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RESUMEN

Para evaluar la capacidad del CHROMagar Candida y el sistema API-20C AUX, para la
identificacion de Candida dubliniensis, se emplearon 6 aislamientos de Candida
dubliniensis y 27 de Candida albicans. Las cepas fueron sembradas en el medio
CHROMagar Candida e incubadas a diferentes temperaturas (28, 35, 37 y 39°C) durante
24, 48 y 72 horas. Igualmente, fueron identificadas utilizando el sistema APl 20C AUX
siguiendo las instrucciones del fabricante. Las variaciones de color observadas en la
comparacion de las colonias de Candida albicans y Candida dubliniensis fueron
minimas. Se pudo observar un cambio en la intensidad del color verde en la deteccion
de Candida dubliniensis (oscuro) en relacion con Candida albicans, que conservé su
coloracion caracteristica de verde esmeralda en la mayoria de sus cepas. EI cambio de
coloracion se intensificd después de las 24 horas de incubacion y a temperaturas
mayores de 28°C; sin embargo, no ocurrid asi en todas las cepas. La asimilacion de
xilosa (XYL), trehalosa (TRE) y metil-aDglucopiranosido (MDG), pruebas contenidas
en el sistema API 20C AUX, fueron negativas para todos los aislamientos de Candida
dubliniensis y fueron positivos para 18 (XYL), 15 (MDG) y 23 (TRE) de las 27 cepas de
Candida albicans. Los laboratorios de microbiologia clinica podrian utilizar el
desarrollo de las colonias en CHROMagar Candida, a 37°C durante 24 horas de
incubacion, y una prueba negativa de XYL y TRE, con el sistema de identificacion de
levaduras APl 20C AUX, para proporcionar una identificacion presuntiva de Candida
dubliniensis. Un resultado negativo en la prueba de MDG también seria Util, pero puede
clasificar erroneamente Candida albicans como Candida dubliniensis, cuando se utiliza
con el sistema API 20C AUX.

Vil



INTRODUCCION

Las levaduras del género Candida, son hongos dimoérficos que pueden encontrarse en
dos estados diferentes; en forma de esporas (blastosporas) que constituyen el fenotipo de
extension, diseminacion y trasmision de la especie, y en forma de micelio, que es el
fenotipo con capacidad germinativa, invasora tisular, que ocasiona la sintomatologia
propia de la infeccion. Estos microorganismos constituyen los agentes etioldgicos de
micosis oportunistas por excelencia, actuando principalmente, cuando hay alteraciones
de la inmunidad celular, como es el caso de pacientes inmunosuprimidos, donde la
gravedad de la infeccion depende de las alteraciones primarias en estos, mas que de las

propiedades patogenas del hongo (Mendoza y Diaz, 2001).

Los hongos del género Candida representan un grupo de levaduras de las cuales se han
descrito aproximadamente 163 especies y que forman parte de la microbiota del hombre,
colonizando mucosas del tracto gastrointestinal en un 60,0%, boca 40,0%, vagina 15,0%
y piel 6,0%, aproximadamente. Al microscopio se observan como células redondeadas,
ovales 0 gemantes; se hayan distribuidas a nivel mundial, con mayor frecuencia en
climas calidos y himedos, su potencial patdgeno varia considerablemente (Canton et al.,
2001).

El comportamiento patégeno de Candida se debe principalmente a una biodiversidad
fenotipica elevada; incluso las modificaciones ambientales minimas pueden cambiar su
comportamiento mediante la aparicién de propiedades nuevas y amplificadas, como la
formacion de tubos germinales, la adhesion, la secrecion de proteasas, entre otras. Estas
nuevas propiedades invasivas, unidas a la alteracion de las defensas del huésped,

provocan una patogenicidad oportunista de Candida (Senet, 1997).

La candidosis es una micosis primaria o principalmente secundaria, ocasionada por las

levaduras del género Candida. Las manifestaciones clinicas son localizadas,



diseminadas o sistémicas; puede afectar piel, mucosas u oOrganos internos. Las
alteraciones histopatoldgicas varian desde inflamacion minimahasta supuracion o
reacciones granulomatosas. Aunque Candida albicans ha sido el agente mas frecuente
en la candidosis orofaringea en pacientes inmunosuprimidos, en estos ultimos afios su
prevalencia ha disminuido; favoreciéndose otras especies tales como C. tropicalis, C.
glabrata, C. kruseiy una nueva especie denominada C. dubliniensis (Arenas, 2003,
Khlifet al., 2008).

Candida dubliniensis fue descrita por Sullivan y Coleman en 1998, esta especie se
encuentra asociada a lesiones orales de pacientes infectados con el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) y esta relacionada filogenéticamente con C. albicans.
La taxonomia correspondiente a esta nueva especie, es la siguiente: Clase

Blastomycetes, Orden Moniliales, Familia Crytococcaceae.

Inicialmente, se aisl6 de candidosis orofaringeas de pacientes con sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA); sin embargo, se han publicado numerosos trabajos
donde sefialan su presencia en todo tipo de muestras clinicas y en enfermos con o sin
infeccion por el VIH. Ambas especies comparten caracteristicas morfoldgicas,
fisioldgicas y presentan patrones biogquimicos similares, lo que hace dificultosa la
diferenciacion entre las mismas y algunos aislamientos pueden haber sido identificados
erroneamente. Varios investigadores han realizado estudios retrospectivos para reubicar
cepas previamente catalogadas como C. albicans (Perurenaet al., 2006; Sanabria et al.,
2006; Pineda et al. 2008).

C. albicans y C. dubliniensis presentan un color similar en medios con sustratos
cromogeénicos, tienen la capacidad de formar tubos germinativos y clamidoconidias en
los medios habituales (agar leche, agar harina de maiz con Tween 80). Sin embargo, una
de las caracteristicas que tiene C. dubliniensis es la capacidad de desarrollar resistencia
frente a fluconazol (Eraso et al., 2006).Por otra parte, ya se han desarrollado métodos

como la amplificacion de segmentos de &cido desoxirribonucleico(ADN), mediante la



reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),basadas en las caracteristicas genotipicas que
permitirian identificar adecuadamente, a esta nueva especie de Candida pero no todos
los laboratorios de diagndstico micoldgico cuentan con esta tecnologia (Ahmad et al.,
2005).

En la mayoria de los pacientes inmunosuprimidos en etapa temprana o inicial de la
infeccion por VIH, ocurre un aumento substancial de levaduras especialmente del género
Candida, hasta llegar a cantidades mucho mayores que las que presentan personas sanas.
Se llega a establecer un proceso infeccioso, lo que es indicativo de que los mecanismos
inmunoldgicos estan seriamente comprometidos, debido a que un hongo que es
comdnmente microbiota indigena de cavidad oral establece una micosis con un cuadro

clinico asociado (Sullivan et al., 1997).

La razon del cambio epidemioldgico que esta provocando el aumento en la frecuencia de
pacientes infectados por C. dubliniensis no estd clara, aunque se ha sugerido que la
reducida sensibilidad de esta especie a los antifungicos utilizados cominmente, como el
fluconazol, puede haber sido la causa de aumento de esta especie en pacientes
inmunosuprimidos. C. dubliniensises una de las especies emergentes que parecia estar
asociada principalmente, con la infeccidn oral en pacientes infectados con el VIH; sin
embargo, ha sido aislada también en otras localizaciones anatémicas de individuos sanos

y en casos de infeccion sistémica (Wingard et al., 1991).

La estrecha relacion fenotipica y genotipica que existe entre C. dubliniensis y C.
albicansha llevado a identificar incorrectamente, la mayoria de los aislamientos tanto de
C. albicans como de C. dubliniensis. Por tal motivo, una gran variedad de métodos han
sido desarrollados para distinguirlas, los cuales varian en tiempo, especificidad,
sensibilidad, costos, entre otros. De esta manera, cada laboratorio puede adoptar los mas

acordes a su capacidad y disponibilidad (Schoofs et al., 1997).



Entre estos métodos tenemos: la sensibilidad al estrés (temperatura, salinidad),
crecimiento en medios especificos (CHROM agar), asimilacion y fermentacion de
carbohidratos (maltosa, sacarosa, galactosa, celobiosa, xilosa y lactosa), sistemas
comerciales estandarizados (API1-20C AUX); y a pesar de que ambas especies producen
clamidoconidias algunos autores sefialan que C. dubliniensis produce en mayor cantidad
y en disposiciones diferentes que C. albicans. También se han desarrollado una serie de
pruebas fenotipicas y genotipicas que han permitido la identificacion rapida y certera de

C. dubliniensis en muestras clinicas (Mosca et al., 2005; Linares y Solis, 2007).

Debido a que las pruebas de identificacion fenotipicas y genotipicas son de alto costo, no
todos los laboratorios clinicos pueden aplicarlas, por lo tanto, es necesario probar
métodos mas econdmicos, accesibles y confiables, que complementen los métodos
convencionales de una manera rapida, para la eficiente identificacién de C. dubliniensis.
Por lo anteriormente expuesto, se planteé la realizacion de este estudio con la finalidad
de evaluar la utilidad del sistema comercial API-20C AUX y el medio CHROMagar

Candida para la identificacion de C. dubliniensis.



METODOLOGIA
Muestra

La muestra poblacional estuvo conformada por 60 cepas de C. albicans y 6 de C.
dubliniensis recolectadas durante los meses enero y noviembre de 2011. Las cepas
fueron obtenidas de diversas muestras clinicas y provenientes de diferentes servicios de
los siguientes centros hospitalarios de Cumand, estado Sucre: Hospital Universitario
“Antonio Patricio de Alcald”, Hospital de Veteranos “Julio Rodriguez”, Hospital tipo I
“Salvador Allende” y Ambulatorio “Dr. Ramén Martinez”; las mismas fueron
identificadas en el Laboratorio de Micologia del Departamento de Bioanalisis,
Universidad de Oriente, Nucleo de Sucre. Las cepas de C. dubliniensis aisladas e
identificadas por métodos convencionales, fueron confirmadas molecularmente por la
técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Higuerey y Ortiz, 2011). Todas
las cepas se mantuvieron conservadas en tubos con agar extracto de malta (AEM)

inclinado a 5°C, hasta su posterior uso.

Recuperacion de cepas

Las cepas se resuspendieron en agar extracto de malta (AEM), para su recuperacion,
luego fueron incubadas a 37°C durante 24 a 48 horas, una vez obtenido el crecimiento se

procedio a verificar la pureza de las mismas.

Verificacién de la pureza de las cepas

Para confirmar la pureza de las cepas de C. albicans y C. dubliniensis se realizaron
pruebas convencionales rapidas en el laboratorio como: filamentizacion en suero,
produccion de clamidoconidias, prueba de termotolerancia y fermentacion de azUcares

(zimograma).

Produccion de tubo germinal o filamentizacion en suero: se coloco una pequefia porcion
de una colonia obtenida de un cultivo de 24 horas en 0,5 ml de suero y se incubd a 37°C
por 2 horas. Transcurrido este tiempo, se coloc6 una gota de la suspension entre lamina y

laminilla y se observo al microscopio (40X). Esta prueba es positiva para C. albicans,



quien produce un tubo fino y continuo, sin constriccion en el lugar de origen (Cuétara et
al., 2006).

Prueba de termotolerancia: las colonias se sembraron en agar Sabouraud dextrosa (ASD)
y se incubaron a temperatura de 37 y 42°C por 24-48horas. La mayoria de las especies

de Candida no albicans, no crecen a temperaturas mayores de 37°C (Pinjon et al., 1998).

Produccidn de clamidoconidias: para obtener esta estructura de resistencia caracteristica
de C. albicans y C. dubliniensis, se utilizaron placas con el medio agar harina de maiz
(AHM), suplementado con extracto de levadura al 1%, dextrosa 3% Yy sacarosa 2%, se
inocul6 en la superficie del agar una pequefia porcion de la colonia de levadura, se le
coloco encima una lamina cubreobjetos y luego se incubd a 28°C por 24-48 horas.
Transcurrido este tiempo, las clamidoconidias se observaron al microscopio como
estructuras redondeadas, de pared gruesa y lisa, con inclusiones citoplasmaticas; por lo
general se ubican en posicion terminal en la pseudohifa, aunque también pueden

presentarse intercaladas (Pardi et al., 2003).

Fermentacion de azucares (zimograma): se fundamenta en la propiedad que tienen las
levaduras de utilizar los azucares en anaerobiosis, lo cual se evidencia por la produccién
de gas. Para esta prueba se utilizaron los siguientes azucares: glucosa, maltosa, sacarosa,
galactosa, trehalosa y lactosa en concentracion al 2,0% y rafinosa al 4,0%, los cuales se
prepararon en medio basal extracto de malta al 1%. La formacion de gas (CO.) se
detectd incorporando al medio liquido un tubo de Durham invertido. La observacion se
realiz6 diariamente, debido a que el gas se puede reabsorber. Para inocular las cepas se
prepar6 una suspension de la levadura aislada (patron McFarland N° 4), luego, se
afiadieron 3 gotas de esta suspensiéon a los tubos que contienen los azucares antes
mencionados con el tubo de Durham invertido, se agitaron suavemente e incubaron a
28°C por 21 dias (Laskeret al., 2001). Se considero la prueba de fermentacion positiva al
observar formacion de gas (COz) dentro del tubo de Durham invertido. Los resultados se

interpretaron segun tabla de identificacion de levaduras (anexo 1).



Evaluacion del crecimiento de Candida dubliniensis en CHROMagar Candida

Para ello se emplearon placas con el medio CHROMagar Candida (Oxoid), se
sembraron las cepas de C. albicans y C. dubliniensis, segin técnicas convencionales, y
se incubaron a diferentes temperaturas (rango de 28-39°C) durante 24 a 72 horas, para
que las levaduras desarrollaran el color que las caracteriza. EI fundamento de la prueba
se basa en la deteccion de actividades enziméticas por parte de las levaduras mediante la
hidrélisis especifica de un substrato cromogénico en presencia de un indicador. Se
pueden identificar tres (3) especies con una alta confiabilidad por el color de la colonia.
C. tropicalis produce colonias lisas, cremosas de color azul intenso o colonias verde
azuladas oscuras y ambas con tono metélico; C. krusei produce colonias de color rosa
palido, de aspecto velloso o ligeramente aterciopelado, opaco o seco y de superficie
plana; C. albicans (igual que C. dubliniensis) produce colonias de color verde

esmeralda, brillantes, lisas y cremosas (Koehler et al., 1999).

Sistema Comercial Galerias APl 20C AUX (Biomerieux)

A partir de una colonia crecida en agar Sabouraud de24 a 40 horas de desarrollo, se
inoculd una galeria AP1-20C AUX. La galeria API-20C AUX se compone de 19 pocillos
con sustratos deshidratados que permiten realizar 19 pruebas de asimilacion. Los
pocillos se inoculan con un medio minimo semisdlido y las levaduras sélo se reproducen
si son capaces de utilizar el sustrato correspondiente. Permite identificar un total de 34
especies diferentes de levaduras patdgenas. La lectura de estas reacciones se hizo por
comparacion con un control de crecimiento y la identificacion se obtuvo, a partir de un

cdédigo numérico, mediante un catalogo analitico proporcionado por la casa comercial.

Procedimiento

A partir de un cultivo joven de la levadura a identificar, se realiz6 una suspension en 2
ml de agua destilada estéril hasta obtener una turbidez igual al tubo N°2 en la escala de
McFarland. Se transfirieron 100 ul (2 gotas) de esta suspension a una ampolla de C

Medium (contenido en el kit) y se homogeneizo evitando la formacion de burbujas. Se



llenaron los pocillos de la tira API, con la suspension anterior, evitando la formacion de
burbujas y creando un nivel horizontal para generar resultados correctos. Se incub6 a 28-
30°C durante 48-72 horas. Se observé el crecimiento de las levaduras en comparacion
con la cdpula del control negativo. Una clUpula mas turbia que el testigo indicé una
reaccion positiva que se anotd en una hoja de resultados. Los diferentes nutrientes se
separaron en grupos de tres y se adjudic6 a cada uno, en los casos que resultaron
positivos, un valor diferente: 1 para el primero, 2 para el segundo y 4 para el que

ocupaba el tercer lugar.

Sumando cada triplete se obtuvo un nimero de siete cifras que constituye el perfil
numérico. El séptimo digito se obtuvo teniendo en cuenta los resultados de la
observacién al microscopio de las hifas. La identificacion se realizé mediante el catalogo

analitico de identificacion suministrado por el fabricante.

Determinacién del porcentaje de la sensibilidad y especificidad de las pruebas para

la Identificacién de Candida dubliniensis

Se determinaron los parametros verticales (sensibilidad y especificidad), parametros
horizontales (valor predictivo para resultados positivos y valor predictivo para resultados

negativos) mediante las siguientes formulas (Mazziotta y Fernandez, 2005):

Sensibilidad = %)

Especificidad = X/hll\l—)ﬁ:?:’(;

Valor Predictivo Positivo = YE-x100
(VP+FP)

Valor Predictivo Negativo = 2I/ZI\IN+\1/?\(I))

Donde; VP: verdaderos positivos, VN: verdaderos negativos, FP: falsos positivos, FN:
falsos negativos.



Anadlisis estadistico

Los resultados obtenidos fueron analizados mediante la aplicacion de estadisticas
descriptivas y representados en tablas (Jiménez, 2000).



RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente estudio se evaluaron 66 cepas, 60 correspondiente a C. albicans y 6 a C.
dubliniensis, obtenidas de diversas muestras clinicas provenientes de diferentes servicios
centros hospitalarios de Cumand, estado Sucre: Hospital Universitario “Antonio Patricio
de Alcala”, Hospital de Veteranos “Julio Rodriguez”, Hospital tipo I “Salvador Allende”
y Ambulatorio “Dr. Ramén Martinez, a fin de evaluar el desarrollo y crecimiento de

éstas en el medio CHROMagar Candida.

En la tabla 1 se presenta la intensidad del color verde desarrollado por las colonias de C.
albicans y C. dubliniensis en el medio CHROMagar Candidaa las24 horas de
incubacion y bajo diferentes temperaturas (28, 35, 37 y 39 °C), observandose un cambio
en la intensidad del color verde en C. dubliniensis en relacion con C. albicans que
conservo su coloracidn caracteristica de verde esmeralda, apreciandose mejor a los 35 °C
(59,2%) para C. albicans y a los 37 °C (83,3%) para C. dubliniensis.

Tabla 1. Intensidad de color de Candida albicans y Candida dublinienis en medio
Chromagar Candida bajo diferentes temperaturas de incubacién (28, 35, 37 y 39
°C).Tiempo de incubacion: 24 horas.

Color de la colonia

Temperatura de Candida albicans (27)  Candida dubliniensis(6)
incubacion (°C) VO VE VO VE
n % n % n % n %
28 12 444 15 555 3 50,0 3 50,0
35 11 40,7 16 59,2 4 66,6 2 33,3
37 13 48,1 14 51,8 5 833 1 16,6
39 12 444 15 555 3 500 3 50,0

n: nimero de cepas; %: porcentaje; VO: verde oscuro; VE: verde esmeralda

En la tabla 2 se muestran los resultados de la intensidad del color desarrollado por C.
albicans y C. dubliniensis en medio cromogénico a las 48 horas de incubacion y bajo

diferentes temperaturas (28, 35, 37 y 39 °C), donde se destaca una mayor conservacién
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de la intensidad del color de C. albicans a la temperatura de 28 °C y un cambio de color
verde oscuro para C. dubliniensis, a los 37 °C de incubacidn; sin embargo, esto no ocurre

en todas las cepas.

Tabla 2.Intensidad del color de Candida albicans y Candida dublinienis aisladas de
muestras clinicas de pacientes con candidosis en medio Chromagar Candida bajo
diferentes temperaturas. Tiempo de incubacion: 48 horas.

Color de la colonia

Temperatura de Candida albicans Candida dubliniensis
incubacion (°C) VO VE VO VE
n (%) n (%) n (%) n (%)
28 7 (25,9) 20(74,0) 3(50,0) 3(50,0)
35 14(51,8) 13(48,1) 3(50,0) 3(50,0)
37 14(51,8) 13(48,1) 3(50,0) 3(50,0)
39 16(59,2) 11(40,7) 4(66,6) 2(33,3)

n: ndmero de cepas; %: porcentaje; VO: verde oscuro; VE: verde esmeralda.

En la tabla 3 se presenta la intensidad de color desarrollado por las cepas de C. albicans
y C. dubliniensis, en el medio Chromagar Candida a las 72 horas de incubacién y bajo
diferentes temperaturas (28, 35, 37 y 39 °C).

Tabla 3. Intensidad de color de Candida albicans y Candida dublinienis aisladas de
muestras clinicas de pacientes con candidosis en medio Chromagar Candida bajo
diferentes temperaturas. Tiempo de incubacion: 72 horas.

Color de la colonia

Temperatura de Candida albicans Candida dubliniensis
incubacion (°C) VO VE VO VE
n (%) n (%) n (%) n (%)
28 10(37,0) 17(62,9) 3(50,0) 3(50,0)
35 14(51,8) 13(48,1) 4(66,6) 2(33,3)
37 13(48,1) 14(51,8) 5(83,3) 1(16,6)
39 15(55,5) 12(44,4) 5(83,3) 1(16,6)

n: ndmero de cepas; %: porcentaje; VO: verde oscuro; VE: verde esmeralda.
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Las variaciones de color observadas en la comparacion del medio a diferentes
temperaturas de incubacion, para ambas especies, fueron minimas. Cabe destacar un
cambio en la intensidad del color verde en la deteccion de C. dubliniensis (verde oscuro)
en relacién con C. albicans, que mayormente conservo su coloracién caracteristica a las
72 horas de incubacion. Este resultado se aprecia mejor a los 28°C de incubacion para C.
albicans (74,0%) y a los 39°C para C. dubliniensis (66,6%).

Resultados similares fueron obtenidos por otros autores en estudios comparativos del
medio CHROMagar Candida en correspondencia con el tiempo de incubacion y la
intensidad del color de las cepas, mostrando que a las 24 horas de incubacion la
sensibilidad en el medio fue de 49,6%; luego de 48 horas se obtuvo un 98,9% y después
de 72 horas se alcanz6 una sensibilidad del100.0% (Quindds et al., 2001; Willinger et
al., 2001; Letscher et al., 2002).

Segun estudios realizados por Ellepola et al. (2003) y Freydiere et al. (2001), C.
dubliniensis produce colonias de color verde mas oscuro que C. albicans en el medio de
CHROMagar Candida. Sin embargo, otros autores indican que no siempre se evidencia
la diferencia de color y que basarse solamente en este aspecto puede llevar a confusion
(Sullivan et al., 1998; Ballesté et al., 2005; Lopez et al., 2005).

En la tabla 4 se muestra el porcentaje de reacciones positivas de las pruebas bioguimica
del sistema API 20C AUX, las pruebas de XYL y TRE presentaron una asimilacion del
80,0% respectivamente, y 54,0% para MDG, en las cepas de Candida albicans, sin
embargo; no se evidencié asimilacion alguna de estas pruebas en la cepa de C.

dubliniensis.

Con el fin de evaluar la reproducibilidad de las pruebas bioguimicas contenidas en las
tiras de API, se seleccionaron 5 cepas de C. dubliniensis y 5 C. albicans al azar, de las
cuales se realizaron 3 réplicas de las mismas para obtener un nuevo andlisis con un total
de 15 cepas para cada especie, los resultados de esta prueba se muestran en la tabla 5. El
APl 20C AUX mostré excelente reproducibilidad de la TRE, XYL y MDG pruebas
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diferenciales para C. dubliniensis y C. albicans. La precision cualitativa combinada de
las pruebas fue de 100,0 %. Sin embargo, se observaron dos variaciones para la prueba
de asimilacion de TRE cuando se ensayaron cepas de C. albicans y una variacion para
XYL y MDG. En cambio, para C. dubliniensis no se observaron variaciones de estas

pruebas.

Tabla 4. Porcentaje de reacciones positivas de las pruebas bioquimicas del Sistema API
20C AUX para la identificacion de Candida albicans y Candida dubliniensis.

Positividad (%)

Candida albicans Candida dubliniensis
Prueba (n=27) (n=6)
CN 0 0
GLU 100 100
GLY 95 90
2XG 45 25
ARA 80 20
XYL 80 0
ADO 55 10
XLT 65 13
GAL 100 15
INO 0 10
SOR 100 13
MDG 54 0
NAG 75 33
CEL 0 25
LAC 95 30
MAL 100 15
SAC 55 20
TRE 80 0
MLZ 5 10
RAF 0 15
HIF 100 10

n: nimero de cepas; CN: Control negativo; GLU: D-glucosa; GLY: glicerol; 2KG: 2-ceto-gluconato;
ARA: L-arabinosa; XYL: xylosa; ADO: adonitol; XLT: xilitol; GAL: D-galactosa; INO: inositol; SOR:
D-sorbitol; MDG: metil-aDglucopirandsido; NAG: N-acetil-glucosamina; CEL: D-celobiosa; LAC: D-
lactosa; MAL: D-maltosa; SAC: D-sacarosa; TRE: D-trehalosa; MLZ: M-melezitosa; RAF: D-rafinosa;
HIF: Hifas.
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Tabla 5. Reproducibilidad de las pruebas bioquimicas del Sistema APl 20C AUX para la
identificacion de Candida albicans y Candida dubliniensis.

n° de variaciones/Total de aisladas

Candida albicans Candida dubliniensis
Prueba (n=5) (n=5)
GLU 0/15 0/15
GLY 5/15 1/15
2XG 5/15 1/15
ARA 3/15 2/15
XYL 1/15 0/15
ADO 3/15 2/15
XLT 4/15 2/15
GAL 0/15 0/15
INO 1/15 0/15
SOR 1/15 2/15
MDG 1/15 0/15
NAG 5/15 1/15
CEL 1/15 3/15
LAC 2/15 3/15
MAL 3/15 2/15
SAC 3/15 1/15
TRE 2/15 0/15
MLZ 1/15 1/15
RAF 5/15 2/15
HIF 0/15 0/15

n: namero de cepas; CN: Control negativo; GLU: D-glucosa; GLY: glicerol; 2KG: 2-ceto-gluconato;
ARA: L-arabinosa; XYL: xylosa; ADO: adonitol; XLT: xilitol; GAL: D-galactosa; INO: inositol; SOR:
D-sorbitol; MDG: metil-aDglucopiranosido; NAG: N-acetil-glucosamina; CEL: D-celobiosa; LAC: D-
lactosa; MAL: D-maltosa; SAC: D-sacarosa; TRE: D-trehalosa; MLZ: M-melezitosa; RAF: D-rafinosa;
HIF: Hifas.

Las caracteristicas bioquimicas de las levaduras han sido consideradas elementos
taxondmicos de gran importancia; sin embargo, se ha extendido el criterio de asociar
otros caracteres para llegar a una identificacion mas exacta como lo es, la asimilacion
del substrato; la cual se basa en el desarrollo del crecimiento de la levadura en presencia
de un carbohidrato puro, considerandose como un método convencional para la
identificacion. EIl incremento de las infecciones por levaduras en pacientes
inmunocomprometidos exigio simplificar los métodos de identificacion, permitiendo el

desarrollo de varias alternativas, como la fermentacion y asimilacién de carbohidratos.
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El APl 20C AUX fue el mas usado por su facil manejo, se basdé en 20 pozos con
substratos deshidratados (azlUcares) donde se inocul6 la cepa de la levadura por un
periodo de 48 a 72 horas de incubacion y a temperaturas Optimas de crecimiento donde
se lograba la asimilacion del substrato si la levadura crecia y asi permitia la

identificacion de la levadura (Guevara et al., 2007).

Varios estudios han tenido como objetivo la comparacion de los métodos
semiautomatizados y automatizados, los cuales buscaban dar respuestas a las
necesidades de los laboratorios que relacionaban el tiempo de desarrollo de las pruebas y
su precision, asi como con su economia. En esta busqueda, Pincus (1999) evalud las
pruebas APl 20C AUX System y el ID32C System para la identificacion de Candida
dubliniensis, con lo cual se demostr6 que ambas son Utiles ya que incluian la trehalosa
(TRE) uno de los carbohidratos que al ser asimilado por esta especie, permitio la
identificacion del 15,0% de las cepas aisladas. Adicionalmente, la prueba RapIDYeast
Plus System podia evaluar la enzima fosfatasa, la cual presentaba un porcentaje que
permitid diferenciar C. dubliniensis de C. albicans (9,0% y 76,0%, respectivamente) con
mayor efectividad. Por Gltimo, los porcentajes de asimilacion de MGD 10,0% y 90,0%,
xilosa del 0,0%y 95,0% vy glicina del 26,0% y 85,0%, en VITEK YBC System
(automatizado) demostraron, que debido a que estos son diferentes después de 24 horas

de incubacidn, permitian una discriminacion entre estas dos especies .

En la tabla 6 se muestran los valores de sensibilidad y especificidad del CHROMagar
Candida y el sistema APl 20C AUX para la identificacion de C. albicans y C.
dubliniensis, se observa que ambas pruebas presentan buena sensibilidad con 83,3% y
75,0%, respectivamente. Sin embargo, resultaron ser medianamente especificas
evidenciandose un 51,8% y 55,0% para CHROMagar Candida y el sistema APl 20C
AUX, respectivamente. En referencia a la tabla 7, se puede observar que el sistema API
mostré una buena sensibilidad para las tres pruebas evaluadas, reflejando un 100,0%
para XYL y TRE, y de 95,0% para MDG. Sin embargo, el sistema mostrd6 mayor
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especificidad para TRE con un 85,0% por encima de las dos pruebas restantes: MDG

(55,0%) y XYL (45,0%).

Tabla 6. Sensibilidad y especificidad del CHROMagar Candida y el sistema API 20C
AUX para la identificacion de Candida dubliniensis.

CHROMagar Candida API 20C AUX
Sensibilidad (%) 83,3 75,0
Especificidad (%) 51,8 55,0
VPPN (%) 93,3 92,5
VPPP (%) 27,7 35,5

VPPN: valor predictivo negativo; VPPP: valor predictivo positivo.

Tabla 7. Sensibilidad y especificidad de las pruebas de asimilacion de xylosa, trehalosa y
metil-aDglucopiranosido del sistema API 20C AUX para la diferenciacion de Candida
dubliniensis.

Pruebas
XYL TRE MDG
Sensibilidad (%) 100 100 95
Especificidad (%) 45 85 55

n: nimero de cepas; XYL: xylosa; MDG: metil-aDglucopiranosido; TRE: D-trehalosa; %: Porcentaje.

El medio agar cromogénico, CHROMagar Candida, es de gran ayuda para la
identificacion de cepas de C. albicans y C. dubliniensis siendo un método sensible y
especifico. Es un medio muy atil para la diferenciacién e identificacion presuntiva
rapida de levaduras, tanto a partir de cepas aisladas como de muestras clinicas, lo que
resulta de gran interés, especialmente para el caso de pacientes inmunocomprometidos
para los cuales la celeridad del diagnostico es de fundamental importancia. Por su parte,
el sistema APl 20C AUX es un sistema semiautomatizado que ayuda a la diferenciacion
de cepas de C. albicans y C. dubliniensis como en este caso que resulté un método
sensible y especifico, al corroborar las especies de Candida detectadas, lo que permite
reafirmar el hecho de que siguen siendo, las pruebas de fermentacion y asimilacion de
compuestos de carbono, las méas utilizadas para la corroboracién e identificacion de

levaduras. El auxonograma o capacidad de las levaduras para utilizar o asimilar
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diferentes compuestos de carbono es hoy dia, el criterio taxonémico mas aceptado
(Giusano et al., 1998).

Ruiz et al. (2003), realizaron un estudio comparativo donde evaluaron la nueva formula
del medio CHROMagar Candida (CHROM-R) frente a la formula del original
(CHROM-O0), considerando la capacidad de crecimiento y la identificacion de las
colonias, y posteriormente realizaron un estudio comparativo del medio, reformulado
con un nuevo medio de similar composicion (CHROM-M) de otra casa comercial
(MAIM, lzasa).Los resultados obtenidos basado en que el medio reformulado permite la
posibilidad de distinguir entre C. albicans y C. dubliniensis, no teniendo esta capacidad
el medio original, ni el nuevo medio CHROM-M. El medio CHROMagar de MAIM no
demostro la misma eficacia para la identificacion de especies de levaduras que el medio
CHROMagar Candida de Becton-Dickinson, ya que presenta una menor sensibilidad,
necesita un mayor tiempo de incubacion para que las colonias se desarrollen y dificulta
la diferenciacion de algunas especies de interés clinico como C. tropicalis y C.
parapsilosis. No es tampoco un medio apropiado para la identificacion de C.
dubliniensis, siendo el color de ésta semejante al de C. albicans. EI medio CHROM-R
presenta frente a éste, sin duda, una mayor sensibilidad y especificidad para la
identificacion de C. albicans, C. parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis y C.
dubliniensis. En vista de ello, y dado que el medio cromogénico CHROMagar Candida
reformulado de Becton-Dickinson ha sido bien evaluado por otros autores (Garcia et al.,
1998; San Millan et al., 1996; OddsyBernaerts, 1994, Jabra et al., 2001), y el nuevo
medio CHROMagar de MAIM no mejora las caracteristicas de los anteriores, se sigue
utilizando en el trabajo rutinario de laboratorio el medio CHROMagar Candida

reformulado.

En un estudio realizado por Lopez et al. (2005), se tomaron 64 hisopados de la mucosa
bucal de pacientes que presentaban lesiones caracteristicas de candidosis, resultando 44
(69,0%) positivos, de ellos se aislaron 27 (61,0%) cepas de C. albicans, 10 (23,0%) de
C. parapsilosis, 3 (7,0%) de C. tropicalis, 2 (4,5%) de C. krusei y 2 (4,5%) de C.
glabrata. Al comparar las técnicas que utilizaron para identificar C. albicans (agar
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harina de maiz y formacion de tubos germinativos) no encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre ambos métodos, asi mismo comparando los
métodos que discriminan especies de Candida, entre ellas CHROMagar, APl 20C AUX
y PCR fingerprinting, se observo que no existian diferencias significativas en las
proporciones de resultados que identifican las especies de Candida entre estas pruebas.
La prueba de tubo germinativo, solo permitid identificar rapidamente a C. albicans, pero
no asi inferir sobre la identidad de los deméas aislamientos. La prueba de
clamidoconidias en agar harina de maiz permitié corroborar la especie C. albicans, pero
dicha presuncion tuvo unicamente valor taxondmico orientativo, dado que C.
dubliniensis también desarrolla clamidoconidias en este medio. Las pruebas bioquimicas
o fisioldgicas de asimilacion de sustancias hidrocarbonadas y nitrogenadas, asi como
también las pruebas de fermentacion de carbohidratos arrojaron una positividad del
98,0% para las 44 cepas estudiadas mediante el sistema comercial APl 20C AUX. EL
desarrollo observado en las colonias sembradas en el medio agar cromogénico
CHROMagar, permitié determinar el color, la textura y la macro morfologia de las
mismas, en algunos casos, en forma presuntiva pudiéndose asignar a cada uno la especie

correspondiente (Lopez et al., 2005).

Los medios con sustratos cromogénicos son de gran ayuda para la identificacion
presuntiva de distintas levaduras, a la vez que permiten reconocer la existencia de
infecciones por mas de una especie simultaneamente. Sin embargo, las colonias se
presentan en una gama de color determinado y la caracterizacion del mismo depende del
observador. Por este motivo, no siempre es sencillo discriminar entre variaciones de
tonalidades de un color para asignar solamente con esto la correspondencia con la

especie aislada (Pineda et al., 2008).



CONCLUSIONES

EL medio agar cromogénico CHROMagar resulté de gran utilidad clinica, ya que se
pudo dar una identificacion presuntiva en un tiempo corto y rapido del 55% de las cepas
de Candida dubliniensis en pacientes hospitalizados.

En este estudio se demostro la importancia de la utilizacion del sistema APl 20C AUX
para la diferenciacion entre Candida dubliniensis y Candida albicans, ademas de

presentar alta sensibilidad y especificidad para el diagndstico clinico.

La negatividad en las pruebas de xilosa (XYL) y metil-aDglucopiranosido (MDG)
resultd fuertemente sugestiva de Candida dubliniensis, por lo que la utilizacion de estas
pruebas seria de gran utilidad para los laboratorios clinicos ya que permitiria un
importante ahorro econémico en el proceso de identificacion y diferenciacion de esta

especie, lo que a su vez pudiera tener importantes implicaciones terapéuticas.



RECOMENDACIONES

Se debe usar con entera confianza los métodos de CHROMagar y sistema APl 20C
AUX, especificamente las pruebas de XYL, TRE y MDG en el diagnostico micoldgico,
ya que se obtienen resultados en corto tiempo para la identificacion y diferenciacion de
Candida dubliniensis de importancia clinica. Sin embargo, deben tomarse en
consideracion las limitaciones que estos presentan y adicionarles pruebas que

contribuyan a una mejor diferenciacion entre especies.
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siguiendo las instrucciones del fabricante. Las variaciones de color observadas en la
comparacion de las colonias de Candida albicans y Candida dubliniensis fueron
minimas. Se pudo observar un cambio en la intensidad del color verde en la deteccién
de Candida dubliniensis (oscuro) en relacion con Candida albicans, que conservé su
coloracion caracteristica de verde esmeralda en la mayoria de sus cepas. EI cambio de
coloracion se intensificd después de las 24 horas de incubacion y a temperaturas
mayores de 28°C; sin embargo, no ocurri6 asi en todas las cepas. La asimilacion de
xilosa (XYL), trehalosa (TRE) y metil-aDglucopiranosido (MDG), pruebas contenidas
en el sistema APl 20C AUX, fueron negativas para todos los aislamientos de Candida
dubliniensis y fueron positivos para 18 (XYL), 15 (MDG) y 23 (TRE) de las 27 cepas de
Candida albicans. Los laboratorios de microbiologia clinica podrian utilizar el
desarrollo de las colonias en CHROMagar Candida, a 37°C durante 24 horas de
incubacion, y una prueba negativa de XYL y TRE, con el sistema de identificacion de
levaduras APl 20C AUX, para proporcionar una identificacion presuntiva de Candida
dubliniensis. Un resultado negativo en la prueba de MDG también seria Util, pero puede




clasificar erroneamente Candida albicans como Candida dubliniensis, cuando se utiliza
con el sistema APl 20C AUX.
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CONSEJO UNIVERSITARIO
RECTORADO
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Ciudadano

Prof. JESUS MARTINEZ YEPEZ
Vicerrector Académico
Universidad de Oriente

Su Despacho

Estimado Profesor Martinez:

Cumplo en notificarle que el Consejo Universitario, en Reunién Ordinaria
celebrada en Centro de Convenciones de Cantaura, los dias 28 y 29 de julio
de 2009, conocié el punto de agenda “SOLICITUD DE AUTORIZACION PARA
PUBLICAR TODA LA PRODUCCION INTELECTUAL DE LA UNIVERSIDAD
DE ORIENTE EN EL REPOSITORIO INSTITUCIONAL DE LA UDO, SEGUN
VRAC N° 696/2009".

Leido el oficio SIBI - 139/2009 de fecha 09-07-2009, suscrita por el Dr.
Abul K. Bashirullah, Director de Bibliotecas, este Cuerpo Colegiado decidi6, por
unanimidad, autorizar la publicacién de toda la produccion intelectual de la
Universidad de Oriente en el Repositorio en cuestion.
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participarlo previamente al Consejo Universitario para su autorizacion”.
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