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RESUMEN

Introduccion: Las especies del género Candida pueden causar un amplio espectro
de manifestaciones clinicas; aunque Candida albicans continua siendo la de mayor
relevancia, otras especies se aislan cada vez con mayor frecuencia. Entre estas
ultimas, se conoce que Candida dubliniensis tiene una estrecha relacion filogenética
con la primera y puede desarrollar resistencia a los azoles, por lo que resulta
imprescindible su correcta identificaciéon. Aunque se han utilizado diversos
métodos fenotipicos, son las técnicas moleculares las que definen su diagndstico.

Objetivos: Identificar aislados clinicos del complejo Candida albicans,
pertenecientes a la coleccion de hongos patdgenos del Laboratorio Nacional de
Referencia de Micologia del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri” y
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establecer un algoritmo de trabajo que permita la diferenciacion entre Candida
albicans y Candida dubliniensis.

Métodos: Se reidentificaron 45 casos aislados presuntamente identificados como
Candida albicans, procedentes de lesiones bucales de pacientes con VIH-sida. Se
evaluaron diez métodos fenotipicos y se aplicd la reacciéon en cadena de la
polimerasa que identifica los genes ITS1 e ITS2 del ARNr y el gen que codifica para
la topoisomerasa Il de Candida.

Resultados: La filamentacion y produccién de clamidosporas, el crecimiento en
agar tabaco con Tween 80, la actividad enzimatica y el desarrollo en agar Sabouraud
trifeniltetrazolio permitieron la identificacion presuntiva de cuatro aislados de
Candida dubliniensis, lo cual se confirmé mediante la técnica molecular utilizada.
Con estas herramientas se establecié un algoritmo en el laboratorio para la
diferenciacién de ambas especies.

Conclusiones: Los hechos ratifican la necesidad de combinar métodos fenotipicos
y genotipicos para lograr una diferenciacién concluyente entre Candida albicans y
Candida dubliniensis.

Palabras clave: Candida dubliniensis; candidiasis bucal; VIH-sida; reaccién en
cadena de la polimerasa, identificacion fenotipica.

ABSTRACT

Introduction: Species of the genus Candida can cause a wide spectrum of clinical
manifestations; although Candida albicans remain the most significant, other
species are being isolated with increasing frequency. Among the latter, Candida
dubliniensis is known to be closely phylogenetically related to Candida albicans and
can develop resistance to azoles, making its correct identification essential. While
various phenotypic methods have been used, molecular techniques define its
diagnosis.

Objectives: To identify clinical isolates of the Candida albicans complex from the
pathogenic fungi collection at the National Mycology Reference Laboratory of Pedro
Kouri Institute of Tropical Medicine, and to establish a workflow algorithm to
differentiate Candida albicans from Candida dubliniensis.

Methods: Forty-five isolates previously identified as Candida albicans, obtained
from oral lesions of patients with HIV/AIDS, were re-identified. Ten phenotypic
methods were evaluated, and polymerase chain reaction was applied to identify the
rRNA ITS1 and ITS2 genes and the gene encoding Candida topoisomerase II.
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Results: Filamentation and chlamydospore production, growth on tobacco agar with
Tween 80, enzymatic activity, and growth on Sabouraud triphenyltetrazolium agar
allowed for the presumptive identification of four Candida dubliniensis isolates; this
was confirmed using molecular technique. Based on these tools, a laboratory
algorithm was established to differentiate between the two species.

Conclusions: These findings confirm the need to combine phenotypic and genotypic
methods to achieve conclusive differentiation between Candida albicans and
Candida dubliniensis.

Keywords: Candida dubliniensis; oral candidiasis; HIV/AIDS; polymerase chain
reaction, phenotypic identification.
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Introduccion

Las especies del género Candida pueden causar un amplio espectro de
manifestaciones clinicas, desde infecciones localizadas a nivel de la mucosa oral o
vaginal hasta las afectaciones mas severas de dérganos internos y candidemia.
Estas infecciones se han incrementado de manera significativa en los ultimos afios
a nivel mundial. Aunque se conocen mas de 200 especies del género, C. albicans
continua siendo la especie de mayor relevancia clinica; sin embargo, otras especies
se aislan cada vez con mas frecuencia.(?

En la actualidad se considera a C. albicans como un complejo de especies
estrechamente relacionadas desde el punto de vista filogenético, donde se incluyen
C. albicans sensu stricto, C. dubliniensis y C. africana. Esta ultima se reconoce como
una subespecie de C. albicans, mientras que C. dubliniensis, desde su primer reporte
en 1995 por Sullivan y Coleman,® se ubica como una nueva especie. Esta estrecha
relacion con C. albicans representa un desafio diagndstico importante, con posibles
implicaciones terapéuticas, debido a su capacidad de desarrollar resistencia a los
azoles.®
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Tanto sus similitudes fenotipicas como su relacidon genética, dificultan la
diferenciacioén entre ellas, aunque existen métodos fenotipicos especificos y otros
de inmunodiagndstico que favorecen la identificacion presuntiva.®® No obstante, se
precisa de pruebas moleculares para la confirmacién de estas especies. La reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés), mediante el empleo de
secuencias de genes que no correspondan a subunidades de acido ribonucleico
(ARN), es altamente especifica y facil de usar.®

Hasta la fecha, las limitaciones para la identificacion definitiva de C. dubliniensis
hacen que se desconozca su verdadera incidencia.””? Su confirmacion permitiria
elegir una terapéutica certera en los pacientes afectados, asi como una mejor
comprension de su papel como agente causal de candidiasis.®

Independientemente del pais o la region, los porcentajes de recuperacion de C.
dubliniensis son muy variables; a pesar de ello, hay consenso en que prevalece como
agente etioldgico de lesiones bucales.®?) Dichos antecedentes, junto con su
hallazgo previo en Cuba,® motivaron la realizacion de este trabajo, que tuvo como
finalidad establecer un algoritmo, ajustado a las condiciones del Laboratorio
Nacional de Referencia de Micologia del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”
(LM-IPK), para identificar aislados clinicos del complejo C. albicans, recuperados de
pacientes cubanos con lesiones bucales y, en particular, la identificacién de C.
dubliniensis.

Métodos

Se realiz6 un estudio retrospectivo observacional, descriptivo y de corte transversal,
donde se emplearon 45 aislados del complejo C. albicans, identificados
presuntamente en el LM-IPK. Estos se encontraban conservados en la coleccion de
cultivos de hongos patégenos de dicho laboratorio. Para su caracterizacion se
realizaron procedimientos convencionales y moleculares, de manera simultaneay a
ciegas. Se utilizaron cepas controles, segun lo descrito para cada técnica.

Identificacion fenotipica

Para la identificacion fenotipica de C. dubliniensis se estableci6 como criterio la
coincidencia de positividad en, al menos, tres de las pruebas convencionales
(cuadro), de acuerdo con las recomendaciones de Loreto y otros.®
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Cuadro - Pruebas convencionales morfoldgicas y fisioldgicas aplicadas en la
identificacidn presuntiva de C. albicans y C. dubliniensis

Prueba de
identificacion
presuntiva
Formacion de tubo
germinativo

Filamentacion en
agar arroz y en agar
harina de maiz +
Tween 80

Morfologia colonial y
clamidosporas en
agar tabaco + Tween
80

Crecimiento en caldo
Sabouraud
hiperténico
Crecimiento en agar
Sabouraud
trifeniltetrazolio

Crecimiento en
CromoCen
CND-F

Crecimiento en
Cromogenic Candida
Agar

Crecimiento a 45°C

Actividad lipolitica en
agar Tween 80

Auxonograma (API

Interpretacion

C. albicans

Positivo

Pseudomicelio
Clamidosporas
terminales y Unicas

Colonias lisas y
blancas
clamidosporas
terminales y Unicas

Medio turbio

Colonias lisas rosas

Colonias verde
esmeralda

Colonias verde

Positivo

Presencia de halo de
opacidad

C. dubliniensis

Positivo

Pseudomicelio
Clamidosporas
multiples

Colonias rugosas
doradas
clamidosporas
multiples

Medio claro

Colonias asperas
violetas

Colonias verde
esmeralda

Colonias verde -
azules

Negativo

Ausencia de halo de

opacidad

Referencia

McGinnis(19)
Afio 1980

McGinnis(19)
Afo 1980

Bartoli y otros('
Afo 2011

Bartoli y otros(1"
Afo 2011

Gamarra y otros(12)
Afo 2015

Alfonso y otros(13)
Afo 2010

Ghelardi y otros(14)
Afo 2008

Bartoli y otros('
Ano 2011

Bartoli y otros(1")
Afo 2011

20C AUX) segun perfil numérico .

Identificacion molecular

La identificacion molecular de los aislados se ejecuté mediante la prueba de PCR a
punto final, de acuerdo con el protocolo descrito por Estrada-Barraza y otros.('® Se
utilizaron como controles positivos C. albicans ATCC 90028 y C. dubliniensis LM-IPK
0292, segun el caso, mientras que como control negativo se dispensd agua
ultrapura estéril.
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Extraccion y purificacion del ADN

Se realizd la técnica de Chelex al 5 % en Tris-borato-EDTA 1X. Los extractos
resultantes se conservaron a 4 °C hasta el momento de su uso.

Ensayo de la PCR

Se utilizaron cebadores especificos (Qiagen, Alemania), que amplifican los genes
ITS1 e ITS2 del ARNr y el gen de la topoisomerasa Il en C. albicans (CALB1 F TTT
ATC AAC TTG TCA CAC CAG A, CALB2 R ATC CCG CCT TAC CAC TAC CG) y C.
dubliniensis (CDBF28 AAA TGG GTT TGG TGC CAA ATT A, CDBR110 GTT GGC ATT
GGC AAT AGC TCT A), con bandas resultantes de 273 pb y 816 pb, respectivamente.
En un termociclador (Mastercycler Eppendorf, Alemania) se programaron 40 ciclos
que incluyeron 30 s de precalentamiento a 96 °C, 30 s de desnaturalizacién a 95 °C,
30 s de hibridacion de los cebadores a 58 °C, 30 s de extension a 72 °C y 5 min de
extension final a 72 °C.

Analisis de los productos de la PCR

Los productos se visualizaron a partir de una electroforesis en gel de agarosa al 2
%, que se corrié a 110 V, 90 mA durante 45 min (cdmara Thermo Scientific, EUA;
fuente de Amersham Biosciences, Reino Unido); se usé un marcador de peso
molecular de 100 pb (Promega, EUA). La identificacién de C. albicans y C.
dubliniensis se confirmé ante la presencia de bandas con pesos moleculares
coincidentes con los controles positivos.

Procesamiento estadistico

Los resultados se introdujeron en una base de datos elaborada en el programa
Microsoft Excel (Windows). Se realiz6 un analisis estadistico descriptivo, mediante
medidas de resumen para variables cualitativas (frecuencia y porcentajes).

Resultados

Los aislados fueron identificados por API 20 AUX como C. albicans y, como era de
esperar, todos formaron tubos germinativos y colonias de color verde en los medios
cromogénicos. Los resultados del resto de las 11 metodologias aplicadas para la
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identificacion de los 45 aislados (basadas en las caracteristicas micromorfoldgicas,
fisiologicas, bioquimicas y moleculares) se muestran en la tabla.

Tabla - Distribucion de los aislamientos segun los resultados de las distintas pruebas

AHM T80/AA-T80 ATTS80 ASTTZ
NaCl

ID 6,5 | lipasa ?g PCR | PCR
filam clamid. Color textura % Color | textura | halo c C.

alb dubl.
1 (+) t:rr:;?::IZs blanca lisa (+) ) (+) RC rugosa ) (+) ¢)
2 (+) tripletes dorada lisa (+) ¢) (+) RO lisa O ) (+)
3 (+) t:rr:;?::IZs blanca lisa (+) (+) 6] RC lisa ®] (+) 0
4 | @ abupnac;:ites blanca | lisa (+) O @& | RO lisa @ O ®
5 ) t:rr:;?::IZs blanca lisa O] )] (+) RC lisa O] (+) ¢
6 (+) tripletes dorada lisa Q) Q) Q) RO lisa ) e (+)
7 @ t;’:;fszlis blanca | lisa | () | ) | () | RC lisa Ol ® o
8 (+) t:rrr]:i:szlé,s blanca lisa (+) (+) 0 v lisa O (+) 0
9 (+) tripletes dorada lisa +) ¢) ) RO lisa ¢) ¢ (+)
0 # t:rrr';?s;zs blanca | fisa | () | ® | O | RC | Gsa | O | ® | 0
M|+ t;'xﬁszlzs blanca | lisa | (+) O | O RC lisa )
12 (+) t:r::l?s:IZs blanca lisa (+) (+) 6] RO rugosa 0 +) )
13 | (+) t;’:ﬁs;zs blanca | lisa | (#) | () | (O | RC isa | O | ) | O
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Unicasy

@ MY b | e @ 0 O Vol O @0
15 @ t;]rr:\iq(i::;)e/s blanca | lisa | (#) | () | O | Rc | lisa | O | & | 0O
16 @) t;rr‘:;s;zs blanca | lsa | () | O | O | v isa | O | ® 0
17 @ t:r’r‘:i’s;zs blanca | lisa | (#) | () | O | Rc | lisa | O | & | 0O
18 @ t;rr‘]iq‘;::lzs blanca | lisa | (#) | () | O | Rc | lisa | O | & | 0O
19 @ t:rrrtﬁs:és blanca | fisa | (#) | ® | O | RC | Gsa | O | ® | 0
20 | () t;‘rrr‘;?s:lzs blanca | lisa | #) | ® | | RC | Gsa | O | ® | 0
21| ) t:r?ri](i:r?:IZs dorada | rugosa | (®) | () | O  RC | lsa | O | O |
2 | @) t;‘rrr‘;?s:lzs blanca | lisa | #) | ) | () | RO |rgosa | (O | ® | 0
23 | () t;rri‘i’:lzs blanca | lisa | (#) | (#) | (O | RC | lisa | O | & | 0O
24 | () t;’:;‘?s:lzs blanca | lisa | #) | ) | () | RC |rmgosa | O | O | @
25 | () t;ﬁ:;é blanca | lisa | (#) | (#) | (O | RC | lisa | O | & | 0O
2% | () t;’:;‘?s:lzs blanca | lisa | (#) | ® | O | RC | Gsa | (O | ® | 0
27 | # tfrxﬁsslzs blanca | lisa | (#) | () | () | Vv isa | O | ® 0
28 | (#) t;ﬁﬁ:fe’s blanca | lisa 0 @ (O | RrC lisa O ® | o
29 | (¥ t:r'::?i;zs blanca | lisa +) @ | O | RC lisa O ® 0
30 | (#) t;’:ﬁﬁ:lzs blanca | lisa @ | ® O R lisa O ® | o
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Leyenda: ID: identificacion asignada; AHM-T80/AA-T80: agar harina de maiz con Tween 80 y agar arroz con Tween 80;
ATT80: agar tabaco con Tween 80; ASTTZ: agar Sabouraud trifeniltetrazolio; filam: filamentacién; clam: clamidosporas;

unicas 'y
terminales

Unicas 'y
terminales

unicas 'y
terminales

Unicas 'y
terminales

unicas 'y
terminales

unicasy
terminales

unicasy
terminales

tripletes

Unicasy
terminales

unicasy
terminales

unicasy
terminales

Unicasy
terminales

unicasy
terminales

Unicasy
terminales

unicasy
terminales

blanca

blanca

blanca

blanca

blanca

blanca

blanca

dorada

blanca

blanca

blanca

blanca

blanca

blanca

blanca

lisa

lisa

lisa

lisa

lisa

lisa

lisa

lisa

lisa

lisa

lisa

lisa

lisa

lisa

lisa

(+)

(+)

(+)

(+)

(+)

(+)

(+)

(+)

(+)

(+)

(+)

(+)

(+)

(+)

(+)

(+)

(+)

(+)

(+)

(+)

(+)

(+)

(+)

(+)

(+)

(+)

(+)

(+)

(+)

G

G

G

Q)

(+)

Q)

G

Q)

G

RC

RC

RC

RC

RC

RC

RO

RC

RC

RC

RC

RO

RC

RC

lisa

lisa

lisa

lisa

lisa

lisa

lisa

lisa

rugosa

lisa

lisa

lisa

lisa

lisa

lisa

RO: rosado oscuro; RC: rosado claro; V: violeta; (+): positivo; (-): negativo

©

©

©

0

Q)

©

©

0

(+)

La prueba de filamentacion y produccion de clamidosporas, en agar harina de maiz
y agar arroz suplementados con Tween 80, demostro la presencia de estructuras en
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pares y tripletes en el 11,11 % (5/45). Con la utilizacién de agar tabaco con Tween
80 (ATT80) se constatd en cinco aislados el desarrollo de color dorado de las
colonias. Por otro lado, mas del 90 % (93,33 %) mostré turbidez en el caldo de
Sabouraud hiperténico, lo que evidencia la tolerancia osmética. Todas estas
situaciones se corresponden presuntivamente con la presencia de C. dubliniensis.

Otro resultado sugestivo en la identificacion de esta especie estuvo dado por la
ausencia en el 20 % (9/45) de los aislados de halo opalescente en la determinacion
de la actividad lipolitica en agar Tween 80. De igual manera, se constataron cinco
aislados con morfotipos de color violeta en agar Sabouraud trifeniltetrazolio
(ASTTZ); de ellos, cuatro mostraron halo micelial.

El 8,88 % (4/45) de los aislados estudiados del complejo C. albicans cumplié con el
criterio establecido para su identificacion fenotipica como C. dubliniensis. Ellos
mostraron coincidencia de positividad en, al menos, tres de las siguientes pruebas:
filamentacién y formacion de clamidosporas en agar de arroz y agar de harina de
maiz (suplementados con Tween 80), crecimiento en ATT80, tolerancia osmoética,
actividad enzimatica y desarrollo en ASTTZ.

En cuanto a la deteccion molecular de las especies, la PCR simple de C. albicans
confirmo la identificacién fenotipica en 35 (77,78 %) de los aislados estudiados. Los
restantes resultaron C. dubliniensis por la PCR.

Sobre la base de estos resultados, se disefié un algoritmo para la identificacion de
C. dubliniensis en el LM-IPK (fig.).

(0‘:) Esta obra esta bajo una licencia: https://creativecomons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es_ES
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Cultivos puros de levaduras sugestivos de Candida

|

Otra especie Tubo germinativo

de levadura Filamentacion
( agar harina de maiz con Tween 80
agar arroz con Tween 80

—— (+) C albicans/
C. dublinienis

Agartabaco con ween 80 Agar trifeniltetrazolium Ausencia de halo de Tolerancia osmdtica (CINa 6,5%)

(presencia de clamidosporas)  (nresencia de halo micelial) ~ °PacidadenAgarTween 80 (aysencia de crecimiento)

Confirmacion molecular
C. dubliniensis

Fig. - Esquema de la propuesta de algoritmo para la identificacion y confirmacion de la
especie C. dubliniensis en el LM-IPK.

Discusion
Los avances cientifico-técnicos permiten una identificacion mas rapida y especifica
de C. dubliniensis, lo que contribuye a demostrar su papel como agente causal de
diferentes manifestaciones clinicas.(1917.18) La relevancia de su confirmacion
durante el curso de una infeccion recae sobre el conocimiento de la existencia de
aislados resistentes a algunos antifuingicos, como el fluconazol y la 5-fluorocitosina,

por lo que tratamientos empiricos inadecuados pudieran conducir a fracasos
terapéuticos y al incremento del fenémeno de la resistencia.('®

En Cuba, existe un solo reporte relacionado con C. dubliniensis y, generalmente, no
se emplean herramientas diagndsticas para la diferenciacion entre las especies del
complejo C. albicans, lo que provoca posibles subregistros y el desconocimiento del
comportamiento real de esta en nuestras condiciones.® El estudio confirmé la
circulacion de dicho patdgeno en el territorio nacional y permitio establecer una
metodologia acorde a las condiciones del LM-IPK para su identificacion.

(cc) IEEDEH| Esta obra csta bajo una licencia: hitps://creativecomons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.cs_ES
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Ciertas caracteristicas microscopicas resultan utiles para la identificacion de
especies de levaduras. Las mas utilizadas por su sencillezy que permiten identificar
el complejo C. albicans son la formacion de tubo germinativo y la produccion de
clamidosporas.®4)

En la actualidad se conoce que existe una estrecha relacion entre la formacién del
tubo germinativo y el incremento de la adherencia a las células epiteliales bucales,
lo que sugiere que este pudiera ser uno de los mecanismos relacionados con la
virulencia de las especies de Candida.?®) Mas del 50 % de las infecciones flngicas
en la cavidad bucal estan producidas por C. albicans, por lo que diferenciar entre
colonizacién e infeccién es esencial para el diagndstico microbioldgico. En este
sentido, la deteccion de filamentos en la muestra resulta altamente sugestiva del
caracter patogénico de la especie presente.(222)

La funcion biolégica de las clamidosporas es un enigma; se presume que estas
permiten la sobrevida del hongo en ambientes adversos. Sin embargo, otras
especies de Candida son incapaces de producirlas. De igual forma, se desconoce
su papel en la patogénesis de la infeccion, tematica abordada en un numero muy
limitado de investigaciones. A pesar de esto, la formacién de dichas estructuras es
de utilidad en la identificacion del complejo C. albicans, ya que dentro del género
solo sus especies las producen, excepto C. africana.®

El agar arroz y el agar harina de maiz suplementados con Tween 80 son los medios
de cultivo mas empleados para la formacién de clamidosporas. C. albicans suele
producirlas de forma unica, dispuestas distalmente en la hifa; y C. dubliniensis las
produce en pares o tripletes al final de una hifa corta.?® Otros autores consideran
de poca relevancia esta prueba, ya que el 70 % de los aislados de C. dubliniensis y el
3,6 % de C. albicans producen estructuras de forma abundante; caracteristica que
no es reproducible en todos los laboratorios.(24

La utilizacién de ATT80 en este estudio permitié la evaluacion del color y la textura
de las colonias. Khan y otros®® clasifican el uso de esta prueba como una
herramienta ventajosa para la diferenciacion presuntiva de ambas especies. En este
medio C. dubliniensis es capaz de crecer y dar lugar a colonias doradas (color
amarillo-marrén segun otros autores) con abundantes clamidosporas, mientras que
las colonias de C. albicans son de color blanco-crema y no producen esas
estructuras.(®d

El caldo de Sabouraud suplementado (NaCl 6,5 %) resulta de gran utilidad para la
diferenciacién de C. dubliniensis y C. albicans, ya que genera resultados
reproducibles y consistentes. Algunos investigadores, después de aplicarla a mas
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de 600 aislados, concluyen que esta es una técnica 100 % especifica.?® No
obstante, los resultados acerca de su fiabilidad en este sentido son variables.??)

La determinacion de la actividad lipolitica en agar Tween 80 se basa en la liberacion
de acidos grasos que se unen a los iones calcio y forman un complejo visible
alrededor de las colonias. El método, propuesto por Bartoli y otros,('") ha mostrado
100 % de coincidencia con la identificacion molecular.(@8)

Segun Gamarra y otros(' en un estudio de evaluacion de morfotipos de colonias de
levaduras en el medio ASTTZ, las colonias rosadas y violetas sin halo micelial
coinciden con C. albicans y las violetas con halo micelial con C. dubliniensis.

Los resultados del presente estudio son similares a los obtenidos por Lefler y
otros@ en Israel, en 2001, los cuales reportan la identificacion de dos aislados de
C. dubliniensis a partir de 30 de ellos que se identificaron previamente como C.
albicans.De igual forma, Mosca y otros(% reportan la identificacion de un aislado de
C. dubliniensis en un estudio realizado en 12 pacientes adolescentes con proétesis
palatina y estomatitis protésica. Diez de los casos se informaron como C.
albicans/C. dubliniensis, debido a sus similitudes fenotipicas.®% En ambos estudios
las técnicas moleculares definieron la identificacion.

En Cuba solo se conoce el antecedente de un estudio similar que involucré 115
aislados presuntamente identificados como complejo C. albicans, de los cuales el
11,3 % (13/115) quedd fenotipicamente reidentificado como C. dubliniensis.®

Diversos autores coinciden en sefalar que los métodos fenotipicos para la
diferenciacién de estas especies son simples y econdmicos, pero por si solos no
permiten la identificacion definitiva. La combinacién de algunos de ellos pudiera
brindar una identificacion presuntiva.(*3"

Teniendo en cuenta las discrepancias en los resultados de estas pruebas, es dificil
arribar a una diferenciacion certera entre los aislados incluidos en el presente
estudio. El uso de herramientas moleculares extiende las oportunidades hacia la
diferenciacién concluyente entre las especies del complejo C. albicans.

En este sentido, Mariano y otros®®? en Brasil, reidentificaron 548 aislados de C.
albicans, pertenecientes a una coleccion de levaduras, mediante el analisis del
poliformismo del ADN amplificado aleatoriamente (RAPD, por sus siglas en inglés)
y se constatdé un 98 % de coincidencia (2 % identificados como C. dubliniensis).
Resultados similares fueron publicados por Jan y otros®® en la India, quienes
demostraron concordancia en la totalidad de los aislados (186) pertenecientes a
esta especie; en este caso, se analizé el polimorfismo de los fragmentos de
restriccion (RFLP, por sus siglas en inglés). En ambos estudios las muestras
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procedieron de la cavidad oral de pacientes inmunocomprometidos (VIH y cancer,
respectivamente).3233) Las discrepancias de la presente investigacion con los
trabajos citados pudieran deberse al tamafio relativamente pequefio de la muestra
y a que la técnica que se uso tiene un poder discriminatorio inferior al de las
mencionadas.

En contraste, Chavasco y otros”) en Brasil publican un 54 % de aislados de C.
albicans reidentificados como C. dubliniensis por la técnica de PCR. Su investigacion
incluyé 37 aislados recuperados de exudados orales de pacientes VIH positivos y
VIH negativos identificados por métodos convencionales. De manera similar, Livério
y otros® reidentificaron 29 aislados conservados en una coleccion de levaduras de
igual procedencia que la del estudio antes referido, pero en pacientes pediatricos
con VIH, de los cuales el 6,9 % pertenecia a C. dubliniensis; para ello se utilizé la
secuenciaciéon de ADN.

Las similitudes fenotipicas entre estas especies sin dudas demandan de técnicas
de diagndéstico molecular con valores altos de sensibilidad y especificidad. Mas
recientemente, la espectrometria de masa (MALDI-TOF MS), que aln no se
encuentra disponible en el pais, ha mostrado elevados valores de sensibilidad y
especificidad para la identificacion de levaduras de interés clinico.®43% Por su
rapidez, estan concebidas como de eleccion para el diagndstico y, por lo general, se
consideran como los estandares de oro. Su alto poder de discriminacion las ubica
dentro de las pruebas de avanzada necesarias para llegar a la identificacién en
especies.(333439)

Aunque existe la necesidad de utilizar métodos genotipicos para lograr una
diferenciacién concluyente entre las especies, las pruebas fenotipicas utilizadas de
manera combinada aumentan el nivel de confiabilidad del proceso de identificacion
y permiten un diagndstico presuntivo en laboratorios de pocos recursos o sin
acceso a la alta tecnologia.

Se concluye que algunos de los aislados conservados incluidos en el estudio
pertenecian a la especie C. dubliniensis, lo que ratifica la necesidad de
complementar métodos fenotipicos y genotipicos en la identificacion certera de las
especies del complejo C. albicans. La sensibilidad de las técnicas fenotipicas
aumenta en proporcién al numero de las empleadas, siempre que entre ellas se
encuentren la filamentacion y produccion de clamidosporas, la tolerancia osmatica,
la actividad enzimatica y el crecimiento en ASTTZ. La confirmacion definitiva de la
especie C. dubliniensis depende de la utilizacién de técnicas moleculares.
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