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RESUMEN

De catorce cepas de especies del Género Candida, escogidas al azar de un total de
46 existentes en la coleccién de la Citedra de Micologfa de la Escuela de Bioandh-
sis con el propésito de investigar la formacibn de tubos germinales en albimina de
huevo, solo C. albicans produjo los tipicos tubos germinales, no presentando dife-
rencias en cuanto al tiempo ( 30, 60, 90} y 120 minutos de temperatura (28°, 37°y
42° C ) estudiadas. Las especies C. zeylanoides y C. guilliermondii var. carpophora,
C. conglobata, C. salmonicola y C. tropicalis, produjeron tubos germinales con cons-
triccién en la base, no presentindose diferencias en la produccién de estas estruc-
turas en relacién al tiempo y temperatura de incubacién en C. tropicalis, C. conglo-
bata y C. salmonicola; las especies C. guilliermondii var, carpophora y C. zeylanoi-
des si presentaron diferencias en cuanto a estos factores, la primera no produjo los
tubos germinales en 30 minutos en ninguna de las temperaturas estudiadas y C, Zey-
lanoides sdlo no los produjo a 28°C en 30 minutos. Los resultados demuestran que
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la albdmina de huevo es un substrato iitil para la produccién de tubos germinales en
el diagnéstico rapido de C. albicans.

ABSTRACT

Fourtheen strains of Candida, were seleccionated at ramdon from a total of 46 exis-
tating in the collection of the Citedra of Micology of the School of Bioanalysis,
with the purpose of investigating the formation of germinal tubes in egg albumin,
only C. albicans produced tipic germinal tubes, with no differences in the times
(30, 60, 90 and 120 minutes) and temperatures (28 °C, 37 °C and 42 °C ) studied.
The species C. zeylanoides, C, guilliermondii var. carpophora, C. conglobata, C. sal-
monicola, and C. tropicalis produced germinal tubes with constriccion on the base,
without differences in the production of these structures in relation to time and
temperature of incubation for C. tropicdlis, C. conglobata and C. salmonicola; C.
guilliermondii var, carpophora and C. zeylanoides presented differences related
to the factors, the first species did not produce germinal tubes in 30 minutes at
more of the used temperature, and C. zeylanoides did not produce these structures
only 28 C, in 30 minutes. The results demostrated the egg albumin in useful subs-
trate for the production of germinal tubes in the rapid diagnostic of C. albicans.

INTRODUCCION

Especies del género Candida, consideradas comensales del tracto digestivo, vagina,
4rbol respiratorio, piel; actdan como oportunistas causando afecciones tanto super-
ficiales como sistémicas, en tracto digestivo, vagina, piel, ufias, bronquios, pulmo-
nes, sistema nervioso central y ocasionalmente septicemia. Los progresos en la te-
rapéutica con corticosteroides, drogas citotéxicas, antibibticos de amplio espectro
han predispuesto a las infecciones por C. albicans y otras especies de Candida.

Buckley y Van Uden (2), observaron la formacién rdpida de tubos germinales
en albimina de huevo a los 30-90 minutos de incubaciéna 37°C.y 42°C.enC. al-
bicans v su variante G, stellatoidea, denominado este fenémeno R.B., el cual fue
puesto de manifiesto, también en suero humano observéndose la produccién de es-
tas estructuras a las 3 horas de incubacién a 37 °C en las mismas especies estudia-
das en albimina, constituyéndose desde entonces en una prueba ampliamente utili-
zada en el diagnéstico répido de candidiasis por C. albicans.

Taschdjian ¥ col (15), corroboran que la formacién rdpida de tubos germina-
les en suero humano y sustitutos de suero es caracterfstico de C. albicans, sefialando
que estos fenémenos pudieran ser usados para la identificacidn rdpida de C. albi-
cans. Buckley M. y Van Uden N. (2) probaron 206 cepas de levaduras con 56 espe-
cies de Candida en albiimina de huevo siguiendo el método de Taschdjian y col
(15), observaron que s6io la C. albicans y la C. stellatoidea produjeron tubos germi-
nales.
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Segin Martfn y White {10}, los tubos germinales surgen de blastosporos y son
de desarrollo externo cilindrico que continuamente crecen por extensién, Para
Sandstron (13) el tubo germinal es un brote enlongado, cilindrico, el cual puede ser
septado, pero no muestra constriccidn en su origen. Scherwitz {14), en estudios de
microscopfa electrénica observé que la mayor parte de la pared del tubo germinal
proviene de 4 de las 5 capas que forman la pared celular de C. albicans y sefiala que
los tubos germinales son una fase transitoria en el ciclo de crecimiento de C. albi-
cans.

Segtin la opinién de Gregoriu y Gregoriu (4), la aparicién de tubos germinales
puede ser una manifestacién de la vida sapréfita de C. albicans, estimulado por cier-
tos factores complejos: sangre, medios conteniendo carbohidratos, protefnas o cier-
tas sales minerales.

La formacién de tubos germinales por C. albicans ha sido descrita en diferen-
tes substratos, en sueros humano y animal por Taschdjian (15), Mackenzie (9), Jos-
hi (8), en albdmina de huevo, Buckley {3}, en varios medios peptonados, Joshiy
col {7} y medios conteniendo extracto de arroz, Oxagall y Tween (80), Beheshti y
cols. (1).

Mattia y col. (11), afirman que uno de los métodos para inducir la formacién
de tubos germinales es exponiendo la célula en forma de levadura a N-acetil-D-glu-
cosamina a 37°C, el cual es ficilmente utilizado como una fuente de energfa de
carbono por muchas levaduras y puede ser metabolizada por C. albicans en particu-
lar.

La produccién de tubos germinales por especies de Candida diferente a C. al-
bicans, en especial C. tropicalis, ha sido motivo de estudio y discusién por varios
autores, como Huppert y col. (5), quien en una revisién del método mencioné un
singular caso de una cepa de C. tropicalis aislada de sangre y orina que produjo tu-
bos germinales, y Tierno y Milstoc (16), reportaron la formacidn de verdaderos tu-
bos germinales por cepas de C. tropicalis.

En vista de que C. tropicalis ha sido reportada capaz de producir tubos germi-
nales en suero, se ensaya la albimina de huevo, como substrato para la produccién
de estas estructuras en diferentes especies del género Candida, as{ mismo verificar la
temperatura y tiempo de incubacién 4ptimo.

MATERIALES Y METODOS

1. Metodologia de Laboratorio:

Catorce cepas de especies del género Candida; C. albicans Z-323 y Z-13 pa; C. tropi-
calis Z-133; C. parapsilopsis Z-4187 y Z-4088; C, claussenni Mérida; C. conglobata
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Z-242-5; C. cacaoi 65 F IMI; C. sloffi 213 s/d (tierra);C. lipolytica Z-265-2 (mosca);
C. rhagii 2-362 IMI; C. zeylanoides Z-47 pfa; C. guilliermondii var. carpophora 1065
IMI; C, salmonicola Z-18 pfa-2, fueron seleccionadas al azar del total de 46 existen-
tes en la micoteca de la C4tedra de Micologfa de la Escuela de Bioandlisis de L.U.Z.,
para el estudio de produccién de tubos germinales,

Procedimiento:

a) Se cultivan las cepas en Sabouraud a 37 °C por 24 horas.

b) Se adiciona 5 ml de agua destilada estéril a la cepa previamente cultivada.

¢) Se centrifuga la suspensién a 2.000 r. p.m por 10 minutos.

d) Se repiten los pasos b y ¢ dos veces.

e) Se adiciona a 0.1 ml aproximadamente de sedimento, agua destilada estéril hasta
completar 1 mi, quedando la dilucién 1/10.

f) Se adiciona a 0.1 de suspensidn anterior 0.9 ml de agua destilada estéril, quedan-
do la dilucién 1/100.

g) Se toma con una pipeta automética 75 landas (11 x 105 cel/cm3 aproximada-
mente) para inocular en 0.5 ml de albimina de huevo,

h) Seincubaa 28°C, 37°C y 42°C.

i) Se prepararon montajes microscopicos con lactofenol azul a los 30, 60, 90 y 120
minutos para observar la presencia de tubos germinales.

2. Metodologia Estadistica:

a) Poblacidén bajo estudio:

Representada por 46 cepas de especies del género Candida existentes en la
micoteca de la Citedra de Micologfa de la Escuela de Bioan4lisis de la Facultad de
Medicina.

b) Disefio del muestreo:
Las muestras se seleccionaron utilizando un muestreo estratificado y un mues-
treo aleatorio simple dentro de cada estrato.

¢) Tamafio de la muestra:

Para el cdlculo del tamafio muestral (n) se utilizé el procedimiento de mues-
treo estratificado, siendo la especie el criterio de estratificacién y ¢l tamao de la
muestra determinada (30% de la poblacién) fue proporcional al tamafio de cada es-
trato.

d) Andlisis de datos:
Por especies del Género Candida se analiz$ el efecto del tiempo y temperatura
de incubacién en la produccién de tubos germinales.
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FLUJOGRAMA QUE INDICA LOS PASOS A SEGUIR
EN LA METODOLOGIA EMPLEADA.

Sembrar en agar Sabouraud

v

Incubar a 37*C por 24 h.

v

Adicionar 5 ml. de agua destilada

v

“Centrifugar a 2,000 r.p.m. por 10 min.

v

Repetir pasos 3 y 4

v

A 0.1 ml. de sedimento, adicionar agua
dest. estéril hasta completar 1 ml

v

Resuspender, tomar 0.1 mL y adicionar
0.9 ml de agua dest. estéril.

v

Inocular 75 £ en 0.5 ml de albamina
de huevo.

vV oy
28°C 37°C 42°C

Lectura: 30, 60, 90 y 120 minutos er montajes microscbpicos con Lactofenol azul para obser-
var presencia de tubos germinales.
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RESULTADOS

Efecto del tiempo:
En la tabla N° 1, se presenta la produccién de tubos germinales por especies del
Género Candida segin el tiempo de incubacién, observindose que sdlo Candida al-

TABLA N° 1, PRODUCCION DE TUBOS GERMINALES POR ESPECIES DEL GENERQ CANDIDA EN ALBUMINA
SEGUN TIEMPO DE INCUBACION. MARACAIBO 1984,

Tiempo de Incubacién

Esgpecies 30 60° 90° 120’
lera. Obs. 2da, Obs. | lera. Obs, 2da, Obs, lera, Obs, 2da. Obs. | lera, Obs, 2da, Obs) Total

€. albicans 3P 3P 3p 3p 3p 3P 3P 3P 24P
2-323 {ufias)
C. albicans 3P 3P 3P 3P 3P 3P 3P 3P 24P
Z-13 pa.
C. sloffii 3N 3N 3N 3N 3N 3N 3N N 24N
C. tropicalis 3N 3N 3N 3N N N IN IN 24N
C. zeylanoidas 3N 3N 3N 3N 3N 3N 3N 3N 24N
C. Lipolytica 3N 3N 3N 3N 3N 3N 3N 3N 24N
C. rhagii 3N 3N 3N 3N N IN 3N IN 24N
C, guilliermondii 3N 3N 3N 3N 3N 3N 3N N 24N
C. conglobata 3N 3N 3N 3N 3N 3N 3N AN 24N
C. cacaoi 3N 3N 3N 3N IN 3N 3N 3N 24N
C. salmonicola 3N N 3N 3N 3N 3N 3N IN 24N
C, parapsilosis 3N 3N 3N 3N 3N 3N 3N 3N 24N
Z-4187
C. pasapsilosis 3N 3N 3N N N 3N IN N 24N
Z-4088
C. claussenii 3N 3N 3N 3N aN 3N IN 3N 24N
6P 6P 6P 6P 6P 6P 133 133 45p
Total 36N 36N 6N 6N 36N 36N 36N 36N 291N
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bicans, produjo estas estructuras, manteniéndose la produccién constante a los 30,
60, 90 y 120 minutos.

Efecto de temperatura:

En la tabla N° 2, se presenta la produccién de tubos germinales por especies
del Género Candida segfin la temperatura de incubacién, observindose que la pro-
duccidn es constante a 28 °C, 37 °Cy 42 ° C sdlo en Candida albicans.

TABLA N° 2. PRODUCCION DE TUBOS GERMINALES POR ESPECIES DEL GENERO CANDIDA
EN ALBUMINA SEGUN TEMPERATURA DE INCUBACION. MARACAIBO 1984,

Temperatura de Incubacién

Especies 28°C arc 42°C Total
1era. Obs. 2da.0bs.| 1ra. Obs, 2da, Obs lera.Obs. 2da.Obsy

C. Albicans 4P 4P 4P 4P 4P 4P 24P
Z-323 -
C. albicans 4P 4P 4P 4P 4P 4P 24p
Z-13 pa.
C. doffii 4N 4N 4N AN 4N 4N 24N
C. tropicalis 4N 4N 4N 4N 4N 4N 24N
C. Zeylanoides 4N 4N 4N 4N 4N 4N 24N
C. lipolytica 4N 4N 4N 4N 4N 4N 24N
€. thagil 4N 4N 4N 4N 4N 4N 24N
C. guilliermondif 4 N 4N 4N 4N 4N 4N 24N
C. conglobata 4N 4N 4N 4N 4N 4N 24N
C. cacroi 4N 4N 4N 4N 4N 4N 24N
C. salmonicola 4N 4N 4N 4N 4N 4N 24N
C. parapsilosis
Z.4187 4N 4N 4N 4N 4N 4N 24N
C. parapsilosis
Z- 4088 4N 4N 4N 4N 4N 4N 24N
C. claussenii 4N 4N 4N 4N 4N 4N 24N
-3 8P 8p 8P 34 8p 43P
Total 48N 48N 48 N 48N 48N 48N 288N
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Figura N°1: C. albicans: tubo germinal en albiimina de huevo a 37°C en 90 minutos. 440 x.

Efecto del tiempo y la temperatura segiin especies del Género Candida:

En la tabla N° 3, se presenta la produccién de tubos germinales por especies
del Género Candida segin el tiempo y la temperatura de incubacién, observindose
que Candida albicans produjo tubos germinales a todos los tiempos y a todas las
temperaturas de incubacién. Se hace notorio que especies diferentes a Candida albi-
cans no produjeron tubos germinales tipicos.

Efecto del tiempo y la temperatura:

En la tabla N° 4, se presenta la produccién de tubos germinales segiin el tiem-
po y temperatura de incubacién, observandose que no hubo diferencias entre los
diferentes tiempos {30, 60, 90 y 120 minutos) y temperaturas (28°C, 37°C y 42°C)-
de incubacién, estudiadas en la produccién de tubos germinales.

Efecto del tiempo y la temperatura en la produccién de tubos germinales con cons-
triccion:

En la tabla N° 5 se presentan las especies del Género Candida que produjeron
tubos germinales con constriccién en la base segiin tiempo y temperatura de incuba-
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TABLA N° 3. PRODUCCION DE TUBOS GERMINALES POR ESPECIES DEL GENERG CANDIDA SEGUN TIEMPQ Y TEMPERATURA DE INCUBACION.
MARACAIBO 1984,

Especies an &0 3¢ 2o Total
28°C 37°C 42°C 28°C  37°C 42°C | 8*C  37°C 42°C 128°C 317 C az%g

C, Albicans 2P 2P 2p 2P 2P 2p 2p 2p 2p 2P 2p P 20
Z-323
C. albicans 2P 27 2F 2P 2P 2P 2P 2P 2P 2P 2P 2P 24P
Z 13 pa.
o, doffi 2N 2N 2N 2N 2N 2N 2N 2N 2N 2N 2N 2N 24N
C. tropicalis 2N 2N 2N 2N N 2N 2N 2N 2N 2N 2N 2N 24N
2N ZN 24N
€. zeylancidss 2N 2N 2N 2N 2N 2N 2N 2N 2N 2N »
¢ ipolytica 2N 2N 2N 2N N N N 2N 2N N 2N 2N 248
. thagii 2N 2N 2N 2N 2N 2N 2N 2N 2N 2N 2N 2N 24N
C. guilliormondii 2N N 2N 2N 2N N N 2N 2N 2N N 2N 24N
C. conglobata 2N N 2N 2N 2N 2N 2N N 2N ZN 2N 2N 24N
&, cacaoi 2N N N 2N 2N N 2N 2N 2N ZN 2N 2N 24N
C. salmonicola N 2N 2N 2N N 2N N N 2N 2N 2N 2N 24N
C. parapsiiosis 2N 2N 2N 2N IN 2N 2N 2N N 2N 2N 2N 24N
Z- 4187
€. claussenis 2N 2N N N 2N 2N 2N 2N 2N 2N 2N 2N 24N
€. parapsilosis 2N 2N 2N 2N 2N 2N 2N ZN 2N 2N 2N IN 24N
2 - 4088
Total 4P 4p 4F 4P 4P 4P 4P 4P ap 4P 4P 4P 48P
2N 24N 24N | 24N 24N 24N | 24N 24N 24N | 24N 24N 24N 288 N

cién, observindose que las especies C. tropicalis, C. conglobata y C. salmonicola no
presentaron diferencias en cuanto a los factores mencionados. C. zeylanoides produ-
jo tubos germinales en los diferentes tiempos y temperaturas excepto a 28°Cy 30

minutos y C. guilliermondii produjo las estructuras mencionadas a partir de los 60
minutos en todas las temperaturas estudiadas.
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Figura N°2: C, tropicalis: tubo germinal en albiimina de huevo a 37°C en 90 minutos. 280 x,

DISCUSION

Los resultados de la presente investigacién demuestran que sélo Candida albicans
produjo los tfpicos tubos germinales como los observados por Mackenzie (9), Joshi-
(6), Buckley y Van Uden (2), Taschdjian y col (15);las especies C. zeylanoides, C.
guilliermondii var, carpophora, C. salmonicola, C. tropicalis y C. conglobata, pro-
dujeron tubos germinales con constriccién en su base.

La produccién de verdaderos tubos germinales en especies diferentes a Candi-
da albicans ha sido reportada por Tierno y Hilstoc (17) y Martin (10) en C. tropica-,
lis y corroborada por estudios de ultraestructura por Martin y white (10), quienes
comprobaron que C. tropicalis pierde habilidad para producir tubos germinales,
cuando es subcultivada, no asf C. albicans; la presencia de tubos germinales con
constriccién en C, tropicalis en el presente estudio, pudiera ser explicado por el he-
cho de que la cepa utilizada era de una coleccién de varios subcultivos. Oglethree,
E. y cols. (12) utilizando suero bovino y algunos medios sintéticos observaron que
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TABLA N° 4, PRODUCCION DE TUBOS GERMINALES EN ALBUMINA DE HUEVO SEGUN
TIEMPO Y TEMPERATURA DE INCUBACION EN ESPECIES DEL GENERO CANDIDA. MARA-

CAIBO 1984,
Tiempo 28°C 37°C 42°C Total
1era,Obs. 2da.Obs.| 1ra.Obs 2da.Obs, | lera.Obs, 2da.Obs,
2p 2P 2P 2P 2P 2P 12P
30 12N 12N 12N 12N 12N 12N 72N
2p 2P 2P 2P 2P 2P 127
80 12N 12N 12N 12N 12N 12N 72N
, 2P 2P 2p 2P 3 2P 12P
90 1ZN 12N 12N 12N 12N 12N 72N
. 2p 2P 2P 2P 2P 2P 12P
120 12N 12N 12N 12N 12N 12N 72N
Total 8P 8p 8P 8P 3P 8P 48P
48N 48N | 48N 48N | 48N 48N 288N

C. langeroni, C. tropicalis, C. nouvelli, produjeron tubos germinales. Taschdjian y
cols (15) en un estudio en suero y medios sintéticos observaron solo la positividad
de tubos germinales cortos en C. parakrusei, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. guillier-
mondii y C. krusei,

En relacién a las temperaturas de incubacién estudiadas (28°, 37° y 42° C.),
no hubo diferencia entre ellas para la produccién de tubos germinales en C. albi-
cans; al contrario del reporte de Buckley y Van Uden (2) quienes observaron que no se
produjeron tubos germinales en albtimina de huevo a temperatura menor de 30° C,
ni mayor de 42° C, aunque Evans y cols (3) afirman que la temperatura no ejerce
influencia sobre dimorfismo después que se ha iniciado la filamentizacién en C. al-
bicans y que la temperatura de 40° C. es 4ptima para iniciar el ciclo filamentoso.
En las especies que produjeron tubos germinales con constriccidn sélo C. guillier-
mondii var, carpophora y C. zeylanoides mostraron diferencias en la produccién de
estas estructuras segiin la temperatura de incubacién.
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TABLA N° 5. BRODUCCION DE TUBOS GERMINALES CON CONSTRICCION EN ESPECIES DEL GE-
NERO CANDIDA EN ALBUMINA SEGUN TIEMPO Y TEMPERATURA DE INCUBACION. MARACAIBO

1984,
Tiempo
Especies Tempe- Total
ratura 30° 60" 90° 120° P N
28°C 2P 2P 2P 2P 8 -
€. wopicalis 37°C ir 2P 2P 2P 8 -
42°C 2P 2P 2P 2P 8 -
28°C 2N ZP 2P 2P 6 2
C. zeylanoides 37°C zp 2P 2P 2P 8 -
42°C 2P 2P 2P 2P 8
28°C ZN 1N 3P 2P 2P 5 3
€, Guillier- 37°C 2N iIN P 2P 2P 5 3
mondii 42°C 2N 2P 2P 2P ] 2
28°C 2P 2P 2P 2P 8
37°C 2P 2P 2P 2P 8
€ conglobata 42°C 2P 2P 2P 2P 8
28°C 2F 2P 2P 2P 8
C. salmonicola 37¢C 2p 2P 2P 2P 8
42°C 33 2F 2P 2P 8
2P 28P 0P 3P 110 10
Total &N 2N

Con respecto a los tiempos de incubacién estudiados 30, 60, y 120 minu-
tos no se observaron diferencias en la produccién de tubos germinales en C., albicans
a diferencia del trabajo de Taschdjian (15) quien observd que cultivos de C. albicans
pueden ser identificados entre 90 minutos a 4 horas utilizando suero humano ani-
mal o sueros comerciales sustitutos para la observacién de tubos germinales. De las
especies que produjeron tubos germinales con constriccién en la base C, zeylanoides
y C. guilliermondii var. carpophora presentaron estas estructuras a partir de los 60
minutos,

La conoalbdmina, glucoprote{na presente en la albdmina de huevo, por estu-
dios realizados (8) ha sido incriminada como poseedora de actividad fungistética,
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Figura N® 3: C. salmonfcola: tubo germinal en albdmina de huevo a 37°C en 90 minutos, 280 x,

activada que se puede neutralizar por la adicién de sales ferrosas, sin embargo los
resultados de este ensayo demuestran que la albdmina de huevo es dtil como suple-
mento al suero en la produccién de tubos germinales para el diagnéstico répido de
C. albicans.

La realizacién del test de produccién de tubos germinales debe ser efectuado
por personal experimentado, pues la no observacién de la base del tubo germinal pa-
ra detectar la presencia de constriccién puede causar un error en el diagnéstico de
C. albicans si no se efecttian las pruebas complementarias de identificacién de leva-
duras.

CONCLUSIONES
1. Sélo C. albicans produjo los tipicos tubos germinales en albiimina de huevo.

2, Las especies C. zeylanoides y C. guilliermondii var. carpophora, C. conglobata
y C. tropicalis, produjeron tubos germinales con constriccion en la base.
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3. La temperatura y el tiempo de incubacién noinfluyeron en C. albicans para la pro-
duccién de tubos germinales pero si en las especies que produjeron tubos germi-
nales con constriccidn.

4, La albéimina es un substrato itil para el test de producci6n de tubos germinales
en el diagnéstico rapido de C. albicans.

5. La no observacién de la base del tubo germinal para detectar la presencia de cons-
triccién puede conducir a un diagnéstico errado de C. albicans.
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