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Resumen

La incidencia de las micosis ha aumentado en los Ultimos afios, destacandose entre ellas las
candidiasis sistémicas. La especie mas frecuente es Candida albicans; ésta ha sido
reemplazada en 35% por otras especies de Candida “ no albicans’ .

La criptococosis es la micosis sistémica gque se encuentra en segundo lugar en frecuencia,

seguida mas raramente por otras.

La identificacion especifica de estas levaduras es un paso crucial para establecer un
diagnéstico y tratamiento correcto. Los medios crombgenos resultan atractivos por la
sencillez y rapidez con que establecen el diagnostico de especie mediante el desarrollo
diferencial de colonias pigmentadas; CHROMagar Candida es uno los mas difundidos en

nuestro pais.

Los objetivos de este trabajo son determinar € desempefio diagnéstico (sensibilidad,
especificidad y valor predictivo) de dicho medio con respecto a la metodologia convencional
y evaluar la concordancia entre ambas metodologias.

Se estudiaron 127 cepas de Candida spp., 23 Cryptococcus neoformans, 8 Rhodotorula spp. y
6 Trichosporon spp. El andlisis estadistico se realizé mediante el programa EPIDAT.

Los resultados obtenidos muestran un buen desempefio diagndstico para la identificacion de
C. albicans. Para la identificacion de especies “ no albicans’ el medio pierde francamente
especificidad diagndstica, destacandose en particular los falsos positivos con C. krusei.
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Evaluacion del medio cromdégeno CHROMagar Candida™ para la identificacion de levaduras de interés médico

Se concluye que este medio es confiable para la identificacion de C. albicans, pero no es
posible prescindir del estudio morfolégico y eventualmente de otras pruebas complementarias
para € diagndstico especifico, sobre todo para cepas de Candida “ no albicans’ y para otros

géneros, dadas sus implicancias terapéuticas.

Palabrasclaves LEVADURAS- aislamientoy purificacion.
CANDIDA - aislamiento y purificacion.

Introduccién

La incidencia global de las infecciones fangicas, tanto
adquiridas en la comunidad como las nosocomiales, ha
aumentado en los Ultimos afios, existiendo en la actuali-
dad un mayor niimero de personas con riesgo de adquirir
micosis que en décadas previas. Si nos centramos en las
infecciones causadas por levaduras del género Candida
(Candida spp.) las cifras reportadas son proporcional-
mente muy superiores con respecto a otras infecciones
fangicas. Las infecciones por Candida spp. afectan fun-
damentalmente a pacientes inmunocomprometidos, des-
tacandose por frecuencia las candidiasis superficiales y
por gravedad las candidiasis profundas en pacientes con
neutropenia, recién nacidos de pretérmino, pacientes por-
tadores de neopl asias malignas, pacientes posguirirgicos
y pacientes internados en unidades de cuidados intensi-
vos, lamayoriade ellos sometidos amultiples maniobras
médi co-quirdrgicas, terapias antibacterianas de amplio es-
pectro, actos invasivos con catéteres intravascul ares, en-
tre otros™?.

Teniendo en cuentalas infecciones nosocomiales, las
levaduras del género Candida ocupan € cuarto lugar en-
tre los agentes de infecciones sistémicas y cerca de 80%
delasinfecciones fungicas“®. Laespecie mas frecuente-
mente involucrada en estas infecciones es Candida
albicans, sin embargo, en aproximadamente 35% de las
candidiasis sistémicas ha sido reemplazada por especies
“no abicans’; estas Ultimas generan para el clinico difi-
cultades terapéuticas, emergiendo con ellas nuevos pa-
trones de sensibilidad alos antifungicos. A modo de g em-
plo mencionamos: C. krusei, que presentaresistenciain-
trinsecaal fluconazol; C. glabrata, con un perfil de sensi-
bilidad variable, existiendo cepas con resistenciaintrinse-
ca, y cepas que desarrollan resistencia secundariaa flu-
conazol, y C. guilliermondi, C. lusitaniae, C. parasilopsis,
con resistencia secundaria al fluconazol. Algunos repor-
tesalafechamuestran cepasde C. glabrata, C. tropicalis
y C. guilliermondii resistentes ala anfotericina B&7.

También merece especia atencion Cryptococcus
neoformans, agente de criptococosis, micosis profunda
sistémica que af ecta sobre todo a pacientesinmunodepri-
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midos, con una prevalencia de 10% en pacientes con sida
y unaletalidad entre 15% y 40%®-19, Cabe destacar quesi

bien estamicosis produce frecuentemente sintomatol ogia
neuroldgica, lo quemotivael estudio del liquido cefalorra-

quideo, con el cual seestableced diagndstico enlamayo-

riadelos casos, también en un porcentaje considerable de
pacientes el diagndstico serealizaa partir de muestras de
hemocultivos. Ademas, esporadicamente otras levaduras
pueden ser agentes de infecciones sistémicas (en grupos
especificos de pacientes), destacandose, entre €llas,

Trichosporon spp, Rhodotorula spp y Sacharomyces spp.
Si bien estas Ultimas tienen una incidencia menor, es de
relevancia conocerlas pararealizar €l diagnostico en for-

ma oportuna™.

Laidentificacion correctay presenciadel agente cau-
sal eslabase paralacaracterizacion epidemiol égicadelas
infeccionesasi como paralaeleccion del tratamiento etio-
[6gico correcto?,

Varios métodos comerciales se encuentran en el mer-
cado paralaidentificacion de levaduras patdgenas, utili-
zando diferentes caracteristicas de las mismas, como la
morfologiamacroy microscépicay laasimilacion de car-
bohidratos. Estos métodos facilitan la identificacidn de
levaduras y se basan en la metodol ogia convencional ®®.
En los Ultimos afios se ha promovido e uso de medios
cromégenoscomo: Yeast Médium Aniline Blue®, Fluoro-
plates19, Candichrom®”, Albicans ID, Candiselect®®),
CDA®) y mésrecientemente CHROMagar Candida®29;
estos métodos resultan muy atractivos por la sencillez y
rapidez con que se obtiene el diagndstico de especie, al
objetivarse el desarrollo de colonias pigmentadas.

El CHROMagar Candidaes uno delos medioscromé-
genos més difundidos en nuestro medio, siendo utilizado
en algunos laboratorios de nuestro pais paralaidentifica-
cién delevaduras del género Candida como lo especifica
el fabricante. Con el CHROM agar Candidase han reporta-
do datos variados de sensibilidad y especificidad en la
identificacion de las diferentes especies dentro del géne-
ro®?), También es utilizado como un medio deaislamien-
to eidentificacion primariadelevaduras, en general apar-
tir de diferentes especimenes biolégicos, 10 que es alin
muy discutido®-2728 | dado que puede conducir a errores
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en € diagndstico micoldgico si lalevaduraque se encuen-
tra en lamuestra no corresponde a género Candida. Por
este motivo, algunos autores recomiendan considerar, ade-
mas de la coloracién que tomalacolonia, el morfotipo de
las mismas (rugosa, lisa, halo alrededor, naviculadas, um-
bilicacién central, etcétera)@.

Dado €l uso cada vez més frecuente en los |aborato-
riosde nuestro pais de este medio cromégeno, considera-
mos de interés evaluar e CHROMagar Candida parala
identificacion de levaduras de interés médico, plantean-
donos los siguientes objetivos:

a) Determinar lasensibilidad y especificidad diagnéstica
del CHROMagar Candida con respecto alametodol o-
gia convencional para la identificacion de levaduras
del género Candida.

b) Evaluar e comportamiento del método CHROM agar
Candida cuando se incluyen levaduras de otros géne-
ros como Cryptococcus, Trichosporon y Rhodotorula
en dicho medio.

¢) Evaluar laconcordanciaparacadaespecie deCandida
y parael total delas especiesentre anbasmetodol ogias.

Material y método

Cepas estudiadas: se estudiaron un total de 127 cepas de
Candida spp. Deé€llas, 100 seaislaron de pacientes a par-
tir de diferentes especimenes bi ol égicos (hemocultivo, la-
vado bronquioloaveolar, liquido peritoneal, puntade ca-
téter, entre otras); las 27 restantes correspondieron a ce-
pas de referencia: 17 procedentes de laMicotecadel De-
partamento de Parasitologiay Micologia del Instituto de
Higiene (IHM) y 10 del American Type Culture Collection
(ATCC) del National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS). Estas 27 Ultimas estaban tipificadas
como: C. albicans 14, C. parapsilopsis 4, C. tropicalis 2,
C. krusei 2, C. guilliermondii 2, C. glabrata 1, C. robusta
ly C.intermedial.

Paraevaluar el comportamiento delevaduras de otros
géneros en € medio cromégeno en estudio se utilizaron
cepasdelaMicotecadel IHM: Cryptococcus neoformans
23, Rhodotorula spp. 8 y Trichosporon spp. 6.

El nimero'y laproporcion numéricaentre los géneros
incluidos en e estudio se seleccionaron considerando la
prevaencia de las micosis sistémicas por levaduras en
nuestro medio. En este contexto destacamos que en la
préctica diarialas levaduras del género Candida son las
mas frecuentemente aisladas a partir de liquidos biol 6gi-
cos, seguidas por €l género Cryptococcusy excepcional -
mente por otros.

Metodologia de tipificacion: las cepas aisladas de las

diferentes muestras de pacientes fueron procesadas me-
diante examen micol égico directo y cultivos; las mismas
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sereaidaron e identificaron a partir de cultivos puros en
agar peptonado y glucosado de Sabouraud, por medio de
metodol ogiaconvencional incluyendo: morfologiamacro
y microscépica de las colonias (presencia o ausencia de
capsula, produccién de pigmento, tamafio, forma, entre
otros), sensibilidad alacicloheximida, crecimiento atem-
peraturas diferenciales, produccién de tubos germinales,
asimilacion de hidratos de carbono en aerobiosis (auxa-
nograma) y anaerobiosis (zimograma). Esta metodologia
es considerada como técnica de referencia o “gold stan-
dard” paralaidentificacion de levadurag®®3?),

Todas|as cepas se sembraron en CHROMagar Candida
siguiendo lasindicaciones del fabricante (CHROMagar™,
marcaregistradaDr. A Rambach, Paris, Francia), incuban-
dose a37°C con lecturafina alas 48 horas, tipificandose
la cepa seguin € color de la colonia: C. albicans (color
verde), C. tropicalis(color azul), C. krusei (color rosado-
fucsia) y “otrasespecies’ (color blanco-amarillo).

Andlisisestadistico: serealizaron los célcul os correspon-
dientesal desempefio diagndstico (sensibilidad, especifi-
cidady vaor predictivo) del medio CHROMagar Candida
con respecto alametodol ogia convencional en formadi-
ferencial paralaslevaduras delos distintos géneros. Para
evauar la concordancia entre los métodos se empled el
estadistico k (kappa).

Se utiliz6 paratodosloscélculos el programaEPIDAT
(andlisisepidemiol bgico paradatostabulados, version 2.0
paraWindows, Xuntade Galicia).

Resultados
Tipificacion de cepas

L as cepas de Candida spp. aisladas de muestras biol 6gi-
cas fueron identificadas por metodologia convencional;
lafrecuenciarelativa de especiesincluyendo las cepas de
referencia antes mencionadas fue la siguiente; 77 C.
albicans, 23 C. parasilopsis, 8 C. guilliermondii, 6 C.
tropicalis, 4 C. krusei, 3C. glabrata, 2 C. lipolytica, 1 C.
famata, 1 C. lusitaniae, 1 C. robusta, 1 C. intermedia.
(tablal, figural).

Las mismas cepas fueron identificadas por CHROM
agar como: 70C. albicans, 22 C. krusei, 6 C. tropicalisy
29" otrasespecies’ (tablal, figural).

Desermpefio diagndstico del medio cromdgeno

El andlisisestadistico paravalorar €l desempefio diagnés-
tico del medio cromégeno CHROMagar Candida para €l
diagndstico de C. albicans mostré los siguientes resulta-
dos:

Para las cepas de Candida spp. en su totalidad (cepas
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Tabla 1. Resultados comparativos de la identificacion de cepas de Candida spp.
por metodologia convencional y por CHROMagar Candida

Cepas Método CHROMagar CHROMagar CHROMagar CHROMagar
estudiadas convencional (verde) (azul) (rosado) (blanco)
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krusei 4
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Primera columna: identificacién por metodologia convencional, segunda columna: identificacion por CHROM agar Candida

Figura 1. Resultados comparativos de la identificacion de cepas de Candida spp. por metodologia convencional y por
CHROMagar Candida
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de referencia y cepas aisladas de muestras clinicas) €l
método presenté una sensibilidad y especificidad diag-
néstica de 88% y 96%, respectivamente, con un valor
predictivo delapruebapositiva(VPPP) de 97%Yy unvalor
predictivo delapruebanegativa (VPPN) de 84% calcula-
dos paraun intervalo de confianza (IC) de 95% (tabla2).

Al analizar por separado las cepas de referenciay las
de muestras biol dgicas encontramos diferenciasen el de-
sempefio diagndstico del medio cromégeno; & mismo pre-
sent6 una sensibilidad de 92% y especificidad de 94% al
tipificar cepasde muestrasbiol égicas (VPPP = 96%, VPPN
=87%), mientras que paralas cepasdereferencialasensi-
bilidad fue de 71% y la especificidad de 100% (VPPP =
100%, VPPN = 76%) caculadosparaun | C de95% (tabla2).

Con respecto a desempefio diagndstico de CHROM
agar Candida para €l diagndstico de cepas de Candida
“no abicans’, el método presenté unasensibilidad y es-
pecificidad diagndstica de 96% y 88%, respectivamente,
conVPPPde84%Yy VPPN de97%; el desempefio diagnds-
tico especificamente para C. krusel mostré una sensibili-
dad de 100% y especificidad de 66%, con un VPPP de 20%
y VPPN de 100%. Todoslos célculos seredlizaron paraun
IC de95% (tabla3).

Al incluir en €l estudio otros géneros de levaduras,
Cryptococcus, Trichosporon y Rhodotorula, € desem-
pefio diagndstico del CHROMagar Candidaparael diag-
nostico de C. albicans mostré una sensibilidad de 88%y
unaespecificidad de 96%, conun VPPPde96%Yy un VPPN
de 90%, calculados paraun |C de 95% (tablas2y 4). Para
Candida “no abicans’ en genera y paraCandida krusei
en particular present6 unasensibilidad de 93%Yy 100%, y
especificidad de 66% Yy 63%, respectivamente, conun 'V PPP
de 52% para Candida “no albicans’ en general y de 12%
para C. krusei calculados paraun I C de 95% (tabla4).

Concordancia

Cuando se mide laconcordanciatomando las cepas diag-
nosticadas como C. albicans y las cepas diagnosticadas
como C. tropicalise vaor dek fuede0,71 (1 C95%; 0,39-1).

Tomando las cepas diagnosticadas como C. albicans
y lasdiagnosticadas como C. krusel, kK =0,79 (IC 95%; 0,5
1), en tanto que tomando C. albicans y €l resto de las
especies de Candida “no albicans’ en su conjunto, k fue
de0,86 (IC 95%; 0,75-0,97).

Discusién y conclusiones

En primer lugar destacamoslavariacion enladistribucion
de especies de Candida spp. segin sean tipificadas por
metodologia convencional o CHROMagar Candida. Por
ambas metodologias C. albicans es la especie més fre-
cuente; sin embargo, si tenemos en cuenta la identifica-
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Tabla 2. Desempefio de CHROMagar Candida en la
identificacion de Candida albicans

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
n =127 n =100 n =27 n =164

Sensibilidad (%) 88 92 71 88
Especificidad (%) 96 94 100 96
VPPN (%) 84 87 76 90
VPPP (%) 97 96 100 96

1) 100 cepas de Candida spp. provenientes de muestras
biolégicas méas 27 cepas de Candida spp. de referencia.
Total: 127.

2) 100 cepas de Candida spp. provenientes de muestras
bioldgicas.

3) 27 cepas de Candida spp. de referencia.

4) 100 cepas provenientes de muestras biologicas de Candida
spp. mas 27 cepas de referencia de Candida spp. mas 37
cepas de otros géneros: 23 Cryptococcus neoformans, 6
Trichosporon spp. y 8 Rhodotorula spp.

Tabla 3. Desempefio de CHROMagar
en el diagnoéstico de Candida “no albicans”,
en particular para C. krusei

Diagnostico de Diagnostico de

Candida “no C. krusei*
albicans™*
Sensibilidad (%) 96 100
Especificidad (%) 88 66
VPPN (%) 97 100
VPPP (%) 84 20

* 100 cepas de Candida spp. provenientes de muestras
biolégicas mas 27 cepas de referencia. Total: 127

Tabla 4. Desempefio de CHROMagar en la
identificacion de C. albicans, Candida “no albicans” y
Candida krusei, al incluirse todos los géneros

Diagnéstico  Diagnoéstico  Diagnéstico
de Candida de de

“no albicans”  C. krusei C.abicans
(4 (4 (4
Sensibilidad (%) 93 100 88
Especificidad (%) 66 63 96
VPPN (%) 95 100 90
VPPP (%) 52 11,8 96

4) 100 cepas provenientes de muestras biolégicas de
Candida spp. mas 27 cepas de referencia de Candida spp.
mas 37 cepas de otros géneros: 23 Cryptococcus
neoformans, 6 Trichosporon spp.y 8 Rhodotorula spp.
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cién por metodol ogiaconvencional lasegundaen frecuen-
cia corresponde a C. parasilopsis, mientras que por
CHROMagar Candida corresponde a C. krusei. Resalta-
mos que €l conocimiento de la frecuencia de estas espe-
cies esla base para la caracterizacion epidemiol 6gica de
las candidiasis en cadaregion, aspecto fundamental enla
indicacién del tratamiento etiol 4gico.

Al analizar los resultados obtenidos, concluimos que
&l medio cromégeno CHROM agar Candidatiene un buen
desempefio diagndstico para la identificacion de C.
albicans entre levaduras del género Candida, lo que se
reflgjaen laelevadasensibilidad y especificidad halladas;
s consideramos ademés el VPPP para C. alhicans (97%)
concluimos que el método es altamente confiable parala
identificacion de estaespecie. Sin embargo, al analizar €
desempefio diagnostico del medio para la identificacion
de cepas de Candida no abicans, éste mantiene una ele-
vada sensibilidad perdiendo especificidad diagnéstica; si
consideramos el V PPP (84%) podemosinferir que parael
diagndstico de cepas de Candida “no abicans’ el méto-
do seequivoca 16 vecesen 100. En este sentido, a realizar
€l andlisis por separado entre las especies que nos permi-
teidentificar el medio cromégeno, encontramos lamayor
cantidad de falsos positivos para C. krusei, ello se des-
prende claramenteal observar e VPPP (20%), lo quesigni-
fica que solo 20% de las identificadas como C. krusei
corresponden a esa especie. Este sobrediagnostico de C.
krusei tiene implicancias en laindicacion terapéutica, ya
gue esta especie esresistente intrinsecamente al flucona-
zol (antifungico de primeralineaterapéuticaen lamayoria
de estas micosis).

Al evaluar e comportamiento del medio cuando se
incluyen levaduras de otros géneros, los valores de sen-
sibilidad y especificidad no se modifican parael diagnés-
tico de C. albicans. En cambio varian notoriamente parael
diagndstico de cepas de Candida “no albicans’ en gene-
ral y méas aun para C. krusel con valores muy bajos de
especificidad y con VPPP de 52% y de 12%, respectiva-
mente. Sin embargo, es de destacar que el medio tieneun
VPPN muy bueno tanto para cepas de Candida “no
abicans’ como paraC. krusai.

En relacion con laconcordancia entre los métodos, si
bien fue bastante alta en general, destacamos que paraC.
krusel y C. tropicalisesmenor, y s aello agregamos que
el limiteinferior del intervalo de confianzallegaa0,39 (C.
tropicalis) y 0,50 (C. krusei), concluimos que para estas
dos especies la concordancia no es buena. Estas conclu-
siones requieren de otro estudio con un ndimero mayor de
estas especies para completar correctamente la evalua-
cién delaconcordancia.

Finalmente, enfatizamos en a gunos aspectos a tener
presentes cuando se utiliza este medio en el algoritmo de
identificacion delevaduras.

Vol. 21 N° 3 Octubre 2005

— ElI medio esconfiable sobretodo paralaidentificacién
de C. albicans.

— Recomendamos utilizar dicho medio paraidentificar
especies de Candida luego de tener certeza de que la
cepa pertenece a este género (como lo especifica el
fabricante).

— Esnecesario utilizar otrametodol ogiaparalaidentifi-
cacion precisa de las especies de Candida “no
albicans’ identificadas por este medio.

— Noesconveniente utilizar el medio parael aislamiento
primario a partir de especimenes biolgicos porque
induce aresultados fal sos positivos, fundamental men-
tecuando identificaalas especiescomo “no abicans’.

— Es de destacar, no obstante, que el medio facilita el
reconocimiento de distintas especies que pueden co-
exigtir enlamismamuestraclinica

En suma: s bien este medio puede tener utilidad en el
reconocimiento rapido de C. albicans, laespecie masfre-
cuentemente aislada, debe utilizarse con reserva para el
reconocimiento delasotras especies de Candida, asi como
también parael aislamiento primario. Ellotieneimplican-
ciasen el tratamiento del paciente, dado quelaidentifica-
cién correcta del agente causal puede modificar la con-
ducta terapéutica. Por lo tanto, no es posible prescindir
del estudio morfoldgico y eventualmente de otras prue-
bas complementarias parael diagndstico especifico.

Summary

Theincidence of micosisespecialy systemic candidiasis
hasincreased in the last years. The most frequent species
isCandidaal bicans; that has been replaced (35%) by other
“no albicans’ species.

Cryptococcosis is the second most frequent systemic
MicosiS.

The specific identification of these yeastsisacrucial
step to determine an appropriate treatment. Chromogenic
medium allows easily and rapidly selectiveidentification
of yeasts by differential localization of colony pigmenta-
tion; CHROMagar Candidaisone of the most widespread
in our country.

The objectives of the study were to determine the di-
agnostic value of CHROM agar Candida (sensitivity, speci-
ficity and predictive value) compared to conventional cul-
ture methods and their reliability.

We studied 127 strains of Candida spp., 23 Cryptococ-
cus neoformans, 8 Rhodotorula spp. and 6 Trichosporon
spp. EPIDAT program was used for statistical analysis.

Results showed good ratesinidentificating C. albicans.
For “no abicans’ species, this medium definitively lost
diagnostic specificity, particularlyin C. krusei false posi-
tive testing.
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Chromogenic medium is reliable to identificate C.
albicans, but complementary tests and morphologic stud-
iesare needed to selective identification of “non albicans’
Candida and other strains considering their therapeutic
implications.

Résumé

L’ incidence des mycoses aaugmenté pendant lesderniéres
années, et parmi elles, les candidiases systémiques.
L’ espéce la plus fréguente est Candida albicans, qui a
été remplacée en 35% par d autres especes de Candida
“non albicans’ .

La cryptococcose est la mycose systémique qui
occupe ladeuxiéme place par safréguence.

L'identification spécifigue de ces levures est une
condition primordiale pour établir un diagnostic et un
traitement corrects. Les méthodes chromogénes sont
bonnes par lasimplesse et larapidité avec lesquelleselles
établissent le diagnostic d’ espéce au moyen du dévelop-
pement différentiel de coloniespigmentées;, CHROMagar
Candida est une des plus connus chez nous.

Le but de cetravail est de déterminer la performance
diagnostique (sensibilité, spécificité et valeur prédictive)
decemoyen par rapport alaméthodol ogie conventionnelle
et d' évaluer laconcordance entre les deux.

Onaétudié 127 cépesdeCandida spp., 23 Cryptococcus
neoformans, 8 Rhodotorula spp. et 6 Trichosporon spp.
L’ analyse statistique est faite avec le programme EPIDAT.
L es résultats obtenus signalent une bon rendement diag-
nostique pour I’ identification de C.albicans. Pour I” identifi-
cation d’ espéeces “non albicans’ le moyen perd franche-
ment efficacitédiagnostique, lesfaux positifsavec C.krusel
étant particuliérement présents.

Ontire comme conclusion que ce moyen est confiable
pour I'identification de C.albicans mais qu’il n'est pas
possible de se passer de I’ étude morphologique et éven-
tuellement d’ autres épreuves complémentaires pour le
diagnostic spécifique, surtout pour des cépes de Candida
“non albicans’ et pour d’ autres genres, tenant compte de
son importance thérapeutique.
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