Bluovvary

Candida sp. is a yeast that causes
primary and secondary infec-
tions. Recently, a species of this
genre, Candida dubliniensis, has
emerged as an important
pathogen, specially in HIV posi-
tive inmuno supressed individu-
als, with manifestations mainly
in oral cavity. This yeast presents
some difficulties in it’s iden-
tification, particulary when it
has to be differentiated from
Candida albicans. This differen-
tiation is important because of
the differences both yeasts pres-
ent in terms of antifungic resist-
ance. Still, there are some simple
biochemic and phenotypic tests
that allow to identify correctly C.
dubliniensis. This review focuses
on the clinic manifestations of C.
dubliniensis infection, as well as
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the biochemic phenotypic and
molecular tests that help with
this yeast’s identification.

- NTRODUCCION

La candidosis es una micosis pri-
maria o principalmente secundaria,
ocasionada por las levaduras del
género Candida sp. Las mani-
festaciones clinicas son localiza-
das, diseminadas o sistémicas;
puede afectar piel, mucosas u or-
ganos internos. Las alteraciones
histopatoldgicas varian desde in-
flamacién minima hasta supura-
cion o reacciones granulomato-
sas.(l) Aunque Candida albicans ha
sido el agente mas frecuente en

la candidiasis orofaringea en pa-
cientes inmunosupresos, en estos
Gltimos afios su prevalencia ha
disminuido; favoreciéndose otras
especies de tales como C. tropica-
lis, C. glabrata, C. krusei y en los
Gltimos afios una nueva especie
denominada C. dubliniensis. La
taxonomia correspondiente a esta
nueva especie, es la siguiente:
Clase Blastomycetes, Orden Mo-
niliales, Familia Crytococcaceae(l),
C. dubliniensis (Sullivan,
Coleman, Westerneng, Haynes y
Bennett, 1995).

ASPECTOS CLINICOS
Y PATOGENESIS

En la gran mayoria de pacientes
VIH positivos, en estados tempra-
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nos de la infeccién, inicia un au-
mento substancial de los niveles de
levaduras del género Candida sp.,
hasta llegar a cantidades mucho
mayores que las que presentan
personas sanas. Con el incremento
de la densidad de estas levaduras
en cavidad oral, se llega a esta-
blecer un proceso infeccioso; lo
que es indicativo de que los meca-
nismos inmunoldgicos estan seria-
mente comprometidos, debido a
gue un hongo gue es comunmente
microbiota indigena de cavidad
oral establece una micosis con un
cuadro clinico asociado.(15) La
mayoria de aislamientos identifi-
cados como C. dubliniensis, han
sido obtenidos de cavidades orales
de individuos VIH positivos, par-
ticularmente de pacientes que pre-
sentan episodios recurrentes de
candidosis. Ademas, se ha encon-
trado causando infecciones sisté-
micas; logrando aislarse C. dubli-
niensis de: heces, esputo, orina,
vagina y tracto respiratoriol7; y
también, asocidndose esta patolo-
gia a poblacion pedriatica (9). En
general, estas levaduras son consi-
deradas flora normal de cavidad
oral de los humanos. Por lo que se
va a establecer una competencia
entre C. albicans y C. dubliniensis

(15); ante algunas investigaciones

realizadas se ha planteado lo

siguiente:

. En ausencia de presion por
antifangicos, en la cavidad
oral va a predominar C.
albicans.

. Algunos factores que pueden
favorecer el predominio, en
orofaringe, de C.
dubliniensis son: su
hidrofobicidad de células de
superficie que le permite

unirse a bacterias de cavidad

oral y formar

biopeliculas.(10)
Ademés, a C. dubliniensis ya se la
ha demostrado la capacidad de ge-
nerar mas rapidamente resistencia
a la terapia antifungica; principal-
mente en pacientes con factores
predisponentes como SIDA o VIH
positivo, que han recibido multi-
ples tratamientos contra diversas
micosis que se le han estableci-
do(6), de ahi la importancia del
aislamiento e identificacion de esta
nueva especie. Este uso prolon-
gado de antifingicos pueden eli-
minar la competencia de C. dubli-
niensis con otros hongos (princi-
palmente C. albicans) y aumentar
el riesgo de una candidosis orofa-
ringea por esta nueva especie con
elevados perfiles de resisten-
cia.(10)

ASPECTOS
EPIDEMIOLOGICOS

No existen muchos casos reporta-
dos por C. dubliniensis, probable-
mente si existan casos pero por la
falta de experiencia, por la falta de
procedimientos estandarizados pa-
ra su identificacion y por su gran
semejanza con C. albicans, debe
existir un subregistro y la identifi-
cacion como C. albicans (8). Ade-
mas esta en aumento la cantidad de
casos de infecciones reportadas por
Candida no-albicans como: C.
tropicalis, C. glabrata, C. parapsi-
losis, C. krusei, por lo que no es de
extrafiar que conforme pasen los
afios y se tengan mejores técnicas
de identificacion aumentaran los
casos por C. dubliniensis. (15) Han
sido reportados casos princi-
palmente en Irlanda, Estados

Unidos, Argentina, Suiza,
Australia e Inglaterra; en donde se
han logrado aislar e identificar la
levadura con seguridad y asociarla
al proceso infeccioso.(10) En
algunos estudios de investigacién
realizados se ha asociado la
candidosis por C. dubliniensis con
los siguientes factores (algunos
mencionados anteriormente):
. Pacientes VIH-positivos o
en fase SIDA y/o historia

de uso de drogas
intravenosas.
. Se ha asociado

fuertemente con pacientes
VIH positivos o con

alguna enfermedad
debilitante de fondo que
fueron tratados

previamente (un periodo
no mayor de los 9 meses)
con fluconazol debido a
una candidosis
orofaringea.( 10)

. Se ha visto implicado a
micosis mixtas en
pacientes inmuno-
comprometidos; en donde
se ha logrado aislar e
identificar C. dubliniensis
junto con C. albicans.

. Pacientes VIH negativos,
pero con enfermedades
debilitantes de fondo como
una diabetes
descompensada o uso de
drogas inmunosupresoras,
y que ha recibido
tratamientos  prolongados
con antiflngicos.

PRUEBAS BIOQUIMICAS Y
FENOTIPICAS PARA LA
DIFERENCIACION DE
C. albicans Y C. dubliniensis



Estas dos especies tienen caracte-
risticas fenotipicas casi idénticas,
lo que hace dificil la diferenciacion
al intentar identificarlas a nivel de
los laboratorios clinicos de los
centros hospitalarios. Algunas de
las caracteristicas que comparten
son los siguientes:

. Caracteristicas macrospicas
en Agar Glucosado de
Sauboraud (AGS)
préacticamente idénticas.(14)

. Caracteristicas

microscopicas idénticas:
blastosporas gemantes y
produccion pseudomice-
lio.(6)

. Prueba de tubo germinativo
positivo (en suero humano,
en 3 horas a 37 °C).(6)

. Produccion de
clamidosporas en  Agar
Harina de Maiz (Cornmeal)
(6)

. Crecimiento a 37 °C en
AGS. (14)

Actualmente, la forma mas precisa
para diferenciar entre ambas espe-
cies son las técnicas moleculares,
lo cual se lleva a cabo en laborato-
rios de referencia. Algunos méto-
dos fenotipicos confiables para la
identificacion de C. dubliniensis
son la asimilacion de carbohidra-
tos, empleando sistemas comer-
ciales, y la deteccion de antigenos
especificos mediante inmunofluo-
rescencia, morfologia en algunos
medios de cultivo, entre otros.(11)
Cuadro 1. Pruebas bioquimicas y
fenotipicas para la caracterizacion
y diferenciacion de C. albicans y
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C. dubliniensis. Como es evidente
en el Cuadro 1, no se podria dar
una identificacion definitiva ni
descartar la presencia de C. dubli-
niensis en un aislamiento con una
Unica prueba de las anteriores.
Ademas, se pueden sumar a estas
pruebas la utilizacion de los Siste-
ma de asimilacion de carbohidratos
utilizados en algunos centros
hospitalarios y laboratorios clini-
cos; como lo son: APl 20C AUX,,
Vitek System, o APl ID 32 C,
(bioMérieux, Francia). Sin em-
bargo, mudltiples estudios realiza-
dos han evidenciado que ain no se
puede excluir la presencia de C.
dubliniensis basados en estos sis-
temas, debido a que aislamientos
de esta especie han dados resulta-
dos como lo siguientes en estas
pruebas: la no identificacion, un
perfil dudoso, o bien, una pobre
identificacion como C. sake o C.
albicans. Esto debido a la cercania
genética, fenotipica y bioquimica
de C. albicans y C. dubliniensis.
6,15
ENSAYOS DE
INMUNOFLUORESCENCIA

En un estudio realizado en 1998, se
preparé un antisuero policlonal en
ratones neozelandeses, para luego
probarlo en la identificacion de
varias levaduras.(3) Entonces, se
realizaron varias pruebas de in-
munofluorescencia indirecta, en
donde se le agregd anti-C. dubli-
niensis a aislamientos de varias le-
vaduras y luego se afiadié el con-
jugado anti-anticuerpos de ratén
marcado con el fluorocromo.

Conforme iba avanzado el estudio
se tratd de purificar el antisuero y
eliminar anticuerpos que
reconocieran antigenos comunes
entre blastosporas de  C.
dubliniensis y C. albicans.(3) Se
logré obtener un antisuero capaz
de no tener reaccion cruzada con
C. albicans y que reconociese so6lo
a C. dubliniensis; sin embargo, este
siguid presentando en algunas
ocasiones reacciones cruzadas con
C. krusei y Rhodotorula rubra.(3)
En fin, a la conclusion a la que se
llega es que existe una diferencia
antigénica importante en C.
dubliniensis y C. albicans que
permite realizar técnicas
inmunolégicas para su iden-
tificacion, sin embargo, se debe
perfeccionar o tratar de obtener
anticuerpos mas especificos (como
monoclonales) que eliminen la
posibilidad de reacciones cruzadas
con otras especies de Candida y
con otros hongos.

TECNICAS MOLECULARES
PARA DWERENCIACION
ENTRE C. albicans y
C. dubliniensis

Andlisis PCR y PCR-multiplex
Se han llegado a utilizar analisis de
PCR directo o multiplex PCR con
primers especificos que amplifican
los genes SAP (proteasa aspartica
secretada) y genes DAP2
(dipéptidil aminopéptidasa), y que
sirven para diferenciar claramente
C. albicans de C. dubliniensis.(2,
18)

“Pulsed field gel electrophore-
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Cuadro 1. Pruebas bioquimicas y fenotipicas para la caracterizacion
y diferenciacion de C. albicans y C. dubliniensis

PRUEBA

C. albicans

C. dubliniensis

Crecimiento en AGS
a 45 °C en 48 horas(17)

99% de las cepas presentan
crecimiento.

En general, ninguna cepa
logra crecer.

Crecimiento en AGS
a 42 °C en 48 horas(17)

Todas las cepas presentan buen
crecimiento.

9% de las cepas logran
crecer en estas condiciones.

Produccion de
clamidosporas en
Agar Cornmeal (1,14,15)

En general, produce
clamidosporas terminales(1).

Produce clamidosporas
agrupadas en pares, tripletas
o cadenas largas, pero no
todas las cepas lo hacen (14,15).

Produccion de
clamidosporas en
Agar Staib(16)

Ninguna cepa produce
clamidosporas en este medio
durante 48 horas.

85% de las cepas producen
clamidosporas en este agar
durante 48 horas.

Utilizacion del medio
CHROMagar, (15,17)

Produce colonias verdes
-azuladas claras en 48 horas a
37 °C.

Produce colonias verdes
oscuro en 48 horas a 37 °C.
Pero sélo en aislamientos
primarios, con los
subcultivos esta caracteristica
se pierde.

Utilizacion del Agar Azul
Metilo de Sabouraud (14)

Colonias fluorescen con un
color amarillo al ser
expuesto a luz UV, pero
solo en aislamiento

primarios, no subcultivos.

No presenta fluorescencia
bajo las mismas
condiciones.

Produccién de
clamidosporas en Agar
Caseina (11)

24 °C en 48 horas.

No produce clamidosporas a

Produccién de abundantes
clamidosporas a 24 °C
en 48 horas.




sis” 'y andlisis de cariotipo
En estudios realizados en 1999, se
realizaron analisis del cariotipo
mediante “pulsed field gel elec-
trophoresis”; se obtuvo que la cepa
Cd36 y aislamientos sospechosos
de C. dubliniensis mostraron 9 a 10
bandas en su mayoria menores de 1
Mb. En cambio, la cepa ATCC
18804 y aislamientos sospechos
por C. albicans mostraron 7 0
menos bandas cada una y en su
mayoria mayores a 1 Mb.(6) Este
andlisis ha demostrado ser una
técnica excelente para diferencia-
cién genética entre poblaciones.
Con ella se detectan variaciones en
distintos loci debidos a la di-
vergencia evolucionaria. Permitié
distinguir a C. dubliniensis de C
albicans y C. stellatoidea en dos
estudios distintos, demostrando su
gran divergencia genética de otras
especies de Candida sp.(6)

TRATAMIENTO Y
RESISTENCIA A LOS
ANTLFUNGICOS EN

C. dubliniensis

El tratamiento contra las levaduras
del género Candida siempre serd
muy dificil, debido a que estas
micosis casi siempre se asocian
con factores predisponentes muy
serios (como los mencionados en
los aspectos epidemiolégicos). Por
esto, el tratamiento de eleccion
contra una candidiasis va a ser
eliminar, controlar o reducir los
factores predisponentes del pa-
ciente.(1) Todavia no se ha esta-
blecido exactamente el tratamiento
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a seguir en una infeccion por C.
dubliniensis, sobre todo, por que
en los casos que se han reportado
van a presentar altos niveles de re-
sistencia al fluconazol y en menor
medida a otros azoles.(15) EI prin-
cipal problema, es que en pacientes
neutropénicos, VIH positivos o con
SIDA es muy comln que reciban
tratamientos prolongados
principalmente con fluconazol,
pero también con ketoconazol o
itraconazol.(1) Por eso es comun
gue en estos tipos de pacientes se
desarrollen candidosis orofaringea
con altos niveles de resistencia a
los antifingicos. Sin embargo, los
derivados de azoles (principal-
mente el fluconazol), contindan
siendo efectivos en el tratamiento
de candidiasis oral, aun en pacien-
tes con avanzada inmunodeficien-
cia, constituyéndose el tratamiento
estandar. Como se menciono
anteriormente, con la aparicion de
esta nueva especie, se han rea-
lizado estudios en donde se de-
muestra que C. dubliniensis desa-
rrolla resistencia “in vitro” al flu-
conazol, cuando es expuesto a este
por periodos cortos pero todos los
aislamientos permanecen sensibles
a Anfotericina B y a caspon-
fungina. (13)

B oncuusiones

Candida dubliniensis se asemeja
fenotipicamente a Candida albi-
cans de tal forma que a menudo es
falsamente identificada como tal.
Hasta que a esta nueva especie no
se le dé la importancia clinica que

tiene, seguird siendo confundida
con C. albicans, dificultando todo
esfuerzo por conocer su epidemio-
logia y su verdadera importancia
clinica. Por otro lado, para un po-
sible diagnostico, en un medio li-
mitado como el de los paises sub-
desarrollados como Costa Rica; se
podria tomar en cuenta los si-
guientes aspectos para llegar a una
identificacion certera de C. dubli-
niensis:

. Aspectos  epidemioldgicos:
pacientes  con  factores
predisponentes importantes,
con cuadro recurrentes de
candidosis oral, y que
posiblemente hayan recibido
tratamientos prolongados
con antifingicos.

. Ausencia de crecimiento a
45 °C en AGS a las 48 horas.

. Produccion de tubo
germinativo en 3 horas
exactas de incubacion a 37
°C.

. Generacion de
clamidosporas en  Agar
Cornmeal (en algunas cepas
serdn en pares o cadenas
largas).

. Se pueden utilizar medios
baratos y sencillos como el
Agar Caseina, y la
produccion de
clamidosporas.

. Perfil de asimilacion de
azucares, mediante el uso del
sistema de identificacion de
levaduras APl 20C AUX o
Vitek System (bioMerieux,
Francia).

Por ultimo, es muy importante se-
falar que estas pruebas se deben
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utilizar simultaneamente 'y se
deben asociar a los aspectos epide-
mioldgicos y clinicos. No se puede
descartar la presencia de C. du-
bliniensis con un s6lo procedi-
miento de los anteriores.

BN csumven

La levadura Candida sp causa in-
fecciones primarias y secundarias.
Recientemente una especie de este
género, Candida dubliniensis, ha
emergido como un patégeno im-
portante, especialmente en pacien-
tes inmunosupresos con HTV, con
manifestaciones principalmente en
cavidad oral. Esta levadura pre-
senta ciertas dificultades en su
identificacion, en particular a la
hora de ser diferenciada de Candi-
da albicans. Esta diferenciacion es
importante debido a diferencias en
cuanto a resistencia a tratamiento
antifungico. Aun asi, existen algu-
nas pruebas bioquimicas y fenoti-
picas sencillas que permiten sepa-
rar estas levaduras. El siguiente
articulo se centra en las manifesta-
ciones clinicas de una infeccion
por C. dubliniensis, asi como en las
pruebas bioquimicas, fenotipicas y
moleculares que permiten
identificar esta especie.
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