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|dentificacion de Candida glabratay otras especies comunes del
género Candida mediante el uso secuencial del medio de cultivo
cromogeno y la prueba del tubo germinal

Johan Sebastian Herndndez-Botero'?, Jorge Enrique Pérez- Cérdenas®

RESUMEN

Introducién: se han usado agar cromogeno (AC) y la prueba del tubo germinal (PTG) para
identificar C. albicans. Sin embargo, ninguna de estas dos pruebas por separado permite la
identificacion de C. glabrata.

Objetivo: analizar la eficacia diagnoéstica del uso secuencial del AC y la PTG para identificar
las especies mas comunes de Candida.

Métodos: se identificaron 436 aislamientos usando el AC y luego la PTG; se utilizaron las prue-
bas bioquimicas como estdndar de oro, y se determinaron la sensibilidad y especificidad del
esquema secuencial con sus intervalos de confianza.

Resultados: el uso en serie del ACy la PTG tuvo sensibilidad del 97,9 % (IC95 %: 96,0-99,9) para
identificar C. albicans/dubliniensisy del 90,9 % (IC95 %: 84,0-97,8) para identificar C. tropicalis,
con especificidad del 100 % para ambas especies. El mismo esquema permitié identificar
C. glabrata con sensibilidad del 92,5 % (IC95 %: 86,2- 98,8) y especificidad del 96,6 % (IC95 %:
95,0-98,6), y el complejo C. parapsilosis con especificidad del 96,3 % (IC95 %: 94,5-98,1).

Conclusiones: el esquema propuesto permite la identificacién de C. albicans/dubliniensis,
C. tropicalis y C. glabrata con sensibilidad y especificidad adecuadas, y podria ser util en
entornos clinicos de bajos recursos.
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SUMMARY

Identification of Candida glabrata and other common
Candida species using chromogenic agar and germ
tube test

Introduction: Chromogenic agar and germ tube test
have been used for decades to identify C. albicans.
However, neither of these tests separately allows iden-
tification of C. glabrata.

Objective: To test the efficacy of chromogenic agar
and germ tube test used serially to identify the most
common Candida species found in clinical practice,
with emphasis on C. glabrata.

Methods: 436 isolates were identified using the chro-
mogenic medium followed by the germ tube test. Bio-
chemical tests were used as gold standard. Sensitivity,
specificity and confidence intervals (95 %) of the serial
identification system were determined.

Results: Sensitivity was 97.9 % (IC95 %: 96.0-99.9) to
identify C. albicans/dubliniensis, and 90.9 % (IC95 %:
84.0-97.8) for C. tropicalis; specificity was 100 % for
both species. Sensitivity was 92.5 % (IC95 %: 86.2-98.8)
for identification of C. glabrata with 96.6 % (IC95 %:
95.0- 98.6) specificity. Concerning identification of the
C. parapsilosis complex, specificity was 96.3 % (IC95 %:
94.5-98.1).

Conclusion: The proposed serial scheme has ade-
quate sensitivity and specificity for identification of
C. albicans/dubliniensis, C. tropicalis and C. glabrata.
It could be useful in low-resources clinical settings.

KEY WORDS

Candida glabrata; Candida albicans; Candida tropica-
lis; Species identification

RESUMO

Identificacdo de Candida glabrata e outras espécies
comuns do género Candida mediante o uso
sequencial do meio de cultivo cromogénico e a
prova do tubo germinal

Se usaram agar cromogénico (AC) e a prova do tubo
germinal (PTG) para identificar C. albicans. No entan-
to, nenhuma destas duas provas por separado permi-
te a identificacao de C. glabrata.
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Objetivo: analisar a eficdcia diagndstica do uso se-
quencial do AC e a PTG para identificar as espécies
mais comuns de Candida.

Métodos: identificaram-se 436 isolamentos usando o
AC e depois a PTG; utilizaram-se as provas bioquimi-
cas como padréao de ouro, e se determinaram a sensi-
bilidade e especificidade do esquema sequencial com
seus intervalos de confianca.

Resultados: o uso em série do AC e a PTG teve sensi-
bilidade de 97,9 % (IC95 %: 96,0-99,9) para identificar
C. albicans/dubliniensis e de 90,9 % (IC95 %: 84,0-97,8)
para identificar C. tropicalis, com especificidade de
100 % para ambas espécies. O mesmo esquema per-
mitiu identificar C. glabrata com sensibilidade de 92,5 %
(IC95 %: 86,2- 98,8) e especificidade de 96,6 % (1C95 %:
95,0-98,6), e o complexo C. parapsilose com especifi-
cidade de 96,3 % (IC95 %: 94,5-98,1).

Conclusodes: 0 esquema proposto permite a identifica-
céo de C. albicans/dubliniensis, C. tropicalis e C. gla-
brata com sensibilidade e especificidade adequadas, e
poderia ser Gtil em meios clinicos de baixos recursos.

PALAVRAS CHAVES

Candida Albicans; Candida Glabrata; Candida Tropi-
calis; Identificacdo de Espécies

INTRODUCCION

La identificacion rdpida y correcta de las especies del
género Candida es fundamental en la practica clinica
para guiar la eleccién del tratamiento antimicdtico
del paciente con candidiasis (1). Por esta razén, se ha
tratado de encontrar métodos de diagndéstico para
lograr, lo més tempranamente posible, una identifi-
cacién hasta el nivel de especie, en particular para
las formas invasivas de la enfermedad (2). Los medios
cromaogenos, introducidos durante los afos noventa,
permitieron diferenciar C. albicans de otras especies
del género y han demostrado ser, tras casi dos déca-
das de uso, una herramienta répida y eficaz para su
identificacion (3-6). Con la inclusidon de nuevos sus-
tratos en la siguiente generaciéon de medios se apunté
a identificar especies diferentes de C. albicans, y con
ellos se ha logrado un éxito relativo en la identifica-
cién de especies como C. Rruseiy C. tropicalis (7-12).
Sin embargo, especies frecuentes como C. glabrata y
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C. parapsilosis siguen siendo dificiles de identificar
satisfactoriamente con estos medios (5,7,8,11,12). Por
otra parte, se ha demostrado que la prueba del tubo
germinal (PTG), usada por décadas para identificar
C. albicans, es sencilla, rapida, econdmica y eficaz
para la determinacién presuntiva de dicha especie
(13-17). Sin embargo, otros patrones morfoldgicos
en esta prueba como la ausencia total de filamenta-
cién por parte de C. glabrata en cualquier medio, o
la presencia de pseudohifas asociada a C. tropicalisy
al complejo C. parapsilosis, han sido poco explorados
como herramienta de identificacidon debido a que los
comparten varias especies (16,18-20). Las limitaciones
de estas dos pruebas han restringido el uso de estos
meétodos de identificacidn presuntiva a la diferencia-
cién entre C. albicansy las especies no-albicans; tal si-
tuacion obliga a utilizar pruebas bioquimicas costosas,
o a recurrir a métodos demorados de identificacion
morfoldgica como el agar harina de maiz, para poder
clasificar al nivel de especie hasta un 50 % de los aisla-
mientos. En el presente estudio se analizé la eficacia
diagnéstica de la PTG y el medio cromdgeno, utili-
zados de forma secuencial, para la identificacion de
las especies mas comunes de Candida en la practica
clinica, con énfasis en la identificacién de C. glabrata.

MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se llevd a cabo en el marco de un
estudio observacional en el que se evalud la frecuen-
cia de especies de Candida en poblacién inmuno-
competente mayor de 60 anos, al ingreso a la unidad
de cuidados intensivos (UCI); durante este estudio se
planed, a manera de trabajo paralelo, un andlisis de
identificaciéon que se llevd a cabo utilizando todas las
levaduras recolectadas durante el estudio clinico. Di-
chas levaduras se aislaron de diferentes muestras de
vigilancia clinica: orofaringe, jugo géastrico, trdquea,
orina e hisopado rectal. Una vez en el laboratorio,
cada muestra se sembrd en el medio cromdgeno Bri-
lliance ™ Candida Agar (BCA), (Oxoid, UK); al cabo de
94 a 48 horas se hizo la lectura del cultivo y se clasifico
el crecimiento de acuerdo con el color de las colo-
nias, segun el esquema de identificacién de especies
establecido por el fabricante del medio: verde: C. albi-
cans/dubliniensis; azul: C. tropicalis; café/beis: C. gla-
brata, C. kefyr, complejo C. parapsilosis, C. lusitaniae;
morado: C. krusei, aunque el fabricante declara en el

inserto del producto que esta ultima especie puede
en ocasiones dar colonias de color café/beis (11,21). A
cada uno de los aislamientos obtenidos del agar cro-
mogeno se le hizo la prueba del tubo germinal; para
ello se inocularon directamente dos colonias del me-
dio cromoégeno en 300 uL de suero humano que se
incubd a 37 °C por 2 horas; se seleccionaron este me-
dio y dicho tiempo de incubacién debido a su mejor
relacion entre sensibilidad y especificidad (16). Con el
fin de evitar sesgos en la identificacion, el investigador
que leia dicha prueba no conocia el resultado obte-
nido en el medio cromodgeno; ademas, durante todo
el estudio se uso suero del mismo donante sano. La
lectura se efectud con objetivo de 40X en un micros-
copio Leica DM 500 con cdmara, y se busco alguno de
los siguientes patrones morfoldgicos: 1) presencia de
tubos germinales: blastoconidias con prolongaciones
angostas, no septadas en su origen, tipicas de Candida
albicans/dubliniensis (20); 2) presencia de pseudohi-
fas: blastoconidias acompafnadas de prolongaciones
que se inician desde un septo, las cuales exhiben una
relacidon mayor entre el ancho y el largo que las hi-
fas o tubos germinales; ademds, presentan multiples
constricciones septadas y se pueden observar como
una secuencia de blastoconidias gemantes no separa-
das. Este patrdn se asocia con la especie C. tropicalis
y el complejo C. parapsilosis (16,19,22,23); 3) ausencia
de cualquier tipo de filamentacion en cuyo caso se
diferencian dos patrones: a) blastoconidias pequenas
(menores de 5 uM) redondas y uniformes, caracteris-
ticas de C. glabrata (18,20); b) blastoconidias normales
a grandes, ovaladas o pleomorficas: este patrén no se
asocia con ninguna especie en particular. Posterior-
mente, se sembré cada uno de los aislamientos en
agar de papa y dextrosa (PDA) (Scharlau, Schaarlab
S.L, Barcelona, Espafia) a 37 °C por 24 horas con el fin
de obtener suficientes colonias para la identificaciéon
definitiva por pruebas bioquimicas; con este propoésito
se empled el estuche Rapid ID YeastPlus (Remel, Lene-
xa, KA, USA) siguiendo las indicaciones del fabricante.

ESQUEMA DE IDENTIFICACION SECUENCIAL CON
MEDIO CROMOGENO BCAY PRUEBA DEL TUBO
GERMINAL

Con base en el color de las colonias en el medio cro-
mogeno y en el patron morfoldgico en la prueba
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del tubo germinal, se diseid un esquema secuen-
cial que utiliza ambos resultados para identificar
algunas de las especies mas comunes de Candida:
1) C. albicans/dubliniensis: presencia de tubo germi-
nal en PTG y colonias de color verde en el medio
BCA (11,16). La PTG y los medios cromdgenos no son
capaces de discriminar entre C. albicansy C. dubli-
niensis (24), por lo que no se incluy6 la diferencia-
cién de estas dos especies en el presente trabajo. 2)
C. tropicalis: presencia de pseudohifas en la PTG y
colonias de color azul a las 48 horas de cultivo en
el medio BCA (11,16,23). 3) C. glabrata: un cultivo
cromégeno café/beis y ausencia completa de fila-
mentacion en la PTG con presencia de levaduras
pequefias (menores de 5 uM) ovaladas y uniformes
(11,18,19,23). 4) Complejo C. parapsilosis: colonias
de color café/beis en presencia de pseudohifas en Ia
PTG. Por su irrelevancia clinica, no se pretendi6 di-
ferenciar las especies del complejo C. orthopsilosis
y C. metapsilosis (11,19,23,25,26). 5) C. krusei: en el
presente estudio solo se utilizé para su identificacion
la presencia de colonias moradas en el medio cro-
mogeno BCA. No se tuvo en cuenta la PTG debido
a que esta levadura no posee un patrén distintivo
en dicha prueba y su frecuencia de filamentacién es
muy variable (11,16,19,20). Cada una de las levaduras
aisladas en el estudio se almacend en la coleccion
de microbiologia del laboratorio BIOSALUD a -80 °C,
en una solucién de Sabouraud liquido con dimetil-
sulféxido (DMSO) al 10 %, para posteriores ensayos
y andlisis de acuerdo con los protocolos establecidos
en el laboratorio (27).

ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizaron las recomendaciones para un estudio de
diagnéstico en enfermedades infecciosas del panel
TDR (Special Programme for Research and Training
in Tropical Diseases, ONU-WHO-World BanR), en su
documento de 2010: Evaluation of diagnostic tests
for infectious diseases: general principles (28). La ca-
pacidad discriminatoria para la especie C. albicans/
dubliniensis es la informada més consistentemente en
la literatura, con sensibilidad y especificidad del 95 %
y amplitud de intervalo de confianza de = 5 % para
ambas pruebas de identificacion; teniendo en cuenta
que en la mayoria de muestreos esta especie repre-
senta alrededor del 50 % de los aislamientos, el “n”
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calculado seria una muestra aleatoria de 146 levadu-
ras (11,16). Sin embargo, se decidi® no limitar el nu-
mero de muestras para el andlisis y utilizar la totalidad
de los aislamientos para asi preservar la proporcion
de especies no-albicans, tener la mayor diversidad
posible de especies y ofrecer intervalos de confianza
(IC95 %) o mas estrechos posible, especialmente para
las especies no-albicans/dubliniensis.

Con los resultados de las tres pruebas se construyeron
tablas de contingencia para determinar la sensibilidad
y especificidad con sus respectivos IC95 % (5,29-31).
Para cada uno de estos indicadores se calculd un IC
para una proporcion derivada de una muestra simple;
en los resultados que presentaron una caracteristica
operativa con un valor muy cercano al 0 % o al 100 %
se calculd el IC de una distribucién binomial para
evitar que sobrepasara el limite del rango (31-33). No
se calcularon los valores predictivos (negativo o posi-
tivo) de las pruebas, conforme a lo especificado por
el panel TDR; dichos valores se reservan para estudios
prospectivos en los que se evalta la probabilidad de
padecer o no la enfermedad a la [uz del resultado de
la prueba diagndstica; a este respecto, los resultados
de identificacién del presente estudio se comportan
como datos retrospectivos y las muestras se deben
analizar como una coleccion de aislamientos (28).
Tampoco se evalud la reproducibilidad de la prueba
debido a la limitacion de tener dos observadores dis-
tintos durante todo el proceso de identificacion, asi
como por la limitacidon de reactivos para repetir los
ensayos.

RESULTADOS

Se utilizaron 436 levaduras para el proceso de iden-
tificacion. La mayoria de los cultivos se leyeron a
las 24 horas de crecimiento, pero los aislamientos
de color azul o morado (23 %) fueron leidos a las 48
horas de acuerdo con las indicaciones del fabrican-
te; ningun aislamiento requirié mayor tiempo para
su identificacién. La distribucién de especies tras el
muestreo, de acuerdo con las pruebas bioquimicas,
se presenta en la tabla 1. Las especies C. albicans/
dubliniensis, C. glabrata, C. tropicalis, el complejo C.
parapsilosisy C. Rrusei representaron el 89,2 % de los
aislamientos; hubo 14 aislamientos (3,2 %) de especies
distintas al género Candida.
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Tabla 1. Distribucion de las especies de levaduras aisladas de acuerdo con los resultados de las pruebas bioquimicas

Género Especie Frecuencia %
Candida albicans 194 445
Candida glabrata 67 15,4
Candida tropicalis 66 15,1
Candida krusei 33 7,6
Complejo Candida parapsilosis 29 6,7
S Candida famata 11 2,5
E Candida lusitaniae 5 1,1
§ Candida spp. 5 1,1
Candida dubliniensis 4 0,9
Candida guilliermondii 3 0,7
Candida kefyr 2 0,5
Candida intermedia 1 0,2
Candida pelliculosa 1 0,2
Candida zeylanoides 1 0,2
:g Trichosporon spp. 3 0,7
3 Rhodotorula spp. 3 0,7
S Hanseniaspora spp. 2 0,5
§ Saccharomyces cerevisiae 2 0,5
;:': Cryptococcus spp. 2 0,5
K Prototheca zopfii 1 0,2
a Geotrichum capitatum 1 0,2
Total 436 100,0

En [a tabla 2 se presentan los resultados de identifica-
cién en el medio cromdgeno en comparacién con las
pruebas bioquimicas.

Con colonias verdes, se clasificaron 198 aislamientos
como C. albicans/dubliniensis, no se observaron falsos
negativos y solo hubo seis falsos positivos (2,9 %), cua-
tro de los cuales correspondian a C. tropicalis. Como
se observa en la tabla 4, la sensibilidad y especificidad
estuvieron por encima del 97 %; asimismo, al evaluar
la precisién, ninguno de los IC para estas dos carac-
teristicas fue inferior al 95 %. Una eficacia similar pre-
sentaron las colonias de color azul en el medio BCA
para identificar los 66 aislamientos de C. tropicalis. Se
presentaron cuatro falsos negativos (6,1 %) debido al
color verde de las colonias; siete aislamientos con co-
lonias azules fueron falsos positivos: dos de C. famata
y cinco de especies de levaduras diferentes del género
Candida. Como se observa en la tabla 4, los indicado-
res de eficacia diagnostica para la identificacion de

C. tropicalis en el medio BCA fueron: sensibilidad 93,9 % y
especificidad 98,1 %; de igual forma, al evaluar la preci-
sién de los resultados ninguno de los limites inferiores
del IC para todas las caracteristicas estuvo por debajo
del 88 %. Varias especies presentaron el color café/beis
de las colonias en el medio BCA: C. glabrata (n = 63),
complejo C. parapsilosis (n = 28), C. krusei (n = 21),
C. famata (n = 8) C. lusitaniae (n = 5), C. guilliermon-
dii (n = 3), C. kefyr (n = 1), C. pelliculosa (n = 1)y
C. zeylanoides (n = 1), ademas de dos aislamientos de
levaduras de géneros diferentes a Candida. La presen-
cia de colonias moradas en el medio BCA es presuntiva
de C. krusei (n = 33); sin embargo, para este color de
colonia, se evidencid un alto porcentaje de falsos ne-
gativos (63,6 %) con 21 cepas de C. krusei descartadas
de forma errénea por presentar colonias de color café.
Como se puede observar en la tabla 4, la sensibilidad
fue del 36,4 % y la especificidad estuvo por encima del
97,3 %, con IC95 % de 95,7 %-98,9 %.
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Tabla 3. Identificacion de aislamientos de Candida spp., mediante el uso en serie del
medio cromégeno BCA y la prueba del tubo germinal

Especie definitiva
(prueba bioquimica)

C. albicans/C. dubliniensis
C. glabrata

C. tropicalis

C. krusei

Complejo C. parapsilosis
C. famata

C. lusitaniae

C. guilliermondii

C. kefyr

C. intermedia

C. pelliculosa

C. zeylanoides

Candida spp.

Géneros diferente a Candida

TOTAL

@C. albicans: tubo germinal + colonias de color verde. ® C. glabrata: levaduras pequenas que no filamentan + colonias café/beis.

Color de colonias en BCA y morfologia en la PTG (%)

C. albicans/

C. dubliniensis @

194 (97,9)

C. glabrata ®

0(0)

62 (92,5)

0(0)
6(18,2)
1(3,4)
3(27,3)
0(0)
0(0)
0(0)
0(0)
1(100)
0(0)
0(0)
0(0)
73

Complejo

C. parapsilosis ©

0(0)
2(3)
0(0)
7(21,2)
18(62,1)
1091

3 (60)
1(66,7)

1(50)
0(0)
0(0)
0(0)
0(0)
0(

0
33

=

C. tropicalis @

Indeterminado

4(2,1)
3(4)5)
6(9,1)

20 (60,6)
10 (34,5)
7 (63,6)
2 (40)
2(33,3)
1(50)

1(100)
0(0)

1(100)

5(100)

4 (100)

76

TOTAL

198
67
66
33
29

=
A U= = 2N Wn =

—_
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“Complejo C. parapsilosis:

pseudohifas + colonias café/beis. ¥ Candida tropicalis: presencia de pseudohifas + colonias azules. BCA = medio de cultivo cromdégeno Brilliance
™Candida Agar. PTG = prueba de tubo germinal

Tabla 4. Eficacia diagndstica del medio cromégeno y la prueba del tubo germinal frente a las

pruebas bioquimicas en la identifiacion de diferentes especies de Candida

Especie Prueba diagnédstica Sensibilidad (%)
C. albicans/ BCA 100,0
C: Zuéﬁri)esnsis PTG 98,0
BCA + PTG 98,0
BCA 93,9
C. tropicalis PTG @ .
BCA + PTG 90,9
BCA® ;
C. glabrata PTG )
BCA + PTG 92,5
C lei BCA® ;
C.O :::fa;eaj;;losis PTG® =
BCA + PTG 62,1
C. krusei BCA 36,4

Intervalo de
confianza 95%

99,0-100,0
96,0-99,9
96,0-99,9
88,2-99,7
84,0-97,8
86,2-98,8

44,4-79,7
19,9-52,8

e Intervalo de
0,

Especificidad (%) confianza 95%
97,5 95,5-99,5
99,6 98,8-100,0

100,0 99,0-100,0
98,1 96,7-99,5
100,0 99,0-100,0
96,6 95,0-98,6
96,3 94,5-98,1
97,3 95,7-98,9

Notas: BCA = medio de cultivo cromdégeno Brilliance™ Candida Agar. PTG = prueba del tubo germinal
2 No se calculé la eficacia diagndstica de la PTG para esta especie, porque comparte con otras especies la presencia de pseudohifas
> No se puede calcular la eficacia diagndstica del BCA para esta especie, porque el color café/beis lo comparte con otras tres especies
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La distribucién de los resultados de la PTG frente a las
pruebas bioquimica se muestra en la tabla 2 y la apa-
riencia de los patrones morfoldgicos se presenta en la
figura 1. Los resultados de la eficacia diagnostica de la
deteccién de tubos germinales (PTG) para la identifi-
cacion de C. albicans/dubliniensis (n = 198) se mues-
tran en la tabla 4. EI porcentaje de falsos negativos fue
del 2 % y el de falsos positivos, del 0,4 %; la sensibilidad
fue del 98 % y la especificidad del 99,6 % y ninguno de
los limites inferiores del IC95 % estuvo por debajo del
96 %. El hallazgo de pseudohifas en la PTG se asocia
a diferentes especies de Candida. Como se observa

Figura 1. Patrones morfoldgicos en la prueba del tubo germinal

en la tabla 3, el 93,9 % de las cepas de C. tropicalis
(n = 62)yel 62,1 % de las del complejo C. parapsilosis
(n = 18) presentaron pseudohifas en la PTG; ambas
especies representaron, con 80 aislamientos, el 78,4 %
de levaduras con pseudohifas en la PTG. Otras espe-
cies que presentaron pseudohifas fueron C. krusei,
C. lusitaniae y C. kefyr. El patron morfoldgico en la
PTG de blastoconidias pequefias y uniformes sin evi-
dencia alguna de filamentacién lo presentaron 74 ais-
lamientos, a saber: 62 de C. glabrata (83,8 %), 6 de
C. krusei (8,1 %), 4 de C. famata (5.4 %)y 2 (2,7 %) de
especies diferentes al género Candida.

).

-
e
—
_—
L
—’

A

Las imdgenes se tomaron con microscopio Leica DM 500 con cdmara digital incorporada, usando el objetivo de 40X. A) Tubo germinal: se observan blastoconi-
dias redondeadas con prolongaciones angostas, no septadas. Corresponde a un aislamiento de C. albicans. B) Pseudohifas: se observan miltiples blastoconidias
grandes, ovaladas con prolongaciones que se inician desde un septo. Estas prolongaciones, o pseudohifas, son més anchas que las hifas verdaderas o tubos ger-
minales; ademds, presentan mdltiples constricciones septadas y se pueden observar como una secuencia de blastoconidias gemantes no separadas. Esta imagen
corresponde a un aislamiento de C. tropicalis. En las dos imdgenes siguientes se observan blastoconidias con ausencia total de tubos germinales o pseudohifas;
se diferencian dos patrones de no filamentacién: C) Blastoconidias pequeiias (< 5 pM) redondas y uniformes; este aislamiento corresponde a C. glabrata.
D) Blastoconidias normales a grandes: patrén que no se asocia con ninguna especie en particular. Este aislamiento corresponde al complejo C. parapsilosis

362

IATREIA Vol 28(4) octubre-diciembre 2015



Los resultados de la identificacién de aislamientos de
Candida mediante el uso secuencial del medio BCA
y la PTG estan en la tabla 3 y los de la eficacia diag-
nostica, en la tabla 4. La identificacion de C. albicans/
dubliniensis (n = 198) mediante este esquema en serie
presentd cuatro falsos negativos y no tuvo falsos posi-
tivos; por lo tanto, la especificidad aumento entre 0,4 %
vy 2,5 % a expensas de la sensibilidad, que disminuyd
un 2 % respecto al medio cromogeno. La identifica-
cién de C. tropicalis (n = 66) mediante el esquema
conjunto presento seis falsos negativos y ningtin falso
positivo; por lo tanto, al comparar con el desempeno
del medio BCA solo la especificidad aumentd 2 %, a
expensas de la sensibilidad que disminuyd 3 %. El es-
quema propuesto de identificacién en serie tuvo sen-
sibilidad del 92,5 % (IC95 %: 86,2-98,8) v especificidad
del 96,6 % (IC95 %: 95-98,6) para la identificacién de
C. glabrata. Se observd un 7,5 % de falsos negativos
debidos principalmente a errores en la estimacion vi-
sual del tamano de las blastoconidias; la proporcién
de falsos positivos identificados como C. glabrata fue
del 3,4 %; las especies que mas se confundieron con

ella fueron C. krusei con la mitad de los falsos posi-
tivos y C. famata con un cuarto de los mismos. La
identificacion del complejo C. parapsilosis (n = 29)
mediante el esquema conjunto de colonias cafés y
pseudohifas tuvo especificidad del 96,3 % (IC95 %: 94,5-
98,1) y sensibilidad del 62,1 % (IC95 %: 44,4- 79,7).

En la tabla 5 se resume la distribucién de los aisla-
mientos diferentes del género Candida de acuerdo
con la especie identificada (pruebas bioquimicas) y el
resultado del medio BCA y la PTG. En total, los 14 ais-
lamientos diferentes al género Candida representaron
el 3,2 % del total analizado en el estudio. Solo en tres
de los siete géneros aislados se pudo llegar hasta defi-
nir la especie, porque la identificacidn a este nivel exi-
ge métodos no convencionales que no se incluyeron
en este trabajo. Con frecuencia se informan especies
de los géneros Cryptococcus spp., Trichosporon spp.,
Saccharomyces spp., y Rhodotorula spp., como parte
de la microbiota humana, sea de forma transitoria o
permanente, y estos fueron, aparte de Candida, 10s
géneros mas frecuentes en el presente estudio.

Tabla 5. Identificacion de levaduras diferentes al género Candida aisladas de pacientes
adultos mayores al ingreso a la unidad de cuidados intensivos

Prueba bioquimica Cultivo polifiingico Cromo

PTG - Observaciones

Cryptococcus albidus ~ Si: CP, CA Morado Blastoconidias normales redondas sin filamentacién
g?;%cr);‘?;’:gs Si: CP, CA Azul Blastoconidias normales ovoides gemantes sin filamentacion
Geotrichum capitatum  Si: CA Café Presencia de artroconidias, al directo. Ureasa (-). No filamentacion en PTG
Si: CK, CA Azul Blastoconidias pequenas ovaladas en forma de limén, no filamenta
Hanseniaspora spp.
No Morado Blastoconidias pequeias ovaladas en forma de limén, no filamenta
Prototheca zopfii Si: CG Azul Células grandes y ovaladas con septos, no hay filamentacion
NO Rojo Blastoconidias normales a grandes sin hifas o pseudohifas
Rhodotorula spp. Si: CP Rojo Blastoconidias normales a grandes sin hifas o pseudohifas
No Rojo Blastoconidias normales a grandes sin hifas o pseudohifas
Saccharomyces Si: CA Morado Blastoconidias grandes, sin filamentacion
cerevisiae Si: CT, CK Morado Blastoconidias grandes, sin filamentacion.
No Café Blastoconidias ovaladas. Al directo: presencia de artroconidias. Ureasa (+)
Trichosporon spp. No Azul Blastoconidias ovaladas. Al directo: presencia de artroconidias. Ureasa (+)
No Azul Blastoconidias ovaladas. Al directo: presencia de artroconidias. Ureasa (+)

CA: Candida albicans. CT: Candida tropicalis. CG: Candida glabrata. CP: complejo Candida parapsilosis. CK: Candida krusei. PTG: descripcion de la

prueba del tubo germinal
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Como se puede observar en la tabla 5, el color méas
frecuente de las colonias de aislamientos no-Candida
en el medio BCA fue el azul con cinco, seguido del
morado con cuatro, el rojo con tres y el café con dos.
En la PTG la mayoria de estas especies presentaron
patrones indistintos (blastoconidias grandes sin pa-
trén de filamentacidn) o las caracteristicas tipicas de
algunas especies (artroconidias en el caso de Geotri-
chum capitatum o blastoconidias en forma de limén
asociadas con Hanseniaspora spp.).

DISCUSION

En el presente estudio el medio cromégeno BCA y
la prueba del tubo germinal (PTG) demostraron ser
eficaces para la identificacion de C. albicans/C. dubli-
niensis, pero, como se puede observar en la tabla 4,
dicho medio fue mas sensible y la PTG, maés especifi-
ca. El desempeno de cualquiera de las pruebas para la
identificacion de C. albicans es similar en términos de
sensibilidad y especificidad a lo hallado en otros es-
tudios: ambos parametros logran discriminacion por
encima del 95 % (5,11,13,16). En el estudio multicéntri-
co de Alfonso y colaboradores (21), en el que se utilizd
el mismo medio cromdgeno BCA en una muestra de
240 aislamientos, se encontraron sensibilidad del 84 %
y especificidad del 91,5 %, o sea, que la capacidad de
discriminacion fue inferior a la aqui mostrada. Asi-
mismo, para la identificacién de C. tropicalis usando
el mismo medio cromdgeno, en el presente estudio la
sensibilidad (93,9 %) fue superior a la informada por
Alfonso y colaboradores (61 %) y la especificidad fue
igual a la hallada por estos autores (98,1 %) (21). Sin
embargo, los valores de sensibilidad y especificidad
encontrados en nuestro estudio fueron similares a [os
reportados con otros medios cromodgenos (9,11).

El uso secuencial del medio BCA y la PTG present6
sensibilidad del 97,9 % para identificar C. albicans/du-
bliniensisy del 90,9 % para C. tropicalis, con especifi-
cidad del 100 % para ambas especies. Esto indica que
dicho esquema diagnoéstico secuencial es comparable
en capacidad de discriminacion al uso de cualquiera
de los medios cromdgenos habituales, pero con un
aumento de la especificidad (5,6,8,29). Era de esperar
la ausencia de falsos positivos ya que el aislamiento
tendria que presentar el mismo error en las dos prue-
bas. Cabe resaltar que este no es el primer esquema
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que trata de correlacionar dos pruebas de uso comun.
Koehler y colaboradores (23) en 1999 reportaron un
esquema para identificar especies de Candida utili-
zando el medio CHROMagar Candida y el agar harina
de maiz + tween [polisorbato] 80; a pesar de mencio-
nar la eficacia del esquema hay que tener en cuenta
dos elementos: en primer lugar, la interpretacion de
este esquema depende de cuanto tarde el crecimiento
del cultivo en harina de maiz lo que duplica el tiempo
de identificacién comparado con el requerido para
completar el esquema propuesto en el presente estu-
dio. Segundo, el reporte de Koehler y colaborado-
res (23) no menciona ningun indicador que permita
conocer la capacidad de discriminacién de la prueba
(sensibilidad y especificidad). En sintesis, el esquema
propuesto demuestra que el uso en serie del medio
cromoégeno y la PTG aumenta la especificidad (a ex-
pensas de la sensibilidad), lo cual podria incrementar
el valor predictivo positivo de la identificacion de es-
tas dos especies comunes, algo que debe ser compro-
bado en estudios prospectivos.

El medio BCA no resulté adecuado para identificar
C. krusei debido a que solo una tercera parte de las
colonias exhibi6 el color morado caracteristico des-
crito por el fabricante; las restantes resultaron de
color café/beis. Este hallazgo contrasta con los resul-
tados de Ghelardiy colaboradores (11) y Alfonso y co-
laboradores (21) quienes reportaron sensibilidad por
encima del 87 % para la identificacion de esta especie.
En el presente estudio no se encontrd un patréon mor-
fologico asociable a C. Rrusei en la prueba del tubo
germinal, y se debe establecer, en un futuro ensayo,
si la presencia de filamentacién en tiempos de incu-
bacidon mayores de 2,5 horas podria servir para iden-
tificar dicha especie, como lo sugirieron Hilmoglu y
colaboradores (16). Asimismo, con una sensibilidad
de 62 %, el esquema conjunto para la identificacion
del complejo C. parapsilosis no fue eficaz para des-
cartar este grupo de especies debido a la presencia
de 11 falsos negativos (38 %). Si bien, casi la totalidad
de los aislamientos de esta especie son de color café
en el medio cromdgeno, la inconsistencia en la for-
macién de pseudohifas y el hecho que este patrén
morfoldgico sea compartido por otras especies expli-
can la proporcion de falsos negativos cercana al 40 %.
Sin embargo, el hallazgo de pseudohifas en la PTG en
presencia de colonias color café en el medio BCA tie-
ne especificidad del 96 % para identificar el complejo
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C. parapsilosis; el valor predictivo positivo de este ha-
llazgo dependeréd de la prevalencia de esta especie,
que es mas alta en la poblacion adulta latinoamerica-
na que en el resto del mundo (34,35).

La importancia de la identificacion réapida de C. gla-
brata radica en que esta especie presenta sensibilidad
disminuida a los azoles, es la especie que con mayor
frecuencia exhibe susceptibilidad disminuida a las
equinocandinas y su prevalencia ha venido aumen-
tando entre las especies no-albicans responsables de
candidemia, especialmente en la poblacion adulta
mayor (2,34,36-38). Se ha explorado poco para pro-
positos de identificacidn la ausencia de filamentacion
en presencia de blastoconidias pequefas y unifor-
mes como patrén morfoldgico tipico de C. glabrata
en cualquier medio de cultivo usual en la préactica
clinica (18). Utilizando agar harina de maiz, Koehler y
colaboradores (23) analizaron 116 aislamientos de esta
especie y, segun ellos, la ausencia de filamentacién y
la presencia de levaduras pequefias (entre 2,5 y 4 uM)
son criterios esenciales para identificar esta especie;
sin embargo, especies como C. famata, C. Rruseiy ais-
lamientos diferentes al género Candida pueden pre-
sentar un patréon morfoldgico similar. En el presente
estudio, este hallazgo en la PTG en presencia de co-
Ionias cafés en el medio BCA tuvo sensibilidad del
92,5 % (IC95 %: 86,2-98,8) y especificidad del 96,6 %
(IC95 %: 95-98,6) para la identificaciéon de C. glabrata.
Entre los métodos rapidos y econdmicos para identi-
ficar esta especie se destaca el propuesto por Freydie-
re y colaboradores (39) en un estudio hecho en 2002;
utilizando como marcador la actividad de la trehalasa
describieron sensibilidad del 96,9 % y especificidad su-
perior al 95 %. Sin embargo, el desempefio de dicha
prueba dependia del medio de cultivo utilizado, no se
report6 el IC95 % para sensibilidad-especificidad y se
utilizd una proporcion de C. glabrata (53 % del total
de la muestra) que dista mucho de la encontrada en
la préactica clinica diaria, detalle que aumenta osten-
siblemente el valor predictivo positivo de la prueba y
les resta validez externa a los resultados. No obstante,
amerita comparar en un futuro estudio el desempeno
de la prueba rapida de trehalasa con el esquema de
identificacion planteado en el presente articulo.

Con el esquema secuencial se pudieron descartar
las especies de géneros diferentes a Candida, algo
para tener en cuenta por parte de personas poco

experimentadas en la observacion de las caracteris-
ticas morfoldgicas de las colonias como la consisten-
cia o la forma. Asi, se observa que las colonias azu-
les, asociadas con C. tropicalis, se pueden confundir
con aislamientos de los géneros Cryptococcus spp.,
Trichosporon spp., Prototheca spp., y Hanseniaspora
spp. Sin embargo, mediante la PTG se descartaron
estos falsos positivos ya que estas especies no produ-
cen el patréon de filamentacién con pseudohifas que
produce C. tropicalis. Las colonias de Saccharomyces
spp., v Hanseniaspora spp., pueden ser de color mo-
rado, correspondiente a C. Rrusei; con esta especie no
hay ningtn patrén de filamentacién en la PTG que
permita diferenciarlas, méas alld de la forma carac-
teristica de las blastoconidias de Hanseniaspora spp.
Por otra parte, los dos aislamientos que presentaron
el patrén de blastoconidias pequenas en la PTG no
tuvieron colonias cafés en el medio BCA lo que evita
clasificarlas errobneamente como C. glabrata.

En sintesis, el esquema aqui propuesto es una herra-
mienta sencilla para identificar las tres especies mas
frecuentes que representan el 75 % de los aislamientos
de Candida presentes en la poblacién adulta mayor
en UCI: C. albicans, C. tropicalisy C. glabrata. Debido
a su caracter seriado, este esquema aumenta la espe-
cificidad de la identificacion lo que podria mejorar el
valor predictivo positivo respecto al uso individual de
las pruebas en la practica clinica. Ante la imposibili-
dad de identificar C. glabrata utilizando tnicamente
la prueba del tubo germinal o el medio cromdgeno,
el esquema de identificacién en serie aqui propuesto
ofrece sensibilidad del 92,5 % (IC95 %: 86,2-98,8) y es-
pecificidad del 96,6 % (IC95 %: 95-98,6) para su identi-
ficacion. Tales elementos sugieren que este esquema
podria ser Gtil en ambientes hospitalarios con recur-
sos limitados que no cuenten con la posibilidad de
hacer pruebas bioquimicas de identificacion.
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