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RESUMEN

En el presente trabajo de tesis se realizaron diversas pruebas bioquimicas y morfolégicas
a un total de 102 muestras clinicas provenientes del Hospital Regional de Tlalnepantla,
todas ellas con diagnostico presuntivo de Candida spp., con el objetivo de identificar y
diferenciar cepas de Candida albicans y Candida dubliniensis, utilizando como referencia
dos cepas ATCC, C. albicans 32354 y C. dubliniensis MYA178.

Los resultados de las pruebas bioquimicas y morfol6gicas revelan diferencias en 19 de las
102 muestras clinicas, indicando la posible presencia de Candida dubliniensis. Con la
finalidad de corroborar la identificacion, se les realizaron pruebas de biolégica molecular

(PCR), a las 19 muestras resultando ser Candida albicans.

Concluyendo asi, que, aunque la literatura indica la existencia de pruebas morfologicas y
bioguimicas para la discriminacion de C. albicans y C. dubliniensis, dichas pruebas no
resultan ser contundentes, y se requiere de la biologia molecular para poder diferenciar

entre ambas especies.
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INTRODUCCION

Aunqgue Candida albicans es responsable de la mayoria de las infecciones por hongos en
los seres humanos, su filogenia sufri6 cambios importantes debido al reconocimiento de
una nueva especie patdgena estrechamente relacionada llamada Candida dubliniensis. El
descubrimiento de esta nueva especie ha tenido consecuencias importantes de
diagnostico puesto que, como Candida albicans, produce clamidoconidias y tubos
germinales, debido a lo cual todavia puede ser identificada erroneamente como tal

mediante métodos de identificacion convencionales. (Criseo, 2015)

Las técnicas moleculares de identificacion son consideradas las mas especificas para
diferenciar estas especies; sin embargo, se siguen necesitando métodos precisos, rapidos
y de bajo costo para ser utilizados en laboratorios de micologia de baja complejidad.
(Criseo, 2015)

MARCO TEORICO

La incidencia de las infecciones flingicas se ha incrementado de manera espectacular en
todo el mundo en los Ultimos afios debido a un aumento continuo de las condiciones
inmunosupresoras como la infeccién por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y
otros factores predisponentes, incluyendo el trasplante de 6rganos, pacientes con cancer
gue reciben tratamiento con quimioterapia, el uso de antibiéticos de amplio espectro,
pacientes criticos con catéteres intravasculares, la diabetes y el uso indebido de drogas

por via intravenosa. (Miceli, 2011)

Aunque la infeccién por VIH ha sido considerado un factor importante en el aumento en la
incidencia de las infecciones fangicas, es sola es una de las muchas razones que han
contribuido al cambio. Los acontecimientos que han desempefiado un papel importante en
el aumento en la frecuencia de las micosis incluyen la relativa facilidad de los viajes
internacionales, la expansion y el envejecimiento de la poblaciéon, una ruptura en las
medidas de salud publica, el aumento en las tasas de inmigracién y la prolongacion de la
vida debido a los avances médicos. Las levaduras son el agente causal principal de las

enfermedades por hongos, especialmente Candida spp. (Cooper, 2011)
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1. Caracteristicas del género Candida

Los miembros del género Candida son levaduras pertenecientes a la familia
Cryptococcaceae; las células pueden tener diferentes formas globosas, elipsoidales,
cilindricas o alargadas y ocasionalmente ojivales, triangulares o semilunares; pequefas
de entre 2-6 ym. Se reproducen mediante gemacién holoblastica. Son ubicuos en el
medio ambiente; siendo asi que las diversas condiciones de los habitats donde se
encuentran determinan la amplia gama de propiedades fisiologicas. Algunas especies son
dimorficas, lo que significa que pueden cambiar de su fase unicelular a la de pseudohifa o
hifa verdadera. C. albicans, C. dubliniensis y C. tropicalis, ademas de presentar forma de
levadura y de pseudohifas, pueden formar hifas verdaderas. C. glabrata siempre presenta
forma de levadura; C. krusei y C. parapsilosis son microorganismos dimorficos, que
pueden presentar forma de levadura o de pseudohifa. En el tejido infectado todas las
especies, excepto C. glabrata, pueden presentar forma de levadura o filamentosa. La
mayoria de las especies de Candida son mesofilicas, crecen bien en temperaturas entre
los 25-30°C. Las colonias de Candida son cremosas amarillentas, de rapido crecimiento y
maduracioén de tres dias. La textura de las colonias puede ser pastosa, suave, brillante o

seca, rugosa o lisa, dependiendo la especie. (Barnett, 2014; Hommel, 2014)

Candida es un género filogenéticamente heterogéneo del cual se han descrito cientos de
especies, las cuales en circunstancias normales, son microorganismos comensales no
patégenos en humanos. Sin embargo, son los hongos patdgenos oportunistas
predominantes, y pueden causar infecciones superficiales o invasivas, que se asocian con

una morbilidad y mortalidad significativas. (Criseo, 2015; Wang, 2016)

1.1 Candidiasis

El término Candidiasis comprende un espectro clinico extremadamente variado desde una
infeccion superficial hasta una diseminada, y puede afectar cualquier 6rgano o sistema
(Tabla 1). A la candidiasis superficial a menudo se le asocia con desnutricién, embarazo y
enfermedades con trastornos del sistema inmunitario (por ejemplo, diabetes). Por otro
lado, la candidiasis profunda o sistémica, incluyendo dos o mas oOrganos, es con
frecuencia iatrogénica como resultado de hiperalimentacion parenteral, antibiéticos de

amplio espectro, inmunosupresor, o terapias antineoplasicas. (Bonifaz, 2010)
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Tabla 1. Clasificacion de los tipos de Candidiasis.

CANDIDIASIS TIPS CLIMICOD CARACTERISTICAS CUADRD CLIMICD
Es frecusnie en mifios recién nacidos, se| Flacss blancas en cavidad bucal v kengua
Ciral obtiene por wn fuerte inocule en & pario, | presentando dokor y ardor
generalmente | madre cursaba  con
candidiasis vaginal
&) Ez |3 infeccidn mas frecuente en ol | A) Se  presznts un exudado
Genital aparatc  genital  femsnino, =2 blanguecino (leucorres) espeso, las
presenfa  pensralmente en edad MUCOSES = Encuentran
A) \apginitis reproductiva. ertematosss ¥ con presencia de
MUCOCUTAMNES B) Balanitis B) Gensralmente s=  adquiersn  por peurito y ardor vulvar
relscion sexual con parejs en cursa | B) E balamitis =] superficial
de vaginitis por Candida. prezentando eriterma, micro pustulas
y erosiones en & glande y surco
prepucial
(Gastraintestinal &) Es secundana a uns candidissis oral | A) 52  observan  plscas  blancas
con una sbundante colonizscion de similarez 3 I3 oral, presentando
A) Esofapitiz la flora en intestino. fatiga, nauseas y womito.
E} Peritanitiz E} Dismeas con evacuacionss muUCcoso-
blanguecmas, hay dolor abdominal y
MEtE0nsmo.
Rezpiraiona &) Se presenia en pacientes | A) Tos con expectoracion mucoide y 3
inmunocomprometidos o con fibrosis veces sanguinslenta, dolor toracico,
A)Pulmaonar quisiica, regulamments ez una disnea y esputo blsnquecing, pueds
entidad cronica. afectar uno o ambos pulmanes, con
posible derrame pleural
E= menos frecuente que los mococutaness, | En estos casos  aparscen placas
Intertigaos esie se presenta en axilas, angulc intemo | entematosscameosas con borde eritematosa,
del rmuslo y en los plieguees de la piel. los pacientes refieren prurito intenso.
&) Ez Iz forma mas comin (70%) ¥ 3
CUTAMEA Cmicomicosis diferencis de |zs tifas s presenta en | A) = obsenva una periferia
&l borde proximal y con inflamacion, ertamatosz, |5 ufis 52 pusde tomar
A} con Penionids es mas frecuents en uAas de manas. oscura v se deforma, los packentes
B} con Onicolisis B) Es la segunda wvariedad y menos refieren poco prurito y dalor al tacto.
frecuente  (30%) el cuwal se|B) Ls wia se observa opaca y estriads
caracteniza por &l desprendimiento antes de perderla.
de |a ufia.
Ez muy rars y s= observa en ninos con | Lss lesiones s2 prasentan en cualkguier lugar
Granuloms szweras problemas en la inmunidad celulsr y | 22 13 pizl ohservandose lesiones vemicosas
en adultos  con  disbetes  mellius | gue uceran.
descompensada.
Es una micosis rara y sscundariz a 3| Es similar a la meningiti= bacterisna con
Meningitis dizeminacion a pariir de los sifios de|intensa cefalea, rgidez en la neca, fiebre
infaczidn. intenmitente y e puede llegar a estado de
SISTEMICA coma.
Sapficemia Se pressnts en pacientes severamente | Su sintomatologiz es wariable con fiskhre v
inmunocomprametidos. escalofrins, se confunde con sephicemiss
bacterianas.

(Bonifaz, 2010)
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La principal fuente de infeccién del humano es enddgena; en el caso de C. albicans, en
circunstancias relacionadas con la pérdida del balance de la microbiota o con el
compromiso de las defensas inmunes, cuando aumenta la poblacion de levaduras, ocurre
una sobre colonizacién y posteriormente la invasion. Las fuentes de infeccion exdgenas
son las manos del personal médico o paramédico, al nacer o con material contaminado
como soluciones parenterales, soluciones oftalmicas después de una cirugia, dispositivos
médicos como catéteres, valvulas cardiacas y respiratorias, entre otros. El estado inmune
del hospedero es el factor mas importante para que Candida spp. se transforme en
patdogeno (Tabla 2). Por ello es considerada como el oportunista por excelencia. Los
factores de virulencia que determinan su relacion con el hospedero (patogenia) son
numerosos; entre ellos que cuenta con la capacidad de adherirse a los tejidos o a
superficies de catéteres o protesis, lo cual le permite colonizar estas superficies. Ademas,
tiene la capacidad de formar biopeliculas que las hacen menos vulnerables a la accién de
los antimicéticos, debido a que la matriz extracelular excluye o limita el acceso a éstos. En
estas formaciones también hay disminuciéon del metabolismo o crecimiento del hongo, lo
cual disminuye los sitios de accion de la mayoria de los antimicéticos. Igualmente se
relaciona con aumento de genes de resistencia presentes en las levaduras en dichas
biopeliculas. Otros factores que la ayudan a invadir y diseminarse por los tejidos son la
capacidad de producir enzimas (proteasas, fosfolipasas y lipasas) y el cambio morfolégico

de levadura a blastoconidia o filamento. (De Bedout, 2010; Figueras, 2011; Oliva, 2013)

Tabla 2. Factores de riesgo para el desarrollo de la infeccion por Candida spp.

FACTOR DE RIESGO CAUSA
Neonatos y lactantes
Edad Dado que la microfloray la inmunidad local que limitan su
crecimiento estan insuficientemente desarrollados
Embarazo
Cambios fisiolgicos Disfunciones endocrinas o administracion de esteroides
Antibioterapia Alteracién de la microflora habitual

Hipovitaminosis o hiperglucemia
Favorecen el crecimiento fungico y disminuyen la capacidad

Nutricion defensiva del huésped al alterar la regulacion de los genes de
adhesion a proteinas y la capacidad del complemento para la
opsonizacion
Quemaduras, heridas, uso de dispositivos externos como
Rotura fisica de las barreras catéteres vasculares y peritoneales, prétesis vasculares o
protectoras naturales del cualquier material que se coloque en el musculo, piel, torrente
organismo sanguineo o sistema nervioso central, nutricion parenteral,

cirugia mayor abdominal

Alteracion de la inmunidad Pacientes inmunodeprimidos por quimioterapia citotoxica o
sometidos a trasplante de 6rgano sélido o de médula dsea,
neutropenia, diabetes, corticoterapia

(Basado en Figueras, 2011)
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C. albicans es la especie causante de la mayoria de las infecciones, tanto superficiales
como sistémicas; por lo tanto es la especie que se aisla con mayor frecuencia de
muestras clinicas. Es la Unica que coloniza en condiciones normales la boca, el tracto
gastrointestinal y la vagina, adhiriéndose a las células epiteliales. Es un patégeno ubicuo
en la mayoria de los animales de sangre caliente como las aves, cerdos, vacas, perros,
algunos primates y animales salvajes. Aproximadamente del 40-60% de la poblacion
adulta humana alberga a esta levadura. Se puede considerar como un comensal obligado,
inofensivo y a menudo asintomatico. En las Ultimas décadas, la incidencia de las
infecciones por C. albicans ha decaido mientras que la incidencia de especies de Candida
no albicans ha incrementado en todo el mundo, incluyendo a C. dubliniensis, C. glabrata,
C. krusei, C. parapsilosis y C. tropicalis (Tabla 3). (Figueras, 2011; Hommel, 2014; Oliva,
2013; Polke, 2015; Pozzatti, 2010)

Tabla 3. Frecuencia de infeccién por especies patdgenas de Candida

ESPECIE FRECUENCIA
Candida albicans <50%
Candida tropicalis 15-30%

Candida parapsilosis 15-30%

Candida glabrata 15-30%
Candida krusei >1%
Candida guillermondi >1%
Candida dubliniensis >1%

(Castafion, 2012)

Algunas de dichas especies se han asociado con ciertos grupos de riesgo que sugieren
gue su colonizacién y sus estrategias de supervivencia promueven infecciones solo en

circunstancias preliminares distintas (Tabla 4). (Figueras, 2011)

Entre estas especies, Candida glabrata, ha surgido como uno de los patdgenos
oportunistas mas importantes capaz de infectar una gran variedad de sitios del cuerpo
humano, predomina en los ancianos, trasplantados de 6rganos soélidos y pacientes con
cancer. La profilaxis con fluconazol es un factor predisponente. Tiene una alta incidencia
en América del Norte y Europa Central, mientras que en Latinoamérica esta especie tiene
una baja incidencia (4-6%). C. tropicalis es considerada una causa importante de
candidiasis invasiva en pacientes con cancer, especialmente con leucemia, neutropenia y

en trasplante de células madre. Se ha observado disminucion de Candidemia por esta
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especie con el uso profilactico de fluconazol en pacientes con cancer. Comunmente
aislada en el sur de América y Asia, con una incidencia de Candidemia mayor al 15%.
(Criseo, 2015; De Bedout, 2010; Miceli, 2011; Muadcheingka, 2015)

Tabla 4. Especies de Candida y factores predisponentes para la infeccion

ESPECIE FACTOR PREDISPONENTE

Unidades de cuidados intensivos, catéteres
Candida albicans intravasculares centrales, tratamiento
antibidtico o corticoide, cirugia

Candida parapsilosis Prematuridad, catéteres intravasculares,
nutricion parenteral

Candida tropicalis Inmunodepresion, enfermedades neoplasicas

Candida glabrata Tratamiento previo con fluconazol,
inmunodepresion grave

Candida krusei Tratamiento previo con fluconazol,
inmunodepresian, enfermedades neoplasicas

(Figueras, 2011)

Por otra parte, Candida parapsilosis es considerado un patégeno exégeno y se encuentra
como colonizador transitorio de piel-ufias y, ocasionalmente, de mucosas. Se asocia a
infecciones adquiridas a través de las manos y de los ambientes hospitalarios e,
igualmente, también con nutricion parenteral, en cirugias recientes que requieren
catéteres intravenosos y uso de caspofungina en pacientes con trasplante de células
madre. Es un patdgeno importante en la infeccién del torrente sanguineo en neonatos,
especialmente en pacientes prematuros y de bajo peso al nacer, representa a menudo la
segunda especies de Candida mas cominmente aislada de cultivos de sangre en muchas
areas del mundo, especialmente en los paises de América del Sur y Europa y los paises
mediterraneos de Africa. C. krusei es una especie considerada emergente debido al uso
profilactico con fluconazol, al igual que C. tropicalis esta asociada a pacientes con
neutropenia. La colonizacion por esta especie es un predictor de candidemia. Se trata de
un microorganismo multiresistente a los antimicoticos debido a que tiene una resistencia
intrinseca al fluconazol, una susceptibilidad disminuida a la anfotericina y la flucitocina que
esta ademas, asociada a la alta mortalidad (40-80%). C. dubliniensis es un patégeno

oportunista que se asocia con candidiasis oral e infecciones invasivas especialmente en
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pacientes infectados con el virus de la inmunodeficiencia humana. Este raro patdégeno ha
sido reportado como causante de infeccion en humanos en Australia, Europa y Argentina.
La prevalencia de C. dubliniensis como agente causal de candidemia es de 0.96% en
Argentina, aproximadamente del 2% en Estados Unidos y el Reino Unido (Figura 1). Otras
especies como Candida kefyr, Candida rugosa, Candida guilliermondii, y Candida famata
rara vez se encuentran en muestras clinicas, aunque ha habido varios informes de casos
clinicos que describen las infecciones causadas por estas especies de Candida no
comunes. (Criseo, 2015; De Bedout, 2010; Miceli, 2011; Muadcheingka, 2015)

o
(SN
-

Candida parapsilosis
Candida glabrata
Candida tropicals

Candida dublniensis

Figura 1. Distribuciéon de las especies mas frecuentes de Candida diferentes de Candida albicans
(en el caso de Candida dubliniensis las areas representan los lugares con reporte de mas del 2%
aislados de sangre). (Quindés, 2014)

Sin embargo, la lista de nuevas especies patdogenas de Candida continda creciendo ya
que el estudio tradicional de las levaduras clinicamente relevantes ha sido profundamente
influenciada por el desarrollo de una amplia gama de técnicas moleculares, incluyendo las
tecnologias de secuenciacion, que combinadas con las herramientas bioinformaticas han
permitido a los investigadores entender mejor la biodiversidad, la sistemética y la

evolucion de los hongos patdégenos. Por lo tanto varias cepas atipicas de Candida,
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tradicionalmente mal identificados en los laboratorios clinicos, ahora se conocen como

importantes patégenos de interés médico. (Criseo, 2015)

1.2 Consideraciones diagndésticas

El diagnostico de las enfermedades fungicas emergentes depende en su mayoria del
cultivo microbioldgico tradicional, los métodos de identificacion fenotipica que incluye
medios cromogénicos, la asimilacién de carbohidratos y la histopatologia. Sin embargo,
debido a la baja sensibilidad y especificidad de los métodos convencionales para la
deteccién de las infecciones fangicas, se han desarrollado nuevos métodos. Estos
métodos incluyen sistemas de deteccién del antigeno, como son ELISA y PCR, una
amplia gama de técnicas novedosas que incluyen ensayos moleculares, espectrometria
de masas MALDI-TOF y técnicas de aglutinaciébn basadas en anticuerpos especificos.
Una combinacion de estos métodos aumenta considerablemente la probabilidad de una
identificacion fiable de Candida a nivel de género y especie. Sin embargo, estas técnicas
necesitan ser evaluadas en grandes grupos de pacientes y no estan estandarizados en la
actualidad. (Pasligh, 2010; Razzaghi-Abyaneh, 2014)

El diagnostico definitivo de estas infecciones no solo es importante desde el punto de
vista epidemiolégico, también lo es debido a que las especies relacionadas difieren en la
susceptibilidad a los diferentes agentes antifingicos. La dramética aparicién de la
resistencia a mdultiples farmacos inst6 a los cientificos para determinar los patrones de
susceptibilidad de este patégeno comensal de humanos y animales. De esta manera, el
aislamiento y la identificaciébn de las especies de Candida y la determinacion de su
susceptibilidad a los farmacos antimicéticos es importante para garantizar la eficacia de
las estrategias terapéuticas. En relacion a esto, algunas de estas nuevas especies han
demostrado resistencia a los agentes antifingicos comunes. La resistencia a los azoles
representa un desafio importante. Sin embargo, casi todos los aislados clinicos globales
de las especies de Candida son susceptibles a las equinocandinas, aunque ha habido
algunos informes de susceptibilidad reducida o resistencia a estos antifingicos en el
ajuste de la inmunosupresién severa, la candidemia recurrente, y la exposicion
prolongada a las equinocandinas. C. glabrata, C. parapsilosis, C. lipolytica, C. lusitaniae y
C. tropicalis pueden causar micosis a pesar del uso profilactico o terapéutico de las
mismas. (Lai, 2013; Pasligh, 2010; Razzaghi-Abyaneh, 2014)

15



METODOS BIOQUIMICOS Y MORFOLOGICOS PARA LA DIFERNCIACION ENTRE
Candida albicans Y Candida dubliniensis

La fungemia, especialmente la causada por Candida, puede ser detectada mediante
cultivos de sangre. El crecimiento de las diferentes especies de Candida en la sangre o en
sitios normalmente estériles casi siempre representa una infeccién verdadera y debe ser
tratada como tal. Sin embargo, el crecimiento de dichas especies en sitios no estériles
regularmente indica colonizacion o contaminacion. El aislamiento de las especies de
Candida de muchos sitios no estériles puede ser un indicador de infeccién oculta en
pacientes de alto riesgo; por lo tanto, el diagnéstico de la candidiasis invasiva puede ser
dificil. (Miceli, 2011)

Ademas, las infecciones mixtas causadas por diferentes especies de Candida se pueden
identificar a partir del mismo paciente en el diagndstico de una infeccién. Por lo tanto, la
necesidad de métodos rapidos, fiables y rentables con una alta especificidad para la
identificacion y diferenciaciébn de las especies de Candida es de suma importancia.
(Pasligh, 2010)

Candida albicans sigue siendo el hongo patégeno mas comuln aislado de muestras
clinicas. Sin embargo, esta especie esta estrechamente relacionada con una especie

enigmatica fenotipicamente similar, Candida dubliniensis. (Gil-Alonso, 2015)

Candida dubliniensis y Candida albicans son 2 especies estrechamente relacionadas de
importancia clinica. Comparten varias caracteristicas fenotipicas, especialmente la
habilidad para formar clamidoconidias en agar harina de maiz y tubo germinal en suero.
Debido a sus caracteristicas fenotipicas compartidas, las 2 especies se han identificado
errbneamente. Por tanto, la incidencia de la infeccion por este patégeno causal puede no
ser reportada. (Khan, 2012; Lai, 2013)

La diferenciacion de C. albicans y C. dubliniensis es de gran importancia, ya que, nos
ayuda a entender mejor la epidemiologia y la virulencia de C. dubliniensis. Dicha especies
es sblo un componente menor de la microbiota normal en la cavidad oral, pero se
distribuye en todo el mundo. En los ultimos afios, sin embargo, el aislamiento de C.

dubliniensis en pacientes con candidemia ha incrementado. (Wahab, 2014)
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La prueba de tubo germinal es la base para la diferenciacién de C. albicans y C.
dubliniensis de otras especies de Candida en la mayoria de los laboratorios de
microbiologia. Sin embargo, en los ultimos afios, se han desarrollado diversas pruebas
para distinguir C. dubliniensis de C. albicans. La formacién de colonias rugosas o con
flecos en agar semilla de Niger, agar semillas de girasol (Helianthus annus) o agar
tabaco; la produccion de colonias de color verde oscuro en CHROMagar Candida; o la
incapacidad para crecer en un medio con la concentracion de NaCl hiperténico son
algunas de las pruebas mas utilizadas para discriminar las 2 especies. Del mismo modo,
también hay diferencias en la asimilacion de los compuestos de carbono. Se ha
demostrado que el 95% de los aislamientos de C. dubliniensis son incapaces de asimilar
xilosa y a-metil-D-glucésido. Sin embargo, las diferencias entre estas dos especies son
mas pronunciadas en el nivel genético y por esa razén los métodos moleculares son mas

precisos para distinguir C. albicans de C. dubliniensis. (Khan, 2012; Wahab, 2014)

1.3 Candida dubliniensis

En 1995, un informe de Dublin, Irlanda describié una levadura atipica, tubo germinativo y
clamidoconidias positiva, aislada con mayor frecuencia de pacientes infectados por VIH
gue tenian candidiasis oral. La levadura formé un grupo homogéneo por la huella de ADN,
diferente de las otras especies de Candida, incluyendo a la otra levadura tubo germinativo
y clamidoconidias positiva, Candida albicans. Los autores propusieron el nombre de
Candida dubliniensis para esta nueva especie. Desde entonces, una serie de informes
han documentado su prevalencia y epidemiologia, manifestaciones clinicas, virulencia,
caracteristicas fenotipicas y genotipicas y resultados de las pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana. (Kiehn, 2001)

C. dubliniensis parece ser un patégeno oportunista y normalmente es un componente
menor de la flora bucal de los seres humanos, a diferencia de C. albicans. La
inmunosupresion y el uso de agentes antimicrobianos, incluyendo agentes antifingicos,
aparentemente permite que C. dubliniensis aumente en nimero, en gran medida colonizar
la orofaringe, y eventualmente causar enfermedad, candidiasis. Aproximadamente el 25%
de los pacientes infectados por el VIH puede ser colonizado por dicha levadura. Se ha
aislado de la cavidad oral de aproximadamente el 30% de los pacientes con SIDA y

candidiasis oral. Se ha postulado que cuando los pacientes son tratados con agentes
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antifungicos, tales como el fluconazol para la enfermedad oral causada por cepas mas
susceptibles de C. albicans, las cepas mas resistentes de C. dubliniensis pueden surgir.
También se ha encontrado asociada a infeccion invasiva, principalmente en pacientes
inmunocomprometidos. De igual forma se ha aislado de pacientes VIH negativos y de
diferentes sitios y fluidos corporales, incluyendo sangre, orina, etc. (Gamarra, 2015;
Kiehn, 2001)

El aumento del numero de aislamientos de C. dubliniensis hace necesaria su correcta
identificacion en el laboratorio, ya que puede tener implicaciones epidemioldgicas y
terapéuticas. Sin embargo, la identificacion de C. dubliniensis es dificil por la semejanza
fenotipica que presenta con C. albicans, lo cual obliga a menudo a realizar pruebas
especiales poco asequibles en el laboratorio de Microbiologia clinica. Los métodos
moleculares son las técnicas mas fiables para la diferenciacién entre C. albicans y C.
dubliniensis. Sin embargo, se necesitan pruebas fenotipicas precisas, rapidas y
econémicas para ser utilizadas en los laboratorios de micologia de baja complejidad.
(Sahand, 2007)

Antes de 1995, todas las especies tubo germinativo y clamidoconidias positivas de
Candida eran identificadas como C. albicans. Desde que se descubrié que C. dubliniensis
es también tubo germinativo y clamidoconidias positiva, la identificacion definitiva debe
incluir pruebas adicionales, ya sea fenotipicas o genotipicas. Para el laboratorio de
microbiologia clinica, el objetivo es detectar e identificar esta levadura recién descrita lo
mas rapido y econémicamente posible, ya que la mayoria de los aislados clinicos son C.
albicans y s6lo un pequefio porcentaje es C. dubliniensis. Parece ser que la prueba de
detecciébn mas util y sencilla es la presencia o ausencia de crecimiento a 45°C. Los
informes hasta la fecha indican que C. dubliniensis no crece a 45°C, contrario a la
mayoria de las cepas de C. albicans. Es asi que, las cepas que sean tubo germinativo y
clamidoconidias positivas y no crezcan a 45°C pueden ser presuntamente identificadas
como C. dubliniensis, podrian entonces estas pruebas ser seleccionadas para la
identificacion definitiva mediante el uso de métodos adicionales, incluyendo sistemas de
identificacion comerciales, como el color de las colonias en CHROMagar Candida y
métodos moleculares. C. dubliniensis no suele asimilar a-metil-D-glucésido, trialosa, y
xilosa. Se ha informado que las colonias de C. dubliniensis producen un color verde

oscuro distintivo en CHROMagar Candida y algunos han sugerido que el uso de este agar
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también podria proporcionar un método de cribado util para este organismo. Sin embargo,
ha habido preguntas sobre la utilidad de esta prueba fenotipica como una prueba
diferencial rapida y precisa. La apariencia colonial puede variar dependiendo de la
temperatura y la exposicion de los medios de cultivo a la luz, y si la levadura es del cultivo
primario o subcultivo. Los enfoques moleculares basadas en ADN han sido utiles en la
elucidacion de la taxonomia de C. dubliniensis, y también pueden ayudar en la
identificacion rapida de la levadura. Los métodos de tipificacion de ADN utilizados para
discriminar C. dubliniensis de C. albicans incluyen sondas especificas de especie,
electroforesis de enzimas multilocus, ADN polimérfico amplificado al azar, el cariotipo
electroforético, toma de huellas dactilares de oligonucledtidos, y polimorfismos de longitud

de fragmentos de restriccion sin sondas. (Gamarra, 2015; Kiehn, 2001; Sahand, 2007)

Aunque C. dubliniensis produce tubos germinales y clamidoconidias similares a C.
albicans en el laboratorio, sus caracteristicas filogenéticas y genotipicas son distintas. Las
dos especies parecen poseer diferentes rasgos de virulencia, como se muestra en
estudios de virulencia in vitro e in vivo. La capacidad de adherirse a las células epiteliales,
para producir fosfolipasas y proteasas, y para formar hifas y pseudohifas puede ser
atenuado en cepas de C. dubliniensis. Por el contrario, el cambio fenotipico de morfologia
de la colonia y la resistencia de adaptacion al fluconazol y otros agentes azélicos parece
ser un rasgo mas comun en C. dubliniensis. Se adhiere a proteinas especificas del
hospedero, como la mucina, tan fuertemente como lo hace Candida albicans, y expresa
un gran nimero de adhesinas de superficie, de las cuales pocas han sido caracterizadas.
(Asmundsdéttir, 2009; Oliva, 2013; Taweechaisupapong, 2012)
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OBJETIVO GENERAL
Identificar y diferenciar cepas de Candida albicans y Candida dubliniensis en muestras
clinicas de diferentes lugares anatomicos provenientes del Hospital Regional de
Tlalnepantla, empleando diversas pruebas bioquimicas y morfolégicas, asi como
corroborar los resultados a través de biologia molecular.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Realizar la recoleccion e identificaciébn de muestras con diagnostico presuntivo de

candidiasis siendo Candida albicans el agente causal

o Lograr la estandarizacion de cada una de las pruebas con base a las cepas de

referencia utilizadas

e Evaluar el crecimiento en CHROMagar Candida

e Evaluar el crecimiento en el medio de cultivo de Emmons a 42°C

e Evaluar la formacion de clamidoconidias en el medio de Girasol con y sin glucosa

e Evaluar la formacion de micelio y pigmentacién de las colonias en el medio de

cultivo SDA con cloruro de 2,3,5-trifenitetrazolio

e Evaluar la asimilacion de carbohidratos mediante APl 20C AUX bioMerieux

e Confirmar los resultados obtenidos mediante biologia molecular

e Obtener un dato epidemiolégico con respecto a la prevalencia de Candida

dubliniensis como agente causal de candidiasis en México
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HIPOTESIS

Si al realizar las diversas pruebas bioquimicas y morfolégicas a las muestras clinicas y
estas se comportan de manera similar o igual a las cepas de referencia, ya sea Candida
albicans ATCC 32354 o Candida dubliniensis ATCC MYA178, entonces se puede

considerar que las muestras clinicas pertenecen a dichas especies segun sea el caso.
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METODOLOGIA

A. Recoleccion e identificacion de las muestras

Una vez recibidas las muestras provenientes del Hospital Regional de Tlalnepantla, se
resembraron en Agar Dextrosa de Sabouraud (SDA) y se incubaron por 24 horas a 37°C
para, posteriormente ser sembradas en CHROMagar Candida, con la finalidad de
corroborar que la muestra trabajada fuera presuntamente Candida albicans y que fuera
una muestra pura; esto ultimo también se evalué mediante tincion GRAM, para confirmar

que no estuvieran contaminadas con bacterias.

Es asi, que si el resultado obtenido en el CHROMagar era verde (Figura 2), la muestra era
seleccionada y sembrada en tubos con YM inclinado para continuar trabajando con ella y

a su vez, conservada en una mezcla 1:1 de leche (Litmus Milk)-glicerol estéril.

Figura 2. Colores obtenidos por cepas con diagnostico presuntivo de C. albicans en CHROMagar
Candida

Por otro lado, si el resultado era cualquier otro color, es decir, otra especie, dicha muestra
solo era conservada en la mezcla de leche-glicerol estéril. Una vez en dicha mezcla, tanto
las muestras con diagnostico presuntivo de Candida albicans como las que no, se

conservaron en congelacion a -74°C.
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B. Evaluaciéon del crecimiento a 42°C

Preparacion del medio.

El medio es preparado con 20 g de dextrosa, 17 g de agar y 10 g de peptona por
litro de agua destilada; cabe mencionar que este medio fue preparado con tres
peptonas diferentes, peptona de caseina, bacterioldégica y de carne, cada una por
separado. El pH del medio debe ser de 7.0£0.2.

El medio es calentado hasta que se hayan disuelto todos los componentes y
posteriormente se esteriliza en autoclave a 15 lbs/121°C/15 min. Una vez estéril,
se deje enfriar a una temperatura de entre 45-50° y se vierte en cajas Petri

estériles.

Sembrado

Partiendo de un cultivo fresco en SDA de entre 24 y 48 hrs, se realizé una
suspension celular igualada al 0.5 del nefelémetro de McFarland en agua destilada
estéril. Posteriormente, 25 ul de esta suspension fueron colocados por triplicado
en cada placa y se incubaron a 42°C durante 48 hrs.

Lectura de resultados
Transcurridas las 48 hrs se observa el crecimiento y se evalia como nulo, pobre,

moderado o abundante.

C. Produccién de clamidoconidias

Preparacion del medio

El medio es preparado con 50 g de semilla de girasol pulverizada con 100 ml de
agua destilada. Posteriormente se adicionan 900 ml mas de agua destilada y se
hierve durante 30 min. Una vez transcurrido el tiempo, se deja enfriar para poder
filtrarlo con gasas y se adiciona agua destilada hasta completar 1000 ml.

A esto se le agregan 1 g de KH,PO,, 1 g de creatinina y 15 g de agar. El medio es
dividido en dos partes y solo a una de ellas se le afiade 0.5 g de glucosa. Se
mezcla bien y se esteriliza en autoclave a 15 Ibs/121°C/15 min. Una vez estéril, se

deja enfriar a una temperatura de entre 45-50° y se vierte en cajas Petri estériles.
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e Sembrado
Partiendo de un cultivo fresco en SDA de entre 24 y 48 hrs, se toma una asada y
se realiza una estria sobre el agar rasgandolo un poco. Se incuba durante 5 dias a
30°C.

e Lecturaderesultados
Transcurrido el tiempo de incubacion se observan caracteristicas como la
presencia o ausencia de micelio y se observan las placas con el microscopio
Optico para evaluar la formacion de clamidoconidias asi como su abundancia
(nulas, escasas, moderadas o abundantes) y su disposicion (terminales o en

racimos) (Figura 3).
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Figura 3. Morfologia de las clamidoconidias de C. albicans y C. dubliniensis. (a) Ejemplo de una
cepa de C. dubliniensis donde se demuestra que ocasionalmente las clamidoconidias pueden estar
en pares o tripletes. (b). Ejemplo de una cepa de C. albicans donde se muestra una Unica
clamidoconidia terminal derivada de una célula suspensoria. (c) Ejemplo de una cepa de C.
dubliniensis donde se muestra una clamidoconidia terminal idéntica a la observada en la imagen
(b). (Ells, 2009)

D. Crecimiento en agar Sabouraud-trifeniltetrazolio

e Preparaciéon del medio
El medio es preparado disolviendo 10 g de peptona de caseina, 20 g de glucosa y
20 g de agar en 990 ml de agua destilada. El medio es esterilizado en autoclave a
15 Ibs/121°C/15 min.

Por otro lado, se prepara una solucién stock de cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio

(TTZ) disolviendo 1g en 100ml de agua destilada. Esta solucién es esterilizada por

filtracion.
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Posteriormente el medio se enfria a una temperatura aproximada de 55°C y se le
agregan 10 ml de la solucion stock de TTZ, siendo la concentracion final de 0.1g/l.

Finalmente se vierte en cajas Petri.

e Sembrado
Partiendo de un cultivo fresco en SDA de entre 24 y 48 hrs, se realiz6 una
suspension celular igualada al 0.5 del nefeléometro de McFarland en agua destilada
estéril. Posteriormente, 3 pl de esta suspension fueron colocados por triplicado en

cada placa y se incubaron a 28°C durante 10-12 dias.

e Lecturaderesultados
Una vez transcurrido el tiempo de incubacién, se observan caracteristicas
morfolégicas como el color obtenido por la colonia y la producciéon de un halo
micelial. La literatura reporta que C. albicans puede presentar tres morfologias
distintas: rosa sin halo micelial, rosa con halo micelial y violeta sin halo micelial;
por el contrario, C. dubliniensis genera colonias violetas o morados con un halo

micelial extenso (Figura 4)

Figura 4. Resultados obtenidos en agar SDA con TTZ, donde las colonias sefialadas por la flecha
corresponden a cepas de C. dubliniensis, mientras que las restantes son colonias pertenecientes a
C. albicans (Gamarra, 2015)
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E. Asimilacion de los compuestos de carbono

e Sembrado
Para verificar la viabilidad y pureza, los cultivos fueron sembrados en placas de
YM por estria cruzada e incubadas a 28°C durante 24-48 hrs. Una vez confirmada
la viabilidad y pureza de los cultivos, se realizé la inoculacién en las galerias de los
sistemas API 20C AUX bioMerieux. Las galerias fueron incubadas a 28°C durante
24-72hrs.

e Lecturaderesultados
La interpretacion de los resultados se realizé con ayuda de la plataforma APIWEB

de bioMerieux (Tabla 5)

Tabla 5. Perfiles bioquimicos API 20C AUX bioMerieux para C. albicans y C. dubliniensis

PRUEBA REACCION C. albicans | C. dubliniensis

GLU D-Glucosa + +
GLY Glicerol - -
2KG 2-Keto-D-Gluconato + +
ARA L-Arabinosa - -
XYL D-Xilosa + +
ADO Adoitol + +
XLT Xilitol + +
GAL Galactosa + +
INO Inositol - -
SOR Sorbitol + +
MDG a-Metil-D-Glucosido + -
NAG N-Acetil-D-Glucosamina + +
CEL Celobiosa - -
LAC Lactosa - -
MAL Maltosa + +
SAC Sacarosa + +
TRE Trealosa + -
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MLZ Melizitosa - -
RAF Rafinosa - -

F. Pruebas de biologia molecular

e Las cepas fueron identificadas mediante PCR por el Bidlogo Juan Carlos Estrada

Mora en la Coleccion Mexicana de Cultivos Microbianos del CINVESTAV.
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RESULTADOS

Las 102 muestras clinicas empleadas en el presente estudio fueron seleccionadas del
total de las muestras provenientes del Hospital Regional de Tlalnepantla puesto que
originaron un tono verde en CHROMagar Candida al ser sembradas en el laboratorio, ya
que esto significa la posible presencia de Candida dubliniensis. Los datos de dichas cepas
fueron recopilados en la Tabla 6.

Tabla 6. Identificacidn de las muestras provenientes del Hospital Regional de Tlalnepantla

Clave Clave nueva Sexo Tipo de Diagndstico Diagndstico

original muestra presuntivo confirmatorio
2 L17-1-15 INP INP C.albicans C.albicans
3 L17-2-15 INP INP C.albicans C.albicans
6 L17-3-15 INP INP C. albicans C. albicans
11 L17-4-15 INP INP C.albicans C.albicans
106 L17-5-15 Masculino Faringeo C. albicans C.albicans
147 L17-6-15 Femenino Faringeo C.albicans C.albicans
198 L17-7-15 Femenino Vaginal C. albicans C.albicans
216 L17-8-15 Femenino Vaginal C. albicans C.albicans
241 L17-9-15 Femenino Vaginal C.albicans C. albicans
267 L17-10-15 INP Faringeo Candida C. albicans
274 L17-11-15 Masculino Faringeo C. albicans C. albicans
298 L17-12-15 Femenino Faringeo C.albicans C.albicans
328 L17-13-15 Femenino Vaginal C. albicans C.albicans
481 L17-14-15 Femenino Vaginal Desconocido C.albicans
498 L17-15-15 Femenino Vaginal C.albicans C.albicans

524 L17-16-15 Femenino Vaginal C. albicans C.dubliniensis
534 L17-17-15 Femenino Vaginal C.tropicalis C.albicans
543 L17-18-15 Femenino Faringeo C. albicans C.albicans
614 L17-19-15 Femenino Vaginal C. albicans C. albicans
624 L17-20-15 Femenino Vaginal C. albicans C. albicans
625 L17-21-15 Femenino Faringeo C. albicans C.albicans
650 L17-22-15 Femenino Faringeo C. albicans C. albicans
683 L17-23-15 Femenino Faringeo C. albicans C.albicans
704 L17-24-15 Femenino URO C. albicans C.albicans
731 L17-25-15 INP Secrecion C.albicans C.albicans
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9708 L17-96-15 INP Faringeo C. albicans C. albicans
9753 L17-97-15 INP INP INP C. albicans
9763 L17-98-15 Femenino INP INP C. albicans
9895 L17-99-15 Femenino URO INP C.albicans
9895.1 L17-100-15 INP INP INP C.albicans
2509095.1 L17-101-15 INP INP C.albicans C. albicans
2509095.2 L17-102-15 Femenino INP C. tropicalis C.albicans

INP.- Informacion no proporcionada por HRT.

Una vez que fueron seleccionadas las cepas, se realizé la evaluacion del crecimiento a
42°C en los tres medios de Emmons, donde se obtuvo que, en el medio de Emmons con
peptona bacterioldgica un 23% de las cepas tuvo un crecimiento nulo, 27% un crecimiento
pobre, 25% un crecimiento regular y el 25% restante un crecimiento abundante. (Grafica
1)

Abundante Nulo

25% 23%
Regular ' Pobre
25% 27%

Gréfica 1. Porcentaje de crecimiento en el medio de Emmons con peptona bacterioldgica
En el caso del medio de Emmons con peptona de carne se obtuvo que un 22% de las

cepas tuvo un crecimiento nulo, 21% un crecimiento pobre, 26% un crecimiento regular y

el 31% restante un crecimiento abundante. (Grafica 2)
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Nulo
Abundante 22%
31%
Pobre
21%

Regular
26%

Gréfica 2. Porcentaje de crecimiento en el medio de Emmons con peptona de carne

Por otro lado, en el medio de Emmons con peptona de caseina se obtuvo que un 20% de
las cepas tuvo un crecimiento nulo, 13% un crecimiento pobre, 9% un crecimiento regular

y el 58% restante un crecimiento abundante. (Grafica 3)

Nulo
20%

Abundate
58%

Pobre
13%

Regular

9%

Grafica 3. Porcentaje de crecimiento en el medio de Emmons con peptona de caseina

Posteriormente, cada cepa fue sembrada en el medio semilla de Girasol sin glucosa y con

glucosa, en los cuales no solo fue evaluada la capacidad de produccién de

clamidoconidias sino también la cantidad y la disposicion de las mismas comparadas
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siempre con las producidas por las cepas de referencia Candida albicans ATCC 32354
(Figura 5) y Candida dubliniensis ATCC MYA 178 (Figura 6).

STV
Ao O
= . ’0“ %‘ %

Figura 5. Candida albicans ATCC 32354. A) Blastoconidias (flecha) obtenidas tanto en agar
semilla de Girasol sin glucosa como en agar semilla de Girasol con glucosa. B) Clamidoconidias
Unicas y terminales tefiidas con azul de algodon (flecha) en agar semilla de Girasol con y sin

glucosa.

Figura 6. Candida dubliniensis ATCC MYA 178. A) Clamidoconidias (flecha) obtenidas tanto en

agar semilla de Girasol sin glucosa como en agar semilla de Girasol con glucosa.
B) Clamidoconidias en racimos o tripletes en agar semilla de Girasol con y sin glucosa observadas

con microscopio de contraste de fases.
En este caso se obtuvo que para el agar semilla de Girasol con glucosa el 60% de las

cepas no produjo clamidoconidias mientras que el 40% restante si lo hizo. De este 40%
gue si produjo clamidoconidias, el 9% tuvo una produccién abundante comparable con la
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producida por Candida dubliniensis ATCC MYA 178, el 7% moderada y el 25% escasa.
(Gréfica 4)

70
60
50
40
30 [VALOR]%

20
10 [VALOR]%

[VALOR]%

[VALOR]%

Escasas Moderadas Abundantes Sin produccién

Gréfica 4. Porcentaje de la abundancia de clamidoconidias producidas en agar semilla de Girasol

con glucosa

Por otro lado, en el agar semilla de Girasol sin glucosa se obtuvo que el 53% de las cepas
no produjo clamidoconidias mientras que el 47% si lo hizo. De este 47% que si produjo
clamidoconidias, el 8% tuvo una produccién abundante comparable con la producida por
Candida dubliniensis ATCC MYA 178, el 10% moderada y el 30% escasa. (Grafica 5)

60
[VALOR]%

50

40

[VALOR]%
30

20

" [VALOR]% [VALOR]%

Escasas Moderadas Abundantes  Sin produccién
Grafica 5. Porcentaje de la abundancia de clamidoconidias producidas en agar semilla de Girasol

sin glucosa
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Como un hallazgo extra, se observo la presencia de microvesiculas en ambos medios,
siendo del 6% para el medio de Girasol sin glucosa y del 5% en el caso del medio con
glucosa. (Figura 7)

Figura 7. Microvesicula en agar semilla de girasol (flecha).

Adicionalmente, esta prueba también se realiz6 en agar caseina, agar linaza y agar niger,
unicamente para nuestras cepas de referencia. En todos ellos, tanto C. albicans como C.
dublinisis generaron clamidoconidias abundantes, terminales y en racimos o Unicas.
(Figura 8 y Figura 9). Debido a que no se obtuvieron resultados que demostraran una
diferencia entres ambas especies fue que no se realizaron dichas pruebas para las

muestras clinicas.

Figura 8. Candida albicans ATCC 32354. Clamidoconidias obtenidas en agar semilla de linaza

(A),agar caseina (B) y agar Niger (C).
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Figura 9. Candida dubliniensis ATCC MYA178. Clamidoconidias obtenidas en agar semilla de
linaza (A),agar caseina (B) y agar Niger (C).

En cuanto al crecimiento en agar Sabouraud-trifeniltetrazolio, se obtuvo que solo una
(L17-21-15) de las 102 cepas analizadas, tuvo un crecimiento similar al reportado en la
literatura para Candida dubliniensis; es decir, colonia de color morado con un halo micelial
(Figura 10).

Figura 10. Muestra L17-21-15, se observa colonia de color morado con halo micelial (flecha).

Sin embargo, al ser comparada con los resultados obtenidos para las cepas de referencia
Candida albicans ATCC 32354 y Candida dubliniensis MYA 178, dicha cepa no es similar
a ninguna de las dos anteriores (Figura 11). Esto podria indicar diferencias de
comportamiento a pesar de ser la misma especie, lo cual respresentaria un conflicto para
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la interpretacion de no contar con las pruebas ya antes mencionadas, puesto que podria

pensarse que se trata de una cepa de Candida dubliniensis.

Figura 11. Colonias en agar SDA con TTZ de ambas cepas de referencia. A) Candida albicans
ATCC 32354 colonias de color morado intenso sin halo micelial. B) Candida dubliniensis ATCC

MYA 178 colonias de color violeta sin halo micelial.

Partiendo de los resultados obtenidos en las pruebas ya mencionadas, fueron
seleccionadas 19 de las 102 muestras para ser enviadas a la Coleccién Nacional de
Cepas Microbianas y Cultivos Celulares del CINVESTAV donde se les realiz6 un peffil
bioquimico con el sistema API 20C AUX bioMerieux. Los resultados obtenidos en dicha
prueba se encuentran recopilados en la Tabla 7, en la cual estdn marcados en rosa
ambas cepas de referencia y los tres carbohidratos mas importantes para la diferenciacion
entre ambas especies, xylosa, a-metil-D-glucosido y trealosa; puesto que dichos
carbohidratos pueden ser asimilados por Candida albicans pero no por Candida

dubliniensis.
Finalmente, la confirmacion de especie de estas 19 cepas fue realizada por la Coleccién
Nacional de Cepas Microbianas y Cultivos Celulares del CINVESTAV mediante biologia

molecuelar (PCR), siendo todas ellas Candida albicans.

Es asi que, las 102 muestras clinicas provenientes del Hospital Regional de Tlalnepantla

resultaron ser Candida albicans una vez realizadas todas las pruebas.
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Tabla 7. Perfiles bioquimicos APl 20C AUX bioMerieux a las 72 hrs
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DISCUSION

En décadas recientes se ha comprobado un marcado incremento de las micosis, debido al
aumento paralelo de pacientes de alto riesgo, como los trasplantados, los que tienen
neoplasias, los inmunodeprimidos (VIH entre otras), los recién nacidos de bajo peso, los
pacientes de edad avanzada, a los que se les han practicado cirugias extensas y los
hospitalizados en las unidades de cuidado intensivo (UCI). En estos grupos, estas
infecciones predominan debido a que la mayoria de los pacientes reciben mudltiples
tratamientos como antibiéticos de amplio espectro, esteroides, citotdxicos, y requieren uso
de catéteres intravasculares y procedimientos diagndsticos invasores. Se estima que el
5% de los pacientes hospitalizados en las UCI van a desarrollar una enfermedad por
hongos, especialmente candidiasis invasora (3%-6%) que acarrea morbilidad y mortalidad
altas. (De Bedout, 2010)

Paralelamente, se han venido observando cambios en la epidemiologia de las especies
de Candida y aunque Candida albicans es la especie mas relevantes del género, la
incidencia de las infecciones causadas por especies como C. glabrata, C. tropicalis, C.
krusei, C. parapsilosis y C. dubliniensis ha ido en aumento. Ademas, existen variaciones
en su prevalencia y en la resistencia de algunas especies a los antimicéticos segun su

localizacién geogréfica. (De Bedout, 2010)

C. dubliniensis comparte muchas caracteristicas fenotipicas con C. albicans, y aunque
esta especie ha sido aislada e identificada hace sélo unos 20 afios a partir de pacientes
con SIDA e infectados por el VIH, es probable que haya estado presente durante al
menos 50 afios. La incidencia real de la candidiasis por C. dubliniensis aln se desconoce
debido principalmente a la dificultad de distinguir esta especie de C. albicans. (De Bedout,
2010)

Por todo lo anterior, el desarrollo de un método rapido, especifico y sensible para la
identificacion de especies de Candida es crucial para el diagnéstico y la terapia precisos.
Ademas, el método debe ser barato y facil de usar para su aplicacion en los laboratorios
de rutina. El cultivo de las levaduras en medio de crecimiento sélido, y su caracterizacion

fenotipica, es facil de realizar y con frecuencia es el método de eleccién. (Pasligh, 2010)
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El objetivo de este trabajo fue tratar de identificar un método convencional de entre un
grupo de pruebas de uso comUn que pudiera producir resultados comparables y
reproducibles como una herramienta para la discriminacibn de dos especies

estrechamente relacionadas C. albicans y C. dubliniensis.

El crecimiento en placas de agar especiales, tales como CHROMagar® Candida, es una
herramienta muy util para la determinacion de la pureza de los aislados clinicos; asi como
la diferenciacion de especies de acuerdo al color obtenido. Nuestra observacion arrojo
que el 100% de las muestras clinicas eran cultivos puros, obteniendo para cada una de
ellas una tonalidad verde homogénea. Por lo cual, no hubo la necesidad de purificar

ninguna muestra.

En contraste con otros estudios que demuestran que es posible utilizar este método para
una diferenciacién entre estas dos especies, en el presente ensayo se encontré que se
obtiene una baja sensibilidad para la discriminacion entre C. dubliniensis y C. albicans. El
tono de verde (claro u oscuro) no podia distinguir de manera fiable entre las dos especies
de Candida. Ademas, la temperatura de incubacion tiene una influencia sobre los
resultados obtenidos, ya que los aislados de C. dubliniensis que se activan después de
ser almacenados a bajas temperaturas (-20°C o menos) pueden perder su capacidad de

formar colonias de color verde oscuro, y el desarrollo de un color verde claro solamente.

Ademas de los medios cromogénicos, hay varios métodos de cultivo en placa descritos
para la diferenciacion entre ambas especies, uno de ellos y quizds uno de los mas
utilizados es el medio de Emmons. Dicho medio es una modificacién de la formula
descrita por Sabouraud para el cultivo de hongos, particularmente aquellos asociados a
infecciones de la piel. Emmons modificé la férmula ajustando el pH lo mas cercano a la
neutralidad y disminuyendo el contenido de dextrosa con la finalidad de tener una mayor
recuperacion del hongo. Aunque el bajo pH de este medio puede favorecer el crecimiento
de algunos hongos, especialmente los dermatofitos, algunos hongos son inhibidos. La
dextrosa proporciona una fuente de energia y la peptona la fuente de factores de

crecimiento nitrogenados.

Debido a que la formula no especifica el tipo de peptona utilizada, para el presente

estudio el medio fue preparado con tres peptonas diferentes de manera individual e
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incubados todos a una temperatura de 42°C pues segun se reporta en la literatura C.
dubliniensis muestra un crecimiento altamente restringido o nulo bajo esta condicion,

contrario a lo que se reporta para C. albicans.

Si bien es cierto que se observé dicho comportamiento en los tres medios de Emmons,
como se muestra en las gréficas 1, 2 y 3, no se obtuvo un patrén en cuanto al crecimiento
de las cepas; es decir, una misma cepa podia crecer o0 no en uno o en dos de los tres
medios, pudiendo incluso no tener crecimiento con una peptona y tener crecimiento
abundante con otra de ellas. Este hecho podria atribuirse a la composicion de las
diferentes peptonas, suponiendo que alguna de ellas tenga los nutrientes necesarios para
el crecimiento de cada cepa en especifico. De acuerdo con estos resultados
contradictorios, la discriminacién entre C. dubliniensis y C. albicans por el crecimiento a

temperatura elevada puede no ser fiable.

Otro método descrito para la discriminacién entre C.albicans y C. dubliniensis es la
produccién de clamidoconidias en diversos medios, incluido el agar semilla de girasol;
para el cual la literatura reporta que C. dubliniensis se caracteriza por la produccién de un
micelio largo alrededor de la impronta observable a simple vista y por la formacién de
clamidoconidias después de 48 a 72 h observables mediante microscopia 6ptica. Por otro
lado, C. albicans también produce micelio después de 10 dias de incubacion pero no

clamidoconidias en este medio. (Monteiro, 2011)

Adicionalmente se sabe que, en general, C. dubliniensis tiene una elevada produccién de
clamidoconidias y estas suelen estar en pares o en tripletes al final de la hifa o en las
ramificaciones de esta (Figura 3-a). Por el contrario, C. albicans tiene una baja produccion

de clamidoconidias y estas suelen ser Unicas y terminales (Figura 3-b). (Ells, 2009)

Sin embargo, nuestros resultados demuestran que hay ciertas diferencias con lo dicho
anteriormente, en cuanto a que no todas las cepas con produccion de clamidoconidias
tenian una produccion de micelio largo alrededor de la impronta y que, aunque existe una
diferencia marcada en la abundancia y disposicion de las clamidoconidias entre las cepas
de C. albicans (Figura 5) y las de C. dubliniensis (Figura 6), la primera también las genera.

Como una observacion adicional, tampoco fueron necesarios 10 dias de incubacion para
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la observacién de micelio en aquellas cepas que lo generaron y que eran sospechosas de

ser Candida albicans.

Por otro lado, algunos autores sugieren que la temperatura de incubacién es un factor
importante para la formacion de clamidoconidias y que la variacion en la concentracion de
los componentes del medio y en la naturaleza del extracto utilizado no altera el resultado
final. Khan et al. (2005) mostr6 la misma capacidad de diferenciacion de las especies
cuando se comparan agar semilla de girasol preparada con la semilla entera y medio
preparado soélo con la ciscara de la semilla cuando los aislados se incubaron a la misma
temperatura de 28 ° C. (Monteiro, 2011)

Nuestra investigacion concuerda con estas observaciones, puesto que no hubo ninguna
diferencia en la produccién y disposicion de las clamidoconidias con respecto a si el

medio contenia 0 no glucosa.

El tetrazolio es un compuesto incoloro, soluble, que es captado por las células y reducido
en el sitio de las oxidaciones enzimaticas con la liberacién del acido formazan, un
compuesto insoluble altamente pigmentado (rojo) (Figura 12). El TTZ puede actuar como
u aceptor artificial de electrones para las enzimas ligadas al nucleétido piridina, es decir,
succinato deshidrogenasa, citocromo oxidasa, NAD y NADP, en la cadena biolégica
oxidativa. La sal es reducida por el citocromo b o por el ¢ 0 puede competir por los
electrones de la citocromo oxidasa. La oxidacion es mediada por la reduccion de
deshidrogenasas especificas por el sistema de transporte de electrones. (MacFaddin,
2000)

#,N_N_ rBUCCHin R JN“"N_"-:
—C =y Jleluas L0 N + HCI
' 4, bacterianas M VAN —
Ne=N—{ N=N—{
+ . ! L
cr
(CyaH M, Cl)
Sal tetrazolio (TTC) Cloruro de 2,3.5- Formazan
trifeniltetrazolio Incoloro-soluble-oxidado Pigmentado de rojo-insoluble-reducido

Figura 12. Reaccioén de reduccion de TTZ a formazan (MacFaddin, 2000)
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La reduccion de TTZ se ha utilizado como una ayuda para la identificacion de Candida
desde la década de 1980. En 1992, Quindds et al. informaron el uso del morfotipo colonial
en SDA + TTZ como una herramienta para la identificacion de especies de Candida. En
ese informe, 93.67% y el 3,6% de las cepas identificadas fenotipicamente como C.
albicans eran de color rosa o violeta, respectivamente, y solo el 2% de los aislamientos de
C. albicans mostraron colonias de color violeta con un halo micelial. Seria posible que
estos resultados representan una incidencia del 2% de C. dubliniensis en la coleccion de
levaduras utilizada. Esta incidencia no se informé puesto que C. dubliniensis se propone
como especie separada tres afios mas tarde. En 1998, la reduccion de TTZ se sugirio
como una herramienta til para la diferenciacion entre C. albicans y C. dubliniensis por
Velegrakyand Logotheti. Sin embargo, en la obra citada, se utiliza otro medio basal; no
hay una descripcién del nimero de cepas aisladas y como los autores identificaron las
cepas como C. albicans o C. dubliniensis. Por consiguiente, no se realizé la evaluacion de
especificidad y sensibilidad. También, Velegraky y Logotheti evaluaron el color de la

colonia como la Unica caracteristica. (Gamarra, 2015)

Recientemente, Gamarra et al. evaluaron tres caracteristicas del morfotipo en SDA + TTZ
como una herramienta para la diferenciacion entre C. dubliniensis y C. albicans
utilizando un total de 126 cepas (122 aislados de diferentes fuentes clinicas) identificadas
por dos técnicas moleculares diferentes. Ellos reportan que el método descrito tiene 100%
de especificidad y sensibilidad cuando el color de la colonia y halo micelial se consideran
juntos (todas las cepas de C. dubliniensis mostraron colonias de color violeta con un gran
halo de micelio blanco). Ademas no proponen esta prueba como un medio de aislamiento
primario para distinguir entre C. dubliniensis y C. albicans directamente a partir de
muestras bioldgicas ya que otras especies de Candida (por ejemplo, C. tropicalis) también
son capaces de reducir las sales de TTZ. Sugieren el uso de este medio debido a su bajo
costo, a que es una prueba facil de realizar y después de una evaluacion de tubo

germinativo o partiendo de una colonia verde en Chromagar® Candida. (Gamarra, 2105)

En el presente estudio se realiz6 la prueba tomando en cuenta lo publicado por Gamarra
et al. Sin embargo, nuestros resultados difieren de lo reportado en la literatura puesto que
la cepa de referencia de Candida dubliniensis no genero el halo micelial observado para
esta especie, Unicamente, la coloracion violeta (Figura 9-b). Mientras que nuestra cepa de

referencia de Candida albicans produjo el resultado esperado, colonias moradas sin halo
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micelial. En este caso, solo una de las 102 muestras clinicas genero un halo micelial
blanco alrededor de la colonia la cual era de color morado claro; por lo que podemos
suponer, segun lo que indica la literatura y sin compararla con nuestra cepa de referencia,

gue es Candida dubliniensis.

Esta prueba tiene como desventaja que es necesario por lo menos siete dias de
incubacién para ver el resultado lo que lo vuelve un método poco util en un laboratorio
clinico. Sin embargo, puede ser util para grandes estudios epidemiolégicos. (Gamarra,
2105)

Candida tiene la capacidad de asimilar una amplia gama de compuestos de hidratos de
carbono como su Unica fuente de carbono, y las diferencias en estos perfiles de
asimilacién se han utilizado para diferenciar a C. dubliniensis de C. albicans. Estas
diferencias incluyen la incapacidad de C. dubliniensis asimilar a-metil-D-glucésido (MDG),
lactato (LAT) o xilosa (XYL). Varios autores han evaluado y comparado el uso de sistemas
de identificacién disponibles en el mercado, que se basan en los perfiles de asimilacion de
fuente de carbono, en la diferenciacién de estas dos especies. Evaluando el sistema API
20C AUX, Pincus et al. encontré que, aunque la precision de identificacion final fue baja,
con un 95% de los aislados identificados errdneamente como C. albicans, ninguna de las
80 cepas aisladas de C. dubliniensis podria asimilar XYL o ODM después de 72 h de
incubacién, mientras que los porcentajes de las bases de datos para C. albicans de estos
sustratos son 88 y 85, respectivamente. Gales et al. confirmaron estos resultados para el
sistema APl 20C AUX en 66 aislamientos de C. dubliniensis y 100 de C. albicans.
Ninguno de los aislados ensayados de C. dubliniensis pudo asimilar XYL o ODM, mientras
gue todas las cepas de C. albicans pudieron asimilar al menos una de estas dos fuentes
de carbono. Jabra-Rizk y col. también encontraron que ninguna de las cepas analizadas

de C. dubliniensis utilizando este sistema podria asimilar XYL o ODM. (Ells, 2009)

Del mismo modo, varios autores utilizaron las diferencias en la asimilacién de trehalosa
como un caracter distintivo. Sin embargo, Sullivan et al. encontraron que la asimilacion
trehalosa es variable entre los aislados caracterizados originalmente de C. dubliniensis y
Pincus et al. informaron que, en funcion del sistema de identificacion utilizado, diferentes
porcentajes de los aislados ensayados de C. dubliniensis podrian asimilar trehalosa. (Ells,
2009)
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Nuestros resultados difieren de lo dicho anteriormente, puesto que las 19 cepas a las que
se les realiz6 el analisis y nuestra cepa ATCC de C. dubliniensis, tuvieron la capacidad de
asimilar tanto a la xilosa como al a-metil-D-glucésido después de 72 hrs de incubacion.
Sin embargo, en el caso de la trehalosa nuestros resultados coinciden con lo reportado en
la literatura, ya que nuestra cepa de referencia tuvo la capacidad de asimilarla con el
sistema APl 20C. Es asi, que podemos decir que el andlisis de asimilacion de
carbohidratos con el sistema APl 20 C no es un método fiable para la diferenciacion entre
Candida albicans y Candida dubliniensis.

Finalmente, la confirmacién de especie de los aislados y las cepas de referencia fue
realizada mediante PCR confirmando que las 19 muestras sospechosas de ser C.
dubliniensis son C. albicans. Siendo entonces que, las 102 muestras clinicas analizadas

en este estudio son C.albicans.

Dicho resultado es inesperado y sorpresivo; puesto que, si nos basaramos Unicamente en
los resultados obtenidos en cada una de las pruebas realizadas tanto morfolégicas como
bioguimicas, podriamos haber asegurado que estas 19 cepas sospechosas de ser
Candida dubliniensis realmente eran Candida dubliniensis; lo cual, implicaria un resultado
errbneo al realizar una identificaciobn equivocada, significando a nivel clinico un mal
diagndstico y por lo tanto un tratamiento equivocado para el paciente, que lo podria llevar
incluso a la muerte, recordando que la infeccién por esta especie se da en mayor medida
en pacientes inmunocomprometidos o inmunodeprimidos; con lo cual se hace hincapié en
la importancia que tiene hoy en dia la utilizacion de las pruebas de biologia molecular

para dar un diagnéstico confiable y certero cuando de patégenos no comunes se trata.
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CONCLUSIONES

Aungue la literatura indica la existencia de pruebas morfol6gicas y bioguimicas para la
discriminacion de Candida albicans y Candida dubliniensis, dichas pruebas no resultan
ser contundentes, y se requiere la bilogia molecular para poder diferenciar entre ambas
especies.

Las pruebas fenotipicas son utiles para la identificacién presuntiva de C. dubliniensis, pero
no proporcionan un diagnostico definitivo. Los métodos moleculares permiten una
identificacion definitiva, pero requieren equipos especializados que no estan disponibles
en todos los laboratorios. Los ensayos fenotipicos proporcionan caracteristicas
pertinentes que, si se combinan, podrian ser Utiles para la identificacion en el laboratorio

de especies de Candida.

En cuanto a la prevalencia de C. dubliniensis esta sigue siendo una cuestién de discusion
en la literatura, con estudios que informan de la ausencia de esta especie, otros informes
reportan una baja prevalencia (0,2% a 5,0%), otros media (5,1% a 18%) y algunos otros
reportan tasas altas (por encima de 18 %). En América del Sur en comparacion con otros
paises de Europa y los Estados Unidos, esta prevalencia parece ser menor. (De Bedout,
2010)

En el presente estudio, la poblacién estudiada pertenecia a un grupo de pacientes sanos
es decir, la probabilidad de estar infectados con C. dubliniensis era minima, tal vez sea
esta la razén del porque esta especie no se recuperd. Confirmando asi la ausencia de
esta especie para el grupo estudiado, pero se deja abierta la posibilidad de que en
estudios futuros estas pruebas sean de utilidad para el analisis en una poblacion de
pacientes con una mayor probabilidad de estar infectados con C. dubliniensis, es decir,

pacientes inmunocomprometidos o inmunodeprimidos.
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ANEXOS
BBLTM CHROMagarTM Candida Medium

USO PREVISTO

BBL CHROMagar Candida Medium es un medio para el aislamiento y la identificacion
de Candida albicans, C. tropicalis y C. krusei a partir de muestras clinicas. Inhibe el
crecimiento de bacterias y también puede utilizarse como medio de aislamiento selectivo
para otras especies de levaduras y para hongos filamentosos.

PRINCIPIOS Y EXPLICACION DEL PROCEDIMIENTO

Método microbiolégico.

BBL CHROMagar Candida Medium es un medio selectivo y de diferenciacion para el
aislamiento de hongos. Con la inclusiéon de sustratos cromégenos en el medio, las
colonias de C. albicans, C. tropicalis y C. krusei producen colores diferentes, lo que
permite la deteccion directa de estas especies de levaduras en la placa de aislamiento.
Las colonias de C. albicans presentan un color de verde claro a mediano, las colonias de
C. tropicalis, de azul verdoso a azul metdlico y las colonias de C. krusei, rosado claro con
borde blancuzco. Es posible que otras especies de levaduras produzcan su color natural
(crema) o presenten un color rosado 0 malva de claro a oscuro (por ejemplo, Candida
[Torulopsis] glabrata y otras especies). Una ventaja adicional del medio es la facil
deteccion de cultivos mixtos de levaduras, debido a los diferentes colores que presentan
sus colonias.

Peptonas especialmente seleccionadas suministran los nutrientes en BBL CHROMagar
Candida Medium. La mezcla cromo6gena patentada esta formada por sustratos artificiales
(cromogenos), que liberan compuestos de colores diferentes al ser degradados por
enzimas especificas. De esta manera es posible diferenciar determinadas especies o
detectar ciertos grupos de organismos con sélo un minimo de pruebas de confirmacién. El
cloranfenicol inhibe la mayoria de los contaminantes bacterianos.

CHROMagar Candida Medium fue desarrollado por A. Rambach y lo distribuye BD
Diagnostic Systems bajo acuerdo de licencia con CHROMagar, Paris, Francia.

REACTIVOS
BBL CHROMagar Candida Medium
Formula* por litro de agua purificada

Cromopeptona 10,0 g
Glucosa 200
Mezcla cromogena 2.0
Cloranfenicol 0.5
Agar 15,0
pH 6,0 +0,3

*Ajustada y/o suplementada para satisfacer los criterios de rendimiento.

PRECAUCIONES

Solamente para uso profesional.

No utilizar las placas si muestran evidencia de contaminacion microbiana, decoloracion,
deshidratacion, grietas o cualquier otro signo de deterioro.

Consultar los procedimientos de manipulacion aséptica, riesgos bioldgicos y desecho del
producto usado en el documento INSTRUCCIONES GENERALES DE USO.
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ALMACENAMIENTO Y VIDA UTIL

Al recibir las placas, almacenarlas en un lugar oscuro a una temperatura entre 2 y 8 °C,
envueltas en su envase original, hasta justo antes de usarlas. Evitar la congelacion y el
calentamiento excesivo. Las placas pueden inocularse hasta su fecha de caducidad (ver
la etiqueta en el paquete) e incubarse durante los periodos de incubacion recomendados.
Las placas de grupos de 10 placas ya abiertos pueden usarse durante una semana
siempre que se almacenen en un lugar limpio a una temperatura entre 2y 8 °C.

CONTROL DE CALIDAD DEL USUARIO

Inocular muestras representativas con las cepas siguientes (para obtener los detalles,
véase el documento INSTRUCCIONES GENERALES DE USO). Incubar las placas en
atmosfera aerobia durante 20 — 48 h a 35 + 2 °C. Tener en cuenta que se requiere una
incubacion de 42 h para que las colonias desarrollen por completo el color.

Cepas BBL CHROMagar Candida Medium

Cepas BBEL CHROMagar Candida Medium

Candida albicans ATCC 60193 Crecimiento de bueno a excelente; colonias de color
verde claro a mediano

Candida albicans ATCC 10231 Crecimiento de bueno a excelente; colonias de color
verde claro a mediano

Candida krusei ATCC 34135 Crecimiento de bueno a excelente; colonias grandes y
planas, de color de rosado claro a rosa, con un borde
blancuzco

Candida tropicalis ATCC 1369 Crecimiento de bueno a excelente; colonias de azul

grisaceo a azul verdoso o azul metalico, con o sin halos
violetas en el medio circundante

Candida tropicalis ATCC 9968 Crecimiento de bueno a excelente; colonias de color gris
azulado, con o sin halos de color violeta

Pseudomonas aeruginosa Inhibicion de parcial a completa

ATCC 27853

Sin inocular De incoloro a beige claro, transparentes

PROCEDIMIENTO

Materiales suministrados

BBL CHROMagar Candida Medium (placas Stacker de 90 mm). Controladas
microbiol6gicamente.

Material no suministrado
Medios de cultivo auxiliar, reactivos y el equipo de laboratorio que se requiera.

Tipos de muestras

Este medio se utiliza para el aislamiento y la identificacion directa de Candida albicans, C.
tropicalis y C. krusei a partir de todos los tipos de muestras clinicas. También puede
utilizarse para el aislamiento de otros hongos (véase también CARACTERISTICAS DEL
RENDIMIENTO Y LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO).

Procedimiento de andlisis

Extender la muestra para aislamiento en la superficie del medio. Si la muestra se cultiva
de una torunda, hacerla girar sobre una superficie pequefia de la superficie cercana al
borde, para luego extenderla a partir de dicha zona con un asa. Incubar las placas en
atmosfera aerobia a 35 + 2 °C durante 20 — 48 h en posicion invertida. Se requiere una
incubacién de 42 para que se desarrolle por completo el color de las colonias Candida.
Reducir al minimo la exposicién a la luz antes de la incubacién y durante ella.

49



METODOS BIOQUIMICOS Y MORFOLOGICOS PARA LA DIFERNCIACION ENTRE
Candida albicans Y Candida dubliniensis

Ciertos aislados, tales como Cryptococcus neoformans y hongos filamentosos, requieren
una incubacion mas prolongada y posiblemente una temperatura de incubacién inferior
para obtener un crecimiento 6ptimo. Por tanto, debe inocularse e incubarse a 20 — 25 °C
una placa con un segundo medio fangico (por ejemplo BD Sabouraud Agar with
Gentamicin and Chloramphenicol) si se prevé la presencia de hongos diferentes de la
especie Candida.

Resultados

Después de la incubacion, las placas de las muestras con hongos presentaran
crecimiento. Se recomienda efectuar la lectura de las placas sobre un fondo blanco. Si
estan presentes especies de Candida, las colonias presentaran un color verde de claro a
mediano (C. albicans), rosado claro a rosa con un borde blancuzco (C. krusei) o bien azul
verdoso a azul metalico con o sin halos violetas (C. tropicalis). Otras especies de Candida
y otras levaduras presentan un color malva de claro a oscuro (rosado a violeta) o, si no se
utilizan sustratos cromogenos, presentaran su color natural de colonias (de crema a
blanco).

Los datos de estudios diversos indican que no es necesario realizar pruebas de
identificacion adicionales para Candida albicans, C. tropicalis y C. krusei.

CARACTERISTICAS DEL RENDIMIENTO Y LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

El uso de CHROMagar Candida Medium para la identificacion directa de C. albicans, C.
krusei y C. tropicalis ha sido documentado en numerosos estudios que también pueden
consultarse para obtener informacién adicional acerca de los procedimientos
recomendados. Los resultados de una evaluacion de rendimiento reciente de BBL
CHROMagar Candida Medium fueron notificados por Jabra-Rizk y colegas.

Candida (Torulopsis) glabrata habitualmente produce colonias de color malva a malva
oscuro en este medio2. No obstante, se recomienda que los organismos que aparecen
con este color se confirmen mediante pruebas bioquimicas adicionales, dado que este
color de colonia puede ser producido por diversas especies de levaduras.

Las colonias que presenten un color de rosado pélido o malva claro a oscuro, o bien
muestren su color crema natural en este medio, deben identificarse mediante métodos
estandar.

Las levaduras diferentes de las especies anteriormente mencionadas y los hongos
filamentosos también pueden aislarse en este medio si se incuban a una temperatura y
durante un periodo apropiado para estos organismos.

Dado que los mohos y otros hongos filamentosos pueden metabolizar los sustratos
cromoOgenos, los colores presentados por estos organismos en BBL CHROMagar
Candida

Medium pueden ser diferentes de los mostrados en otros medios faingicos. No utilizar el
aspecto del crecimiento de los hongos filamentosos en este medio para su identificacion
morfoldgica tradicional.

Se ha informado que C. dubliniensis produce un color verde oscuro distintivo al realizar el
aislamiento primario en BBL CHROMagar Candida Medium. Sin embargo, esta
propiedad tal vez no se conserve en el subcultivo. Se requieren pruebas fenotipicas y
genotipicas adicionales para la confirmacion de C. dubliniensis.

Antes de utilizar BBL CHROMagar Candida Medium por primera vez, se recomienda
practicar con el aspecto de colonia caracteristico de cepas definidas de C. albicans, C.
krusei y C. tropicalis, por ejemplo, las cepas mencionadas en CONTROL DE CALIDAD
DEL USUARIO.
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