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Introduccion

La candidiasis vaginal es una causa frecuente de morbilidad en mujeres en edad fértil
producida por diferentes especies del género Candida, las cuales son consideradas patdégenos
oportunistas. Los factores de virulencia que contribuyen a su patogénesis son: adherencia a las
células del huésped, cambio de morfologia (de levadura a hifa o pseudohifa), switch o variabilidad
fenotipica (cambio de la morfologia colonial, diferencia en la antigenicidad, adherencia, etc.),
secrecion de enzimas, formacion de biofilm (1).

Los sintomas no son especificos y se pueden asociar a otras infecciones vaginales. Los
mas frecuentes son: prurito (casi 90% casos), eritema vulvar acompafiado de enrojecimiento,
irritacién y una secrecion vaginal caracteristica de aspecto grumoso, color blanco-amarillento, sin
olor caracteristico (2).

Los factores predisponentes para desarrollar candidiasis vulvovaginal son: embarazo,
utilizacién de antibidticos, anticonceptivos orales, dispositivos intrauterinos, diabetes mellitus,
inmunosupresiéon, aumento del pH vaginal (ejemplo: durante periodo menstrual y presencia de
semen en las relaciones sexuales). Los factores ambientales vaginales que favorecen la infeccion
son humedad, calor, friccion y el uso de ropa interior de materiales sintéticos (1).

La especie mas frecuentemente aislada en episodios de candidiasis vulvovaginal
(alrededor de 85% casos) pertenece al Complejo C. albicans, pero también Complejo C. glabrata,
C. tropicalis y Pichia kudriavzeii (C. krusei) y Complejo C. parapsilosis, pueden estar implicadas,
aunque con menor frecuencia (3).

En 1995, en Dublin, Irlanda, Sullivan y colaboradores describieron una nueva especie de
Candida, asociada con lesiones orales de pacientes infectados con el virus de la
inmunodeficiencia humana (HIV), a la que denominaron Candida dubliniensis y que se encuentra
relacionada filogenéticamente con Candida albicans. Posteriormente, se hicieron reportes de su
presencia en otras muestras clinicas en pacientes con y sin HIV. Ambas especies comparten
caracteristicas morfolégicas, fisioldgicas y presentan patrones bioquimicos similares lo que
dificulta su diferenciacién, la cual se realiza a través de pruebas genotipicas (de dificil acceso en
los laboratorios de microbiologia clinica) y fenotipicas (4).

Ademas de presentar un color similar en medios con sustratos cromogénicos, ambas especies
tienen la capacidad de formar tubos germinativos y clamidoconidias en los medios habituales
(agar leche, agar arroz, agar harina de maiz con Tween 80). Sin embargo, una de las
caracteristicas que las diferencia es la capacidad de desarrollar resistencia frente a fluconazol
gue tiene C. dubliniensis, lo cual la hace importante desde el punto de vista clinico ya que
involucra el éxito o el fallo terapéutico (4).

Las pruebas mas confiables para distinguirlas son las basadas en técnicas moleculares, pero
la mayoria de los laboratorios no tienen acceso a ellas, por lo que el desarrollo de técnicas
fenotipicas es de gran utilidad. Varios autores han demostrado que los medios que contienen
extractos de semillas y plantas tales como tabaco y extracto de semilla de girasol bajo ciertas
condiciones de cultivo son capaces de diferenciar Complejo C. albicans y C. dubliniensis
mediante la observacién macro y microscopica (4,5,6).

En nuestro pais no existe ain mucha informacion acerca de la prevalencia de C. dubliniensis
en distintas instituciones asistenciales (4).

En el presente trabajo se evaluaron métodos fenotipicos como las caracteristicas morfoldgicas
de las colonias en el medio agar tabaco, agar semilla de girasol y la observacién microscépica de
clamidoconidias con el fin de determinar cuales permiten diferenciar ambas especies con el fin
de lograr un tratamiento adecuado.



Objetivos

= Objetivos generales
e Diferenciar Complejo C. albicans de C. dubliniensis en muestras de exudados
vaginales.
e Adquirir competencias técnicas y metodoldgicas en el trabajo de mesada en el
area de microbiologia en un laboratorio de atencion ambulatoria.
e Adquirir experiencia en la busqueda bibliografica y redaccién de un informe final,
siguiendo pautas preestablecidas.

= Objetivos especificos

e Adquirir conocimiento de las caracteristicas diferenciales de las especies de
levaduras estudiadas en medios de cultivos y de sus particularidades
microscopicas.

e Adquirir habilidad y destreza en las distintas técnicas microbiolégicas y el uso del
microscopio Optico.
Conseguir entrenamiento en la lectura e interpretacion de trabajos cientificos.
Comparar los datos obtenidos con antecedentes encontrados en la bibliografia.

Materiales
Cepas

Se analizaron 741 cepas de Candidas spp. de muestras de exudados vaginales de
pacientes ambulatorias obtenidas durante el afio 2020 en el Laboratorio Central de Salud Publica
del Chaco “Dra. Francisca Cledi Luna de Bolsi”, las cuales fueron conservadas a - 8°C en tubos
eppendorf estériles con agua glicerinada al 20%. La seleccion de las mismas fue de acuerdo al
color que desarrollaron en el CHROMagar™ Candida, incluyendo todas aquellas que producian
colonias con diferentes tonalidades de color verde (4,8) (Fig. 1).

Ademas, se utilizaron como control cepas de Complejo Candida albicans y Candida
dubliniensis proporcionadas por el Instituto Nacional de Referencia — ANLIS - “Dr. Carlos G.
Malbran” (Fig. 2).

Figura 1. Medio CHROMagar Figura 2. Controles Complejo C. albicans

Candida para las diferentes (verde claro) y C. dubliniensis (verde
especies de Candidas. esmeralda). Medio CHROMagar Candida.
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Medios de cultivo para diferenciacion
e Agar tabaco Marlboro (ATM) y agar tabaco hoja (ATH)

Permiten la deteccién de la enzima fenoloxidasa producida por Cryptococcus neoformans.
Esta reaccion tiene como producto final la melanina, la cual le da al hongo una coloracién marron
caracteristica. C. dubliniensis se caracteriza por presentar colonias rugosas, secas, de color
marrén y clamidoconidias en racimos, mientras que en Complejo C. albicans se observan
colonias cremosas, lisas de color blanco y escasas o nulas clamidoconidias. .

El método utilizado para la preparacion del agar tabaco fue el mismo descrito por Tendolkar
(6) que utiliza hojas de tabaco, en este caso hojas de tabaco de la marca “Las hojas”; y el método
de Khan (6) que utiliza tabaco para cigarrillos en lugar de hojas de tabaco, en este trabajo se usé
cigarrillos de la marca Marlboro®. Para ello, se mezclaron 50 g de tabaco con 1 litro de agua
destilada. La mezcla se hirvié durante 30 min y luego se filtré a través de gasa. A este filtrado se
afiadieron 20 g de agar y se completo el volumen hasta 1 litro con pH final de 5,4. Se autoclavo
a 121°C por 15 min. Se vertieron veinte mililitros de medio en cada placa de Petri (90 mm de
didmetro).

e Agar semillas de girasol (ASG)

El medio contiene acido cafeico que permite la deteccion de la enzima fenoloxidasa, cuyo
fundamento es igual al del agar tabaco.

La preparacion del agar consistio primeramente en la obtencion del extracto de semilla de
girasol (pulverizar las semillas de girasol, pesar 70 g del mismo y suspenderlo en 350 ml de agua
destilada, hervir y filtrar por gasa. Autoclavar a 121 °C durante 15 minutos), luego se agregé 1 g
de glucosa, 0,78 g de creatina y 18 g de agar. Por ultimo, se autoclavé a 121 °C durante 15
minutos.

Procedimiento

1) Se retiraron las cepas (muestras y controles) guardadas en el freezer (- 8°C) dejando a
temperatura ambiente (Fig. 3).
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Figura 3.
2) Se registré en una planilla la identificacion de las cepas y el mes de aislamiento.

3) Se sembraron las muestras por estrias en Agar Sabouraud previa homogenizacién en
vortex. Se incubaron a 37°C durante 48 h (Fig. 4).



Figura 4.
4) Se repicaron las colonias en agar tabaco Marlboro, agar tabaco hoja y agar semillas de
girasol. Se incubaron a 28 °C durante 48 h.

5) Se analizaron las caracteristicas de las colonias: el color (blanco o marrén) y el aspecto (liso

0 rugoso).

6) Se realizé la observacion microscopica de las colonias en solucion fisioldgica entre

portaobjetos y cubreobjetos a 400X y se registro la presencia o ausencia de clamidoconidias.

7) Se registraron los datos obtenidos en una planilla de trabajo.

8) Las cepas que no presentaron concordancia tanto en el color como en el aspecto se

estudiaron por metodologia automatizada PHOENIX™ 100.

Resultados

Los resultados de las distintas pruebas fenotipicas relativas a los aspectos macro y

microscépicos de las colonias de los controles se encuentran resumidos en la Tabla 1.

Tabla 1 Caracteristicas fenotipicas correspondientes a los controles de Complejo C. albicans y

C.

dubliniensis en los distintos medios de cultivos ensayados.
Complejo C. albicans C. dubliniensis
Aspecto y color de la colonia
Agar tabaco Marlboro (ver ANEXO Cremosa y blanca Marrén claro, rugosa y
figura 1) seca con bordes
irregulares (flecos)
Agar tabaco hoja (ver ANEXO Cremosay blanca Marrén fuerte, rugosa y
figura 1) seca con bordes
irregulares (flecos)
Agar semillas de girasol Cremosa y blanca Blanca, seca con bordes

irregulares (flecos)

Formacion de clamidoconidias (Ver ANEXO figura 6) (Ver ANEXO figura 5)

Agar tabaco Marlboro No Abundante, en racimos

Agar tabaco hoja No Abundante, en racimos

Agar semillas de girasol No Abundante, en racimos




Del total de 741 muestras sembradas, en 9 de ellas no hubo crecimiento y los resultados de
las distintas pruebas fenotipicas relativas a los aspectos macro y microscopicos de las muestras
en las que si hubo crecimiento se encuentran resumidos en la tabla 2.

Tabla 2. Resultados de las caracteristicas fenotipicas obtenidas en los distintos medios de

cultivos ensayados.

Agar tabaco | Agar tabaco Agar semillas
Marlboro hoja de girasol
Colonia blanca y cremosa sin formaciéon de
clamidoconidias 725 717 (97,95%) | 725 (90,04%)
(90,04%)
Colonia blanca y cremosa con formacion de - 2* (0,27%) -
clamidoconidias
Colonia blanca y seca con formacién de - -
clamidoconidias 7 (0,96%)
Colonia marrén, rugosa y seca con bordes - -
irregulares  (flecos) sin  formacion de 6* (0,82%)
clamidoconidias
Colonia marrén, rugosa y seca con bordes -
irregulares  (flecos) con formacion de | 7 (0,96%) 7 (0,96%)
clamidoconidias
TOTAL 732 (100%)

*Ocho cepas que no presentaron concordancia con las caracteristicas fenotipicas que presentan ambas especies, fueron identificadas
por metodologia automatizada PHOENIX™ 100 como C. tropicalis.

Discusion

Las cepas identificadas como C. dubliniensis no produjeron el cambio esperado de color o el
viraje fue muy leve en el medio agar semillas de girasol; sin embargo, se pudo observar que
aguellas colonias blancas secas y con flecos (ver ANEXO figura 2) produjeron clamidoconidias
en racimo comparables con el control correspondiente a C. dubliniensis.

Comparando el agar tabaco hoja (ATH) con el agar tabaco Marlboro (ATM), se pudo observar
que en ATH el cambio de color fue mas evidente (ver ANEXO figura 3), pero algunas de éstas
produjeron clamidoconidias en escasa cantidad o sin produccién. Por otro lado, aislamientos de
color blanco y aspecto cremoso en este mismo medio produjeron abundante cantidad de
clamidoconidias. Esto pudo deberse a diferentes factores del medio de cultivo, tanto en su
composicion, preparacibn o en su conservacion. En estos casos, mediante metodologia
automatizada se determiné la identidad del microorganismo descartando a C. dubliniensis.

Con respecto al ATM, todas las colonias que viraron de color y de borde irregular con flecos
(ver ANEXO figura 4) produjeron abundante cantidad de clamidoconidias en racimos al igual que
en el agar semillas de girasol, corroborando que la modificacion del medio por Khan permite
evidenciar diferencias macro y microscépicas entre las colonias del Complejo C. albicans y de C.
dubliniensis.



Conclusioén

De acuerdo a los resultados obtenidos, el algoritmo més adecuado que permitiria aumentar la
probabilidad de diferenciar correctamente el Complejo C. albicans de C. dubliniensis es el uso
conjunto de los medios ATM y ASG.

Ademas, el bajo costo en la preparacion de estos medios y la sencillez en la observacion
microscépica permitirian su uso de rutina en los laboratorios de microbiologia clinica.

En nuestro estudio, si bien la candidiasis vaginal por C. dubliniensis tiene baja prevalencia
(0,96%), hay que tener en cuenta su presencia y buscarla debido al riesgo de candidiasis
recurrentes por diagnéstico y tratamiento erréneo.
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ANEXO

Agar tabaco Agar tabaco
Marlboro hoja

- —

C. dubliniensis

Figura 1. Comparacion en color y aspecto de las cepas
controles de C. dubliniensis (sembrada arriba) y Complejo C.
albicans (sembrada abajo) en agar tabaco Marlboro y agar
tabaco hoja.

Figura 3. Colonia marrén seca con Figura4. Colonia marrén claro seca

Figura 2. Colonia blanca y seca fl d frculo con flecos marcada con circulo

con flecos marcada con circulo oo rg{:lrcfl p Ccc()inbl' ensis. correspondiente a C. dubliniensis

correspondiente a C. dubliniensis. correspondiente a . dubliniensis. >SP ) ’
Medio agar tabaco hoja. Medio agar tabaco Marlboro.

Medio agar semillas de girasol.
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Figura 5. Clamidoconidias en racimos de C.
dubliniensis, 400X.

Son células grandes, redondeadas, con
pared engrosada y baja actividad metabdlica,
que se producen en el micelio de forma
intercalar o terminal. Estas formas de
resistencia, pueden dar lugar a nuevas
levaduras o bien degenerar.

Las clamidoconidias se caracterizan por tener
una capa externa compuesta principalmente
por B-1,3 glucano y en menor proporcion
quitina, una gruesa capa interna compuesta
por proteinas y una region central de la célula
rica en &cido ribonucleico y glébulos lipidicos.

Figura 6. Complejo C. albicans, 400X.
Son células redondeadas producidas por
gemacion.

Figura 7. 400x. No se deben
confundir estas estructuras con
clamidoconidias.
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