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Resumen

Se evaluaron varias pruebas fenotipicas para diferenciar Candida albicans de

Candida dubliniensis. Se estudiaron 55 aislamientos clinicos previamente
identificados como C. albicans en base a sus caracteristicas morfologicas y
fisiolégicas. Se emplearon CHROMagar Candida para denotar el color de la
colonia, agar glucosado de Sabouraud para determinar el desarrollo a 45 °C,
agar Tween 80 para observar la actividad lipolitica y agar de Staib para observar
la morfologia colonial y la formacion de clamidoconidias. De los 55
aislamientos, siete presentaron una o mas caracteristicas fenotipicas sugestivas
de C. dubliniensis y se realizaron amplificaciones de ADN por reaccién de la
polimerasa en cadena (PCR) con primers especificos de esta especie y el test
bioquimico API ID 32C, que confirmaron su identidad como C. albicans.

Las pruebas de andlisis de ADN deben ser usadas para la identificacion
definitiva de C. dubliniensis.
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Phenotypic evaluation to differentiate
Candida albicans and Candida dubliniensis

Summary

This study evaluated the phenotypic tests used to differentiate Candida albicans

from Candida dubliniensis. A total of 55 isolates from vaginal secretions, oral
cavity and hemoculture were studied. They were originally identified as

C. albicans, based on their morphological and physiological characteristics.
These isolates were tested for colony color development on CHROMagar
Candida medium, growth at 45 °C on Sabouraud Dextrose agar, lipolytic activity
on Tween 80 Agar medium and colony morphology and chlamydoconidia
formation on Staib agar medium. Of the 55 isolates studied, seven yielded one
or more phenotypic characteristics sugestive of Candida dubliniensis. These
isolates were tested by PCR with specific primers for Candida dubliniensis
and API ID 32. The seven isolates were confirmed as Candida albicans.

All of these finding indicate that DNA based tests should be used for definitive
identification of Candida dubliniensis.
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En 1995 se describié Candida dubliniensis como
una nueva especie patégena [25]. Este microorganismo fue
inicialmente aislado de cavidad oral de pacientes infecta-
dos por el VIH o con sida [24]. C. dubliniensis también ha
sido aislada de sangre, heces y orina [10,14,15,21]. Se ha
reportado que C. dubliniensis puede ser tan habil como
C. albicans para penetrar las capas epiteliales de los teji-
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dos del huésped. Su nivel de producciéon de proteinasa
aspdrtica puede explicar la asociaciéon de C. dubliniensis
con la mucosa oral [6,7].

La identificacién y diferenciacién fenotipica de
C. dubliniensis y C. albicans se basa en la incapacidad de
C. dubliniensis de desarrollarse a 45 °C, de asimilar el
metil D-glucésido y la xilosa [11,18-20,27]. Algunos
medios de cultivo podrian servir para diferenciar estas dos
especies, como el agar Tween 80, donde se determina la
actividad lipolitica de C. albicans [22] y el medio agar de
Staib. En este sustrato C. albicans desarrolla una colonia
lisa, brillante, y microscépicamente se observan blastoco-
nidias e hifas. C. dubliniensis presenta una colonia opaca,
rugosa, con blastoconidias, hifas y clamidoconidias [23].
La morfologia colonial en este agar de Staib se ha sugerido
como un excelente criterio fenotipico para diferenciar
estas especies.

Las pruebas mds precisas para diferenciar C. albi-
cans 'y C. dubliniensis son las técnicas moleculares, como
DNA fingerprinting, anélisis por RAPD o electroforesis de
campo pulsado [16,26]. Una técnica molecular con especi-
ficidad y fécil de usar es la reaccién en cadena de la poli-
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merasa (PCR) empleando secuencias de genes que no
correspondan a subunidades de RNA [3].

En este trabajo se estudiaron 55 aislamientos pre-
viamente identificados como C. albicans en base a las
caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas como la produc-
cioén de clamidoconidias en crema de arroz Tween 80 agar
y la asimilaciéon y fermentacion de carbohidratos [12]:
24 de secreciones vaginales, 17 de cavidad oral y 14 de
hemocultivo. Estos aislamientos fueron proporcionados
por el Laboratorio de Micologia, Catedra de Micologia
de la Escuela de Bioanalisis, Facultad de Medicina, Uni-
versidad del Zulia, Maracaibo, Venezuela. Se usaron co-
mo referencia los aislamientos C. albicans ATCC90028 y
C. dubliniensis (514, 1930822a, J9326634), éstos tultimos
cedidos por el Dr. Neil Gow. Los aislamientos fueron man-
tenidos durante la investigaciéon en agar glucosado de
Sabouraud 4 °C.

Se utilizé6 como sustrato para el ensayo de la pro-
duccién de clamidoconidias el medio agar de Staib o agar
Guizotia abyssinica-Creatinina (G. abyssinica pulverizada
50 g, glucosa 1 g, KH:PO: 1 g, creatinina 1 g, agar 15 g,
agua destilada 1 1) [23]. Para evaluar la actividad lipolitica,
mediante la formacién de un halo de opacidad, se utilizé el
agar Tween 80 (peptona 10 g, NaCl 5 g, CaCl. 0,1 g, agar
15 g, agua destilada 1 1) [22]. CHROMagar Candida
(CHROMagar Microbiology, France) fue empleado con la
finalidad de observar la diferencia de tonalidad de color
verde entre las especies en estudio. El medio agar gluco-
sado de Sabouraud (peptona 10 g, dextrosa 20 g, agua
destilada 1 1) fue usado para determinar el crecimiento a
45 °C.

Los aislamientos se sembraron en agar glucosado
de Sabouraud e incubaron a 45 °C con observaciones a las
48 y 72 h. Para la determinacién de la actividad lipolitica
las cepas se sembraron en agar Tween 80 e incubaron a
28 °C con observaciones a las 48 y 72 h. Los aislamientos
se sembraron en CHROMagar Candida e incubaron a
37 °C durante 72 h. El color de las colonias se clasificé en
verde claro y verde.

Los aislamientos se sembraron en agar de Staib e
incubaron a 28 °C durante 72 h. Se determiné el aspecto
(liso o rugoso) y la opacidad (brillante u opaca) de la colo-
nia. La observacién microscopica se realizé mediante exa-
men directo con azul de algodén como liquido de montaje.
La produccién de clamidoconidias en agar de Staib se
determiné segiin la técnica de Dalmau [12] con observa-
ciones a las 48 y 96 h, y a los 7 y 10 dias.

Cinco aislamientos de cavidad oral y dos de hemo-
cultivo fueron evaluados mediante API ID 32C [18] y la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con cebadores
especificos de C. dubliniensis, de acuerdo a la técnica des-
crita por Donelly et al. [3].

El crecimiento a 45 °C en agar glucosado de
Sabouraud mostr6 que cuatro aislamientos orales (7,3%)

Tabla 1. Caracteristicas fenotipicas evaluadas en los aislamientos.

no crecieron. Tres aislamientos (5,4%), dos de cavidad
oral y uno de hemocultivo, presentaron un crecimiento
escaso (Tabla 1). Dos aislamientos (3,6%), uno de cavidad
oral (HIV +) y otro de secrecién vaginal, no produjeron el
halo de opacidad caracteristico de actividad lipolitica
(Figura 1). Tres aislamientos (5,4%) mostraron actividad
lipolitica a los siete dias (Tabla 1). En CHROMagar Can-
dida 54 aislamientos (98%) desarrollaron colonias verde
claro y un aislamiento (2%) colonias verdes (Tabla 1).

En agar de Staib (Tabla 2) a las 48 h 52 aisla-
mientos (94,6%) desarrollaron colonias lisas y brillantes.
Microscépicamente se observaron blastoconidias y/o hifas.
Tres aislamientos desarrollaron colonias opacas: dos lisas
(un aislamiento de cavidad oral y otro de hemocultivo) y
una rugosa (aislamiento oral). Los aislamientos orales
(HIV+) con colonias opacas presentaban blastoconidias,
hifas y abundantes clamidoconidias.

Cuarenta y seis aislamientos (83,6%) no produjeron
clamidoconidias en agar de Staib hasta los 10 dias de
observacién (Tabla 2). A las 48 h, dos aislamientos orales
(3,6%) produjeron abundantes clamidoconidias (Figura 2).
A las 96 h, cuatro aislamientos (7,2%) produjeron clami-
doconidias.

C. albicans 'y C. dubliniensis presentan una estrecha
relacioén filogenética. Ambas poseen la capacidad de adhe-
rirse a las superficies epiteliales, de secretar proteinasas, de
producir tubos germinales y clamidoconidias [6]. La simi-
litud de estas especies puede hacer que en el laboratorio
microbiolégico se identifique en forma errénea C. dubli-
niensis como C. albicans. Se han reportado diversas prue-
bas fenotipicas para diferenciarlas [1,4,9,13,17-19,22,23].

Figura 1. Actividad lipolitica en agar Tween 80. A: C. dubliniensis J930822a;
B: aislamiento de secrecién vaginal 429; C: aislamiento oral 47;
D: C. albicans ATCC 90028.

Origen de los Desarrollo a 45 °C

Tonalidad de color

Actividad lipolitica en CHROMagar

aislamientos (n)

+ - + - Verde palido Verde
Cavidad oral (17) 13 (2 escaso) 16 1 16 1
Hemocultivo (14) 14 (1 escaso) 14 - 14 -
Secrecion vaginal (24) 24 - 23* 1 24 -
TOTAL (%) 51(92,7) 4(7,3) 53 (96,4) 2(3,6) 54 (98,2) 1(1,8)

* Tres aislamientos a los siete dias

La cepa de referencia C. albicans ATCC 90028 desarrollo a 45 °C y presentd actividad lipolitica. Las cepas de C. dubliniensis 514, J930822a y J932634 no desarrollaron a 45 °C,

se observé actividad lipolitica en la cepa J932634
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Tabla 2. Caracteristicas fenotipicas macro-y microscépicas de los aislamientos en el medio Staib agar.

Origen de los aislamientos (n) Colonia lisa, brillante

Colonia lisa, opaca

Clamidoconidias

Colonia rugosa, opaca (tiempo de observacion)

Ausencia Presencia
Cavidad oral (17) 15 1 11 2 (48h)
2 (72h)
2 (7d)
Hemocultivo (14) 13 - 13 1 (96h)
Secrecion vaginal (24) 24 - 22 1 (96h)
1(7d)

La cepa de referencia C. albicans ATCC 90028 desarroll6 una colonia lisa y brillante, no produjo clamidoconidias.
Las cepas C. dubliniensis 514, J930822a y J932634 desarrollaron colonias lisas y opacas, la cepa 514 no produjo clamidoconidias.

Figura 2. Morfologia microscépica en agar de Staib del aislamiento
oral 64 (x400).

El crecimiento a 45 °C es una de estas pruebas pero
algunos aislamientos de C. albicans pueden no crecer a
esta temperatura o hacerlo en forma escasa [2,4,8,11]. La
actividad lipolitica en agar Tween 80 no se apreciaba en el
3,6% de los aislamientos de C. albicans estudiados por
nosotros, dato que difiere con el 100% de positividad
reportado por Slifkin con 2 a 3 dias de incubacién [22].

El color de la colonia en CHROMagar Candida
resulté un buen criterio fenotipico para la diferenciacién
presuntiva de C. albicans y C. dubliniensis, ya que nin-
guno de los 55 aislamientos de C. albicans presentd la
tonalidad verde oscuro tipica de C. dubliniensis. Sin
embargo, Tintelnot y cols. han observado un 30,7% de ais-
lamientos de C. albicans que desarrollaron una colonia
verde oscuro en este medio [27]. Se ha sugerido que el
color verde oscuro en CHROMagar Candida en cultivo
primario es un marcador fenotipico presuntivo de C. dubli-
niensis, ya que este color se puede perder con los sucesi-
vos subcultivos y el almacenamiento [11]. Para Odds y

cols. [15] el color de la colonia no es un criterio fiable para
la deteccion de C. dubliniensis entre las cepas de colec-
cién. Por otra parte, se ha observado el color verde oscuro
de las colonias en subcultivos cuando se incuban a tempe-
ratura ambiente y en oscuridad por mas de 48 h [8].

La presencia de colonias opacas en tres aislamien-
tos (5,5%) en el agar de Staib difiere de lo reportado
en otro estudio [1] donde el 100% de los aislamientos
de C. albicans produjeron colonias lisas y brillantes y
C. dubliniensis produjo colonias rugosas en un 97%. La
morfologia colonial en el agar de Staib se considera un
buen caricter para la identificacidn de estas especies, pero
no debe ser usado como unico criterio para la identifica-
cién en un aislamiento primario [1].

La formacién de clamidoconidias por seis aisla-
mientos (10,9%) de C. albicans en el agar de Staib entre
48 y 96 h de incubacién contrasta con otros trabajos publi-
cados [1,23] donde ninguno de los aislamientos de C. albi-
cans produjero clamidoconidias. Sin embargo, se ha re-
portado un porcentaje significativo de aislamientos de
C. dubliniensis (14,6%) que no forman clamidoconidias en
este medio [1]. La presencia de abundantes clamidoconi-
dias se considera de bajo valor para diferenciar estas espe-
cies [27].

La prueba fisiolédgica API ID 32 C identificé
como C. albicans los aislamientos sugestivos de C. du-
bliniensis, confirmando lo reportado por otros autores
[4,5,10,11,14,18,20] que el API 20C y API 32C son capa-
ces de diferenciar en forma rapida y fiable C. albicans y
C. dubliniensis.
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