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IDENTIFICACION DE Candida dubliniensis
MEDIANTE EL USO DE PRUEBAS FENOTIPICAS
EN LA COLECCION DE MUESTRAS DEL
HOSPITAL GENERAL DE MEXICO.




Objetivo general:

Evaluar la presencia de Candida dubliniensis como principal
agente etioloégico en las candidosis diagnosticadas en el
Hospital General de México, mediante el uso exclusivo de

bruebas fenotipicas.

Objetivos especificos:
- Utilizar pruebas fenotipicas reportadas a nivel
internacional.
- Evaluar el grado de confiabilidad de estas pruebas para
distinguir entre Candida albicans y Candida dubliniensis.
- Desarrollar metodologia de utilidad para los laboratorios
de microbiologia médica para la identificacion de estas
especies
- Obtener datos estadisticos que sirvan para el desarrollo

de reportes epidemiolégicos en México.




Hipétesis general:
- Es posible distinguir e identificar a Candida dubliniensis

de Candida albicans mediante pruebas fenotipicas.

Hipétesis nula:
- No es posible distinguir e identificar a Candida
dubliniensis de Candida albicans mediante pruebas

fenotipicas, sino que se requiere de pruebas genéticas.




Ill. INTRODUCCION

Las candidosis son infecciones primarias o secundarias ocasionadas por
miembros del género Candida, principalimente por Candida albicans. Las
candidosis son las micosis mas frecuentes y por ende las mas estudiadas a nivel

internacional.

A partir del afio 1995 se empezd a reportar una nueva especie del género
Candida, principalmente en candidosis muco-cutaneas en pacientes con VIH/SIDA
que han recibido un tratamiento prolongado con fluconazol. Gracias a los trabajos

. 7.8. 1 esta levadura “emergente” hoy se conoce con el

de Sullivan y cols
nombre de Candida dubliniensis, cuyas habilidades o caracteristicas
fundamentales son imitar, igualar o poseer practicamente todas las caracteristicas
de Candida albicans que utilizamos para distinguirla de otras levaduras del mismo

género.

Podriamos insinuar nemotécnicamente que Candida dubliniensis es una
“hermana gemela” de Candida albicans, ya que las pruebas de ADN que se han
hecho parecen demostrar que su genoma es diferente tan séloenun 1.4 % @11 y
ademas, son practicamente indistinguibles una de la otra en las pruebas

fenotipicas tradicionales usadas en la blusqueda de Candida albicans.

Esto trae como consecuencia, que esta “hermana gemela” no sea
detectada desde un principio y por io tanto nos lleva a dar un diagndstico y un

tratamiento incorrecto, del cual nos percatamos por fallas terapéuticas

En este momento, las pruebas mas exactas para la identificacion de esta
nueva especie han sido las diversas técnicas de ADN que existen, sin embargo,
tienen el inconveniente de ser y utilizar equipo costoso, ademés de que en nuestro
pals son pocas las instituciones que cuentan con el equipo y personal capacitado

para desarrollar tales pruebas. De ahi la necesidad de buscar pruebas que nos




ayuden a dar un diagnostico correcto, que sean econémicas, y que sean faciles de

realizar en los laboratorios de microbiologia médica de rutina en nuestro pais.

El propésito de este trabajo es utilizar pruebas fenotipicas nuevas,
reportadas a nivel internacional recientemente, para realizar la identificacién de
Candida dubliniensis a partir de muestras de candidosis de pacientes del Hospital
General de México; asimismo, de lograr la identificacion de esta especie, montar la
metodologia mas adecuada para realizar una correcta y pronta identificacién de

este agente etiologico.




IV. ANTECEDENTES

4.1 Candida dubliniensis

Candida dubliniensis es una levadura oportunista que esta relacionada
filogenéticamente de una manera muy cercana con Candida albicans. ¢ '1:25. 26
y ha sido aislada principalmente de la cavidad oral de individuos infectados con el
virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y de pacientes con SIDA. Este
microorganismo se ha aislado en una gran variedad de regiones geograficas y
sus caracteristicas fenotipicas y genotipicas han sido descritas en varios reportes

. 2 46- .
recientes. (6- 8, 11, 25- 28, 30, 35, 46-50, 53-55, 59, 60, 71, 75, 76, 84, 85 }

El hecho de que la distancia filogenética entre estos organismos sea tan
cercana ha suscitado una discusiéon a nivel mundial acerca de si Candida
dubliniensis es una nueva especie de levadura oportunista o si se trata de una
variedad menos virulenta de Candida albicans. La controversia surge por el hecho
de que Candida dubliniensis es una levadura que genera filamentacion (tubo
germinativo) y que produce pseudofilamentos con clamidoconidias, pruebas que
son utilizadas de manera rutinaria para la identificaciéon presuntiva y definitiva de

Candida albicans.

Candida albicans es conocida por ser la especie mas virulenta del género
Candida y por ser la especie mas frecuentemente implicada en los casos de
candidosis en general y en particular en casos orales en individuos
inmunosuprimidos e inmunocompetentes. La incidencia de infecciones causadas
por Candida albicans en la Ultima década, ha disminuido en comparacion a la
cantidad de infecciones causadas por otras especies del mismo género incluyendo
Candida tropicalis, Candida krusei y Candida glabrata. La aparicion reciente de
Candida dubliniensis como levadura oportunista coincide entonces con este

aparente cambio epidemiologico.




Esta levadura emergente debe ser investigada a profundidad, no solo para
develar con total seguridad si se trata de una nueva especie, sino porque su
distribucion geografica y su aparente implicacion en candidosis orales cada vez
parece ser mas amplia; ademas, por un lado, la mayoria de los aislamientos
clinicos obtenidos son resistentes al fluconazol, debido a que este farmaco es el
mas empleado actualmente y por otro lado, los aislamientos clinicos que son

susceptibles, desarrollan rpidamente resistencia a esta droga in vitro.
4.2 HISTORIA

La primera evidencia de Candida dubliniensis aparecid mucho antes de la
pandemia de VIH/SIDA. El aislamiento se realizé en el afio de 1957 en el Reino
Unido, a partir de una muestra de pulmén recuperada post-mortem. Esta levadura
fue errébneamente identificada como Candida steliatoidea y se incluyé como una
variedad de referencia de esta especie en la British National Collection of
Pathogenic Fungi (NCPF variedad 3108) © 7. Fue hasta finales de 1980 vy
principios de 1990 cuando se identificaron los siguientes especimenes de Candida
dubliniensis, los que se obtuvieron de muestras orales de individuos infectados
con VIH y pacientes con SIDA en Australia, Irlanda y el Reino Unido ©': sin
embargo, fue hasta 1995 en Dublin, Ifanda, cuando se sugiri6 que estos
aislamientos pertenecian a una nueva especie.'" A partir de entonces, hay
reportes de aislamiento de esta levadura en pacientes de Argentina, Australia,
Alemania, Bélgica; Canada, Espaiia, Estados Unidos, Finlandia, Francia, Grecia,

Ifanda, Reino Unido y Suiza. % 36-45.79)

Al iniciarse en los afios 80 la pandemia de SIDA, se observé un aumento en
los casos de candidosis, sobretodo la variedad mucocutanea, en los pacientes
infectados por VIH, los cudles recibieron tratamientos prolongados con fluconazol.
A principios de los afios 90, se comenzaron a reportar casos donde cepas de
Candida albicans, que provenian de candidosis en pacientes con VIH/SIDA,

mostraban ser resistentes al antimicético fluconazol. €0 8283




Al principio solo se observd esta resistencia en las cepas provenientes de
pacientes con VIH/SIDA y se consideraba que era adquirida al antimicético debido
al largo tiempo de exposicion de la levadura al medicamento, sin embargo, con
los trabajos de Sullivan y cols. © 78 se ha sugerido que se trata de una nueva
especie de levadura y no nada mas de un mecanismo de resistencia de Candida

albicans.

En la actualidad se han generado reportes en donde se ha encontrado
Candida dubliniensis en todo tipo de poblaciones humanas (diversos grupos
étnicos, diferentes grupos de edades) y no solo en procesos patolégicos sino

también como flora habitual. (13- 14.37-39.41. 43,71, 82)

4.3 LA EMERGENCIA DE Candida dubliniensis

Como se menciond anteriormente, desde el primer reporte en 1995, que
describi6 las caracteristicas de Candida dubliniensis © 7129 40.41.44.45.79) hagta |a
fecha, se han descrito aislamientos de candidosis orales de este microorganismo
en practicamente todo el mundo #3134, 36-38.42.43) tgntg en individuos sanos como

(13, 29, 31, 34, 3641, 4345) Esto sélo puede

en pacientes infectados con VIH/SIDA.
sugerir que la cavidad oral es la topografia mas adecuada o “el lugar ideal” para
Candida dubliniensis, lo cual no quiere decir que no se pueda aislar en otros sitios
anatomicos o hasta en otras especies animales. La existencia de casos de
individuos sanos con Candida dubliniensis, aun cuando son muy raros en este
momento, sugiere que generalmente el sistema inmunolégico y la flora microbiana

habitual, evitan el excesivo crecimiento de este microorganismo.

La cavidad oral es un medio ambiente sumamente complejo y muy rico en
flora microbiana, la cual incluye una variedad de especies de Candida y muy
probablemente a Candida dubliniensis. Las poblaciones de especies de Candida

deben cambiar con mucha frecuencia, dependiendo completamente de las
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condiciones del microambiente, el cual debe ser afectado por la dieta, los

tratamientos con farmacos y el estado de inmunocompetencia de un individuo.

Cuando se presenta un paciente con candidosis oral, es muy probable que
mas de una especie o variedad del género Candida se encuentre presente, lo que
hace muy dificil determinar que especies estan contribuyendo activamente en la
generacion de los sintomas de la enfermedad. Esto es facil observaro en
pacientes con candidosis recurrentes, es aqui en particular donde Candida
albicans puede ser reemplazada por otras especies menos virulentas como
Candida dubliniensis, Candida glabrata o Candida krusei. Esta situaciéon puede
explicarse de manera hipotética si suponemos que estas especies menos
virulentas pueden subsistir y persistir en la cavidad oral después del tratamiento
con farmacos antifangicos, lo cual no puede hacer Candida albicans y lo que
ayudaria a explicar ademas el aparente cambio epidemiolégico que esta
ocurriendo en los casos de candidosis orales. Esto es cierto en los casos de
Candida glabrata y Candida krusei, comparados con Candida albicans, son
generalmente menos susceptibles al fluconazol, el antimicético mas usado
comunmente en el tratamiento de las candidosis orales. En el caso especifico de
Candida dubliniensis, los aislamientos recuperados de individuos sanos son, en su
gran mayoria, susceptibles a los antifungicos mas comunes, incluyendo al
fluconazol, sin embargo, los casos de aislados de Candida dubliniensis con muy
poca susceptibilidad, provienen de casos de pacientes con SIDA y que han tenido
tratamientos previos y prolongados con este medicamento. Si esta capacidad de
Candida dubliniensis para desarrollar resistencia, sucede de una manera rapida in
vivo, esto puede explicar al menos en parte, su aparicion como patdégeno-
oportunista-emergente, por lo menos, en los casos de individuos infectados con

VIH y en los casos de pacientes con SIDA que han recibido tratamiento con

fluconazol.




4.4 IDENTIFICACION DE Candida dubliniensis EN ESPECIMENES
CLINICOS

4.4.1 CARACTERISTICAS DE Candida dubliniensis.

En agar Sabouraud se observan colonias blancas, cremosas, suaves; es
capaz de crecer en medios que contiene cicloheximida (actidione). En la
morfologia microscopica se observan multiples blastoconidias o levaduras
gemantes. En placas de agar Corn meal (harina de maiz) +Tween 80 (28° C, 72
horas) se observan pseudohifas, e hifas con blastoconidias y vesiculas
(clamidoconidias), las que generalmente son mdltiples. La generacion de tubo

germinativo es positiva después de tres horas. La hidrolisis de urea es negativa.

Caracteristicas fenotipicas basicas de Candida albicans y Candida dubliniensis

Caracteristicas _ Candida albicans Candida dubliniensis
Camulos de
Examen directo KOH al Camulos de blastoconidias
blastoconidias y/o
10% y/o pseudohifas
pseudohifas
(+) Cimulos de (+) Camulos de
Tinciéon de Gram blastoconidias y/o blastoconidias y/o
pseudohifas pseudohifas
Colonias blancas, Colonias blancas, suaves,
Crecimiento en suaves, limitadas, limitadas, opacas,
Sabouraud opacas, ocasionalmente ocasionalmente con
con pseudomicelio pseudomicelio
Tubo germinativo en 3
(+) después de 3 horas (+) después de 3 horas
sueroa 37°C
Clamidoconidias en Corn .
Unicas, terminales Multiples y en racimos
meal + Tween 80
Biggy (Nickersson) Colonias color café Colonias color café

Tabla 2. Candida albicans y Candida dubliniensis, son conocidas de manera

nemotécnica como “hermanas gemelas”
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Pruebas de asimilaciéon

i Auxonograma .
Morfologia _ _ Zimograma Otros caracteres
Indispensable Electivo
L .g » o | o | d
3 o o | ® © © © w | © 5|16|2
° o| g > | 9 o 0 | ® = | o o | 9| o | © | B 2 | X
o2 6 /8% /82|8 2/2|8|2 c|g|28|a|2 8|S|2 8|8 B|ZB|¢c
T 588 2|02 | gl s |9 8|lolw|o|8 | 5|l |8 |&|8 |9
o |5 = |353%F|0 |8 8 &£|oc|lo|=z|£|3|F 8|8l =|2 2|g|3F
= 32|/ FElg=|8 8 S 8le|e|X |2 |52 s|=s|8|8|5|23 o
e E @ » o o - o |6 & |48
= o =
A @ || 3
C. albicans + + + + + |+ | | | - ]+ + -+ | [ =] -V ] -
C. dubliniensis + + + ++ |+ |+ | | | || = |V |+ |+ ]|+ ]|+ ] ]| R|]+ ]| -
C. stellatoidea + +-- +-- + | + - + - - - - + | + + | + - - R R - + -
C. tropicalis + - - S - BV Y S T e - -l vi| - B
C. parapsilosis + - - + + |+ |+ - - - - + + + - - - - - - R -
C. krusei + - - +| - - - - - - - - -+ - - - - - -1 BT - -
C.

+ - - + - + + + + - + \Y - + - + + + + - R + -

pseudotropicalis
C. guillermondii + - - + 0+ |+ |+ | - + | - |+ + |+ |+ ] -]+ +] -1+ - R| + -
C. zeylanoides + - - ++ |+ | V] - - - - - + | V| - - - - - - R - R

+ = positivo; -- = negativo; +/- = casi siempre positivo; V = variable; B = blanco; R = rosado; Red. = reduccion; Vi = violeta; Res = resistencia

Tabla 3: Perfil de pruebas para C. dubliniensis. La tabla permite observar las dificultades que existen en los laboratorios al tratar de

diferenciar a C. albicans de C. dubliniensis con las pruebas de rutina.




Identificacion de cepas de tipo albicans. (Diagrama de flujo 3)

(-) C. tropicalis, C. parapsilosis,

Muestra C. glabrata, es la Unica (+) C. albicans, C. krysei, C. “pseudotropica/is,
roveniente de especie que no produce C. dubliniensis, C. guillermondii, C. zeylanoides.
p pseudomicelio C. stellatoidea —
mucosas s N 4
A ot
No | ¢ Lectura hasta 3 horas
0
= Tiroct o I. p C. albicans, C. * L oct
xamen directo y umulos ge dubliniensis y especies - ectura
Tincion Gram —l blastoconidias — no-albicans y €sp = Ztg;% Cgermmatlvo }"N después de
y pseudohifas . tres horas
i 1 =
Cultivo en n
Cepas tipo no-albicans: C. Corh meal Cultivos _en ;
parapsilosis, C. krusei, C. Métodos Bioquimicos [€™= + Tween < Sabouraud y
tropicalis, C. glabrata = 80 Agar Biggy (¥) Todas
A — las cepas
: \4 -
Casi todas las cepas : Todas las cepas de .
' . Zimograma >
dan un perfil particular <—| Aluxggoaramay Candida,  excepto  C. '
y exclusivo (excepto C. glabrata, generan

albicans y
dubliniensis)

C.

Cepas tipo
albicans: C.
albicans y C.
dubliniensis

de C.

generan

pseudomicelio,
embargo, solo las cepas

dubliniensis y en
ocasiones C. stellatoidea

sin

albicans, C.

clamidoconidias

¥

Prueba confirmativa

Sirven para distinguir cepas
de Candida spp de otros
hongos levaduriformes, pero
las diferentes cepas de
Candida son indistinguibles
entre si.




Sin embargo, a pesar de esta relacion tan cercana, estos microorganismos
exhiben algunas diferencias tanto fenotipicas como genotipicas, que si bien son
pequefas y sutiles, son de utilidad para intentar su identificacion en los diversos
especimenes biologicos que se trabajan de manera rutinaria en los laboratorios de

microbiologia.
4.4.2 PRUEBAS FENOTIPICAS

La ventaja de utilizar estas pruebas radica en que generalmente son mas
faciles de realizar y mas econdmicas que los estudios de biologia molecular; la
lectura de estas pruebas puede realizarse sin la necesidad de aparatos complejos
y generalmente no es necesario tener mucha experiencia en la técnica para poder
tener una lectura confiable. De manera muy general estan basadas en el hecho de
que si dos microorganismos pertenecen a especies diferentes, van a exhibir
caracteristicas Gnicas de especie que pueden observarse faciimente (morfologia
colonial diversa, perfiles enzimaticos diferentes, etc.). A continuacion se presentan
algunas de las pruebas fenotipicas descritas a nivel internacional para la
diferenciacion de Candida albicans y Candida dubliniensis.

Crecimiento en caldo de Sabouraud hiperténico. “®

Esta prueba se realiza en medio liquido, los resultados de ésta dan las
siguientes lecturas: positiva para C .albicans y negativa para C. dubliniensis. Lo
anterior se traduce como crecimiento o no. Esta prueba esta basada en la
capacidad de C. albicans para crecer en un medio hipertonico y en al aparente
incapacidad de C. dubliniensis para hacerlo. Confiabilidad: sensibilidad: 100%;

especificidad: 100%.




Crecimiento en Staib agar. 75559

Esta prueba se realiza en placas de agar que contienen como ingrediente
principal el extracto de la semilla Guizotia abyssinica (alpiste negro). Este medio
se ha reportado para dos caracteristicas en particular, la formacién de
clamidoconidias, pseudomicelio e hifas por un lado y crecimiento unicamente de
blastoconidias por otro. Los resultados de la prueba pueden observarse de la
siguiente manera: positiva para Candida dubliniensis y negativa para Candida
albicans. Lo anterior se traduce como crecimiento con clamidoconidias,
pseudohifas e hifas para C. dubliniensis y crecimiento de blastoconidias para C.
albicans, caracteristicas que son de muy facil observacion.

Confiabilidad morfologia colonial: sensibilidad: 100% especificidad: 87%.

Confiabilidad clamidoconidias: sensibilidad: 100%; especificidad: 93%.

Crecimiento a 42° C 6 45° C. ©0

Esta prueba puede llevarse a cabo tanto en medio liquido como en placas
de agar. Los resultados de esta prueba pueden variar ligeramente dependiendo de
la temperatura que se utilice. Para 42° C: es positiva para Candida albicans y
negativa para Candida dubliniensis, 10 que se traduce como buen crecimiento de
la primera y muy pobre o nulo para la segunda. Para 45° C: es positiva para C.
albicans es decir da un buen crecimiento y negativa para C. dubliniensis, sin
crecimiento.
Confiabilidad a 42 ° C: sensibilidad: 100%; especificidad: 90%.
Confiabilidad a 45 ° C: sensibilidad: 100%; especificidad: 100%.
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induccién de tubo germinativo a 39° C. " 52

Esta prueba se lleva a cabo en medio liquido vy la lectura se realiza a los 60
minutos generando la siguiente lectura: positiva para C. albicans y negativa para
C. dubliniensis, esto se traduce como formacion de tubo germinativo para Candida
albicans a los 60 minutos y no formacibn de tubo germinativo para Candida
dubliniensis a los 60 minutos.
Confiabilidad: sensibilidad: 100%; especificidad: 100%.

Crecimiento en agar de Pal. %

Esta prueba se realiza en placas de agar que tienen como ingrediente
basico el extracto de la semilla Helianthus annuus (girasol), esta es una prueba
similar a la prueba de Staib agar; ya que ambas semillas pertenecen a la misma
familia botanica, por o que la lectura es exactamente la misma, es decir: positiva
para Candida dubliniensis y negativa para Candida albicans, con crecimiento y
formacién de pseudohifas e hifas para la primera y soélo crecimiento para la
segunda.

Confiabilidad morfologia colonial: sensibilidad: 100%; especificidad: 100%.

Confiabilidad clamidoconidias: sensibilidad: 100%; especificidad: 94%.

Crecimiento en CHROMagar Candida. ©% ™

Esta prueba se lleva a cabo en placas de agar que contiene compuestos
cromogenos que al ser asimilados por las levaduras generan una coloracion
especifica para cada especie. De modo que la lectura es la siguiente: coloracion
verde clara para Candida albicans y coloracién verde obscura para Candida
dubliniensis.

Confiabilidad: sensibilidad: 100%; especificidad: 100%




Crecimiento en medio albicans ID. ©”

Esta prueba es similar a la prueba en CHROMagar Candida, con la
diferencia de que tiene menos utilidad, ya que este medio es especifico para la
busqueda de C. albicans y el resto de especies de Candida spp, se observan de
color blanco. En este medio Candida albicans se observa de color azul turquesa
brillante y las colonias de Candida dubliniensis se ven de color azul turquesa
obscuro.

Confiabilidad: sensibilidad: 100%; especificidad: 90%

Crecimiento en Sabouraud-Azul de Metileno agar. ©®

Esta prueba se realiza en placas de agar Sabouraud a las cuales se les
agrega Azul de metileno. La adicién de este colorante permite identificar un halo
de fluorescencia amarilla cuando las placas son observadas bajo ldmparas de luz
de 365 nm (Luz de Wood) en cuarto oscuro. La lectura se realiza de la siguiente
manera: las placas son observadas bajo la lampara de Luz de Wood en un cuarto
oscuro y se observa la presencia o ausencia de fluorescencia amarilla, siendo una
prueba positiva para Candida albicans y negativa para Candida dubliniensis.
Confiabilidad: sensibilidad: 83%: especificidad 85%.

Crecimiento en Corn meal agar + Tween 80. "%

Esta prueba sé lleva a cabo en placas de agar de harina de maiz y junto
con el medio de Rice meal (harina de arroz) son los mas utilizados en los
laboratorios de microbiologia médica para la identificacion de Candida albicans por
la generacion de clamidoconidias, lo que genera la siguiente lectura: Candida
albicans genera pocas clamidoconidias generalmente Unicas y terminales en los
extremos de las pseudohifas; en cambio, Candida dubliniensis genera abundantes
clamidoconidias en pseudohifas alargadas y cortas que se observan en grupos de
por lo menos 2 o 3 y que generalmente se encuentran en los extremo de las
pseudohifas
Confiabilidad: sensibilidad: 100%; especificidad: 90%
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Crecimiento en Caseina agar. 0

Este medio se prepara en placas de agar que contienen leche descremada
como ingrediente basico. Se utiliza en esta ocasién para observar la formacion de
clamidoconidias, es una prueba similar a las ya mencionadas de agar Cormn meal
y rice meal, ademnas la lectura es la misma, sin embargo tiene la ventaja de que es
un medio de cultivo de facil preparacién y mucho mas econémico.
Confiabilidad: sensibilidad: 95%; especificidad: 90%

Pruebas de asimilacién bioquimica API 20 C AUX y API 32 C AUX “8.49

Estas pruebas nos dan un resultado en base a los perfiles bioquimicos que
presenta cada especie. La lectura se lleva a cabo al observar un panel de
celdillas, las cuales contienen diferentes carbohidratos en medio liquido, y cuya
lectura es positiva, si al término del tiempo de incubacion se observa turbidez en
esa celdilla (sefial de que el carbohidrato fue asimilado y hubo crecimiento del
microorganismo), al contar las celdillas con turbidez, y siguiendo las reglas de
lectura del fabricante es posible generar un cédigo numeérico especifico para ese
microorganismo, este cadigo se introduce en la computadora, la cual busca en una
base de datos el tipo de microorganismo del que se trata exactamente, sino
encuentra coincidencias, genera una lista de los microorganismos con un margen
de probabilidad en orden descendente. Estas pruebas se basan principalmente en
la utilizacion de dos sustratos: uno es la xilosa (XYL) y otro es el a-metil-D-
glucosido (MDG). En el caso de Candida albicans y Candida dubliniensis pueden
ocurrir confusiones.
Confiabilidad XYL: Sensibilidad: 100%; especificidad: 96%
Confiabilidad MDG: sensibilidad: 100%: especificidad: 54%.
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Pruebas para la diferenciacion fenotipica entre Candida albicans y Candida dubliniensis

Apariencia

Confiabilidad

Prueba

Candida albicans

Candida dubliniensis

Sensibilidad

Especificidad

Pruebas térmicas

No hay generacion de
. tubo germinal,
o Generacion de tubo )
Tubo germinativo a ) mantiene su forma de
germinal a los 60 ] 100% 100%
39°C ) .. | levadura al realizar la
minutos de incubacidn
lectura a los 60
minutos de incubacion
Se observa
Se observa buen crecimiento muy pobre
Crecimiento a 42° C crecimiento a las 48 | y/o practicamente nulo 100% 90%
horas de incubacién a las 48 horas de
incubacion
Se observa buen Crecimiento nulo a tas
Crecimiento a45° C crecimiento a las 48 48 horas de 100% 100%
horas de incubacion incubacion
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Pruebas para la diferenciacién fenotipica entre Candida albicans y Candida dubliniensis

Apariencia Confiabilidad
Prueba Candida albicans Candida dubliniensis Confiabilidad Sensibilidad
Pruebas cromogénicas
Fluorescencia amarilla
) No hay fluorescencia
bajo la luz de 365 nm .
Agar Sabouraud + amarilla bajo la luz de
) (Luz de Wood) a las 83% 85%
Azul de metileno 365 nm a las 24 horas
24 horas de
i de incubacién
incubaciéon
Se observan colonias | Se observan colonias
) de color azul-turquesa | azul-turquesa oscuro
Candiselect ID 100% 90%
claro a las 48 horas a las 48 horas de
de incubacion incubacién
Se observan colonias | Se observan colonias
CHROMagar Candida | verde claro a las 48 | verde oscuro a las 48 100% 100%
horas de incubacién horas de incubacién
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Pruebas para la diferenciacion fenotipica entre Candida albicans y Candida dubliniensis

Apariencia Confiabilidad
Prueba Candida albicans Candida dubliniensis Confiabilidad _ Especificidad
Pruebas para la generacion de clamidoconidias y diferenciacién morfolégica
Colonias suaves con

Colonias suaves con . o
Agar Corn meal + ) o clamidoconidias
clamidoconidias 100% 90%
Tween 80 . abundantes y en
Gnicas y terminales i
grupos y terminales
Colonias suaves con
Colonias suaves con . o
clamidoconidias
95% 90%

Agar Caseina

clamidoconidias

Gnicas y terminales

abundantes y en

grupos y terminales

Morfologia colonial:

Colonias rugosas con

Morfologia colonial:

Colonias suaves sin )
formacién de 100% 97%
Agar Staib formacion de L i __
o pseudomicelio y Clamidoconidias: . o
pseudomicelio } o Clamidoconidias: 93%
clamidoconidias 100%
) ) Colonias rugosas con | Morfologia colonial: Morfologia colonial:
Colonias suaves sin .
. formacion de 100% 100%
Agar Pal formacion de o : __
o pseudomicelio y Clamidoconidias:
pseudomicelio ) o Clamidoconidias: 94%
clamidoconidias 100%
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Pruebas para la diferenciacién fenotipica entre Candida albicans y Candida dubliniensis

Apariencia Confiabilidad
Prueba Candida albicans Candida dubliniensis Confiabilidad Especificidad
Pruebas bioquimicas (APl 20 C AUX)
Asimilacién. No
Asimilacion de xilosa siempre hay buena | No hay asimilacion. El
: - . \ 100% 96%
(XYL) diferenciaciéon de la | perfil es inconsistente.
especie.
Asimilacion. No
Asimilacién de a- siempre hay buena | No hay asimilacién. E|
. - . : 100% 54%
metil-D-glucésido diferenciacién de la | perfil es inconsistente
especie.
Otras pruebas
Se observa buen
Crecimiento nulo
Caldo Sabouraud crecimiento después
) después de 48 horas 100% 100%
hiperténico (6.5%) de 48 horas de ) )
de incubacion
incubacién
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4.4.3 PRUEBAS GENOTIPICAS

Los primeros aislados de Candida dubliniensis fueron encontrados por los
patrones inusuales de huella digital de ADN (DNA fingerprint patterns) que se
presentaban al utilizar la sonda 27A especifica para la huella digital de ADN de
Candida albicans (C. albicans-specific DNA fingerprinting probe 27A). Se han
utilizado una gran variedad de técnicas para observar diferencias en la
disposicion de las secuencias del cromosoma en cada especie, estas pruebas
incluyen huellas digitales con oligonucleétidos homélogos a las secuencias
microsatelitales (fingerprinting with ologonucleotides homologous to. microsatellite
sequences), electroforesis en gel de campos pulsados (pulsed-field gel
electrophoresis, PFGE) y analisis de PCR con amplificacién polimérfica de ADN al
azar (randomly amplified polymorphic DNA, RAPD, PCR analysis). Estos datos
indican que la organizacion genoémica de Candida dubliniensis es facilmente
distinguible de la de Candida albicans. Recientemente, han sido identificados
elementos repetitivos y especificos de especie en el ADN de Candida dubliniensis,
lo cual puede ser utilizado para una sonda de huella digital de ADN, esto ayudaria

enormemente en estudios epidemioldgicos

El hecho de que Candida dubliniensis tuviera una organizacién gendémica
diferente fue insuficiente para delimitar a este microorganismo como una especie
nueva y diferente de Candida albicans. Para determinar la relacion filogenética de
estos organismos fue necesario demostrar ademas, la existencia de una
divergencia (dispersion) significativa en las secuencias de nucledtidos de estas
dos especies. La evidencia final y mas contundente de que Candida dubliniensis
es una especie nueva llegd del andlisis comparativo de las secuencias de los
genes del ARN ribosomal (rARN) de varias especies de Candida. En la
investigacion original se describe que se encontré una regiéon de 600 pares de
bases (bp), que incluye a la region variable V3 de los genes del ARNr largo
(IrARN), que difiere tan solo et un 2.3 % entre Candida dubliniensis y Candida

albicans. Un analisis similar de la regién D1/D2 de los genes IrARN revel6é un
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grado de divergencia en nucleétidos significativo entre ambas especies. Aunado a
estos resultados, cuando se compardé la secuencia del auto-splicing de los intrones
del grupo | presentes en los genes del IrARN de las dos especies, se observo que
el intrén de Candida dubliniensis es casi idéntico al de Candida albicans, solo

difieren un poco en dos regiones stem-loop.

La posicion filogenético de Candida dubliniensis se ha establecido al
comparar las secuencias completas de los genes del ARN ribosomal pequefio
(srRNA), de aproximadamente 1.8 kb, de Candida albicans y Candida dubliniensis,
lo que revel6 una diferencia de apenas 1.4 %. Ademas de estas secuencias de
srRNA, se ha utilizado en estudios filogenéticos el gen ACT1, el cual codifica para
la proteina estructural actina. Cuando se comparan los genes de ACT1 de estos
microorganismos, se observa una diferencia de 2.1 % en las secuencias
codificantes, mientras que los intrones menos altamente conservados son

diferentes en un 16.6 %.

Otra técnica basada en las diferencias de las secuencias génicas y con
potencial para su uso en identificaciones rapidas de Candida dubliniensis es la
Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR). En la actualidad se han disefiado
iniciadores (primers) en base a la secuencia de la region D1/D2 del gen IFARN y
del intron de ACT1. Usando esta prueba se ha logrado identificar a Candida
dubliniensis de manera exacta en menos de 4 horas. También se han disefiado
iniciadores especificos para Candida albicans basados en las secuencias de
P11R1, el cual no amplifica cuando se utiliza un templado de ADN de Candida
dubliniensis. El| analisis del polimorfismo de fragmentos de restriccion largos
obtenidos al usar iniciadores para PCR que delimitan varias regiones en el locus
del rRNA ha demostrado que permite una discriminacién entre Candida albicans y
Candida dubliniensis. También se ha desarrollado un ensayo inmunoenzimatico de
PCR, el que utiliza una sonda de ADN especifica para Candida dubliniensis
derivada de la region ITS2 del locus del rARN. Estas técnicas son altamente

especificas, rapidas, faciles de llevar a cabo y aplicables a un gran nimero de
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aislados y pueden permitir una identificacidbn rapida y exacta de Candida

dubliniensis en el futuro.
4.4.4 RESISTENCIA A ANTIFUNGICOS

Este tipo de prueba se lleva a cabo en medios liquidos, y en la actualidad
existen varios métodos, siendo los mas utilizados el método de dilucion en caldo
de Pfaller y el método de microdilucién en caldo de la NCCLS. Los antimicoticos
mas utilizados en esta prueba son itraconazol, ketoconazol, fluconazol vy

anfotericina B.
Itraconazol

Es un compuesto triazédlico de segunda generacion sintetizado en 1980. Es
un farmaco fungicida por su accién sobre el citocromo P450 y actua a nivel del
peroxido de hidrégeno. " Los criterios susceptibilidad del NCCLS en

concentraciones minimas inhibitorias (MICs) para este fArmaco son las siguientes:
(35)

Susceptible
Parametro Susceptible dependiente de Resistente
dosis
Menor o igual a De 0.25a0.5 lgual o mayor a 1
Dosis :
0.125 pg/mL pug/mL pug/mL
Ketoconazol

Es un compuesto imidazélico sintetizado en 1977.su principal sitio de accién
es la membrana celular; inhibe la biosintesis del ergosterol e interfiere con otros
lipidos de la membrana, esto da lugar a una membrana con bajo contenido de
ergosterol, lo que conduce a una mayor permeabilidad y a un deterioro progresivo.
Esto significa que puede ser un farmaco fungistatico a bajas concentraciones o

fungicida a concentraciones altas. "
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Susceptible
Parametro Susceptible dependiente de Resistente
dosis
Menor o igual a De 0.25a 0.5 Igual o mayor a 1
Dosis
0.125 ng/mL pg/mL pg/mL
Fluconazol

Es un derivado triazélico hidrosoluble. Es un farmaco fungicida contra
levaduras, ya que inhibe la sintesis de esteroles en la membrana de los hongos y
los derivados son téxicos para la célula fungica. "

Los criterios susceptibilidad del NCCLS en concentraciones minimas inhibitorias

(MICs) para este farmaco son las siguientes: ©°

Susceptible
Parametro Susceptible dependiente de Resistente
dosis
Menor o igual a4 lgual o mayor a 64
Dosis De 8 a 32 ug/mL
pg/mL pg/mL

Los reportes a nivel internacional indican que Candida dubliniensis muestra
resistencia al fluconazol en tratamientos de duracion larga, como ocurre

generalmente en los casos de candidosis oral en individuos con infeccion por VIH.
Anfotericina B

Se aisld6 en 1955 de Streptomyces nodosus. Se une con rapidez al
ergosterol, ocasiona  alteraciones estructurales reversibles a bajas
concentraciones y alteraciones irreversibles a altas concentraciones. M sy
principal problema es la nefrotoxicidad y la hepatoxicidad, por lo que los pacientes

deben ser vigilados constantemente durante su administracion.
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De manera general, se ha reportado que la gran mayoria de los aislados de
Candida dubliniensis son susceptibles al fluconazol. Sin embargo, se ha
observado un fendmeno interesante en relacion a este microorganismo, el cual
consiste en que esta especie es capaz de generar resistencia in vitro, simplemente
con hacer crecer la cepa en medios que contienen fluconazol e ir incrementando
progresivamente la concentracion para generar la resistencia al farmaco en
cuestion. A la fecha no se ha observado este fendbmeno en Candida dubliniensis

al utilizar itraconazol, ketoconazol o anfotericina B.

Es necesario llevar a cabo mas estudios que nos ayuden a revelar todos los
factores de virulencia de Candida dubliniensis, es probable que existan pocos
estudios de este tipo debido a que se puede pensar que por la cercana relacion
que hay con Candida albicans estos mecanismos deben ser iguales o muy
parecidos, pero si pretendemos comprender completamente a este

microorganismo, no debemos pasar por alto ninguna prueba ni estudio.

Para lograr entender completamente la importancia clinica de Candida
dubliniensis, es .de suma importante llevar a cabo estudios epidemiolégicos. En
estos estudios debemos ser capaces de identificar a esta especie en muestras
clinicas de manera exacta y rapida, por lo que las técnicas empleadas deben ser
capaces de soportar un gran volumen de muestras, deben ser econémicas, faciles

de aplicar y reproducibles.
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V. MATERIAL Y METODOS

5.1 CEPAS DE REFERENCIA:

Cepa Caédigo de identificacion asignado
Candida albicans ATCC 90028* UME ATCC 90028
Candida albicans™* UADY 1
Candida albicans™* CFQ 1
Candida dubliniensis** P 1
Candida dubliniensis** P2
Candida dubliniensis**** UADY 2
Candida dubliniensis™**** UADY 3
Candida glabrata™** CFQ 2
Candida tropicalis*** CFQ 3
Candida krusei*** CFQ 4
Candida parapsilosis™* CFQ 5

Lugar de procedencia de la cepa: * Unidad de Medicina Experimental (UME) UNAM, Hospital General de
Meéxico, ** Departamento de Investigacién en Microbiologia Oral, Facultad de Odontologia, UADY, ***
Cepario de Facultad de Qufmica, UNAM; *** Instituto Pasteur, Paris, Francia.

5.1.1 PRESERVACION DE CEPAS DE REFERENCIA

1.- Se sembraron las cepas de referencia, en area estéril por mechero a flama
alta, en tubos de 13 x 100 con tapén de rosca conteniendo 3mL de caldo de
Sabouraud y se incubaron a 28 ° C durante 48 horas.

2.- Se resembraron las cepas de referencia, en area estéril generada por mechero
a flama alta, en tubos de 13 x 100 conteniendo agar Sabouraud en pico de flauta y
se incubaron a 28 ° C durante 48 horas.

3.- Se almacenaron las cepas a temperatura ambiente hasta el momento de las

pruebas, las cuales se realizaron no mas allda de 96 horas después del

almacenamiento.
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4.- Después de correr una prueba se repitieron los pasos 1 a 3 durante todo el

ciclo de pruebas.

Con esta serie de pasos pretendimos mantener inalterada la actividad
bioquimica de las cepas, tratando de evitar con ello los posibles falsos positivos o

falsos negativos en los resultados de las pruebas.

5.2 CEPAS DE TRABAJO

Se utilizaron 313 cepas de Candida sp colectadas en el Laboratorio de
Micologia, ubicado en el Servicio de Dermatologia del Hospital General de México,
en el periodo correspondiente a los afios 2001-2004, las cuales fueron
identificadas de manera presuntiva como Candida albicans en base a la
observacion del examen directo (cumulos de blastoconidias y/o pseudohifas), y/o
de las caracteristicas generales de la cepa de Candida albicans en los medios de

agar Sabouraud y Agar Sabouraud con antibi6ticos (Micobiotic agar).

5.2.1 OBTENCION DE CEPAS Y ALMACENAMIENTO

1.- Se obtuvieron muestras provenientes de diversas topografias anatomicas de
los pacientes

2.- Se confirmé de manera presuntiva inmediata la existencia de candidosis por
Candida albicans al observar pseudohifas y/o cimulos de blastoconidias en los
examenes directos con KOH al 10% revisados en el microscopio.

3.- Se sembraron las muestras clinicas de los pacientes, en area estéril generada
por mechero a flama alta, en tubos de 16 x 150 con agar Sabouraud y agar
Micosel en forma de pico de flauta y se incubaron a 28 ° C por 48 horas.

4.- Se confirmé de manera presuntiva posterior la presencia de Candida albicans
al obtener crecimiento tipico de levadura tanto en agar Sabouraud como en agar

Sabouraud con antibiéticos.
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5.- Se almacenaron las cepas, en area estéril generada por mechero a flama aita,
en tubos de 13 x 100 con tapa de rosca conteniendo 3mL de agua destilada estéril
a temperatura ambiente © 89

6.- Todas las cepas obtenidas se almacenaron de esta manera hasta el momento

de su reactivacion, antes de correr las pruebas fenotipicas de interés.

5.2.2 REACTIVACION DE LAS CEPAS DE TRABAJO

1.- Se resuspendieron de manera suave los botones formados por las cepas en el
fondo de los tubos de almacenamiento.

2.- Los resuspendidos de las cepas se sembraron, en area estéril generada por
mechero a flama alta, en tubos de agar de 16 x 150 conteniendo agar Sabouraud
en pico de flauta y se incubaron a 28 ° C durante 48 horas para recuperacion de
las cepas.

3.- Si la cepa se encontraba contaminada por bacterias u hongos se sembraba, en
area estéril generada por mechero a flama alta, un tubo de 16 x 150 con agar
Sabouraud con antibidticos en pico de flauta y se colocaba en incubacion a 28 ° C
durante 48 horas.

4 .- Después de la recuperacion de la cepa se tomd, en area estéril generada por
mechero a flama alta, una asada de cualquiera de los tubos de pico de flauta (de
preferencia del tubo de Sabouraud con antibiéticos) y se inocul6 en tubos de 13 x
100 conteniendo 3 mL de caldo de Sabouraud y se colocé en incubacién a 28 ° C
durante 48 horas para lograr la reactivacion de las cepas.

5.- Después de la primera prueba, se conservaron las cepas de los tubos de 13 x
100 con caldo de Sabouraud a temperatura ambiente, y por no mas de 15 dias.
6.- En el momento de correr una prueba nueva, se tomaba una asada de
resuspendido de los tubos del paso 5, siempre y cuando no tuvieran mas de 15
dias en almacenamiento, de lo contrario, se repetian los pasos 2, 3 y 4 para
garantizar la completa actividad bioquimica de las cepas.

7.- El procedimiento de obtencion y reactivacion se llevé a cabo para las 313

cepas en estudio y para las 11 cepas de referencia.
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5.3 METODOLOGIA

A continuacion se describen las técnicas utilizadas en este trabajo para la

identificacion de Candida dubliniensis.

5.3.1 PRUEBAS TERMICAS.

a) Crecimientoa 42°C

b)

Cada una de las cepas de referencia y de las cepas de trabajo fueron
cultivadas en caldo Sabouraud a 28° C por 48 horas, después de este
periodo, todas las cepas fueron subcultivadas en agar Sabouraud a 42° C
por 48 horas. La lectura de esta prueba se verific6 como: Candida albicans,
si el crecimiento fue bueno y Candida dubliniensis, si el crecimiento fue

pobre o nulo.

Crecimiento a 45°C

Cada una de las cepas de referencia y de las cepas de trabajo fueron
cultivadas en caldo Sabouraud a 28° C por 48 horas, después de este
periodo, todas las cepas fueron subcultivadas en agar Sabouraud a 45° C
por 48 horas. La lectura de esta prueba se verificé como: Candida albicans,
si el crecimiento fue bueno y Candida dubliniensis, si el crecimiento fue

nulo.
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5.3.2 PRUEBAS MORFOLOGICAS

a) Cerelac + Tween 80

b)

Cada una de las cepas de referencia y de las cepas de trabajo fueron
cultivadas en caldo Sabouraud a 28° C por 48 horas, después de este
periodo, todas las cepas fueron subcultivadas en agar Cerelac adicionado
con 1% de Tween 80 para investigar la formacion de clamidoconidias. La
lectura de la prueba se realiz6 a las 48 horas y se observé en microscopio
optico en 40X en donde se verificd la morfologia que presentaban las cepas
y se calificaron de la siguiente manera: Candida albicans, si la cepa
presentd clamidoconidias Unicas y terminales; Candida dubliniensis, si la
cepa presentd abundantes clamidoconidias en grupos o en pares contiguos
y Candida sp, si la cepa presentd otras caracteristicas, por ejemplo,

formacién solo de pseudohifas o presencia Unicamente de clamidoconidias

Alpiste Negro agar

Cada una de las cepas de referencia y de las cepas de trabajo fueron
cultivadas en caldo Sabouraud a 28° C por 48 horas, después de este
periodo, todas las cepas fueron subcultivadas en agar Alpiste negro a 28° C
por 48 horas para investigar la morfologia de las cepas. Los resultados se
observaron de la siguiente manera: Candida albicans, si la cepa se observé
suave, sin generacion de pseudomicelio y clamidoconidias y conservando
su forma de levadura; y Candida dubliniensis, si la cepa se observé suave o
rugosa pero tuvo generacion de pseudomicelio y/o clamidoconidias. La
generacion de pseudomicelio se verifico a simple vista, con lupa y en

microscopio éptico a 10X y 40X.
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5.3.3 PRUEBAS CROMOGENICAS

a) Candiselect agar

b)

Cada una de las cepas de referencia y de las cepas de trabajo fueron
cultivadas en caldo Sabouraud a 28° C por 48 horas, después de este
periodo, todas las cepas fueron subcuitivadas en agar cromogénico
Candiselect ID por 48 horas a 28° C para investigar la generacion de
colonias coloridas en este medio. El resultado de esta prueba se observo de
la siguiente manera: Candida albicans, si las colonias obtenidas
presentaron un color azul turquesa claro; Candida dubliniensis, si las cepas
presentaron una tonalidad azul turquesa oscuro y Candida sp, si las cepas

se observaron de color blanco.

DIBICROM agar Candida

Cada una de las cepas de referencia y de las cepas de trabajo fueron
cultivadas en caldo Sabouraud a 28° C por 48 horas, después de este
periodo, todas las cepas fueron subcultivadas en DIBICROM agar Candida
utilizando palillos de madera estériles para maximizar el area de cultivo y se
incubaron a 28° C por 48 horas. La lectura de esta prueba generé el
siguiente resultado: Candida albicans, si la cepa presento una coloracion
verde obscuro; Candida dubliniensis, si la cepa presenté una coloracién
verde claro, Candida sp, si la cepa presenté una coloracion rosa y Candida

tropicalis, si la cepa presenté una coloracién gris azulado.
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VI RESULTADOS

En total se trabajaron 313 muestras, las cuales se obtuvieron de 24 sitios o

muestras anatémicas diferentes, en la tabla siguiente se observan los porcentajes

de incidencia de cada tipo de muestra por afio y en total.

Relacion de muestras por Top

rafia Clinica, por aiio y total.

Topografia Clinica 2001 | 2002 | 203 | 204 | Total
Vulva 3 1 13 | 20 37
Orina 5 2 23 | 15 45
Pene 1 0 1 2 4
Expectoracién 3 5 18 18 44
Qral 3 13 37 | 46 99
Esputo 7 7 4 4 22
Lagrimal 1 0 0 0 1
Exudado Faringeo 1 0 0 2 3
Lavado bronquial 3 1 4 7 15
Liquido Pleural 1 0 0 0 1
Sangre 0 1 4 1 6
Liquido de ascitis 0 1 0 0 1
Conducto auditivo 0 1 1 1 3
Espalda 0 1 0 1 2
Onicomicosis 0 1 0 3 4
liquido peritoneal 0 0 7 0 7
Ex. Palatina 0 0 1 0 1
Lavado Bronco-alveolar 0 0 5 3 8
Mucosa nasal 0 0 2 0 2
Liquido de Fibrobroncoscopia 0 0 0 1 1
Secrecion bronquial 0 0 1 1 2
Liquido biliar 0 0 0 1 1
Ingle 0 0 0 2 2
Pliegue Submamario 0 0 0 2 2
Total 28 34 121 | 130 | 313
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Relacién de muestras por Topografia Clinica, por afio y total.

Topografia Clinica 2001 | 2002 | 203 204 | Total
Vulva 0,96% |0,32% | 4,20% | 6,40% |11,88%

Orina 1,60%10,64% | 7,30% | 4.80% | 14.4%

Pene 0,32%| O 0.32 | 0,64% | 1.30%
Expectoraciéon 0,96%|1,60%| 5,80% | 5,80% |14,20%
Oral 0,96% 4,20%|11,80%|14.70%| 31.7%

Esputo 2,20%12,20%| 1,30% | 1,30% | 7,00%
Lagrimal 0,32% 0 0 0 0,32%
Exudado Faringeo 0,32% 0 0 0.64% | 0,96%
Lavado bronquial 0,96% | 0,32%| 1,30% | 2,20% | 4,80%
Liquido Pleural 0,32%| O 0 0 0,32%
Sangre 0 10,32%| 1,30% | 0,32% | 0,64%
Liquido de ascitis 0 10,32% 0 0 0,32%
Conducto auditivo 0 10,32%| 0,32% | 0,32% | 0,96%
Espalda 0 [0,32% 0 0,32% | 0,64%
Onicomicosis 0 10,32% 0 0,96% | 1,30%
liquido peritoneal 0 0 2,20% 0 2,20%
Ex. Palatina 0 0 0,32% 0 0,32%
Lavado broncoalveolar 0 0 1,60% | 0,96% | 2,60%
Mucosa nasal 0 0 0,64% 0 0,64%
Liquido de fibrobroncoscopia 0 0 0 0,32% | 0,32%
Secrecion bronquial 0 0 0,32% | 0,32% | 0,64%
Liquido biliar 0 0 0 0,32% | 0,32%
Ingle 0 0 0 0,64% | 0.64%
Pliegue submamario 0 0 0 0,64% | 0,64%
Total 8,92 110,88 38,7| 41.5% | 100%

Se muestran los valores de sensibilidad, especificidad y valor predictivo

(positivo y negativo) para cada prueba, estos valores se calcularon con los

resultados de las cepas de referencia en la prueba en medio cromogénico

DIBICROM (“gold estandar”).
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6.1 PRUEBAS TERMICAS

6.1.1 CRECIMIENTO A42°C

A continuacion se presenta la clave de lectura y los resultados observados

para las cepas de referencia para esta prueba.

Clave de crecimiento

Identificacion presuntiva

Nulo C. dubliniensis
Pobre C. dubliniensis
Regular C. albicans
Bueno C. albicans

Prueba: Crecimiento a 42° C

Condiciones: 72 horas a 42°C

Muestras: Cepas de referencia

Cepa Cédigo de identificacion Resultado
C. albicans ATCC 90028 UME ATCC 90028 Nulo
C. albicans UADY 1 Nulo
C. albicans CFQ 1 Bueno
C. dubliniensis IP1 Bueno
C. dubliniensis P2 Nulo
C. dubliniensis UADY 2 Nulo
C. dubliniensis UADY 3 Bueno
C. glabrata CFQ 2 Bueno
C. tropicalis CFQ3 Bueno
C. krusei CFQ 4 Nulo
C. parapsilosis CFQ5 Nulo

Estos son, los valores de sensibilidad, especificidad y valor predictivo para

esta prueba:

Sensibilidad 25%
Especificidad 50%
Valor predictivo (+) 25%
Valor predictivo (-) 50%
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De las 313 muestras, 48 de ellas (15.3%) se identificaron como C. dubliniensis en

base al crecimiento muy pobre o nulo observado en esta prueba.

Relacién entre C. albicans/ C. dubliniensis
en la prueba de crecimiento a 42 ° C para el
total de cepas

C. albicans
85%

C. dubliniensis
15%

6.1.2 CRECIMIENTO A45°C

A continuacién se presenta la clave de lectura y los resultados observados
‘para las cepas de referencia para esta prueba.

Clave de crecimiento Identificacion presuntiva
Nulo C. dubliniensis
Pobre C. albicans
Regular C. albicans
Bueno C. albicans
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Prueba: Crecimiento a 45° C

Condiciones: 72 horas a 45° C

Muestras: Cepas de referencia

Cepa Cédigo de identificacién Resultado
C. albicans ATCC 90028 UME ATCC 90028 Nulo
C. albicans UADY 1 Pobre
C. albicans CFQ 1 Bueno
C. dubliniensis IP1 Bueno
C. dubliniensis P2 Nulo
C. dubliniensis UADY 2 Regular
C. dubliniensis UADY 3 Bueno
C. glabrata CFQ2 Bueno
C. tropicalis CFQ3 Bueno
C. krusei CFQ4 Nulo
C. parapsilosis CFQ5 Nulo

Estos son, los valores de sensibilidad, especificidad y valor predictivo para

esta prueba:
Sensibilidad 66.7%
Especificidad 25.0%
Valor predictivo (+) 40.0%
Valor predictivo (-) 50.0%

En esta prueba, del total de las 313 muestras, 49 se identificaron como C.

dubliniensis (15.6%) en base a la observacion nula de crecimiento del

microorganismo en el medio.
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Relacion entre C. albicans/C. dubliniensis

en la prueba de crecimiento a 45 ° C para el

e total de las cepas

C. albicans
84%

C. dubliniensis
16%

6.2 PRUEBAS MORFOLOGICAS

6.2.1 AGAR CERELAC + TWEEN 80

A continuacioén se presenta la clave de lectura y los resultados observados

para las cepas de referencia para esta prueba.

Descripcion Clave ] Identiﬁca.cién
morfologia presuntiva
blastoconidias sin pseudohifas ni
clamidoco';idias lev C. glabrata
blastoconidias y pseudohifas sin
clamidgc%nidias Psh s/c C.sp
blastoconidias, pseudohifas,
clamidoconidias (inicas generalmente c.u C. albicans
terminales
blastoconidias, pseudohifas,
clamidoconidias miiltiples c.m. C. dubliniensis
generalmente terminales
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Prueba:; Clamidoconidias en agar CERELAC + Tween 80

Condiciones: 72 horas a28°C

Muestras: Cepas de referencia

Cepa Cdédigo de identificacion Resultado
C. albicans ATCC 90028 UME ATCC 90028 c.u
C. albicans 1525 UADY 1 c.u
C. albicans x CFQ 1 c.u
C. dubliniensis 4 P 1 lev
C. dubliniensis 30 P2 lev
C. dubliniensis 1810 UADY 2 c.m.
C. dubliniensis 1910 UADY 3 lev
C. glabrata x CFQ2 lev
C. tropicales x CFQ 3 psh slc
C. krusei x CFQ 4 lev
C. parapsilosis x CFQ5 psh sic

Estos son, los valores de sensibilidad, especificidad y valor predictivo para

esta prueba:
Sensibilidad 57.0%
Especificidad 100%
Valor predictivo (+) 100%
Valor predictivo (-) 66.7%

Del total de las 313 muestras probadas, 123 (39.3%) se identificaron como
C. albicans, debido a que se observaron clamidoconidios Unicos y terminales; 30
(9.6%) se identificaron como C. dubliniensis en base a la observacion
microscépica (40X) de blastoconidias, pseudohifas y abundantes clamidoconidias
multiples, generalmente dispuestas en grupos o racimos (de 2 hasta 7 u 8) y
generalmente terminales, aunque también fue posible observar clamidoconidias
intercalares. También fue posible evaluar en este medio la posible presencia de C.
glabrata, ya que 74 muestras (23.6%) mostraron generar Unicamente
blastoconidias en este medio, asimismo se evalu6 la presencia de Candida sp., al

observar que 86 muestras (27.5%) mostraron ser capaces de generar pseudohifas
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mas no clamidoconidias, caracteristicas de ofras especies de Candida no-

albicans.

Relacion entre C. albicans/C. dubliniensis en
la prueba de crecimiento en agar Cerelac +
Tween 80 para el total de las cepas

C. dubliniensis C. glabrata
i 10% 24%

C. albicans
39% C.sp

27%

Imagen 1. Candida dubliniensis generando clamidoconidios multiples en agar Cerelac + tween 80 a fas 48 horas a 28° C
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Imagen 2. Candida albicans generando clamidoconidios Unicos en agar Cerelac + tween 80 a las 48 horas a 28° C.

6.2.2 AGAR ALPISTE NEGRO

A continuacién se presenta la clave de lectura y los resultados observados

para las cepas de referencia para esta prueba.

. ; Identificacion
Descripcién Clave morfologia .
P g presuntiva
imien vaduriforme sin .
Cremmle_ ’to levaduri orme Si lev s/ psm C. albicans
generacion de pseudomicelio
recimi iforme con . .

c eclmlento levadurifo me co lev c/psm C. dubliniensis
generacién de pseudomicelio

45




Prueba: Pseudomicelio en agar Alpiste negro

Condiciones: 72 horas a28°C

Muestras: Cepas de referencia

Cepa_ Cédigo de identificacion Resultado

C. albicans ATCC 90028 UME ATCC 90028 lev s/ psm
C. albicans 1525 UADY 1 lev s/ psm
C. albicans x CFQ1 lev s/ psm

C. dubliniensis 4 IP1 lev s/ psm
C. dubliniensis 30 P2 lev c/psm
C. dubliniensis 1810 UADY 2 lev c/psm
C. dubliniensis 1910 UADY 3 lev c/psm
C. glabrata x CFQ 2 lev s/ psm

C. tropicalis x CFQ3 lev c/psm

C. krusei x CFQ 4 lev c/psm

C. parapsilosis x CFQ5 lev c/psm

Estos son, los valores de sensibilidad, especificidad y valor predictivo para

esta prueba:
Sensibilidad 75%
Especificidad 57%
Valor predictivo (+) 50% -
Valor predictivo (-) 80%

De las 313 muestras, 161 (51.6%) se identificaron como C. albicans en
base al resultado obtenido en la prueba, las restantes 152 cepas (48.6%) se
identificaron como C. dubliniensis en base a la observacion microscopica (40 X) de

generacion de pseudomicelio, alin cuando esta prueba ha sido reportada para la

observacién de clamidoconidias, en este medio no se observé la generacion de

estas estructuras en ninguna de las 313 cepas probadas.
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Relacion entre C. albican/C. dubliniensis en
la prueba de crecimiento en agar Alpiste
negro para el total de las cepas

, C. albicans
:' 52% L
‘ C. dubliniensis

48%

6.3 PRUEBAS CROMOGENICAS

6.3.1 AGAR CANDISELECT

A continuacion se presenta la clave de lectura y los resultados observados

para las cepas de referencia para esta prueba.

Clave cromogénica Identificacién presuntiva
Blanco Candida sp
Azul turquesa claro C albicans
Azul turquesa oscuro C. dubliniensis
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Prueba: Crecimiento en agar Albicans ID

Condiciones: 48 horas a28°C

Muestras: Cepas de referencia

Cepa Cédigo de Colorde la| Morfologia | Identificacién |
identificacién colonia |de la colonia presuntiva
:I.gg) :)(:)30',258 UME ATCC 90028 | A. claro Rugosa C. albicans
C. albicans UADY 1 A. claro Cremosa C. albicans
C. albicans CFQ 1 A. claro Cremosa C. albicans
C. dubliniensis IP1 A. claro Cremosa C. albicans
C. dubliniensis IP 2 A. oscuro Cremosa C. dubliniensis
C. dubliniensis UADY 2 A. oscuro Cremosa C. dubliniensis
C. dubliniensis UADY 3 A. oscuro Cremosa C. dubliniensis
C. glabrata CFQ2 Blanco Cremosa Candida sp
C. tropicalis CFQ3 Blanco Cremosa Candida sp
C. krusei CFQ4 Blanco Cremosa Candida sp
C. parapsilosis CFQ 5 Blanco Cremosa Candida sp

Estos son, los valores de sensibilidad, especificidad y valor predictivo para

esta prueba:
Sensibilidad 100%
Especificidad 80%
Valor predictivo (+) 85.7%
Valor predictivo (-) 100%

En esta prueba se observé que 89 (28.4%) muestras se identificaron como

C. albicans, mientras que 180 muestras (57.5%) del total de 313, presentaron una

coloracion que permitié identificarlas como C. dubliniensis en base al tono azul

turquesa oscuro caracteristico de la cepa. En este medio también fue posible

evaluar cualitativamente la presencia de otras cepas no-albicans, ya que 44

muestras (14.1%) presentaron una coloraciéon blanca, indicativo esto de la

presencia de Candida sp.
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Relacion entre C. albicans/C. dubliniensis

en la prueba de crecimiento en agar

Albicans ID para el total de las cepas

C. dubliniensis

58%
’ C. albicans C s |
| ,, :

28% 14% |

N

6.3.2 AGAR DIBICROM

A continuacion se presenta la clave de lectura y los resultados observados

para las cepas de referencia para esta prueba.

Descripcion

Clave cromogénica

Identificacién presuntiva

Colonias color verde

Vo C. albicans
OSCcUuro
Colonias verde claro Vc C. dubliniensis
Colonias verde oscuro . .
con halo azulado Vo/hga C. albicans + C. tropicalis
Colonias color gris .
azulado Ga C. tropicales
Colonias color rosa R Candida sp.
Colonias color violeta Vio C. tropicalis + C. glabrata
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Prueba: Crecimiento en agar DIBICROM Candida

Condiciones: 48 horas a28°C

Muestras: Cepas de referencia

Cepa Caédigo de Color de la Identificacion
identificacién colonia presuntiva
C. "‘”’gi)ao’;%“cc UME ATCC 90028 | verde oscuro | C. albicans
C. albicans UADY 1 verde oscuro C. albicans
C. albicans CFQ1 verde oscuro C. albicans
C. dubliniensis P 1 verde claro C. dubliniensis
C. dubliniensis P 2 verde claro C. dubliniensis
C. dubliniensis UADY 2 verde claro C. dublinjensis
C. dubliniensis UADY 3 verde claro C. dubliniensis
C. glabrata CFQ2 Rosa Candida sp.
C. tropicales CFQ 3 Violeta C. tropicalis
C. krusei CFQ 4 Rosa Candida sp.
C. parapsilosis CFQ5 Rosa Candida sp.

Estos son, los valores de sensibilidad, especificidad y valor predictivo para

esta prueba:
Sensibilidad 100%
Especificidad 100%
Valor predictivo (+) 100%
Valor predictivo (-) 100%

De las 313 muestras, 208 (66.5%) se identificaron como C. albicans, 85 de
las cepas restantes (27.2%) se identificaron como C. dubliniensis en base a la
coloracion caracteristica verde claro de las colonias. En este medio fue posible
identificar posibles mezclas de microorganismos al observar que 35 muestras
(16.8%) de las 208 que se identificaron como C. albicans presentaron coloracion
verde obscura acompafiada de un halo de tono violeta, lo que nos indica la
presencia de mas de un microorganismo, muy probablemente C. tropicalis.
Asimismo, se observaron 20 muestras (6.4%) cuya coloracién, segun las
indicaciones de lectura de la prueba, indica que se trata de cepas de Candida sp.
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Relacién entre C. albicans/C. dubliniensis en
: la prueba de crecimiento en agar DIBICROM
para el total de las cepas

C. albicans
67%

C. dubliniensis

27%
C. sp
‘ 6%

Imagen 3. Aspecto de la placa de DIBICROM agar a las 48 horas de incubacion a 28° C, las colonias corresponde a las
siguientes cepas: 1) tonalidad verde claro a cepas de C. dubliniensis, 2) tonalidad verde oscuro a C. albicans, 3) cepas color
rosa a C. glabrata y 4) en las colonias que tienen un halo de color azul, cabe la posibilidad de que se encuentre C. tropicalis
en esa muestra
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6.4 Resultados globales

Relacion encontrada entre C. albicans/C.
dubliniensis en la coleccion de muestras del
Hospital General de México

C. albicans
79%

Incertidumbre
15%

C. dubliniensis
6%

Tipo de muestras con identificacion presuntiva de
C. dubliniensis

Expectoracién Orina
5% 9

i = Esputo

' ) 15%

Oral

Secrecién
bronquial

0,

Vuha 5%
20% Onicomicosis

10%
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Al observar estos resultado obtenemos 20 cepas (6.4%) que tienen una alta
probabilidad de ser C. dubliniensis. De la misma manera observamos un
porcentaje del 14.7%, que corresponde a cepas que generan una cierta
incertidumbre sobre el resultado, debido a que algunas dan positivas para C.
dubliniensis hasta 3 de las pruebas ensayadas. De las 20 cepas con alta
probabilidad de ser C. dubliniensis; solo una que corresponde a una muestras
vaginal, dio positivas todas las pruebas. El resto de esas cepas pertenecen a
muestras: orales (35%), expectoracion (5%), orina (10%), esputo (15%), secrecién
bronquial (5%), vulva (15%) y onicomicosis (10%). Al revisar los resultados de las
muestras, se observa la posibilidad de que en un 8% de ellas, el verdadero
agente etiologico de la candidosis o un contribuyente importante a la misma, haya

sido un miembro de las especies no-albicans
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VIl DISCUSION

Inicialmente se discutiran los resultados por prueba y después de manera

global.

Es importante remarcar, antes de hacer el andlisis de los resultados, el
mantenimiento previo de los cultivos, tanto de agar Sabouraud como de agar
Sabouraud con antibiéticos (Micosel), de primo-aislamiento de algunas cepas.
Esta decisiéon se tomé en base a la observacion visual de pequefas diferencias
morfoldgicas (cepas suaves o rugosas, de color blanco brillante u opaco) en las
cepas provenientes de una misma muestra. El objetivo de este analisis fue evaluar
la presencia de manera cualitativa, de otras especies de Candida que
probablemente se encontraran contribuyendo en la generacion de la candidosis en
los diferentes especimenes. Al final se observé una presencia probable de
Gnicamente el 8% de otras especies, identificadas unicamente como Candida spp,
pero que nos orientan un poco a reflexionar en las complejas interacciones entre
las diversas cepas, junto con los factores predisponentes del paciente, para

desarrollar la enfermedad.

Otro punto para discutir es la realizaciéon de varios pases o subcultivos de las
cepas tanto en caldo de Sabouraud como en placas de agar Sabouraud, con el
simple objetivo de mantenimiento de ellas, esto antes de someterias a las diversas
pruebas, observando inicialmente una gran disparidad en los tiempos de
crecimiento, sobretodo en las cepas con mayor tiempo de almacenamiento,
algunas de las cuales al principio tardaron hasta 5 o 7 dias en comenzar a
desarrollar crecimiento en los medios. Este punto nos indica una probabilidad muy
alta, de que las condiciones de almacenamiento en agua estéril a temperatura
ambiente, siendo muy econémica y facil de realizar, no es la mas adecuada para
el mantenimiento por tiempo prolongado, y que las cepas deben previamente
activarse en diversos medios con fuentes de carbono antes de realizar las

pruebas de busqueda. Con base a lo anterior, se tom6 la decision de realizar
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varios pases tanto en caldo como en medio sélido para la re-activacion metabolica
de las cepas e intentar que se encontraran en las mejores condiciones posibles
antes de correr las diversas pruebas. Comparando nuestra problematica de
almacenamiento, encontramos que Odds “? utiliz6 en un estudio retrospectivo,
una gran cantidad de cepas mantenidas bajo estas condiciones y no hace una
referencia directa de haber tenido problemas con el almacenamiento tan
prolongado (algunas de sus cepas se encontraban almacenadas desde los afos
70), es mas, en un estudio previo ), refiere que para las levaduras la viabilidad
es de hasta el 96% con 10 afos de almacenamiento en agua destilada estéril a
temperatura ambiente; sin embargo en ese estudio restrospectivo se menciona
que se incubaron las cepas en CHROMagar a 37° C de 4 a 6 dias y se observaron
anormalidades en el color; esto nos permite cuestionar si esas anormalidades son
0 no debidas, a que las cepas tenian sus capacidades metabolicas incompletas
por el almacenamiento tan prolongado. Revisando la informacién existente,
encontramos que las condiciones de almacenamiento ideales sugeridas por

s (2. 271.29.38) 5on a -70° C en 10% de glicerol,

algunos autores para levadura
condiciones que en nuestro medio son complicadas de mantener, debido a la
insuficiencia de las instalaciones en la mayoria de los laboratorios microbiologicos

de rutina.

Otro punto importante para realizar estos pasos previos, fue observar si las
cepas se encontraban contaminadas por bacterias 0 por hongos anemdfilos, 10
cual se pudo comprobar en algunas de las cepas, esto nos permitié eliminar los
microorganismos contaminantes antes de realizar las pruebas, lo que nos hubiera

ocasionado problemas con la lectura de las mismas.

La inoculacién de cada una de las pruebas, se realizdé por picadura (pruebas
cromogeénicas) y por estria (en pruebas térmicas y morfolégicas) con asas
microbiolégicas, a diferencia de los reportes internacionales donde los in6culos
son cuantitativos y referidos a 100 pbL de una suspension de la cepa equivalente a

3 en la escala de Mcfarland (?%°"), o que ayuda en cierta medida en la lectura de
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las pruebas para observar diferencias en cuanto a la cantidad de crecimiento del
‘microorganismo en los medios; esto no fue posible de realizar en este trabajo
debido a lo poco practico que resultaba realizar el procedimiento para las 324

muestras totales.

Como uitimo comentario en las aclaraciones previas, es discutir el hecho de
que las condiciones en las que se realizaron las pruebas en esta investigacion no
fueron las ideales, como se sugiere en los reportes internacionales, debido a que
por las condiciones imperantes en el laboratorio de micologia de rutina, no se
cuenta con todo el equipo necesario para llevar a cabo las pruebas de manera
ortodoxa. De ahi que se tomo la decision de realizar in6culos no cuantitativos y
con el material rutinario {asas microbioldgicas), y de llevar a cabo la incubacién de
las pruebas a 28 ° C (excepto para 42 y 45° C) y no a 37° C, condiciones que son
imperantes en los laboratorios de micologia en este pais y condiciones en las que
tendriamos que llevar a cabo las pruebas al decidir aplicarlas de manera rutinaria.
Si bien es cierto que estos hechos le restan validez a nuestra investigacion, al no
ser completamente equiparables nuestros resultados con los obtenidos a nivel
internacional, pensamos que al final nuestro trabajo sirvi6 para observar si
mediante algunas pruebas fenotipicas era posible sospechar la presencia de C.
dubliniensis y como experiencia para reflejar los pormenores de las pruebas al
intentar aplicarlas a la rutina del laboratorio de micologia. Para finalizar, debemos
mencionar el hecho de que la manera de validar completamente estos resuitados
es aplicando técnicas de biologia molecular al total de las muestras y concluir de
manera definitiva cuantas cepas son C. dubliniensis y cuantas son C. albicans, de
esta manera obtendremos inmediatamente la cantidad de falsos positivos y

negativos para estas pruebas bajo esas condiciones.
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A) Pruebas térmicas (crecimiento a 42° C y 45° C)

El éxito de las pruebas térmicas esta basado en la aparente falta de una
proteina (proteina A) en la pared celular de C. dubliniensis; o que en teoria nos
explica como funciona, de modo que al tener una pared celular defectuosa e
inestable, las cepas de ésta serian incapaces de crecer al aumentar la
temperatura mas alla de los 37° C; sin embargo, los resultados obtenidos para las
cepas de referencia son poco claros en ese aspecto, ya que un par de cepas de
C. albicans no crecieron y un par mas de C. dubliniensis 1o hicieron, por lo cual los
resultados para el resto de ellas son poco confiables. El principal problema con
esta prueba ha sido al momento de comparar los valores de sensibilidad
reportados a nivel internacional con los calculados para este experimento, ya que
en la prueba de 42° C, la sensibilidad es muy baja y la especificidad es apenas del
50 %, lo cual la convierte en una prueba dudosa para realizar una basqueda de
esta cepa. Otro problema es lo subjetivo de la interpretacién entre crecimiento
pobre y regular, basicamente provocado por el hecho de no haber realizado

indculos cuantitativos que nos pudieran orientar en ese sentido.

Al realizar la prueba a 45° C, observamos un comportamiento muy parecido a
la prueba a 42° C, aun cuando el grado de sensibilidad aumenté de manera
considerable para esta prueba, los problemas son similares y el porcentaje de
presencia de C. dubliniensis parece ser alto. En la mayoria de los reportes
internacionales @5 %% se indica que estas pruebas, sobre todo a 45° C tiene una
alta efectividad para distinguir entre C. albicans y C. dubliniensis, donde es muy
clara la diferencia entre ellas debido a la restriccion o no de crecimiento en los
medios de cultivo pero hay algunos articulos donde si se reportan marcadas
discrepancias, ya que cepas identificadas como C. albicans mediante pruebas
gendmicas, no crecieron a 45° C @ 383941 aqt0 varia de algunos reportes a
otros, siendo generalmente un porcentaje pequefio de cepas de C. albicans el que
falla en el crecimiento a esta temperatura, pero que nos indica que no podemos

dar el caracter de definitiva a esta prueba, sino mantener sus resultados como de
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alta presuntividad. Lo anterior nos orienta un poco en los resultados que
obtuvimos, ya que algunas o muchas de las cepas que crecieron muy poco o no
crecieron a 42° C 0 45° C y que estamos identificando como C. dubliniensis, deben
ser cepas de C. albicans que por alguna razén no desarrollaron en los medios a
esas temperaturas. Para analizarlo podemos pensar en que se trata de cepas
atipicas de C. albicans que pudieran tener defectuosa su pared celular y por lo
cual se ve afectado su metabolismo y desarrolio al mantener una temperatura de
incubacién alta. Al observar ios resultados globales, vemos que algunas de las
cepas que crecieron sin ningtn problema en estos medios y que se identificaron
como C. albicans, en las pruebas posteriores dieron resultados congruentes para
C. dubliniensis, lo que indica que los problemas en éstas pueden ser en ambos
sentidos, es decir, cepas que crecen en estos medios a esas temperaturas y
cepas que dejan de crecer, y que de manera irremediable nos llevarian a realizar
una mala identificacién (C. albicans cuando se trata de C. dubliniensis y viceversa)
al montar la prueba de manera rutinaria en el laboratorio, esto implica que NO es
una prueba definitiva sino orientadora en la busqueda de C. dubliniensis

B) Pruebas morfolégicas (agar Cerelac + Tween 80 y agar Alpiste negro)

En la prueba de crecimiento en agar Cerelac + Tween 80, lo primero es
observar que el medio de cultivo nos dio una generacibn muy buena de
clamidoconidias, lo que nos permitié una clara diferenciacion entre C. albicans y C.
dubliniensis, ya que las cepas de la primera se observan como colorias de
levaduras con pseudohifas mas clamidoconidias dGnicos y generalmente
terminales, mientras que las colonias de C. dubliniensis se observan con
levaduras, pseudohifas y clamidoconidias multiples en grupos que van desde 3
hasta 5 o 6; debido a lo anterior, la diferencia entre estas cepas es clara y facil de
precisar, ademas la generacion de éstas estructuras es muy rapida, ya que se
obtienen entre 24 y 48 horas, permitiendo una lectura mas rapida que en el medio
de harina de maiz habitualmente usado para ello. La otra situacién a considerar es

el hecho de que se presentaron muchas cepas que solo dieron levaduras, o que
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llegaron a generar pseudohifas sin clamidoconidias, esto nos lleva a pensar que
es muy probable que tas condiciones de almacenamiento de las cepas, hayan
afectado de manera negativa las capacidades metabdlicas de los
microorganismos; esto explicaria esa presencia abundante de cepas incapaces de
generar clamidoconidias y que afectaria una buena lectura de esta prueba. En los
reportes internacionales, la prueba es realizada con medio de harina de maiz
suplementado con 1% de tensoactivo y realizando ia lectura a las 72 horas, en
estos reportes #% 239 |os resultados para esta prueba, y comprobados mediante
pruebas gendmicas, indican que tiene errores de identificacion para C.
dubliniensis, ya que algunas de esas cepas no generan clamidoconidias multiples,
misma situacion que llegamos a enfrentar nosotros con algunas cepas, y sélo
encontramos un reporte donde una cepa de C. albicans gener6 abundantes
clamidoconidias . Esta prueba, a pesar de que es facil de realizar en la rutina y
de facil lectura, no es muy utilizada a nivel internacional, debido a que genera una
cierta desconfianza el hecho de que no siempre se observan estas estructuras en
cepas que posteriormente son identificadas como C. dubliniensis mediante
estudios gendémicos; sin embargo, si la prueba es realizada con cepas de primo-
aislamiento, la generacién de clamidoconidias muitiples puede tener un alto
porcentaje de poder predictivo en este medio de cultivo. Este estudio tampoco es
definitivo, sino que se trata de una prueba cuyo valor es presuntivo para la

bUsqueda de C. dubliniensis.

La prueba de crecimiento en agar alpiste negro, es una prueba que se utiliza
de rutina en los laboratorios de Micologia para la diferenciacion entre C. albicans y
C. neoformans, por la capacidad de éste microorganismo de producir colonias de
color obscuro en este medio, debido a la produccién de pigmentos de tipo
melaninico, y es una alternativa econdmica y facil de realizar del medio comercial
Staib agar donde la prueba esta descrita para la generacion en 48-72 horas, de
pseudohifas y clamidoconidias en C. dubliniensisis; pero no para C. albicans,
microorganismo que solamente genera crecimiento levaduriforme durante el

mismo tiempo de incubacion (72 horas a 30 ° C), en los trabajos de Staib et al
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donde se reporta esta prueba, la describen con una confiabilidad alta (90%). En
este trabajo, ninguna de las 313 cepas utilizadas generd clamidoconidias en este
medio. Aqui podemos discutir algunas posibles causas, la primera es que el medio
comercial esta adicionado con creatinina y KH,POQy,, ingredientes que no utilizamos
para nuestro medio de alpiste negro de manera rutinaria, otro punto es la
temperatura de incubacion la cual es llevada a cabo a 30° C y la temperatura que
utilizamos nosotros fue a 28° C, lo que probablemente influyé para los resultados
que obtuvimos. Esto nos lleva a pensar que esta prueba no se realizé de manera
adecuada al no obtener el resultado esperado, ya que si bien es cierto que
obtuvimos generacion de pseudomicelio en las cepas de C. dubliniensis y no en
las de C. albicans, las cepas de Candida spp también generaron pseudomicelio
(excepto C. glabrata), esto introduciria una gran incertidumbre si se monta la
prueba de manera rutinaria porque nos llevaria a confundir cepas de Candida spp
con cepas de C. dubliniensis y cepas de C. albicans con cepas de C. glabrata, si
utilizamos el medio para el primo-aislamiento de los microorganismos, lo que la
convierte en la prueba mas subjetiva de todas. Esta situacién puede explicarnos la
relaciéon entre C. albicans/C. dubliniensis tan alta encontrada en la realizacién de
esta prueba (50/50), la cual es muy poco probable de ser cierta de acuerdo a los
reportes de presencia de C. dubliniensis (entre 4 y 10% del total de muestras) en
el mundo @ 36 4%43) Eyiste otra prueba alternativa al agar Staib, la cual utiliza
extracto de semillas de girasol (Helianthus annuus) y que asegura un 100% de

®3)  en este reporte,

exactitud en la discriminacién de C. albicans y C. dubliniensis
indican que la primera desarrolla como levaduras sin pseudomicelio y la segunda
con pseudomicelio, resultado que es similar al que obtuvimos nosotros, también
mencionan la produccién de clamidoconidias en algunas de las cepas de C.
dubliniensis pero no en todas, sin embargo en ninguno de los reportes antes
mencionados % %9, indican la evaluacién de otras especies de Candida spp, en
esos medios, por lo que no tienen presente que pueden tener errores de
identificacion. Por los resultados que nosotros obtuvimos, parece que es una
prueba buena para la discriminacion entre C. albicans 'y C. dubliniensis, siempre y

cuando no la utilicemos como prueba de primo-aislamiento por la confusion en la
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lectura del resultado con el resto de especies, por lo que debe ser utilizada como

una prueba complementaria para la basqueda de C. dubliniensis.
C) Pruebas cromogénicas (agar Albicans ID y agar DIBICROM)

Estas pruebas cromogénicas son ias de mayor sensibilidad y especificidad y
funcionan para la basqueda de cepas tipo albicans; ya que las cepas no-albicans,
al mostrar un color diferente, son faciles de distinguir. El primer problema radica
en la lectura de las cepas de tipo albicans, ya que resulta muy subjetiva la
percepcion del tono de color (claro u oscuro) que nos distingue entre C. albicans y
C. dubliniensis. En este sentido, Godoy et al ©”, reportan una sensibilidad del
100% y una especificidad del 90% vy, resultados que son parecidos a los nuestros,
sin embargo, ellos reportan haber obtenido falsos positivos al obtener la misma
coloracién en el 60 % de sus cultivos de C. rugosa (3/5) y en el 18% de los de C.
tropicalis (3/17); esta situacion no la observamos nosotros, ya que todas nuestras
cepas de referencia pertenecientes a cepas de Candida no-albicans generaron

coloracion tipica de Candida sp.

Al observar nuestros resultados nos damos cuenta de que existe una gran
cantidad de cepas generando resuitados positivos para C. dubliniensis (58%),
proporcion que resulta muy elevada y parece no ser cierta. Es aqui donde
podemos indicar la presencia de un segundo problema con esta pruebas, el cual
radica en que al funcionar debido a la interaccién de enzimas de las cepas con los
compuestos cromoégenos que contienen los medios, su adecuado funcionamiento
depende en gran medida de que ias cepas tengan sus capacidades metabdlicas
completas y de que los medios se encuentren en perfectas condiciones
(almacenamiento y caducidad), de lo contrario los resultados se ven afectados.
Por esta razéon debe tenerse precaucion al aceptar los resultados generados en
esta prueba para las cepas almacenadas en colecciones de muestras, ya que
pensamos que, como en nuestro caso, el almacenamiento por dos o tres afios en

agua destilada a temperatura ambiente, a diferencia de la opinién de Odds ©?, es
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muy probable que altere a las cepas en sus capacidades enzimaticas y por lo
tanto, si no se lleva una adecuada reactivacion metabdlica previa a esta prueba,
los resultados se encontraran alterados, generando falsos positivos o falsos

negativos en la busqueda de C. dubliniensis.

En caso de la prueba en agar DIBICROM, encontramos una sensibilidad y una
especificidad del 100% en las cepas de referencia, resultados que no podemos
comparar con los reportes internacionales de Tintelnot et al ®®, Odds “?, De Laet

et al ®® ¢ Giammanco “9

, Ya que todos ellos reportaron resultados globales en
agar CHROM después de confirmarlos como falsos positivos o negativos con
técnicas de biologia molecular, situacion que no fue posible realizar en este caso,
pero que es necesaria para confirmar el porcentaje obtenido de C. dubliniensis en
esta prueba (27%). Por ultimo, en cuanto a la observacion hecha en los resultados
de la existencia de cepas que habian generado un halo de color violeta, y donde
sugerimos la presencia de mas de un microorganismo (C. tropicalis, en este caso),
encontramos que Duane et al ™ tuvieron una situaciéon similar al observar
colonias de C. tropicalis que generaron alrededor de ellas, un pigmento purpura
difusible en el medio; esto nos orienta en el sentido de que es muy probable que
tengamos razoén al considerar que en algunas de nuestras muestras tenemos una

mezcla de microorganismos.

Por ultimo, sélo se consideraron las 20 cepas cuyos resultados en las pruebas
fueron positivos para C. dubliniensis en al menos cuatro de las seis pruebas
realizadas, lo que nos indica una probable presencia de este microorganismo en el
6.4% del total de las muestras. Este resultado tiene coherencia con los reportes a
nivel internacionat ?* 34943 donde los resultados van desde el 1% hasta el 17%;
sin embargo, en nuestra investigacion queda un porcentaje considerable de cepas
(14.7%) cuyo resultado es muy ambiguo, ya que presentaron positivas tres de las
seis pruebas realizadas, lo que nos indica una cierta incertidumbre de haber
dejado pasar algunas cepas que en realidad son C. dubliniensis pero que por los

resultados estamos considerando como C. albicans, o de lo contrario los casos,
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cepas de C. dubliniensis que estamos evaluando como C. albicans debido a ias

condiciones de las muestras y de la realizacion de las muestras.

Es necesario mencionar el hecho de que en la rutina pueden identificarse
de manera errbnea como C. albicans a otras especies de tipo no-albicans, en el
entendido de que desorienta la observacion directa al microscopio de
blastoconidias y/o pseudohifas y/o de las caracteristicas de la cepa en los medios
de cultivo convencionales. En este sentido, los medios cromogénicos son
practicos y evitan la pérdida de tiempo en la identificacion completa de los
microorganismos, lo que funciona bien en la rutina; sin embargo, es muy
importante hacer énfasis en lo siguiente: en este trabajo se observa que la
utilizacion de estos medios en investigaciones retrospectivas debe llevarse a cabo
con cautela, debido a que las condiciones de mantenimiento de las cepas pueden
alterar parcial o completamente las capacidades metabdlicas de las cepas, y
ocasionar lecturas falsas (negativas o positivas). En este trabajo en particular se
encontraron 25 muestras (8%) cuyos resultados en algunas pruebas orientadoras
(agar Cerelac +Tween 80 y los medios cromogénicos) dieron positivo para cepas
de tipo no-albicans, estos resultados deben tomarse con un poco de precaucion
debido a que pueden haber sido ocasionados por ese posible mal estado
metabdlico de las cepas y en realidad ser falsos negativos en esas pruebas. Pero
de ser cierto, debe buscarse otras metodologias para que desde el primo-
aislamiento se identifique de manera adecuada. Esto puede parecer de poca
importancia a nivel diagnéstico, sobretodo porque el tratamiento es igual para
todas las especies de Candida cuando se encuentran como agerite etiolégico de
enfermedad, pero en los ultimos afios se ha observado de manera cada vez mas
frecuente un aumento en los casos de candidosis cuyas cepas son cada vez mas
resistentes a los tratamientos, de ahi la importancia de establecer claramente cual
es el agente causal de la enfermedad mediante rutinas diagnoésticas que nos

permitan detectar a estos agentes desde la primera toma de muestras
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Por Gitimo, s6lo resta mencionar que este trabajo ha servido para observar
que en la busqueda de C. dubliniensis, las pruebas fenotipicas solamente nos
sirven para indicar su presencia como agente etiolégico en enfermedad de manera
presuntiva, ya que su relacion a nivel genético con C. albicans se ha revelado tan
cercana, que resulta muy complicado distinguir a una de la otra a nivel fenotipico.
Lo que nos lleva a concluir que la unica manera de distinguir entre ellas con un
porcentaje mayor de confiabilidad y sensibilidad es mediante las pruebas de
genética molecular, sin embargo, la relacion genética entre estas especies es tan
pequefia que nos lleva a plantear la duda si en realidad C. dubliniensis es una
especie nueva con caracteristicas y/o propiedades diferentes a C. albicans o si se
trata de una variedad de C. albicans mejorando sus capacidades de defensa
contra las terapias de tratamiento. Es en un caso como éste en donde la Biologia

Molecular da la precisién adecuada en la identificacion.




VIl CONCLUSIONES

Para este trabajo de investigacion se tienen las siguientes conclusiones:

1. No se recomienda el almacenamiento en agua estérif a temperatura
ambiente por tiempos mas alla de seis meses.

2. Sise tienen cepas almacenadas en agua estéril a temperatura ambiente, es
necesario someterlas a una serie de pases en medios nutritivos para
favorecer su reactivacion y estabilizacién metabdlica.

3. Las pruebas térmicas son faciles de realizar y econdmicas, pero se
requieren de incubadoras cuya temperatura pueda ser controlada y
monitoreada constantemente.

4. Las pruebas térmicas tienen una baja confiabilidad y reproducibilidad bajo
condiciones de trabajo (no condiciones de laboratorio sumamente
controladas).

5. Las pruebas térmicas se consideran subjetivas, debido a que se debe
reportar crecimiento pobre y regular.

6. El uso de métodos que nos permitieran realizar in6culos cuantitativos,
eliminarfa problemas en los resultados de las pruebas, debido a diferencias
en las cantidades de indculo colocados en cada medio de cultivo. El uso de
estos métodos para realizar inéculos cuantitativos es poco practico en la
rutina diaria de los laboratorios de microbiologia médica, sobretodo si se
trabaja con grandes cantidades de muestras.

7. La prueba de crecimiento en agar Alpiste negro presenta una identificacion
muy ambigua, y no nos permite distinguir si se encuentra alguna otra
especie, debido a que el pseudomicelio y las levaduras son caracteristicas
de otras especies de Candida.

8. A pesar de los resultados de confiabilidad para la prueba de crecimiento en
agar Cerelac + tween 80, resulta una prueba econémica y cuyo resultado es
facil de observar e interpretar, ademas de que al trabajar con cepas en
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dptimas condiciones, la generacidon de clamidoconidios se obtiene en
menos de 48 horas.

9. Las pruebas cromogénicas son excelentes para la busqueda de cepas de
tipo C. albicans desde el primo-aislamiento, ademas de que tienen fa
ventaja de que la lectura entre ésta y las no-albicans es muy sencilla,
debido a la generacion de colores depende de cada especie.

10. Las pruebas cromogénicas tienen su punto débil en lo subjetivo de la
interpretaciéon de los tonos de los colores que permitirian distinguir entre C.
albicans y C. dubliniensis.

11. Otro punto a considerar en el uso de los medios cromogénicos es el alto
costo que tienen y la poca disponibilidad que se tiene de ellos en nuestro
medio.

12. Mediante el uso de pruebas fenotipicas fue posible evaluar de manera
presuntiva, la presencia de C. dubliniensis en la coleccion de muestras del
Laboratorio de Micologia del Hospital General de México.

13. Mediante esta serie de pruebas obtuvimos que un 6.4% del total de las
cepas, que habian sido identificadas como C. albicans por métodos de
rutina, se re-identificaron como C. dubliniensis.

14. De esas 20 cepas (6.4%), el 35% correspondieron a muestras orales y el
resto presenta una topografia clinica interesante de investigar {esputo,
orina, vulva y onicomicosis).

15.La busqueda intencionada C. dubliniensis, debe incluirse en la rutina de los
laboratorios de microbiologia para detectarla desde el primo-aislamiento,
por lo cual debe continuarse con la investigacion para encontrar nuevas
pruebas fenotipicas que sean econémicas, confiables y reproducibles.

16. Debido a la proximidad genética entre C. albicans y C. dubliniensis, es muy
importante dejar en claro que la identificacion mediante pruebas fenotipicas
solamente tiene el caracter de presuntiva.

17.La identificacion definitiva debe hacerse mediante analisis del material

genético de estos microorganismos.
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18. A continuacién se presenta el algoritmo sugerido para la identificacion de

C. dubliniensis en la rutina diaria.

Cepas que inicialmente se identifican como C. albicans en base a la
observacién microscépica de pseudohifas o ievaduras (dependiendo de Ia
muestra) y/o las caracteristicas tipicas de las colonias (colonias blancas,
suaves o rugosas, brillantes u opacas) en los medios de rutina (Sabouraud y/o
Sabouraud + antibiéticos)

)

Siembra en medios cromogénicos para
eliminar posibles interferencias de otras especies

~

Cepas tipo albicans

v

Subcultivo en agar alpiste negro a 28° C por 48 h

7
e
4
Cepas tipo no-albicans
I
4
Candida sp
L
[
C. albicans [ =="9 Levaduras

Observacion
microscopica a 40 x
de clamidoconidios

unicos y terminales

4

Pseudomicelio

Probable C. dubliniensis

Siembra en agar Cerelac + Tween 80 a 28 ° C por 48 horas

~

Observacion

microscopica a 40 X de

clamidoconidios
multiples y en grupos

Identificacion
altamente
presuntiva de ser C.
dubliniensis

Confirmacion
unicamente por
técnicas de genética
molecular
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X APENDICE A

Medios de cultivo especiales:
1. Agar Alpiste negro

Formula:
Alpiste negro (Guizotia abyssinica) pulverizado 70 g
Cloramfenicol 50mg
Agar bacteriolégico 20g
Agua destilada 1000 mL

Preparacion: remoje el alpiste negro en 1 L de agua, hervir durante 30
minutos; posteriormente filtrar en gasa y papel fiitro. Aforar a 1 L de agua.

Esterilizar en autoclave a 110° C por 15 minutos.

2. Agar Cerelac + Tween 80
Férmula:
Cerelac (*) 14g
Agar bacteriolégico10g
Cloramfenicol 10mg
Agua destilada 990 mL
Tween 80 (1%) 10 mL
Preparacion: se agrega el Cerelac en 500 mL, se deja reposar por 5
minutos, se agita y se pone a fuego lento, se deja hervir por 5 minutos y
posteriormente se filtra en gasa, se adicionan el cloramfenicol y el Tween 80, se

aforaa 1Ly se esteriliza a 121° C por 15 minutos.
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