuentes de carbono), en métodos inmunoldgicos las pruebas de
aglutinacién con particulas de latex (Bichro-Dubi Fumouze) y en cuanto a
los métodos moleculares existen diversas técnicas como la PCR,

hibridacién con sondas o RAPD-(#7.13,16,20,21,24)

a) MEDIOS CROMOGENICOS
Fue introducida por Nickerson en 1953, a través de la reduccion del sulfito
de bismuto y la morfologia presentada en el medio BIGGY diferenciaba

colonias de color beige o marrén a negras segun la especie de Candida.
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Posteriormente, en 1958, Pagano y cols., adicionaron al medio de agar
Sabouraud dextrosa, un compuesto quimico, el cloruro de trifenil-tetrazolio,
cuya reduccién por el hongo tifie las colonias en varias tonalidades que

permite diferenciar Candida albicans de otras especies de Candida.

En los dltimos afios, se ha promovido el uso de medios cromogénicos, se
obtiene la identificacion presuntiva de algunas especies de Candida, por
ejemplo; el uso CHROMagar Candida® (CHROMagar Company, Francia),
ChromID Candida® (bioMérieux, Francia) o Candiselect 4® (Bio-Rad,
Francia). Este medio facilita el reconocimiento de cultivos mixtos de
levaduras, de modo que la hidrdlisis enzimética del agente cromogénico
permite la identificacion especifica de las colonias de Candida albicans por
su color verde, las colonias de Candida dubliniensis por su color verde

oScuro.

Este medio resulta muy util para identificar colonias de Candida albicans y
Candida dubliniensis en cultivos primarios de muestras clinicas después

de 48 horas de incubacion. 13
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CAC ChromID Candida

C. albicans

C. dubliniensis

Fig. 7. Color de las colonias en medio CHROMagar a 37°C durante 48

horas.

b) Produccién de clamidosporas:
Se han desarrollado diferentes medios que contienen extractos de
plantas o semillas que permiten la formacion de clamidosporas en C.
dubliniensis, mientras que en C. albicans no se forman clamidosporas,
observandose colonias lisas. Por ejemplo, el agar Pal, es elaborado con
semillas de girasol (Helianthus ammuus) permite aislar y diferenciar los
aislamientos de clinicos de candida albicans y candida dubliniensis en
base al color y al aspecto de sus colonias. También tenemos el agar
Staib elaborado con extractos de semillas de negrillo (Guizotia
abyssinica), en un inicio se usO para diferenciar Criptococcus

neoformans de otras levaduras. Es también valido para diferenciar
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Candida dubliniensis de Candida albicans, ya que induce la produccion
de clamidosporas en candida dubliniensis, asi también se usa el agar

tabaco.

c) CRECIEMTO A DISTINTAS TEMPERATURAS:

Candida dubliniensis y Candida albicans crecen adecuadamente a
30°C y 37°C produciendo unas colonias blancas cremosas en los
medios soélidos, también tiene la capacidad de crecer tanto a 42°C a
45°C después de 48 horas de incubacion. Candida dubliniensis crece
con dificultad a 42°C y no crece a 45°C, por lo que es valido como

método de discriminacion de candida albicans de candida dubliniensis.

2.3. TERMINOLOGIA BASICA

2.3.1. Tabaco:

Es un producto obtenido de las hojas de Nicotiana tabacum.

2.3.2. Agar tabaco modificado:
Se refiere a la modificaciéon del agar inicialmente preparado con
hojas de tabaco y modificado posteriormente por el uso del tabaco

de los cigarros.
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2.3.3. Candida albicans:
Levadura diploide asexual, saprofito de la familia de los
sacaromicetos, asilada con mayor frecuencia por ser la mas

patdégena.

2.3.4. Candida dubliniensis:
Levadura dimorfica, con caracteristicas filogenéticas semejantes a
Candida albicans, aislada originalmente en pacientes con VIH con

lesiones orofaringea.

2.3.5. Caracteristicas morfoldgicas:

Son las formas que se describe a las levaduras desarrolladas en los
diferentes medios.

Las caracteristicas morfolégicas pueden ser: aspecto, color, tamafio

y textura que presentan las colonias en un medio de cultivo.

2.3.6. Velocidad de crecimiento: se refiere al crecimiento
demografico de una colonia.
La velocidad de crecimiento depende de las condiciones

nutricionales y ambientales.

2.3.7. Clamidosporas:

Es un tipo de espora de paredes gruesas dependiendo de las

diferentes clases de hongos. Es una etapa del ciclo vital del
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organismo que sobrevive en condiciones desfavorables, tales como

estaciones secas o calidas o déficit nutricional.

2.3.8. Diferenciacién: Capacidad de ser diferente o identificable de
otras especies. Permite en las pruebas ensayadas discriminar

caracteristicas especificas de las colonias.

2.4. HIPOTESIS

En esta investigacion no se plantea hipétesis porque el trabajo es

cualitativo, ademas, es observacional cualitativo no cuantitativo.

2.5. VARIABLES E INDICADORES

Variable de tipo

e Por su naturaleza es: categorica politdbmica

e Por su escala de medicién es: ordinal.
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2.6: CUADRO DE OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Variables Tt|pode Dimencion|  Indicador Escqquje Valores
Variable medicion
Agar tabaco *Crecimiento
(variable | Caulitaiva | --=e--e----- decepas | - Alta
dependiente) *Contaminacion
Candida
albicans y .
. Presencia
candida . Cepas .
| Ordingl ~[-sseeeeeeeee o Ordlinal 0
dubliniensis identificadas .
. Ausencia
(variable
independiente)
Tiempo de
feciemien - .
e e. eno CUBNEHALIVO [-==eesseees Horas Discreta | 72 horas
(variahle
Interviniente)
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CAPITULO llI: DISENO METODOLOGICO
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3.1. TIPO Y NIVEL DE INVESTIGACION

El presente estudio de investigacion es de tipo observacional, transversal
y descriptivo.

3.2. AMBITO DE INVESTIGACION

Para el desarrollo del trabajo de investigacion se realizé en los laboratorios
del servicio de microbiologia de los hospitales: Hospital Nacional Docente
Madre Nifio San Bartolomé y el Hospital Huaycan — Ate, por el espacio de

15 dias que durard la parte procedimental.

3.3. POBLACION Y MUESTRA
3.3.1. POBLACION:

Cepas del genero Candida albicans y Candida dubliniensis.

3.3.2 muestra:
Tres cepas del género Candida albicans y tres del género Candida
dubliniensis que fueron aisladas y confirmadas en el servicio de

microbiologia del instituto Nacional de Salud del Nifio- Brefia.

3.4. TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS
Por el tipo de trabajo no se usé ningun programa estadistico, pero se
elabord cuadros en el programa Excel para detallar las caracteristicas

observadas.
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3.5. PROCESAMIENTO DE DATOS

Se recibieron tres cepas de Candida albicans y tres cepas de Candida
dubliniensis, aisladas y confirmadas de la micoteca del servicio de

microbiologia del Instituto Nacional de Salud del Nifio — Brefia.

En un inicio el trabajo fue desarrollado en el Hospital Nacional Docente
Madre Nifio San Bartolomé, donde se aplicé el mismo procedimiento en el
agar tabaco para diferenciar Candida albicans de Candida dubliniensis,
pasado las 96 horas, no se pudo ver ninguna diferencia, por lo que nos
llevé a repetir nuevamente el protocolo de trabajo. Este segundo proceso
se realizé en el laboratorio del servicio de microbiologia del Hospital

Huaycan- Ate.

Iniciamos el procedimiento del trabajo reactivando estas cepas en el medio
de agar Sabouraud Dextrosa durante 24 horas para su desarrollo
respectivo. Posteriormente, cogimos una asada de cada una de las cepas
en estudio para ser sembradas en las placas preparadas de agar tabaco

con las marcas de cigarros Hamilton, Premier y Pallmall.

El método utilizado para la preparacion del agar tabaco es el mismo que
describe Tendolkar et al, excepto que se utilizé el tabaco de tres marcas
de cigarros en lugar de hojas de tabaco, se rompieron los cigarrillos de
cada una de las tres marcas para obtener 25 gramos del tabaco, se colocé
el contenido en tres frascos estériles de 1 litro con 500 ml de agua
destilada, se mezclé y se puso a hervir durante 30 minutos, en bafio maria

posteriormente filtramos el contenido en probetas de 1 litro con la ayuda
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de un embudo, colocando tres capas de gasa estéril por tres veces, luego
se colocaron en tres frasco de vidrio estérii 10 gramos de AGAR
MICROBIOLOGICAL (OXOID), y se vertio el filtrado para luego enrazar a

500ml con agua destilada.

Se midio su pH dando un valor de 5,4, los frascos fueron tapados y llevados
a la autoclave por 15 minutos a 121°c, se dejo tomar una temperatura
adecuada para luego proceder al plaqueado, se usaron 60 placas Petri
descartables (90mm), siempre cuidando la esterilidad para lo cual nos

ayudamos de un mechero.

Estas placas fueron llevadas a la estufa de 37°c por 12 horas para
posteriormente pasar el control de calidad (contaminantes) de cada de

ellas y asi proceder al sembrado de las cepas en cada placa.

de las 20 placas con el agar tabaco preparado con el tabaco del cigarro
Hamilton se dividieron en dos cada una de ellas para ser sembradas en el
lado izquierdo Candida albicans y el lado derecho Candida dubliniensis
para observar mejor las caracteristicas que presenten cada una de ellas,
de la misma forma se realizaron los sembrados en las 20 placas con el
agar tabaco preparado con el tabaco del cigarro Premier y las 20 placas
con el agar tabaco preparado con el tabaco del cigarro Pallmall; las placas
ya sembradas con las cepas fueron llevadas a la estufa a una temperatura
de 28 °C por 96 horas, siendo observadas diariamente sus caracteristicas

de cada una de las levaduras aisladas en la ficha que se muestra en los
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anexos apara ello se tomaron nota de las siguientes caracteristicas
morfolégicas macroscopicas, microscopicas y el tiempo de crecimiento de

ambas lavaduras.

3.6. ASPECTOS ETICOS:

Se mantuvo la confiabilidad de los datos de acuerdo a los lineamientos de
las buenas practicas clinicas del manual de bioseguridad del Instituto
Nacional de Salud y el cédigo de ética del tecndlogo médico, durante el

tiempo que duro el desarrollo de investigacion.
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CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1. RESULTADOS

En el presente trabajo se obtuvieron los siguientes resultados:

En el agar tabaco, preparado con el tabaco del cigarro Hamilton, se
describen las siguientes caracteristicas morfolégicas (color, aspecto,
tamafo y la presencia o ausencia de festones), que presentan ambas

levaduras a las 96 horas de crecimiento de ser aisladas.

Evaluacion del agar tabaco preparado con el tabaco de cigarro hamilton
Tiempo Candida albicans Candida dubliniensis
de
crecimiento Caracte ri’sti_cas C a.racte ri§ti f:as Caracte r{sti.cas C qracte ri’sti _cas
macroscopicas microscopica macroscopicas microscopica
se observan se observan
colonias en forma colonias en
; . se observan X
de lluvia de rocio, forma de lluvia se observa
24 horas levaduras de .
de color de rocio, de levaduras
- bordes regulares
blanquecinas color
brillantes blanquecinas
se observan
se observan .
. colonias de
colonias de color
color marron
blancas se observan las - Se observan
. X brillante,
48 horas brillantes, lisas, levaduras de levaduras y
~ rugosas, de .
de tamafo bordes regulares ~ . presencia de flecos
equefio v con tamano variado,
peq y con borde
bordes regulares )
irregular
se observan
colonias de
se observan se observa
. color marron
colonias de color levaduras de - se observan
brillante, de
blancas bordes ~ . levaduras de
. N tamano variado, X
72 horas brillantes, lisas, regulares, no se con borde bordes irregulares
de tamafio observan flecos . y presencia de
~ irregular y la
pequefo ycon |alrededorde las - flecos
presencia de un
bordes regulares levaduras
halo alrededor
de las levaduras
se observan
colonias de
se observan se observa
. color marron
colonias de color levaduras de -
brillante, de
blancas bordes ~ . se observan
. N tamano variado,
96 horas brillantes, lisas, | regulares, no se levaduras con
~ con borde
de tamafio observan flecos . abundantes flecos
~ irregular y la
pequefio ycon |alrededor de las .
presencia de un
bordes regulares levaduras
halo alrededor
de las levaduras
Tabla N°02: Caracteristicas morfologicas de Candida albicans y Candida
dubliniensis en el agar tabaco preparado con el tabaco del cigarro
Hamilton.

48



En el agar tabaco preparado con el tabaco del cigarro Premier se puedo
describir las caracteristicas morfolégicas (macroscopicas y microscépicas)

en ambas levaduras a las 96 horas de ser aisladas, las que se detallan en

la tabla N°03.

Evaluacién del agar tabaco preparado con el tabaco de cigarro premier
Candida dubliniensis

Candida albicans

Tiempo
de
crecimiento | Caracteristicas Caracteristicas Caracteristicas Caracteristicas
macroscopicas microscoépica macroscopicas microscopica
se observan
. se observan
colonias en forma .
] . colonias en forma
de lluvia de rocio, se observan ; . se observa
24 horas de lluvia de rocio,
de color levaduras levaduras
) de color
blanquecinas -
) blanquecinas
brillantes
se observan
se observan .
. colonias de color
colonias de color .
. marron brillante, de se observan
blancas brillantes, se observan
48 horas . ~ aspecto rugoso, levaduras y
lisas, de tamafio levaduras - ’ .
; tamario variado, | presencia de flecos
medianas ycon
con bordes
bordes regulares .
irregulares
se observan

colonias de color
maurron brillante,

se observa
se observan ~
. abundantes de tamario
colonias de color .
. levaduras de medianas a se observan
blancas brillantes,
72 horas ] . bordes regulares, |grandes con borde levaduras con
lisas, de diversos .
no se observan irregulary la abundantes flecos

presencia de un
halo bien marcado
alrededor de las
levaduras

tamarios, con
flecos al rededor
bordes regulares
de las levaduras

se observan
colonias de color
maurron brillante,

se observa
se observan ~
. abundantes de tamario
colonias de color .
. levaduras de medianas a se observan
blancas brillantes,
96 horas ) . bordes regulares, [grandes con borde levaduras con
lisas, de diversos .
~ no se observan irregulary la abundantes flecos
tamanos, con .
flecos al rededor presencia de un

halo bien marcado
alrededor de las
levaduras

bordes regulares
9 de las levaduras

Tabla N°03: Caracteristicas morfoldgicas de Candida albicans y Candida
dubliniensis en el agar tabaco preparado con el tabaco del cigarro Premier.



Finalmente, con el agar tabaco, preparado con el tabaco del cigarro
Pallmall, se describe las caracteristicas morfoldgicas (macroscoépicas y

microscopicas) a las 96 horas de ser aisladas ambas levaduras; cada

caracteristica se detalla en la tabla N°04.

Evaluacion del agar tabaco preparado con el tabaco de cigarro Pallmall
Tiempo Candida albicans Candida dubliniensis
de
crecimiento | Caracteristicas | Caracteristicas Caracteristicas Caracteristicas
macroscopicas | microscépica macroscoépicas microscopica
se observan
colonias en se observan colonias en
24 horas forma de lluviade| se observan |forma de lluvia de rocio, de se observa
rocio, de color levaduras color blanquecinas levaduras
blanquecinas brillantes
brillantes
se observan colonias de
se observan .
. color marron brillante, con
colonias de color
se observa aspecto rugoso, de
blancas ~ ~ se observan
. - abundantes tamarfio pequefio a
brillantes, lisas, - levaduras y
48 horas ~ levaduras de mediano, de bordes .
de tamafio . presencia de
~ bordes irregulares y
pequefio, con flecos
. regulares observandose un halo
bordes bien
L tenue alrededor de de las
definidos
levaduras
se observan colonias de
se observan se observa .
. color marron brillante, con
colonias de color| abundantes
aspecto rugoso, de
blancas levaduras de ~ . se observan
. ) tamario pequefio a
brillantes, lisas, bordes . levaduras con
72 horas o mediano, de bordes
de tamano regulares, no se . abundantes
~ irregulares y
pequefio, con [observan flecos . flecos
. observandose un halo bien
bordes bien al rededor de
- marcado alrededor de de
definidos las levaduras
las levaduras
se observan colonias de
se observan se observa .
. color marron brillante, con
colonias de color| abundantes
aspecto rugoso, de
blancas levaduras de ~ - se observan
. ) tamarfo pequefio a
brillantes, lisas, bordes . levaduras con
96 horas o mediano, de bordes
de tamafio regulares, no se . abundantes
~ irregulares y
pequefio, con [observan flecos . flecos
. observandose un halo bien
bordes bien al rededor de
- marcado alrededor de de
definidos las levaduras
las levaduras

Tabla N°04: Caracteristicas morfologicas de Candida albicans y Candida

dubliniensis en el agar tabaco preparado con el tabaco del cigarro Pallmall.




Por lo tanto, se pudo evaluar los medios de agar tabaco preparado con en
el tabaco de las tres marcas de cigarros (Hamilton, Premier y Pallmall) a
las 72 horas de ser aisladas ambas levaduras, tiempo que se pudo
observar las caracteristicas bien definidas y marcadas en los tres medios
evaluados, resaltando las caracteristicas ya constantes que se detallan las

siguientes caracteristicas en la tabla N°05.

Evaluacion del agar tabaco en las tres marcas de cigarros a las 72 horas
Candida Albicans Candida Dubliniensis
Medios
Macroscopicas Microscopica Macroscopicas Microscopica
se observan
se observa .
Se observan colonias de color
. levaduras de .
colonias de color marron brillante, de | se observan
Agar - bordes - .
blancas brillantes, tamano variado, levaduras con
Tabaco . ~ regulares, no se .
. lisas, de tamafio con borde irregular y bordes
hamilton ~ observan flecos .
pequefio ycon la presencia de un festoneados
al rededor de las
bordes regulares halo alrededor de
levaduras
las levaduras
se observan
se observa colonias de color
Se observan abundantes marron brillante, de
colonias de color levaduras de tamafo medianas a| se observan
Agar .
Tabaco blancas brillantes, bordes grandes con borde | levaduras con
premier lisas, de diversos | regulares, no se irregular y la abundantes
tamanos, con observan flecos presencia de un flecos
bordes regulares |al rededor de las| halo bien marcado
levaduras alrededor de las
levaduras
se observan
colonias de color
se observa .
Se observan marron brillante, con
. abundantes
colonias de color aspecto rugoso, de
. levaduras de - - se observan
Agar blancas brillantes, tamafo pequefio a
. - bordes . levaduras con
Tabaco lisas, de tamafio mediano, de
. regulares, no se . abundantes
pallmall pequefio, con bordes irregulares y
. observan flecos flecos
bordes bien observandose un
L al rededor de las .
definidos halo bien marcado
levaduras
alrededor de de las
levaduras

Tabla N° 05: Comparacion de las caracteristicas de Candida albicans y
Candida dubliniensis en el agar tabaco preparado con el tabaco de tres

marcas de cigarros (Hamilton, Premier y Pallmall).
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4.2. DISCUSION

En nuestro pais, se observa el incremento de pacientes con infecciones
causadas por hongos oportunistas y el incremento de pacientes con VIH,
presentando diversidad de manifestaciones clinicas, una de ella son las
lesiones orofaringea*11:27.30).  que son causadas por hongos oportunistas,
la mayoria es causada por Candida albicans y Candida dubliniensis, estas
presentan una estrecha relacién filogenética, poseen la capacidad de
adherencia, secretan proteinas, produccion de tubo germinativo y
clamidosporas, las consecuencias de sus semejanzas en un laboratorio
microbiolégico puede conllevar a la identificacion errénea de Candida
albicans como Candida dubliniensis o0 viceversa, a pesar de estas
semejanzas estas especies muestran diferencias en los niveles de

resistencia a los antifiingicos y la capacidad de causar infecciones.®10.12-

14,23)

Candida dubliniensis ha ganado importancia como patdgeno oportunista

debido a su predisposicion a generar rapidamente resistencia al fluconazol.

(2,8,16,17,20)

Podemos observar que los medios trabajados a base de extracto semillas
y plantas tales como el tabaco bajo ciertas condiciones de cultivo, son
capaces de diferenciar a Candida albicans y Candida dubliniensis
mediante la observacién macroscépica y microscopica mas presencia de
clamidosporas seria un marcador especifico para la especie de Candida

dubliniensis, (16:2021.29.30)
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El propdsito de nuestro trabajo fue evaluar el agar tabaco preparado con
el tabaco de tres marcas de cigarros (Hamilton, Premier y Pallmall), para
diferenciar Candida albicans y Candida dubliniensis; en el trabajo
observamos que a las 72 horas de ser aislados las cepas en el agar tabaco
se puedo observar las caracteristicas morfolégicas bien definidas, tanto las
caracteristicas macro y microscépicamente en ambas levaduras; e incluso
vemos que el agar preparado con el tabaco del cigarro Pallmall marco
mejor las diferencias en Candida dubliniensis, presentando un marcado
halo alrededor de la levadura por la presencia de festones, las colonias
estan mejor definidas presentando un color marrén brillante, de bordes
irregulares, de tamafios medianas a grandes, y microscépicamente

observamos abundantes festones alrededor de la levadura.

Posteriormente se realizaron microcultivos a los tres agares preparados
con el tabaco de los cigarros Hamilton, Premier y Pallmall para observar
las clamidoconidias que es una de las caracteristicas que ayudan a
diferenciar Candida albicans de Candida dubliniensis; se observo que en
los tres medios usados se pudo ver las clamidoconidias en gran cantidad,
previamente estas fueron coloreadas con azul de lactofenol, cumpliéndose
asi que Candida dubliniensis es la Unica que presenta las clamidoconidias
a diferencias de Candida albicans en este agar tabaco segun estudios

realizados anteriormente.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
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5.1 CONCLUSIONES

El agar tabaco preparado con el tabaco de tres marcas de cigarros locales
(Hamilton, Premier y Pallmall); observandose las diferencias de ambas
levaduras sin ninguna complicacion, dificultad y sin ninguna contaminacion
del medio propuesto teniendo una buena especificidad para hacer la

diferenciacion de estas dos especies.

También Se pudo determinar el tiempo de crecimiento de estas dos
especies a una temperatura de 28 °C, como manifiestan estudios de
investigacion realizados con anterioridad. Determinando asi que el tiempo

Optimo para su crecimiento es a las 72 horas posterior a su aislamiento.

Con respecto a las caracteristicas macroscopicas; se pudo definir con
claridad la diferencia de Candida albicans y Candida dubliniensis en el
medio agar tabaco preparado con el tabaco de tres marcas de cigarro,
siendo las caracteristicas mas resaltantes el color, forma, tamafio y la

difusion de los festones principalmente en Candida dubliniensis.
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5.2. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar un estudio en los hospitales de nuestra ciudad, de
preferencia en la poblacion de pacientes con VIH tanto adulta como
pediatrica que presenten lesiones orofaringea, para poder validad el agar
tabaco preparado con el tabaco de estas tres marcas de cigarros
(Hamilton, Premier y Pallmall) por ser sencillo, de facil acceso y econdémico
para su preparacion, para poderlo usar como medio de aislamiento
primario para la diferenciacion de Candida albicans de Candida

dubliniensis.

Se recomienda realizar aislamientos de otras especies del genero Candida
tales como, C glabrata, C. parasitosis, etc. En el agar tabaco preparado
con el tabaco de tres marcas de cigarros (Hamilton, Premier y Pallmall)
para comparar diferencias macroscopicas y microscopicas con respecto a

Candida dubliniensis.
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ANEXOS VI
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ANEXO N°1. FICHA DE REGISTRO DE DATOS

TRABAJO DE INVESTIGACION:

Ne de Ficha:

Evaluacion Del Agar Tabaco preparado con el Tabaco de tres marcas de
cigarros, para diferenciar Candida albicans de Candida dubliniensis

Fecha de lectura: / /

1) Crecimiento de colonias
a) Crecio
b) No crecio

3) tamafio de colonias
a) Pequefias

b) Medianas
c) Grandes

4) color de colonias
a) blancas cremosas

b) marrén brillante
c) incoloras

5) Examen microscopico
a) creciente de flecos y clamidosporas

b) no crecimiento flecos y clamidosporas

Responsables:
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ANEXO N°2:

MEDIO DE CULTIVO AGAR TABACO MODIFICADO

COMPOSICION

Tabaco S0gr
Agua destilada 1000 ml
Agar 20 gr

METODO DE PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO:

» Se rompen 2 atados de cigarrillos (Marlboro) y se vuelca el tabaco en
un Erlenmeyer con 1L de agua destilada.

» Hervir durante 30 minutos a Bafio Maria. Filtrar a través de gasa y
corregir volumen a 1L

» Agregar 20g de agar, mezclar bien. Ajustar el pH a 5.4
» Autoclavar a 121°C durante 15 min.

» Plaquear a razén de 20 ml por placa.

CONSIDERACIONES:
» Su pH final es de 5,4 +/- 0,2 a 28°C.
» Almacenar los medios preparados en 2-8°C.

» Guardar la paca que contiene el medio de cultivo a 37°C. para realizar

su control respectivo.
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ANEXO N°3:

RECONOCIMIENTO DE Candida albicans Y Candida dubliniensis

Figura 8: cepas aisladas de Candida albicans y Candida
dubliniensis en el agar Sabouraud, aislamiento primario.

Figura 9: sembrado de las cepas en los respectivos medios
de agar preparados con el tabaco de los cigarros (Hamilton,
Premier y Pallmall).
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Caracteristicas macroscopicas de Candida albicans y Candida dubliniensis
evaluadas en el agar tabaco preparado con el tabaco de los cigarros (Hamilton,

Premier Y Pallmall) a las 72 horas de su aislamiento.
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Fig. 10: Crecimiento de candida albicans y candida dubliniensis evaluadas en el
agar tabaco preparado con el tabaco del cigarro Hamilton.
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Fig. 11: Crecimiento de candida albicans y candida dubliniensis evaluadas en el
agar tabaco preparado con el tabaco del cigarro Premier.
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Fig. 12: Crecimiento de candida albicans y candida dubliniensis evaluadas en el
agar tabaco preparado con el tabaco del cigarro Pallmall.
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Anexo 05

Caracteristicas microscopicas de Candida albicans y Candida dubliniensis

evaluadas en el agar tabaco preparado con el tabaco del cigarro Hamilton a

las 72 horas de su aislamiento.

Fig. 13 Candida dubliniensis:
presencia de festones a las 72 horas.

Fig. 14 Candida albicans:
ausencia de festones a las 72

68



Caracteristicas microscopicas de Candida albicans y Candida dubliniensis

evaluadas en el agar tabaco preparado con el tabaco del cigarro Premier a las

72 horas de su aislamiento.

Fig. 15 Levaduras de Candida
albicans a las 72 horas de
incubacién ausencia de

festones

Fig. 16 Levaduras de Candida
dubliniensis a las 72 horas de
incubacion presencia de

festones.
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Caracteristicas microscopicas de Candida albicans y Candida dubliniensis
evaluadas en el agar tabaco preparado con el tabaco del cigarro Pallmall a las

72 horas de su aislamiento.

Fig. 17 Levaduras de Fig. 18 Levaduras de
Candida albicans a las 72 Candida dubliniensis a las 72
horas de incubacion ausencia horas de incubacion
de festones presencia de abundantes
festones.




Anexo 06
Observacion de las clamidoconidias en el agar tabaco preparado con el tabaco
de los cigarros Hamilton, Premier y Pallmall a las 72 horas de incubacién.

Para lo cual se realiz6 un microcultivo y una coloracién con el azul de lactofenol

Fig. 19 microcultivos para observar las clamidosporas de
Candida dubliniensis.
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Presencia de clamidosporas en los microcultivos realizados del agar tabaco

preparado con el tabaco de cigarro (Pallmall, Hamilton y Premier)

Fig. 20 Clamidosporas de Candida dubliniensis observadas a 100x, aisladas en
el agar tabaco Pallmall.

Fig. 21 Clamidosporas de Candida dubliniensis observadas a 100x, aisladas en
el agar tabaco Hamilton.
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Fig. 22 Clamidosporas de Candida dubliniensis observadas a 100x, aisladas en
el agar tabaco Premier.
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Anexo N° 7

PICTOGRAMA DE TRABAJO
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