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OBJETIVOS. Debido a su interés epidemioldgico, la correcta
identificacion de Candida dubliniensis deberia introducirse
de forma sistematica de los laboratorios de Microbiologia
Clinica. Para facilitar esta labor, se evalua la idoneidad

de la nueva prueba rapida Bichro-Dubli® (Fumouze
Diagnostics, Levallois-Perret, Francia).

METopos. Se estudiaron 75 cepas de coleccion

(55 C. dubliniensisy 20 C. albicans) y 135 aislamientos
clinicos de levaduras que crecieron como colonias verdes
en CHROMagar Candida.

RESULTADOS. La prueba Bichro-Dubli® fue positiva en 54

de las 55 cepas de C. dubliniensis (sensibilidad 98,2%)

y negativa en las 20 cepas de C. albicans (especificidad
100%). La prueba identifico los 4 aislamientos de

C. dubliniensis presentes en 135 aislamientos cultivados
de muestras clinicas.

COoNCLUSIONES. Bichro-Dubli® es una prueba de facil
realizacidon que permite la identificacion rapida de

C. dubliniensis.
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Rapid identification of Candida dubliniensis using
the Bichro-Dubli® test

OBJECTIVES. Because of its considerable epidemiological
relevance, accurate identification of Candida dubliniensis
should be routinely performed in clinical microbiology
laboratories. In an attempt to facilitate this task, the
usefulness of the Bichro-Dubli® test (Fumouze Diagnostics,
Levallois-Perret, France) was assessed.

MEeTHODS. Seventy-five collection strains (55 C. dubliniensis
and 20 C. albicans) and 135 clinical yeast isolates that grew
as green colonies in CHROMagar Candida were studied.
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ResuLTs. Bichro-Dubli® was positive in 54 of 55

C. dubliniensis strains (sensitivity 98.2%) and negative

in the 20 C. albicans strains (specificity 100%). The test
identified 4 C. dubliniensis isolates among the 135 isolates
cultured from clinical specimens.

ConcLusions. The Bichro-Dubli® test is easy to perform

and allows rapid identification of C. dubliniensis.

Key words: Candida dubliniensis. Bichro-Dubli®.
Candidiasis. Laboratory diagnosis.

Introduccion

Diez afios después de su descripciéon, Candida dubli-
niensis se aisla con una frecuencia creciente en todo el
mundo, tanto de muestras clinicas orales y vaginales como
profundas'. La incidencia de C. dubliniensis varia segin
el tipo de hospital, y se ha comunicado que representa el
3,3% de los aislamientos tradicionalmente identificados
como C. albicans® y el 7% de las candidemias® en hospita-
les universitarios.

El aumento del ntimero de aislamientos de C. dubli-
niensis hace necesaria su correcta identificacién en el la-
boratorio, ya que puede tener implicaciones epidemiol6gi-
cas y terapéuticas®™’. Sin embargo, la identificacién de
C. dubliniensis es dificil por la semejanza fenotipica que
presenta con C. albicans, lo cual obliga a menudo a reali-
zar pruebas especiales poco asequibles en el laboratorio de
Microbiologia clinica.

Para la diferenciacién entre C. dubliniensis y C. albi-
cans se utilizan tanto pruebas genotipicas como fenotipi-
cas'. Las pruebas genotipicas, que incluyen reaccién en ca-
dena de la polimerasa (PCR) con cebadores especificos y
el empleo de sondas, se consideran el método mas fiable de
identificacion de C. dubliniensis, aunque, por su sofistica-
cién, no estdn al alcance de la mayoria de laboratorios. Las
pruebas fenotipicas se usan con mayor frecuencia e inclu-
yen el crecimiento a 45 °C, el color de las colonias en me-
dios cromégenos, la produccion de clamidosporas, el perfil
de asimilacién de carbohidratos y la reactividad con anti-
cuerpos anti-C. dubliniensis.

La prueba Bichro-Dubli® (Fumouze Diagnostics, Leva-
llois-Perret, Francia) utiliza un latex sensibilizado con el
anticuerpo monoclonal 12F7-F2 que reacciona con un an-
tigeno especifico de la superficie de la pared celular de
C. dubliniensis®. El objetivo de este trabajo ha sido estu-
diar la utilidad de esta prueba para la identificacién de
C. dubliniensis, tanto en cepas de coleccién como en aisla-
mientos clinicos recientes.
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Métodos

Cepas de coleccion y muestras clinicas

Las cepas utilizadas en este estudio (55 de C. dubliniensis y 20 de
C. albicans) procedian de la Coleccién de Hongos del Departamento de
Inmunologia, Microbiologia y Parasitologia, Facultad de Medicina y
Odontologia, Universidad del Pais Vasco; Centraalbureau voor Schim-
melcultures, Baarn, Holanda (cepas CBS 2747, CBS 8500 y CBS
8501); National Collection of Pathogenic Fungi, Bristol, Reino Unido
(cepa NCPF 3949), y la Coleccién Espariola de Cultivos Tipo, Valencia,
Espaia (cepa CECT 11473). La identidad de las cepas de coleccién se
confirmé por el perfil de asimilacién de azicares con la prueba
API ID 32C (bioMérieux, Marcy-I’Etoile, Francia) y por PCR con ce-
badores especificos basados en la secuencia de la ADN topoiso-
merasa II°. Los cuatro genotipos descritos en C. dubliniensis se de-
terminaron de acuerdo con la técnica descrita por Brena et al®. La
utilidad de Bichro-Dubli® para diferenciar C. dubliniensis de C. albi-
cans en aislamientos clinicos se estudié con 135 aislamientos de
135 muestras clinicas (69 respiratorias, 25 urinarias, 12 orofaringe-
as, 9 genitales, 6 cutdneas, 6 esofagicas, 3 de hemocultivos, 2 6ticas,
1 peritoneal, 1 de absceso, 1 de punta de catéter) recibidas en la Unidad
de Micologia del Servicio de Microbiologia del Hospital Universitario
La Fe, en las que crecieron colonias de color verde en CHROMagar
Candida (CHROMagar, Paris, Francia).

Bichro-Dubli®

La identificacién de C. dubliniensis con la prueba Bichro-Dubli® se
realiz6 siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, 2-3 co-
lonias de color verde de cada aislamiento se resuspendieron durante
3-5 min en 20 pl del reactivo de latex con un palillo desechable. En la
reaccion positiva, las bolas de latex aglutinadas se desplazan progre-
sivamente hacia la periferia, formando un anillo azul que deja el cen-
tro de la preparacion de color rosado. En la reaccién negativa no exis-
te aglutinacién y el reactivo mantiene el color purpura original (fig. 1).
La identidad de los aislamientos identificados por la prueba Bich-
ro-Dubli® como C. dubliniensis se confirmé por los métodos fenotipicos
y genotipicos mencionados en el apartado anterior.

Resultados

La prueba Bichro-Dubli® fue positiva en 54 de las 55 ce-
pas de C. dubliniensis de coleccién (sensibilidad 98,2%) y
negativa en las 20 cepas de C. albicans de referencia (es-
pecificidad 100%). Los cuatro genotipos de C. dubliniensis
fueron positivos con la prueba Bichro-Dubli®, aunque la
aglutinacion de las cepas del genotipo 4 era més lenta.
Bichro-Dubli® identificé 4 aislamientos de C. dubliniensis
en las 135 muestras clinicas que habian dado colonias ver-
des en CHROMagar Candida. Sin embargo, esta identifi-
cacién no habria sido posible por el color de las colonias, ya
que las 4 cepas de C. dubliniensis, aisladas en un lavado
broncoalveolar, un esputo y dos frotis orales, dieron lugar
a colonias de color verde que eran indistinguibles de las
producidas por C. albicans.

Dada la baja incidencia de C. dubliniensis, y en un in-
tento de ahorrar costes evitando tener que realizar la prue-
ba Bichro-Dubli® a todos los aislamientos que dan color
verde en CHROMagar Candida, se propone un algoritmo
para la identificacién de C. dubliniensis en el laboratorio
de Microbiologia Clinica (fig. 2). Segun este algoritmo, las
colonias de color verde en CHROMagar Candida se siem-
bran a 45 °C en agar glucosado de Sabouraud durante 24 h
y los aislamientos que no crezcan se consideran de forma
presuntiva de la especie C. dubliniensis, realizandose la
identificacién definitiva con la prueba Bichro-Dubli®.

Figura 1. Resultado positivo (+) y negativo () con la prueba Bichro-Dubli®.
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Figura 2. Algoritmo para la identificacion de C. dubliniensis combinando el
color de las colonias en CHROMagar Candida (CAC), el crecimiento a 45 °C en
agar glucosado de Sabouraud (SDA) y la prueba Bichro-Dubli®,

Discusion

La diferenciacion rapida y sencilla entre C. dublinien-
sis y C. albicans es dificil, ya que las técnicas més fiables
requieren métodos genotipicos!. La utilizacién de medios
cromoégenos como el CHROM-Pal'? o especiales como el
agar caseina!l permite esta diferenciacion, pero no se uti-
lizan habitualmente en los laboratorios de Microbiologia
Clinica. El crecimiento a 45 °C puede utilizarse para dife-
renciar C. dubliniensis y C. albicans, ya que C. dublinien-
sis no crece a 45 °C!2. Sin embargo, aunque la mayoria de
los aislamientos de C. albicans crece a 45 °C, se ha demos-
trado que el 36% de los aislamientos de C. albicans no cre-
ce a esa temperatura’.

Una prueba como Bichro-Dubli®, basada en la aglutina-
cién de particulas de latex, puede ser més utilizada en los
laboratorios de Microbiologia Clinica por su sencillez. Los
resultados presentados en este estudio confirman estudios
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previos®!* y ponen de manifiesto que la prueba Bichro-Du-
bli® permite la diferenciaciéon rdapida y sencilla entre
C. dubliniensis y C. albicans. Esta prueba es mas barata
(2,5 €/prueba) que la identificacion por PCR con cebadores
especificos (3,8 €/prueba). Sin embargo, dada la baja pre-
valencia de C. dubliniensis en las muestras clinicas, la
aplicacién del Bichro-Dubli® a todos los aislamientos de
C. albicans puede resultar costosa.

Dada la amplia utilizacién de CHROMagar Candida en
muchos laboratorios para el aislamiento e identificacién
presuntiva de levaduras y la incapacidad de C. dublinien-
sis para crecer a 45 °C, Bichro-Dubli® podria utilizarse
para diferenciar C. dubliniensis y C. albicans entre aque-
llos aislamientos que den colonias de color verde en CH-
ROMagar Candida y no crezcan a 45 °C. Bichro-Dubli®
también podria ser de utilidad en la deteccién directa de
C. dubliniensis en botellas de hemocultivo, como ha sido
propuesto para C. albicans'®.
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