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ALGUNDS ASPECTOS BIOGQUIMICOS INDISPENSABLES
PARA LA IDENTIFICACION DE ESPECIES DE CANDIDA

EsTHER CASTILLO DE THEILKUHL, Profesora Asis-
tente, Seccién de Microbiologia.

INTRODUCCION

Se pudo comprobar de nuevo (18) que las caracteristicas ma-
croscopicas y microscoépicas celulares y del crecimiento de las Can-
didas en medios aconsejados corrientemente para ello, son datos
de gran valor para hacer diferenciacion y comprobacion del género,
pero insuficientes por si solos cuando se trata de hacer diferencia-
cion en especies, dado que dichos microorganismos aunque aparen-
temente simples, son complejos y variables no solo en cuanto a
su forma sino también en sus caracteres fisiolégicos, bioquimicos,
antigénicos, etc. Se necesita entonces, de la coordinacion tanto de
las caracteristicas anotadas como de resultados sobre comporta-
miento bioquimico, para llegar a la diferenciacién de especies cuan-
do por circunstancias inherentes al trabajo mismo o por curiosidad
tnvestigativa quiere complementarse el estudio taxonémico. No
odstante que el estudio 61oquimico complementario conauce, Segin
bibliografia, al esclarecimiento de la especie, tampoco la clasifica-
cién podria basarse en dichos resultados unicamente, ya que como
se anoto anteriormente (Revista Colombiana de Ciencias Quimico
Famacéuticas, Vol. 2, N? 2), los microorganismos en cuestiéon pre-
sentan también variaciéon bioquimica.

El motivo de este trabajo es confirmar la necesidad que el
conocimiento del comportamiento bioquimico (reacciones de fer-
mentacion y reacciones de asimilacion de carbono, especialmente)
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pueden aportar para el estudio taxondémico de las Candidas, como
también, hacer comprobacion de la variacion bioquimica presenta-
do por los mismas.

Para tal fin, con 40 cepas de levaduras aisladas a partir de
secrectones vaginales y vulvo - vaginales y las cuales fueron some-
tidas por métodos diversos, al estudio de sus caracteristicas ma-
croscopicas y microscopicas, en base de las cuales se hizo la diferen-
ciacion del género de 36 de éllas (18), se hace la continuaciéon del
trabajo, tendiente a la diferenciacién de especies y a la comproba-
cton de la variacion bioquimica.

1. — REVISION BIBLIOGRAFICA

En base de estudios taxondmicos realizados por buen nimero
de investigadores (2, 3, 4, 6, 8, 9, 10) acerca del género Candida
y otros géneros de levaduras, se han establecido técnicas y métodos
que son seguidos como guias o pautas convencionales en trabajos
de investigacion realizados en tal sentido y los cuales, al menos en
parte, merecen consideracién (18).

Para estudios taxondémicos mas detallados (identificacion de
especies) Lodder y Kreger van Rij consideran mas definitivos los
resultados obtenidos con relaciéon a reacciones de fermentacion y
reacciones de asimilacién de carbono; pueden también tenerse en
cuenta algunos datos complementarios sobre requerimientos de vi-
taminas, utilizacién de nitrégeno, desdoblamiento de arbutina, pro-
duccién de pigmentos, ete. (2, 5, 6, 10).

La bibliografia aporta igualmente datos, al parecer muy va-
liosos, sobre otros métodos y técnicas experimentadas por investi-
gadores en los tultimos anos, tendientes también al estudio taxo-
némico de las levaduras, en especial de los géneros Saccharomyces
y Candida, basados en el analisis de la composicién bésica del DNA
(acido desoxirribonucleico) (1, 16) y de las caracteristicas antigé-
nicas (11, 12, 13, 14, 17) que podrian conducir a resultados méis
exactos en clasificacion y a despejar las dudas aln existentes.

2. — MATERIALES Y METODOS

Se realizé el experimento con 40 cepas de levaduras aisladas
a partir de secreciones vaginales o vulvo - vaginales, las cuales fue-
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ron analizadas previamente por diversos métodos para hacer el es-
tudio de las caracteristicas macroscépicas y microscépicas, y de las
cuales 36 fueron identificadas como pertenecientes al género Can-
dida (18).

La parte experimental de este trabajo comprende el estudio
bioquimico (reacciones de fermentaciéon y asimilaciéon de carbono)
y la comprobacién de la variacién bioquimica presentada por este
género de levaduras.

2.1. Reacciones de fermentacion.

Teniendo como medio basico el caldo base rojo de fenol (Dif-
co), (15) se prepararon soluciones al 1% de cada uno de los si-
guientes azlcares: maltosa, lactosa, dextrosa, galactosa y sacarosa.

Las soluciones fueron preparadas y esterilizadas de acuerdo
con las instrucciones de la casa Difco y envasadas en cantidad de
7 ml. para cada tubo de Durham.

Cada una de las cepas de levaduras aisladas fue sembrada en
cada una de las soluciones de aziicares ya anotadas.

Inéculo: Las cepas de levaduras inicialmente aisladas en agar
glucosado de Sabouraud con sulfato de neomicina, fueron pasadas
al mismo medio de cultivo envasado en tubo, incubadas a 37°C por
48 horas para su desarrollo y mantenidas constantemente en re-
frigeraciéon a 8°C.

De estas cepas asi mantenidas se suspendié una asada en 2
ml. de solucién salina isoténica estéril (0.85%) y de esta suspen-
sién, previa agitacién, se tomé6 como indculo 0.1 ml. para cada una
de las soluciones de azlcares.

Los cultivos fueron incubados por periodos de 48 horas a tem-
peraturas de 37° C, observados después de su incubacién y anota-
das las reacciones correspondientes.

Las fermentaciones, indicadas por un cambio marcado de co-
lor del medio de fucsia a amarillo intenso se indican como positi-
vas: +; en caso de no haber cambio de color la reaccién se tomé
como negativa: —; las reacciones débiles se indican como:=.

2.2. Reacciones de asimilacion.

Para las reacciones de asimilaciéon de carbono se utilizaron los
mismos carbohidratos utilizados para las reacciones de fermenta-
ci6n, més el etanol en concentraciones al 1% adicionados al medio
basico.
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Inoculo: Se empleé el mismo tipo de indculo y en la misma
cantidad, que el empleado para las pruebas anteriores.

Los cultivos fueron incubados a 37°C por periodos de 48 y 72
horas, anotandose los resultados después de cada periodo de incu-
bacién.

Se tuvo como criterio el crecimiento o no del microorganismo,
informados como positivo o negativo respectivamente (4 o —).

En algunos casos en que las reacciones de asimilacién apare-
cieron poco claras fueron seguidamente repetidas siguiendo el mis-
mo procedimiento anotado y en las mismas condiciones empleadas
para el ensayo anterior.

2.3. Comprobacion de la vartaciéon bioquimica.

Transcurrido un periodo de dos meses y habiendo mantenido
las cepas puras en agar - glucosado de Sabouraud, envasado en tu-
bo y en refrigeracién a 8°C, se practicaron de nuevo reacciones de
fermentacién con el animo de verificar los resultados de las reac-
ciones de fermentacién anteriormente practicadas y de verificar
la variaciéon bioquimica presentada, segin bibliografia, por espe-
cies de Candida.

Las reacciones fueron practicadas en forma idéntica a las an-
teriores, haciéndose incubacién de los cultivos a 37°C por periodos
de 48 y 72 horas, después de los cuales se anotaron los resultados
obtenidos.

3. — RESULTADOS

3.1. Reacciones de fermentacion.

Practicadas las primeras reacciones de fermentacién sobre los
azlcares: maltosa, lactosa, glucosa, galactosa y sacarosa con cada
una de las 40 cepas de levaduras aisladas (18) se obtuvieron los
resultados anotados en el cuadro N° 1.

3.2. Reacciones de astmilacion.

Realizadas las pruebas de asimilacion de carbono de los com-
puestos organicos: maltosa, lactosa, glucosa, galactosa, sacarosa y
etanol, se obtuvieron los resultados resumidos en el cuadro N¢ 2.
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Reuniendo los datos obtenidos inicialmente sobre caracteris-
ticas macroscopicas y microscépicas celulares y del crecimiento
(18) con los datos aqui resumidos (cuadros nimeros 1 y 2) sobre
reacciones de fermentacién y asimilacién de carbono practicadas
sobre las 40 cepas de levadura aisladas de secrecciones vaginales
o vulvo - vaginales, se logrd, no sin dificultad, hacer identificacion
por especies de las levaduras y establecer la incidencia relativa
entre las siete especies asociadas por lo comin con candidiasis hu-
manas, en nuestro medio, en caso de vaginitis o vulvo - vaginitis
por Candida.

CUADRO NUMERO 1

REACCIONES DE FERMENTACION
37°C por 48 horas

Lactosa Maltosa Sacarosa Dextrosa Galactosa

Cepa N9 1% 1% 1% 1% 1% Especie
la — +G — +G + C.albicans
2b - — — +G + C.albicans
2 — +G — +G + C.albicans
3 -— +G — +G + C.albicans
4 — +G + +G + C.albicans
5 — +G x +G x C.albicans
6 — — — +G + C.krusei
9N.C
10N.C
11N.C
12 — +G — +G x C.albicans
13 — +G +G +G * C.tropicalis
16N.C
19 — — + + + C. guilliermondii
20 — +G — +G + C.albicans
21 — = + + + C. guilliermondii
22 — +G x +G = C.albicans
23 — +G — +G x C.albicans
24 — — + + = C. guilliermondii
25 — +G — +G x C.albicans
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Lactosa Maltosa Sacarosa Dextrosa Galactosa

Cepa N9 1% 1Y% 1% 1% 1% Especie
26 — +G x +G + C.albicans
27 — +G +G +G +G C.tropicalis
28 —_ — — +G — C.parakrusei
29 — +G +G +G + C.tropicalis
30 — +G — +G + C.albicans
31 = — — = — N.I.
32 — +G — +G + C.albicans
33 — + —_ +G + C.albicans
34 — x + + - C.guilliermondii
35 — +G — +G x C.albicans
36 — +G — +G + C.albicans
37 — +G — +G + C.albicans
38 + + + + + N.I.
40 — s + + x C.guilliermondii
41 — +G — +G x C.albicans
42 - +G — +G x C.albicans
43 — +G — +G x C.albicans
44 — +G — +G x C.albicans
45 — x = x x C.guilliermondii
46 — +G — +G x C.albicans
47A — +G — F — N.I.
47B — - — x ¥ N.I.
48 - +G — +G = C.albicans
49 — +G — +G x C.albicans
~

|

Reaccion de fermentacién negativa.

+ : Reaccion de fermentacion positiva.
+ : Reaccién de fermentacién débil.
G : Produccién de gas.
N.C : No creci6 en el medio de aislamiento
N.I : No identificada.
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CUADRO NUMERO 2

REACCIONES DE ASIMILACION DE CARBONO

Lactosa Maltosa Dextrosa Sacarosa Galactosa Etanol
Cepa N9 1% 1% 1% 1% 1% 1% Especie
48 h. 72 h. 48 h.72 h. 48 h.72 h. 48 h.72 h. 48 h. 72 h. 48 h.72 h.
la + 1|+ + + + + + + + + + |+ C.albicans
2b - = —1- +  + +  + +  + - = C.albicans
2 o+ o+ T— T— + 4+ [+|[+]  ceamicans
3 - S P o+ + + = [+]  c.abicans
4 _ - + + + 4+ + - = C.albicans
5 - - +  + ¥ F C.albicans
6 - = N — + 4+ - - - = F + C.krusei
IN.C
10N.C
1IN.C
12 - = + 4+ + 4+ — 4+ + + — 1+ C.albicans



Lactosa Maltosa Dextrosa Sacarosa Galactosa Etanol

Cepa N9 1% 1% 1% 1% 1% 1% Especie
48 h.72 h. 48 h.72 h. 48 h. 72 h. 48 h.72 h. 48h.72h. 48 h.72h.
13 B +  + + 4+ + + +  + F ¥ C.tropicalis
16N.C
19 — m +  + + + - 4+ + + - 4+ C. guilliermondii
20 _ - PR T P + o+ [+|[+]  c-amicans
21 T’ F + + + + + 4+ +  + + 4+ C. guilliermondii
22 - - + + + + + + + + ? TI C.albicans
23 - = S + + + + + + _:— T‘ C.albicans
24 m m I o4 + o+ + o+ =+ C. guilliermondii
25 - - + + + + + + + + Fil+ C.albicans
26 - |+ + + + + + + + + +1|+ C.albicans
27 - - + + + + +  + + + -+ C. tropicalis

28 - - - - + + IT\ _l - 4+ -+ C.parakrusei
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Cepa N9

Lactosa
1%
48 h.72 h.

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

40

41

42

Maltosa Dextrosa Sacarosa Galactosa Etanol
1% 1% 1% 1% 1%

48 h. 72 h. 48h.72 h. 48 h.72 h. 48 h. 72 h. 48 h.72 h.
+ + + + + + + + + +
+ + + + - = - +
+ + + + + + + + + +
+ + + + + + + + m_zi
+ + + + + + + + - Z!
+ + + + + + + + F +
+ + + + - + + + - 3
+ + + + + + + + i:‘ m
+ + + + + + + + [—I_‘ E
+ + + + + + + 4+ + +
+ + + + + + + + - =
+ + + + + + + + - -
+ + + + + + + + - -

Especi'e

C.

C.

N.

Q Z2 O Q

o

tropicalis
albicans

I.

.albicans

.albicans

. guilliermondii

.albicans

.albicans

.albicans

I

. guilliermondii
.albicans

.albicans



Lactosa Maltosa Dextrosa Sacarosa Galactosa E'tanol
Cepa N° 1% 1% 1% 1% 1% Especie
48 h.72 h. 48 h.72 h. 48 h. 72 h. 48 h.72 h. 48 h.72 h. 48 h.72 h.
43 — + 4+ + + + + + 4+ - = C.albicans
44 - + + + + + + + + - - C.albicans
45 + + + + +  + + + + + C. guilliermondii
46 — 4+ 4+ +  + [=1]= ‘ + + + C.albicans
47A + + + + + + + + + + + N.I.
47B + + + +  + + + + + +  + N.I.
48 — - + C.albicans
+  + + + + + + |+

49 — + + + + - = + + +l + C.albicans

— Reaccion de asimilacion negativa.

+ : Reaccion de asimilacion positiva.

=+ : Reacciéon de asimilacion débil.

[0 : Variacion con respecto a los patrones

establecidos segin clasificacion con-
vencional.
N.C. No creci6 en el medio de aislamiento.
N.I. No identificada.
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De acuerdo con los datos obtenidos se identificaron:
25 cepas identificadas como especie C.albicans
1 cepa como especie C.krusei.
3 cepas como especie C.tropicalis.
6 cepas como C.guilliermondii.

1 cepa como C.parakrusei,

En caso de las cepas nuimeros: 31, 38, 47a y 47b, no se logré
hacer su identificacion.

COMENTARIOS:

Los resultados de las reacciones de fermentacién practicadas
a cada una de las cepas aisladas en cultivo puro estdn en la mayo-
ria de los casos acordes con los datos establecidos, segin la cla-
sificacién convencional.

a) En algunas cepas pertenecientes a la especie C.albicans se
obtuvieron 3 casos de reacciones débiles frente a la sucrosa y una
cepa (cepa N? 4) positiva frente al mismo carbohidrato.

b) En caso de la cepa identificada como C.krusei se obtuvo
reaccion positiva frente a la galactosa; los resultados de las reac-
ciones de fermentacion frente a los otros azicares estan acordes
con los datos bibliograficos.

¢) Los resultados de las reacciones de fermentacién practica-
dos con las cepas identificadas como C.tropicalis (cepas nimeros
13 y 29) concuerdan con los datos bibliograficos. La cepa N°¢ 27
difiere con relacion a los patrones, por la produccién de gas frente
a la sacarosa.

d) Se obtuvieron reacciones débiles frente a la maltosa en
caso de 4 cepas identificadas como C.guilliermondii; se presentd
también en caso de la misma cepa una reaccién débil frente a ga-
lactosa. Los demds resultados estdn acordes con los datos biblio-
graficos.

e) Los datos de las reacciones de fermentaciéon en caso de la
especie identificada como C.parakrusei estdn acordes con la bi-
bliografia.
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f) No se logré6 en caso de las cepas niimeros 31, 38, 47a y 47b
hacer su clasificacién por especies.

Comparando las reacciones de asimilacién de carbono practi-
cadas y recopiladas en el cuadro niimero 2 con los datos bibliogra-
ficos disponibles, se nota igualmente divergencia en algunos re-
sultados.

a) En especies de C.albicans se anotaron reacciones positivas
o positivas débiles con relacién a la utilizacién de etanol igual que
reacciones de utilizacién de lactosa positivas. Se encontré igualmen-
te una cepa (cepa N 2b) no utilizadora de maltosa y 2 cepas
(cepas numeros 46 y 49) no utilizadoras de sacarosa.

b) La cepa N? 13 identificada como C.tropicalis mostr6 reac-
ci6n de utilizacién positiva frente a la lactosa.

c¢) En caso de algunas cepas identificadas como C.guillier-
mondii se anotaron igualmente reacciones positivas con relacion
a la utilizaciéon de lactosa y una cepa (cepa N9 40) negativa con
relaciéon a la utilizacion del etanol.

d) La cepa N? 28 identificada como C.parakrusei present6 re-
sultados negativos en cuanto a utilizaciéon de maltosa y sacarosa.

e) Con los resultados de las reacciones de fermentacién y asi-
milaciéon de carbono mas los datos sobre caracteristicas macrosco-
picas y microscopicas (18) no pudo hacerse identificacion de las
cepas numeros 31, 38, 47a y 47b.

3.3. Comprobacicn de la variacién bioquimica presentada por es-
pecies de Candida.

Como resultados de las segundas reacciones de fermentacién
practicadas con el 4nimo de confrontar los resultados y de compro-
bar la variacién bioquimica en especies de Candida, habiéndose
refrigerado las cepas durante dos meses a 8°C y mantenido inva-
riables las otras condiciones de desarrollo se observo:

a) Variacion evidente en caso de algunas especies de Candida,
si se hace confrontaciéon de los resultados obtenidos en las dos
pruebas de fermentacion.

b) En las cepas identificadas como C.albicans, en la mayoria
de los casos se presenta variacién con relacién a la reaccién fren-
te a2l azlcar sacarosa presentdndose las reacciones en el segundo
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ensayo como positivas débiles, positivas y/o positivas con gas; hay
también en algunos casos variacion en los resultados con relacién
a la galactosa, dextrosa y en ocasiones maltosa.

c¢) La especie C.krusei muestra variaciéon con relaciéon al
azucar galactosa. Fue positiva en el primer caso y negativa en el
segundo.

d) Dos de las tres cepas identificadas como C.tropicalis
muestran variacion frente al azicar galactosa presentandose la
reaccién para la cepa N¢ 13 como positiva débil al cabo de 48
horas de incubacién, en el primer caso, (cuadro N? 1) y positiva
en el segundo caso (cuadro N© 3) al cabo de 48 horas; mientras
que la cepa N° 27 presenta frente al mismo azucar la reaccién
positiva con gas para el primer ensayo y positiva sin gas en el
segundo ensayo.

La cepa N©¢ 29, identificada también como C.tropicalis, mues-
tra variacién frente al aziicar maltosa presentandose inicialmente
positiva con gas (cuadro N° 1) a las 48 horas y positiva en la
segunda prueba (cuadro N¢ 3).

e) Las cepas C.guilliermondii presenta variacién con relacién
a los azicares: Sacarosa, dextrosa, galactosa y maltosa, cepa ni-
mero 19; Sacarosa, cepa N 21; maltosa, cepa N? 24; galactosa y
sacarosa, cepa numero 34; galactosa y sacarosa, cepa numero 40;
dextrosa y galactosa, cepa ntimero 45.

4. — DISCUSION

Se asevera (2), que las reacciones de fermentaciéon son in-
dispensables para la identificacién de especies de Candida y las
reacciones de asimilacion “mas definitivas”; sin embargo, segin
concepto personal, la identificacién por especies de levaduras del
género Candida tampoco podria realizarse meramente en base
de éllas.

Confirmando los datos bibliograficos con los resultados de nues-
tro experimento, al igual que otras caracteristicas, el comporta-
miento bioquimico de las Candidas estd sometido a variaciones al
parecer, por causas inherentes al microorganismo mismo o por fac-
tores extrinsecos conocidos o no. Las variaciones en el inéculo, el
periodo de incubacién, la temperatura, la variaciéon en el medio
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CUADRO NUMERO 3

REACCIONES DE FERMENTACION
37°C por 48 y 72 horas. - Cepas refrigeradas a 8°C, por dos meses.

Lactosa Maltosa Dextrosa Galactosa Sacarosa
Cepa N°¢ 1% 1% 1% 1% 1% Especie
48h. 72 h. 48 h. 72 h. 48 h. 72 h. 48 h. 72 h. 48 h. 72 h.
la - - +G 4G + +G + + ]_;—| ¥ .albicans
2b - = — — + 4 + + F‘ F .albicans
2 - m +G +G 4G + + r_,—_—l x .albicans
3 S — m +G +G +G +  + F‘ F -albicans
4 - - + +G + +G + + ¥ =+ .albicans
5 - - + 4G + 4G +1 o+ o+ albicans
6 - — _ — +1b 4G Fi — — — .krusei
IN.C.
10N.C.

11IN.C.



Lactosa Maltosa Dextrosa Galactosa Sacarosa
Cepa N9 1% 1Y% 1% 1% 1% Especie
48 h. 72 h. 48 h. 72 h. 48 h. 72 h. 48 h. 72 h. 48 h. 72 h.
12 - - .i + B +G ZI + B ¥ C.albicans
13 R — + +G +G +G T\ +G +1b +G C.tropicalis
16N.C. T
19 — — E ¥ |?l + s F B + C. guilliermondii
20 - E + I—i—’ +1b + + B +G C.albicans
21 - - x = + + + + + + C. guilliermondii
29 - E + m 4G E + x + C.albicans
23 - — B +G 4+G 4G E + = C.albicans
24 _ B + + + - + + + C. guilliermondii
25 - — B 4G +G 4G 3 + EI = C.albicans
26 - - +G 4G +G +G + + E + C.albicans
27 - — +G 4G 4G +G 3 + +G 4G C.tropicalis




Lactosa Maltosa Dextrosa Galactosa Sacarosa
Cepa N9 1% 1% 1% 1% 1% Especie

48 h.72 h. 48 h.72 h. 48 h.72 h. 48h.72 h. 48 h.72 h.
28 - — — — +G +G — — — — C.parakrusei
29 - _ m +G +G 4G + + +G 4G C.tropicalis
30 — — +G +G +G 4G B — = s C.albicans
31 m + m + + B — +G | +G N.I.
32 - +1b +G + +G + + m +G C.albicans
33 - = + +G +G +6 + + + +G C.albicans
34 - - x + + +G B + [;——7 + C. Guilliermondii
35 - - +G +G +G +G + + — — C.albicans
36 —_ - + +G +G +G + + !? = C.albicans
37 - - +G +G + +G + + - - C.albicans
38 E - E + +  + + o+ + 4+ N.I.
40 - — = + + + m + ]—; + C. guilliermondii
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Lactosa Maltosa Dextrosa Galactosa Sacarosa
Cepa N9 1% 1% 1% 1% 1% Especie
48 h.72 h. 48 h. 72 h. 48 h.72h. 48 h.?72 h. 48 h.72 h.
o ] 7 —1
41 - — + + +G 4G o+ ! Il ¥ C. albicans
) | I [
42 - - +G 4G +G 4G + +4- x x C.albicans
43 - = +G | +G +G +G + + x x C.albicans
44 - — + +G +G +G + + + C.albicans
45 _ = + + + ’ + ¥ + C. guilliermondii
46 - - + +G +G 4G + + — +G C.albicans
47A - - + +G + +G + + +G | +G N.I.
47B - - + +1b l+é—]l +G + + +G 4G N.I.
48 - - +G 4G +G 4G + + I x x C.albicans
49 - - +G 4G +G 4G + + ¥ x C.albicans
— : Reaccion de fermentacion negativa.
+ : Reaccion de fermentacion positiva.
+ : Reaccién débil.
[J : Variaciéon de la reacecion con res-
pecto a las primeras reacciones ano-
tadas en cuadro nimero 1.
N.C. : No crecié6 en el medio de aislamiento.
N.I. : No identificadas.
1b : Una burbuja.
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base utilizado para ello, la pureza o no de los compuestos utilizados
en las pruebas bioquimicas, la destreza, criterio y concepto del ope-
rador, etc., podrian conducir a resultados diferentes y atn falsos
con relacién a los patrones establecidos, segin la clasificacién con-
vencional.

Es notable observar cémo en nuestro experimento, la refrige-
racion de las cepas de levadura durante dos meses, a temperatura
de 8°C, pudo influir tan notablemente como uno de los posibles fac-
tores inductores de variacién, observandose en algunas especies
frente a algunos azlicares reacciones variadas con relacién a las
observadas en el primer ensayo y con relaciéon a los patrones con-
vencionales establecidos.

Igualmente al comparar los resultados de las reacciones de
asimilacién practicadas, se nota divergencia fundamental con rela-
cién a los anotados como patrones para cada una de las levaduras,
segun la bibliografia.

Segun concepto personal, solo la coordinacién de muchos da-
tos sobre aspectos muy diferentes de las Candidas pueden condu-
cir a la determinacién final de la especie. Existen patrones esta-
blecidos para las diferentes especies de Candida que caracterizan
a cada una de éllas, pero, tampoco podrian tomarse como norma
invariable en caso de trabajos sobre identificacion de especies.

Parece ser, que aunque muy estudiadas las Candidas en as-
pectos muy diferentes y en especiel en relacién con su clasificacién,
aun reina duda y confusién, quedando atin mucho por hacer y de-
finir en dicho campo.

Los estudios sobre composicion antigénica y composicién ba-
sica del DNA (4cido desoxirribonucleico) en caso de las Candidas
podran, al parecer, esclarecer y definir este aspecto tan importan-
te de éllas, al aportar datos mas definitivos sobre aspectos diferen-
tes y basicos de estos microorganismos.

Siendo confusa y dificil la clasificacion de las Candidas, y te-
niendo en cuenta que las Candidas pueden presentar marcadas va-
riaciones bioquimicas, variaciones que se presentan “in vitro” pe-
ro que podrian posiblemente presentarse con mayor frecuencia “in
vivo” donde las multiples condiciones inherentes al huésped, a la
fisiologia del mismo, a sus condiciones inmunolédgicas, al sitio de
la infeccién, a la duracién de la misma, etc., podrian inducirlas,
bastaria en diagnéstico clinico, cuando se trata de infecciones ori-
ginadas por Candida, identificar solamente el género, dejando la
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clasificacion por especies para estudios sobre taxonomia, mas de-
tallados, o para aquellas investigaciones que requieren profundi-
zar en tal aspecto.

5. — CONCLUSIONES

Del trabajo se concluye:

1. Entre 40 cepas de levaduras, aisladas de vaginitis o vulvo-
vaginitis, 36 entre ellas pertenecientes al género Candida (18),
se identificaron por especies:

25 Cepas como C.albicans.
Cepa como C.krusei.

Cepas como C.tropicalis.
Cepas como C.guilliermondii.
Cepa como C.parakrusei.

Cepas de levaduras no pudieron ser identificadas por los
datos obtenidos acerca de éllas en el trabajo previo sobre
caracteristicas macro y microscopicas (18), y los resultados
sobre comportamiento bioquimico.

N

2. Se comprobé la utilidad y necesidad de las reacciones de
fermentacién y asimilacion para identificacion de especies de Can-
dida.

3. Se comprob6 una vez mas en base de nuestro experimen-
to, que las Candidas pueden presentar también variacién bioqui-
quimica, de donde la clasificacion de las mismas no puede estar
basada Unicamente en el conocimiento de su comportamiento
bioquimico.

4. Se estableci6 que la refrigeracién en caso de cepas del
género Candida puede ser un factor inductor de variaciéon en las
mismas.

5. Se comprobé la dificultad y confusiéon atin reinante acer-
ca de la clasificacion del género Candida.

6. Se comprob6 que solo la coordinacién de muchos datos so-
bre aspectos muy diferentes de las mismas pueden conducir a la
determinacién final de la especie.
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7. Las experiencias obtenidas en el presente trabajo son ba-
se suficiente para continuar el estudio que fue el objetivo inicial
del trabajo.

8. Aunque existen patrones establecidos que caracterizan las
diferentes especies de Candida, no deben tomarse como norma in-
variable, en caso de diferenciacién por especies de las mismas.

RESUMEN

Se hace el presente estudio para dar continuacién a un trabajo
inicial realizado, tendiente a la evaluacion de algunos métodos
macro y microscépicos disponibles para la clasificacién del géne-
ro Candida y como condicién previa para la realizacién de un es-
tudio posterior por el cual se pueda establecer la frecuencia rela-
tiva de las siete especies de Candida (C.albicans, C.stellatoidea,
C.krusei, C..tropicalis, C.pseudotropicalis, C.parakrusei y C.gui-
lliermondii) asociadas mas frecuentemente con candidiasis en el
hombre y en nuestro medio.

Se contempla aqui la parte referente a las pruebas bioquimi-
cas mas indicadas segun la bibliografia, en clasificacién de Candi-
das; se establece la utilidad o no de tales pruebas y se verifica la
variacién bioquimica presentada por las mismas.

Se utiliza, como inéculo 40 cepas de levaduras de origen vagi-
nal o vulvo - vaginal (estudiadas inicialmente en cuanto a sus
caracteristicas macroscopicas y microscépicas) con las cuales se
practican reacciones de fermentacién y asimilacién de carbono si-
guiendo métodos convencionales y se hace la verificaciéon de la
variaciéon bioquimica que segun bibliografia, es presentada por las
mismas.

Se hace la discusidén correspondiente y se concluye:

Que aunque muy necesarias las pruebas de fermentacion y
asimilacién de carbono para la clasificacién por especies del género
Candida, tampoco pueden utilizarse dichos datos independiente-
mente de otros datos adicionales sobre caracteristicas macroscé-
picas y microscépicas dado que el reconocimiento y la diferencia-
cion de las Candidas requiere de la coordinacién de todos ellos sien-
do como es el género complejo y variable;

La variacién bioquimica presentada “in vitro” puede igual-
mente presentarse “in vivo” donde las multiples condiciones inhe-
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rentes al huésped, a su fisiologia, a su estado inmunolégico, al
sitio mismo de la infeccién, a la duracién de la misma, etc., pueden
actuar como agentes inductores de variacion;

Dadas la controversia, dificultad y variaciones del género, en
diagnéstico clinico y en caso de infecciones originadas por Can-
dida puede ser suficiente la determinacién del género;

En nuestro experimento la refrigeracién por 2 meses a tem-
peratura de 8°C de las cepas de Candida indujo variacién bioqui-
mica de las mismas;

Audn falta mucho por definir sobre la taxonomia de las Can-
didas, habiendo discrepancia al respecto.

SUMMARY

The present paper contemplates the aspect of the biochemical
behaviour most frecuently described in literature in relation with
Candida species determination, as well as the variation which the
genus may present in this behaviour.

The paper is the continuation of a previously realized inves-
tigation on macro and microscopic techniques usually employed
for the identification of the genus as a previous condition for the
establishment of the relative frecuency of the different seven spe-
cies of Candida most frecuently associated with Candida infection
in man, in our medium.

We used 40 strains of yeast isolated of vaginal or vulvo - va-
ginal secretions, previously studied in their macro and microscopic
charactheristics, investigating the commonly used methods of fer-
mentation and assimilation as well as the variation in the bioche-
mical behaviour.

From our results we may confirm the utility of the fermenta-
tion and assimilation reactions as the most important procedures
for the determination of the species. We also may confirm the va-
riation in the biochemical behavior of the species, and no matter
how important these charactheristics may be, in our experience
they are not sufficient by themselves for the determination of spe-
cies. The genus presents so much variation in shape, size physio-
logy and biochemical charactheristics that the observation of ma-
cro and microscopic aspects is necessary.

The biochemical variations which Candida species show in
vitro might be also induced in vivo as a consecuence of changes in
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enviromental conditions inheriting to the host, duration and loca-
lization of infection, etc.

Our experience states that refrigeration for two months at
8 degrees centigrade induces variation in chemical behaviour. Gi-
ven the controversies in opinion, and the difficulty of classifica-
tion, in clinical diagnostic of infection produced by Candida the
identification of the genus may be sufficient.

There is still much to define upon classification of the genus
Candida.

RESUME

Nous avons entrepris une étude systématique du genre Can-
dida dans le but d’évaluer la fréquence relative des diverses espéces
associées a la candidiase humaine dans notre milieu. Cette levure
présente sept espéces (C.albicans, C.stellatoides, C.krusei, C.tro-
picalis, C.pseudotropicalis, C.parakrusei et C.guilliermondii).

Dans cette seconde note nous présentons les résultats de 1’étu-
de critique des méthodes biochimiques préconisées pour la classi-
fication des espéces, dont nous avons vérifié par ailleurs la varia-
bilité biochimique.

Nous avons utilisé quarante souches de levures d’origine
vaginale ou vulvo - vaginale, dont nous avons étudié antérieurement
les caractéristiques macro et microscopiques. Les cultures ont été
soumises a ’épreuve de fermentation et a I’épreuve d’assimilation
du carbone selon les méthodes conventionnelles.

Nos essais montrent que si ces méthodes sont nécessaires, elles
sont néaumoins insuffisantes et ne peuvent etre employées indé-
pendemment des méthodes macro et microscopiques d’identification,
par suite de la variabilité et de la complexité du genre.

Cette variabilité observée “in vitro” peut également se pré-
senter “in vivo” ou de multiples facteurs peuvent agir comme in-
ducteurs, (physiologie de I'hdte, son état imunologique, le siége
et la durée de l'infection, etc.).

11 est possible que, compte tenu des controverses et des diffi-
cultés inhérentes au genre, 'identification générique soit suffisante
pour le diagnostic clinique des infections dues a ce parasite.

La refrigération des souches durant deux mois a 8°C produit
des variations biochimiques. Ce fait confirme qu’il y a encore
beaucop a faire du point de vue taxonomique.
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