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RESUMEN

INTRODUCCION: las especies de Candida son responsables de la mayoria de las infecciones micéticas oportunistas. La identificacion
rapida y precisa de las levaduras es importante no solo para la aplicacion del tratamiento efectivo de la infecciones, sino para
prevenir la emergencia de cepas con resistencia a las drogas. Hasta ahora, los procedimientos para su identificacion se basan en
varias pruebas, incluida la habilidad de asimilar azlicares como tUnica fuente nutricional. OBJETIVO: el propdsito del presente estudio
fue evaluar una modificacion de la prueba de auxonograma de sustancias carbonadas, utilizada para la identificacion de especies
de Candida en un periodo de 24 a 48 h. Mitopos: el procedimiento, basado en la asimilacion de sustancias carbonadas (auxonograma),
fue evaluado para la identificacion de las especies de Candida de mayor relevancia clinica. Un total de 164 cepas del género
Candida fueron incluidas en el estudio, de ellas 156 aisladas a partir de muestras clinicas y otras 8 cepas de referencia
provenientes del cepario central de BioCen (C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata, C. guilliermondii, C. krusei
y C. kefyr). En el procedimiento se utilizo una suspension estandarizada de levadura, que se inoculd por el método de vertimiento
en placa en un medio libre de carbono, esterilizado en autoclave. Sobre la mezcla (60 mL de medio de cultivo y 3 mL de
suspension microbiana) solidificada se dispensaron 10 pL de varias soluciones de carbohidratos esterilizadas por filtracion en
diferentes puntos del medio de cultivo. La asimilacion del compuesto fue observada como una zona de crecimiento alrededor del
punto de distribucion del carbohidrato después de 24 a 48 h de incubacidon. Resurtapos: todas las especies de Candida fueron
correctamente identificadas por el método de auxonograma modificado y se logréo 100 % de concordancia con la técnica de
Wickerham. ConcrLusiones: el método alternativo para la prueba de auxonograma del carbono es simple, confiable, mas rapido y
mas facil de interpretar que el de Wickerham.
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INTRODUCCION

En las ultimas décadas, las infecciones fingicas
son consideradas un suceso creciente y de preocu-
pacion al nivel mundial."* El aumento de la inciden-
cia y la gravedad de las micosis esta relacionado
con la aparicion de enfermedades debilitantes, como

son el virus de la inmunodeficiencia adquirida (VIH),
el uso cada vez mas frecuente de antineoplasicos e
inmunosupresores potentes para el tratamiento del
cancer, receptores de transplantes, enfermedades
autoinmunes y la desnutricion, entre otros factores,
lo que ha traido como consecuencia el incremento
de la poblacion en riesgo.**
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En este escenario, las micosis profundas son
una de las principales causas de morbilidad y mor-
talidad. Las especies del género Candida son las
de mayor incidencia, siendo Candida albicans
comunmente la mas aislada. No obstante, han
emergido otras especies, como, Candida
parapsilosis, Candida tropicalis, Candida
glabrata (Torulopsis), Candida guilliermondii,
Candida krusei y Candida kefyr, con marcada
importancia.>® Aunque las razones de esta emer-
gencia no estan del todo definidas, se ha sugerido
que un factor importante podria ser la carencia
relativa de sensibilidad a fluconazol y otros azoles,
administrados corrientemente para el tratamiento
de infecciones ocasionadas por estos microor-
ganismos. Se ha observado que C. tropicalis, C. kru-
sei y C. glabrata pueden ser de 4 a 32 veces menos
sensibles a fluconazol que C. albicans.*”!° Es por
ello que la identificacion de los aislamientos fiingicos
hasta el nivel de especie en un laboratorio clinico
requiere del empleo de procedimientos rapidos y
precisos, porque esta informacion puede ser muy
importante para orientar el tratamiento antifingico
hasta que se disponga de los resultados de sensibi-
lidad in vitro."'?

Entre otras razones, que justifican la impor-
tancia de identificar estos organismos en cuanto a
género y especie, se encuentran las epidemio-
logicas, porque la introduccion de la identificacion
de la levadura como rutina en el laboratorio de
micologia permite ampliar el conocimiento de es-
tas especies desde los puntos de vista clinico y
micologico.>

De las pruebas fisiologicas y bioquimicas se
han derivado los ensayos de asimilacion (auxo-
nograma - degradacion aerobia) y fermentacion
(zimograma - degradacion anaerobia) de carbo-
hidratos para la identificacion de levaduras.!® Pa-
trones de asimilacidén y fermentacion de muchos
géneros y especies se encuentran disponibles en
la literatura, sin embargo, se seleccionan con ma-
yor fiabilidad las pruebas de auxonogramas, por
causa de la existencia de ciertos carbohidratos que
forman parte de la estructura celular de estos
microorganismos, los cuales podrian revelar resul-
tados falsos positivos en la prueba de fermenta-
cion de determinadas sustancias carbonadas.!>!*

En la actualidad se cuenta con diversos mé-
todos, los cuales varian en tiempo de ensayo,
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especificidad, sensibilidad, costos, etcétera.'!:!?
Varios sistemas miniaturizados, estandarizados y
automatizados existen en el mercado, como, AP132C
(bioMérieux, Francia),'* Rapid Yeast Identification
Panel MicroScan® (Dade Behring),'® Sistema
Vitek (bioMérieux, Francia),'>!" entre otros, con la
finalidad de simplificar y acelerar la identificacion
de los hongos. No obstante, estos poseen elevados
precios, elemento que limita su uso en la rutina del
laboratorio clinico.'®

Entre los procedimientos manuales mas difun-
didos que emplean medios agarizados se conoce
la técnica de Beijerinck, sobre la cual se basa la
modificacion propuesta en el presente trabajo.'”?!
La desventaja de este procedimiento consiste en
la utilizacion directa de las sustancias carbonadas,
las cuales pueden aportar contaminantes
microbianos al no ser tratadas por procedimientos
estériles, ademas de ser incorporadas sin facilitar
su disolucion y afectar con ello su difusion en el
medio. También algunas de estas sustancias po-
seen baja solubilidad, por lo que no se garantiza la
consistencia de las concentraciones entre diferen-
tes ensayos. Esta técnica, asi como el medio de
cultivo de Beijerinck, han sufrido multiples modifi-
caciones en el tiempo, con la finalidad de simplifi-
car el procedimiento, mantener su efectividad y
obtener una mejor precision de la prueba.?*-2

El proposito del presente trabajo fue evaluar
una modificacion de la prueba de asimilacion de
sustancias carbonadas (auxonograma), mas rapi-
da, consistente y econdmica, para la identificacion
de las especie de Candida de mayor incidencia
en la clinica.

METODOS

Material biolégico

Fueron incluidas en el estudio 164 cepas de
Candida sp. De ellas, 8 cepas de referencia
procedentes del Cepario Central de BioCen, utili-
zadas como microorganismos controles, tipificadas
como: C. albicans ATCC 10231, C. albicans ATCC
17111, C. tropicalis CT-UHI, C. parapsilosis CP-
UHI, C. kefyr CKF-UHI, C. glabrata CG-C2,
C. guilliermondii y C. krusei CKR-UHI. Las
156 restantes se aislaron de muestras clinicas de
los pacientes con infecciones fungicas.
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Identificacién primaria

Las cepas aisladas de las diferentes muestras
de pacientes habian sido conservadas utilizando el
método de Castellani en agua destilada estéril a
temperatura ambiente,>?* se reaislaron en agar
dextrosa de Sabouraud y se obtuvo cultivo puro de
cada especie a identificar. Se realiz6 la evaluacion
macroscépica de los cultivos por medio de la ob-
servacion visual, se examind el aspecto de las co-
lonias sobre la superficie del medio, como son color,
textura, topografia de la superficie y bordes, con el
objetivo de determinar la presencia de caracteris-
ticas del género Candida. Para detectar presun-
tamente la presencia de C. albicans, se utilizo la
prueba de tubo germinativo en suero de conejo
estéril, por el lapsode 2 a3 ha37°C.13

Medios de cultivo y reactivos

Se utilizo el medio de cultivo agar dextrosa de
Sabouraud (BioCen)? para el cultivo de las cepas
en estudio y caldo triptona soya (BioCen)> para
verificar la esterilidad de las soluciones de
carbohidratos.

Para la prueba de asimilacion de carbohidratos
se formul6 un medio de cultivo sintético libre de
fuentes de carbono (MCS), con la composicion
siguiente: sulfato de amonio [(NH,),SO,] 5,0 g;
hidrégeno fosfato de potasio [K,HPO,] 0,45 g;
di-hidrogeno fosfato de potasio [KH,PO,] 0,31 g;
hidrogeno fosfato de sodio [Na,HPO,] 0,92 g;
cloruro de sodio [NaCl] 0,1 g; cloruro de calcio
[CaCl,] 0,05 g; sulfato de magnesio heptahidratado
[MgSO,.7H,0] 0,2 g; L-histidina monoclorhidrato
0,005 g; L-triptéfano 0,02 g; L-metionina 0,02 g;
azul bromotimol 0,04 g y agar 20 g. El pH del
medio se ajustd a 6,6 con la ayuda del pH-metro
(PHM 83 AUTOCAL-Dinamarca) y se esterilizé
en autoclave (GETINGE, Francia) a un régimen
de temperatura de 121 °C durante 15 min.

Al evaluar el método alternativo para la prue-
ba de auxonograma se prepararon, para cada es-
pecie microbiana a identificar, 2 matraces de
Erlenmeyer con 60 mL de MCS. Se fundieron y se
esterilizaron en autoclave y después fueron colo-
cados en bafio con control automatico de tempe-
ratura (Termo Haake DC-10, Alemania); se
mantuvieron de 45 a 50 °C por un maximo de 2 h.

Se utilizaron para la preparacion de las
soluciones acuosas (p/p) las sustancias carbona-
das siguientes: glucosa (GLU) (Merck) 20 %, xilosa
(XIL) (Merck) 20 %, adonitol (ADO) (Merck)
20 %, galactosa (GAL) (Applichem) 25 %, inositol
(INO) (Merck) 20 %, sorbitol (SOR) (FLUKA)
20 %, metil alfa-D-glucopiranésido (MDG)
(FLUKA) 20 %, celobiosa (CEL) (Applichem)
20 %, lactosa (LAC) (Applichem) 20 %, maltosa
(MAL) (Merck) 20 %, trehalosa (TREH) (Merk)
20 %, melecitosa (MLZ) (FLUKA) 20 %, rafinosa
(RAF) (Merck) 25 % y acido lactico (AcL)
(Applichem) 20 %. Cada sustrato fue disuelto en
agua desionizada y filtrado a través de unidades
de filtracion desechables Nalgene (0,45 um, tama-
no del poro) (Nalge Co., Rochester, N.Y.). Las
soluciones fueron almacenadas en tubos de cul-
tivo a temperatura entre 4 y 8 °C hasta su uso.

Comparacién con el método estandar
de Wickerham

Se utilizaron las cepas certificadas del cepario
central de BioCen, las cuales poseen una pureza e
identidad probadas; fueron evaluadas con el méto-
do auxonograma descrito a continuacion y la téc-
nica estandar de Wickerham, la cual se basa en el
empleo de un medio liquido sin agitacion.? El
medio de asimilacion (medio de Lodder): sulfato
de amonio [(NH,),SO,] 5 g; fosfato de potasio
monobasico [KH,PO,] 1 g; sulfato de magnesio
heptahidratado [MgSO,.7H,0] 0,5 g; agua desti-
lada 1 L, se distribuy6 a razén de 0,5 mL en tubos
de cultivo y se esterilizé por autoclave a 121 °C
durante 15 min. Una solucion acuosa 6 % de cada
carbohidrato a evaluar, fue esterilizada por filtra-
cion y se adiciond 0,5 mL a cada tubo. Un tubo
que contenia solo caldo y no carbohidratos, fue
utilizado como control negativo para cada especie.
Cada tubo fue inoculado con 0,1 mL de suspension
microbiana estandarizada conforme a la escala
No. 1 MacFarland (300 x 10° UFC/mL).

Los tubos fueron incubados a 25 °C y obser-
vados durante 7 d. La asimilacion del compuesto
carbonado se consider6 positiva cuando se apre-
ciaba mayor turbidez en el tubo que contenia el
carbohidrato que en el tubo control.?*?” Los aisla-
dos, que presentaron conflictos de reaccion para
determinados carbohidratos en particular, fueron
reevaluados en ambos métodos de asimilacion.



Descripcion del método auxonograma
evaluado

A partir de las colonias aisladas de las cepas
de Candida, después del cultivo de 24 a 48 h, se
prepararon suspensiones estandarizadas en 9 mL
de solucion salina estéril que alcanzaron una tur-
bidez similar al tubo 2 del patréon de MacFarland
(600 x 106 UFC/mL). Los matraces de Erlenmeyer
que contenia 60 mL de MCS estéril fueron inocu-
lados cada uno con 3 mL de suspension microbiana
estandarizada. Se agitaron para homogeneizar la
mezcla y se distribuyo todo este volumen en una
placa Petri de 150 x 15 mm estéril. Las placas se
dejaron solidificar en una superficie plana nivelada
y logro alcanzar el medio distribuido una altura
entre 4 y 5 mm.

Una vez solidificado el medio, se rotulo el fon-
do de las placas de Petri con las siglas asignadas a
cada una de las sustancias a evaluar. Con el asa
de inoculacion estéril se realizaron cortes profun-
dos en el agar, distribuidos a una distancia minima
entre uno y otro de 2 cm, y con ayuda de una pipeta
semiautomatica se introdujo en la incision un volu-
men de 10 puL de la solucién del compuesto
carbonado estéril. Todas las soluciones de
carbohidratos fueron inoculadas en caldo triptona
soya, para comprobar su esterilidad y evitar resul-
tados falsos positivos.

Posteriormente, las placas se colocaron inver-
tidas, en una estufa a 35 £ 2 °C. Cada 24 h se
procedi6 a su observacion, hasta un maximo
de 72 h; se report6 la asimilacion de las sustancias
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carbonadas, al evidenciarse una zona circular de
mayor densidad de crecimiento alrededor del sitio
en el agar donde se aplico la sustancia a estudiar.

RESULTADOS

Entre las pruebas bioquimicas y fisioldgicas
realizadas a las cepas de referencia de Candida,
se ensayo la capacidad de asimilar 14 compuestos
carbonados, se compard el método estandar de
Wickerham y el método de auxonograma modifi-
cado, cuyos resultados se muestran en la tabla 1.

La lectura inicial realizada a las 72 h de
incubacion mostré una concordancia de las reac-
ciones de asimilacion positivas entre ambos pro-
cedimientos de 96,5 %, porque 2 (3,5 %) de ellas
resultaron dudosas, al ser interpretadas por el téc-
nico. Las discrepancias fueron para el adonitol y
metil alfa-D-glucopiranésido, en las especies C. al-
bicans y C. parapsilosis, respectivamente; el
método de Wickerham result6 responsable de las
lecturas inexactas, las cuales fue preciso repetir.

La concordancia final (a los 7 d de lectura)
entre ambos métodos fue de 100 % para todas las
cepas de Candida evaluadas frente a las sustan-
cias carbonadas seleccionadas. Es importante des-
tacar que en un periodo maximo de 48 h es posible
realizar la interpretacion de los resultados de las
reacciones de asimilacion de las sustancias carbo-
nadas, empleando el método modificado de auxo-
nograma propuesto, mientras que con el método
estandar de Wickerham se requieren 7 d (168 h).

TABLA 1. Resultados de asimilacién del compuesto carbonado del método modificado propuesto para la prueba de axonograma y la técnica

de Wickerham

2 Asimilacion de:

Levadura GLU XIL ADO GAL INO SOR MDG CEL LAC MAL TREH MLZ RAF AcL Total
C. guillermondii /1 /1 1/1 /1 0/0 1/1 /1 1/1 0/0 1/1 1/1 1/1 /1 0/0 11
C. tropicalis /1 /1 1/1 /1 0/0 1/1 /1 1/1 0/0 1/1 1/1 1/1 0/0 0/0 10
C. albicans ATCC 10231 /1 /1 1/1%* /1 0/0 1/1 /1 0/0 0/0 1/1 1/1 0/0  0/0 1/1 9
C. albicans ATCC 17111 /1 /1 1/1%* /1 0/0 1/1 /1 0/0 0/0 1/1 1/1 0/0  0/0 1/1 9
C. parapsilosis /1 /1 1/1 /1 0/0 /1 1/1* 0/0 0/0 1/1 1/1 1/1 0/0 0/0 9
C. kefyr /1 0/0 0/0 /1 0/0 0/0 0/0 0/0 1/1 0/0 0/0  0/0 /1 1/1 5
C. glabrata /1 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 1/1 0/0  0/0 0/0 2
C. krusei /1 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0  0/0 0/0 1/1 2
Total 8/8 5/5 5/5 6/6 0/0 5/5 5/5 2/2 1/1 5/5 6/6  3/3  2/2 4/4 57

Glucosa: GLU, xilosa: XIL, adonitol: ADO, galactosa: GAL, inositol: INO, sorbitol: SOR, metil alfa-D-glucopiranésido: MDG, celobiosa:
CEL, lactosa: LAC, maltosa: MAL, trehalosa: TREH, melecitosa: MLZ, rafinosa: RAF, 4cido lactico: AcL. * los datos son expresados como
respuesta positiva del carbohidrato asimilado por el método alternativo/respuesta positiva del carbohidrato asimilado por la técnica de

Wickerham; * reaccion dudosa.
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El cultivo de las cepas de Candida spp., aisladas
de las muestras clinicas en el medio agar dextrosa
de Sabouraud, permiti6 realizar una identificacion
primaria teniendo en cuenta sus caracteristicas
macromorfologicas. Se evidenci6 la presencia de
colonias completas de diametro entre 1 y 3 mm,
ligeramente abombadas o aplanadas, de consisten-
cia cremosa, la mayoria lisas y algunas rugosas,
brillosas u opacas, de color blanco a crema, que no
desarrollaron micelio aéreo y presentaron un olor
dulzén propio del género Candida.

La evaluacion de la produccion del tubo
germinativo, estructura que identifica presunta-
mente la especie C. albicans, revel6 que de las
156 cepas evaluadas su formacion se evidencio en
39,7 % (n= 62). Estas estructuras se identificaron
al microscopio (X10) como una extension a partir
de la célula de la levadura, semejante a las hifas, y
sin constriccion en su punto de origen. Este resul-
tado posibilita inferir la presencia de 62 cepas de
C. albicans, pero no aporta elementos que permi-
tan la identidad de los demas aislamientos.

I:I C. albicans C. parapsilosis C. guilliermondii
E C. glabrata C. krusei . C. kefyr

La aplicacion del procedimiento de auxono-
grama modificado permitié realizar la identificacion
de todas las cepas de Candida spp. aisladas, se-
gun los patrones de asimilacion de las sustancias
carbonadas, coincidentes con los referidos en las
tablas de estudios taxonomicos clasicos.!3!4 26

En la figura 1 se muestra la distribuciéon de
especies de Candida identificadas, donde se apre-
cia la mayor presencia de C. albicans que alcan-
za 40 % (n= 62) entre las muestras evaluadas.
Las demas aparecen distribuidas en 60 % restante,
reportandose en el orden de frecuencia de identifi-
cacion siguiente: C. parapsilosis 24 % (n= 38),
C. guilliermondii 16 % (n= 25), C. tropicalis
10 % (n=15), C. glabrata 6 % (n= 10), C. krusei
3% (n=4)y C. kefyr 1 % (n=2).

En la tabla 2 se muestran los porcentajes de
las reacciones positivas de asimilacién de com-
puestos carbonados por las cepas de Candida
después de 48 h de incubacion a 35 + 2 °C, utili-
zando el método alternativo propuesto.

N ~ . .
C. tropicalis

Fig. 1. Distribucion de especies de Candida
aisladas de las muestras clinicas evaluadas.

TABLA 2. Porcentaje de las reacciones positivas de asimilacion de compuestos carbonados después de las 48 a 72 h de incubacion a 35 + 2 °C

obtenidos, utilizando el método modificado propuesto

Levadura No. GLU XIL ADO GAL INO SOR MDG CEL LAC MAL TREH MLZ RAF AcL
Candida albicans 62 100 100 40 100 0 100 100 0 0 100 97 5 0 95
Candida parapsilosis 38 100 97 82 100 0 95 66 0 0 100 84 100 0 0
Candida guillermondii 25 100 100 100 100 0 100 100 100 0 100 100 100 100 0
Candida tropicalis 15 100 100 80 100 0 100 100 100 0 100 100 100 0 0
Candida glabrata 10 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 80 0 0 0
Candida krusei 4 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100
Candida kefyr 2100 0 0 100 0 0 0 0 100 0 0 0 100 100

Glucosa: GLU, xilosa: XIL, adonitol: ADO, galactosa: GAL, inositol: INO, sorbitol: SOR, metil alfa-D-glucopiranésido: MDG, celobiosa:
CEL, lactosa: LAC, maltosa: MAL, trehalosa: TREH, melecitosa: MLZ, rafinosa: RAF, acido lactico: AcL.



A: GLU-glucosa (+), XIL- xilosa (+),
ADO-adonitol (+), GAL-galactosa (+),
INO-inositol (-), SOR-sorbitol (+),
MDG-metil alfa-D-glucopiranosido (+).
B: CEL-celobiosa (-), LAC-lactosa (-),
MAL-maltosa (+), TREH-trehalosa
(+), MLZ-melecitosa (-), RAF-rafinosa
(-) y AcL-acido lactico (+); +: respuesta
positiva; -: respuesta negativa.

Fig. 2. Resultados de la observacion de
una cepa aislada evaluada segun el
método propuesto para la asimilacion
de sustancias carbonadas.

De forma general se aprecia que todas las
especies fueron capaces de asimilar la glucosa y
ninguna de ellas utilizo el inositol, elemento parti-
cular para identificar el género Cryptococcus.??
C. albicans, C. parapsilosis, C. guilliermondii
y C. tropicalis, son las especies que mostraron
una mayor capacidad para asimilar las sustancias
carbonadas evaluadas. Se comprobo su crecimiento
frente a la xilosa, galactosa, sorbitol, maltosa y
trehalosa, ademas de adonitol y metil-alfa-D-
glucopiranosido. No obstante, de estos 2 ultimos
compuestos, es necesario sefalar que para el caso
de la asimilacion del adonitol fue inferior a 80 %
para las especies C. parapsilosis y C. tropicalis,
y 40 % para C. albicans. La asimilacion del metil-
alfa-D-glucopiranosido se encontré por debajo de
65 % para la identificacion de C. parapsilosis.

Las especies que mostraron menor capacidad
de asimilacion de compuestos carbonados fueron
C. glabrata y C. krusei, mostrando su desarrollo
solo frente a la trehalosa (80 %) y al acido lactico
(100 %), respectivamente.

De forma general, se puede valorar que la uti-
lizacion del acido lactico es caracteristica de las
especies C. albicans, C. krusei y C. kefyr. Sin
embargo, la asimilacion de la melecitosa es comun
en C. parapsilosis, C. guilliermondii y C. tro-
picalis, pero se manifiesta, a su vez, que la
celobiosa es asimilada solo por las 2 ultimas espe-
cies; se descarta C. guilliermondii, por la asimi-
lacion de la rafinosa. Este compuesto es también
utilizado por C. kefyr, sin embargo, en esta espe-
cie es propia la utilizacion de la lactosa.
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De las evaluaciones realizadas a una de las
cepas estudiadas, se muestra una imagen en la
figura 2. La lectura de los resultados se realizo
mediante la observacion visual de la placa a tras-
luz, y la zona de turbiedad alrededor del punto de
incision en el cual se colocd la fuente de carbono,
se considerd como la asimilacion de la sustancia
carbonada y, por tanto, el crecimiento del microor-
ganismo.

DISCUSION

La evaluacion de la concordancia entre las
reacciones positivas del procedimiento de auxo-
nograma modificado y el método estandar de
Wickerham mostr6 resultados satisfactorios. Es-
tos procedimientos tienen su basamento en que los
hongos son organismos quimiotrofos, que degra-
dan los nutrientes del medio exterior, como son
los complejos de hidrato de carbono, a través de
enzimas exocelulares (permeasas) en monosaca-
ridos, mas simples para su absorcion. Los estudios
de evaluacion nutricional sobre sustratos especi-
ficos han permitido definir el patron catabolico
que puede presentar un determinado género o
especie.”’

Es importante apuntar algunas experiencias
encontradas, al comparar ambos métodos de asi-
milacion y en especial al utilizar el método estandar
de Wickerham, que pueden influir en la lectura e
interpretacion inexacta de los resultados. Una de
ellas esta relacionada con la preparaciéon del me-
dio de cultivo liquido, donde la calidad del agua es
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un elemento fundamental para garantizar la total
disolucion del conjunto de sales inorgédnicas que
componen la formulacién. A su vez, en el proceso
de esterilizacion por autoclave del medio de cultivo,
acontece un conjunto de reacciones que pueden
dar lugar a la formacion de complejos insolubles,
limitando la disponibilidad de macronutrientes y
micronutrientes necesarios para cubrir las necesi-
dades basicas en el desarrollo de las especies de
levaduras.'32>28

El medio de cultivo preparado debe ser total-
mente transparente e incoloro, para evidenciar
mediante la turbidez la asimilacion del compuesto
carbonado y, a su vez, el crecimiento del microor-
ganismo. La aparicion de precipitados en el fondo
del tubo antes de ser inoculado, puede ser inter-
pretado como una reaccion falsa positiva.2%2!26
Este fenémeno ha sido reportado por varios auto-
res y hoy dia se recomienda efectuar el proceso
de esterilizacion por filtracion del medio de cultivo
liquido, utilizando filtros con membranas de acetato
de celulosa con porosidad de 0,2 im para que no se
formen estos sedimentos, con ello se garantiza la
disponibilidad de todos los ingredientes de la com-
posicion y se facilita la lectura e interpretacion de
los resultados.?%

Otro aspecto que influye en la aparicion de
precipitados del medio utilizado en el método
de Wickerham, es su almacenamiento prolongado
en el refrigerador, dado por la pérdida considera-
ble del contenido de agua y por ende una mayor
concentracion de las sales que forman parte de la
composicion.

Por otra parte, al igual que en otros métodos
para la identificacion de levaduras basados en la
asimilacion de carbohidratos, como API 20C AUX
y el ID 32C (bioMérieux, Francia),'> ° la formula-
cion del medio de cultivo propuesto contiene, ade-
mas de las sales inorganicas comunes en la base,
aminoacidos esenciales, entre ellos, histidina,
metionina y triptéfano, en concentraciones de 0,005
a 0,02 g/L de medio de cultivo, los cuales favore-
cen la adaptacion de las especies de levaduras en
el medio en un menor periodo, porque proveen los
nutrientes necesarios para su desarrollo. A su vez,
la composicidon puede ser tratada por esterilizacion
en autoclave, sin la formacion de precipitados
indeseables.

La conservacion del medio preparado en re-
frigeracion manifiesta una menor pérdida de agua,

porque esta ligada al gel de agar y, por tanto, rete-
nida por la estructura del medio de cultivo s6lido y,
por esta razon, puede ser almacenado durante pe-
riodos prolongados (2 a 3 semanas) sin sufrir cam-
bios sustanciales en su formulacion.

Por ultimo, la técnica de Wickerham se efec-
tua sin agitacion y se conoce que las levaduras
requieren de condiciones aerobias para su adecuado
desarrollo, por ello tiene una especial atencion
valorar la cantidad de medio de cultivo que se
distribuye (0,5 mL) en correspondencia con las
dimensiones del tubo, porque esto influye sig-
nificativamente en la aereacion del cultivo y, por
consiguiente, en su desarrollo. Sin embargo, el uso
de placas de Petri en el método modificado, facili-
ta el intercambio de oxigeno del cultivo y miniminiza
el problema de la interpretacion de la reaccion po-
sitiva de asimilacion.

Al comparar el método estandar con el proce-
dimiento de auxonograma propuesto, se encontrod
que un conjunto de factores influyen signifi-
cativamente en la interpretacion de los resultados,
como la preparacion del medio de cultivo, su com-
posicion, almacenamiento y las condiciones de
incubacion, con diferencias sustanciales que posi-
bilitan la interpretacion de las reacciones en un
menor periodo de tiempo y con mayor facilidad en
el método propuesto.

Segun la metodologia convencional, la iden-
tificacion primaria de toda especie de levadura
comienza con la evaluacion de criterios macros-
copicos.?>?” El morfotipo observado en las colo-
nias de los aislamientos clinicos permitid, de forma
presuntiva, considerar que pertenecian al género
Candida. De forma general, no desarrollan micelio
aéreo, a pesar de que pueden aparecer prolonga-
ciones en los bordes y superficie de las colonias,
porque la textura rugosa descrita para el caso de
C. krusei, C. tropicalis y algunas C. parapsilosis.
Este elemento es caracteristico de levaduras de
los géneros Geotrichum, Trichosporon o
Blastoschizomyces. '3’

Entre otras caracteristicas observadas en las
colonias aisladas se describi6 su tamafio y color,
los cuales fueron esenciales para descartar su
ubicacion entre los géneros Cryptococcus, que
desarrollan colonias de consistencia mucoide, y el
género Rhodotorula cuyas colonias son de color
rojo-naranja a naranja, resultantes de la produc-
cion de carotenoides.>!32?



Es comun realizar la identificacion de C. al-
bicans mediante la técnica de tubo germinativo,
una prueba simple, rapida y econémica." Sin em-
bargo, los inconvenientes de esta prueba estan
dados a que C. dubliniensis, especie de caracte-
risticas fenotipicas casi idénticas, también produ-
ce tubos germinales, por lo que esta prueba no
discrimina ambas especies, solo puede orientar en
la identificacién y es necesario complementarla
con otros estudios.?’?? Del mismo modo, pueden
obtenerse resultados falsos positivos en otras es-
pecies del género como C. tropicalis y C. para-
psilosis que producen estructuras semejantes a
un tubo germinativo.'>'*3° Asi, para identificar los
aislados falsos positivos y falsos negativos, se re-
comienda utilizar pruebas adicionales, como son la
producciéon de clamidosporas, el uso de medios
cromogénicos, la asimilacion de aztcares, la
termotolerancia a temperaturas entre 42 y 45 °C,
la resistencia frente a la cicloheximida, y en caso
necesario, la genotipificacion.!3142830

Al analizar los resultados obtenidos, el método
de auxonograma del carbono propuesto mostrd un
buen desempefio diagndstico para la identificacion
de especies de Candida de interés clinico. En pri-
mer lugar, se destaca la variacion de la distribu-
cion de las cepas tipificadas, donde C. albicans
es la especie mas frecuente y segun varios repor-
tes, es la responsable de la mayoria de las infec-
ciones causadas por levaduras.>6!0!!

La elevada incidencia de las micosis oportunis-
tas y nosocomiales afectan fundamentalmente
a los pacientes con algin tipo de inmunosupre-
sion.'* De forma particular, las especies del
género Candida estan asociadas a estas infeccio-
nes, a pesar del amplio espectro de agentes
antifingicos utilizados como terapia preventiva. Este
hecho ha contribuido a la emergencia de nuevas
especies, lo cual pudiera explicar que en los resul-
tados del trabajo, 60 % de las cepas aisladas de
muestras clinicas tipificadas pertenecen a otras
especies de Candida no-albicans.>”’

El procedimiento modificado brinda la posibili-
dad de realizar una identificacion correcta del agente
causal de la infeccion aislado en un periodo minimo
de 24 h, lo cual puede modificar la conducta tera-
péuticay, a su vez, pudiera tener implicaciones di-
rectas sobre el tratamiento aplicado al paciente,
por causa de la resistencia innata y adquirida de
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algunas especies de interés médico a los trata-
mientos antifungicos de primera y segunda gene-
racion. Ejemplo de ello es el caso de C. krusei,
C. glabrata y C. albicans, que con frecuencia
pueden presentar resistencia al fluconazol.” "

Es importante resaltar que a pesar de que la
identificacion de las especies de Candida se logro
mediante el analisis coincidente de los patrones de
asimilacion de hidratos de carbono reportados en
la bibliografia, cada método o sistema con este fun-
damento pueden reflejar variaciones en los por-
centajes de reacciones positivas de asimilacion,
aspecto que debe ser valorado por el analista del
ensayo.

Elmétodo de asimilacion de los carbohidratos
es una técnica que forma parte de un conjunto de
ensayos que se realizan segun la metodologia
micologica convencional, por lo que la cantidad de
compuestos a evaluar pueden ser seleccionados
en dependencia de la especie que se sospecha.
Los resultados reflejados en la tabla 2, permiten
apreciar que el empleo del &cido lactico (AcL) es
util para diferenciar, entre especies, a C. albicans,
C. krusei y C. kefyr; sin embargo, excepto en el
sistema automatizado ID 32C, no esta ampliamen-
te generalizado su uso.'

Por otro lado, se observa que, si desea aplicar
una técnica simplificada de auxonograma, el em-
pleo de los disacaridos (celobiosa, lactosa y
trehalosa) y los trisacaridos (melecitosa y rafinosa)
son determinantes. Este procedimiento posibilitd
el reconocimiento de Candida kefyr, lo cual reve-
16 que fue la tnica especie capaz de asimilar la
lactosa, ademas de la rafinosa y el acido lactico.
En las tablas de identificacion de los sistemas ID
32C y API 20C AUX, se reportan datos variables
de positividad, 83 y 18 %, para el sorbitol y 85y 34
%, para la xilosa, respectivamente, las cuales re-
sultaron negativas en el estudio, por lo que se con-
sidera que no son concluyentes para definir esta
especie en cuestion.!>!3

La diferenciacion entre C. parapsilosis y
C. tropicalis, ambas positivas a la melecitosa, se
logroé al evaluar la celobiosa, porque la asimilacion
fue negativa para C. parapsilosis y positiva para
C. tropicalis al aplicar el método modificado. No
obstante, la reaccion de asimilacion de la celobiosa,
reportada en la tabla de identificacion de los siste-
mas ID 32C y API 20C AUX, es variable para
esta especie, 91 y 17 % en cada sistema.!>!
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El alto grado de reproducibilidad evidenciado
por el procedimiento modificado de auxonograma,
al identificar las diferentes cepas de Candida,
puede atribuirse a las ventajas que ofrece el méto-
do, entre las que se incluyen: el uso de un medio de
cultivo sintético de facil preparacion, esterilizable
en autoclave, con mayor contenido nutricional, que
puede conservarse antes de su uso a temperatura
de 2 a 8 °C hasta 2 semanas, su reducido periodo
de incubacion y los minimos requisitos de habilidad
para la interpretacion de la prueba.

La exactitud para determinar las reacciones
de asimilacién empleando la modificacion del mé-
todo propuesto permite asegurar que este resultd
altamente favorable, conveniente y practico, por-
que logré un ahorro sustancial de material y de
tiempo, todo lo cual se evidencio al lograr evaluar,
de manera simultanea, 14 sustancias que constitu-
yen las fuentes de carbono fundamentales para la
diferenciacion de las especies de Candida. El
método propone una alternativa para realizar la
prueba en caso de no contar con discos impregna-
dos con sustancias carbonadas. Estos aspectos son
relevantes en un laboratorio de recursos limitados,
especialmente si se maneja una elevada carga de
trabajo y contribuye a minimizar los gastos, sin
perder la efectividad de la prueba.
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Identification of Candida species of clinical importance
by means of a modified auxonographic method

ABSTRACT

InTrODUCTION: Candida species are responsible for the most
common opportunistic mycotic infections. Rapid and accurate
identification of yeast has become relevant not only for the
effective management of infections, but also for the prevention
of drug resistance. Up to now, yeast identification procedures

are based on a variety of tests, including their ability to use
sugars. OBJECTIVE: the purpose of the study was to evaluate a
modified auxonographic procedure with the use of carbonated
compounds for the rapid identification of Candida species within
24 to 48 h. MEeTHODS: the new procedure is based on the
carbohydrates assimilation (auxonograph) and was developed
and evaluated for the identification of the most clinically relevant
Candida species. A total number of 164 Candida species strains
were included in the study, 156 of them were isolated from
clinical specimens and other 8 reference strains from the central
culture collection of BioCen (C. albicans, C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. glabrata, C. guilliermondii, C. krusei y C. kefyr).
The new methodology was based on the use of standardized
yeast suspension of carbon-free culture medium sterilized by
autoclaving. After gelling the mixture (60 mL of cultural medium
and 3 mL of microbial suspension), 10 pL of different
carbohydrate filtering-sterilized solutions were dispensed at
different points of the culture medium surface. The carbohydrate
uptake was seen as a growth zone around the carbohydrate point
of distribution after 24-48 h of incubation. Resurrs: all Candida
species were correctly identified by the modified auxonographic
method and 100 % agreement with the Wickerham technique
was achieved. Concrusions: the alternative method for the
auxonographic carbon test is simple, reliable, faster and easier to
interpret than the Wickerham method.

Key words: carbohydrates, uptake, auxonographic procedure,
yeasts identification, Candida.
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