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Resumen Se evalué la utilidad del medio de cultivo CHROMagar Candida en la identifica-
cion presuntiva de levaduras. Ensayamos 36 especies diferentes, pertenecien-
tes a nueve géneros: un Blastoschizomyces, 20 Candida, cinco Cryptococcus,
dos Geotrichum, un Kloeckera, dos Pichia, tres Rhodotorula, un Saccharomyces
y un Trichosporon, para determinar el color y las caracteristicas de las colonias
en este medio. Posteriormente, identificamos 2.230 cepas, aisladas directamen-
te sobre CHROMagar Candida a partir de muestras clinicas, considerando la
coloracion, textura y morfologia de las colonias después de 72 horas. Estos
resultados se compararon con los obtenidos mediante los métodos usuales para
la identificacion de levaduras. La sensibilidad y especificidad fueron ambas
superiores al 97% para el conjunto de las cepas, para Candida albicans del
100% y 100%, para Candida glabrata del 97,3% y 99,9%, para Candida krusei
del 92,3% y 99,6%, para Candida parapsilosis del 90,3% y 99,6%, y para
Candida tropicalis del 100% y 100%. El medio CHROMagar Candida resulté de
gran utilidad para el cultivo de muestras clinicas, y su empleo para la identifica-
cién de levaduras mostré un rendimiento del 97,5%, cercano al 100% de los
métodos convencionales.

Levaduras, CHROMagar Candida, ldentificacion

Identification of yeasts of clinical interest on
CHROMagar Candida culture medium

Summary  The efficiency of CHROMagar Candida was evaluated as a medium for the pre-
sumptive identification of yeasts. We tested 36 different yeast species, pertaining
to 9 genera: one Blastoschizomyces, 20 Candida, five Cryptococcus, two
Geotrichum, one Kloeckera, two Pichia, three Rhodotorula, one Saccharomyces
and one Trichosporon, to determine the colony colors and characteristics on this
medium. Afterwards, we identified 2.230 strains isolated directly on CHROMagar
Candida from clinical samples by specific colouration and morphology of the
colonies after 72 hours. Their results were compared with standard methods for
the identificaction of yeasts. The sensitivity and specificity were both superior to
97% for all strains, 100% and 100% for Candida albicans, 97.3% and 99.9% for
Candida glabrata, 92.3% and 99.6% for Candida krusei, 90.3% and 99.6% for
Candida parapsilosis, and 100% and 100% for Candida tropicalis. CHROMagar
Candida is a very useful medium for the culture of clinical samples; its use for
identification of yeasts has an accuracy of 97.5%, close to 100% of conventional
methods.
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Aunque Candida albicanssigue siendo, entre las base importante para el reconocimiento y la identificacién
levaduras, la especie predominante en muestras clinicagresuntiva de muchas levaduras, pero resulta insuficiente
se estan documentando cada vez mas infecciones causadasno se acompafia de otros recursos disponibles, princi-
por otras especies que presentan mayor resistencia a logalmente la investigacion de las caracteristicas nutriciona-
azoles, lo que justifica la importancia de la identificacion les. Algunos medios de cultivo diferenciales pueden
correcta de las distintas especies. El estudio de la morfolo-ofrecer mejor rendimiento que el clasico agar de
gia colonial en medios de cultivo sélidos constituye una Sabouraud, como es el caso del medio de Nickerson o

agar BiGGY con sulfito de bismuto][¥ el medio de
Pagano y Levin con trifeniltetrazolio][2En los ultimos
afios se han comercializado varios medios de cultivo fluo-
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[3, 4], Yeast Medium Aniline Blue [5]6 Fluoroplate observado en este medio, se determiné presuntivamente la
[7,8], MUAG [9], Candichrom [1]) Albicans ID [8-14, especie y se procedié a confirmar la identificacion
Candiselect [14 mediante métodos convencionales. Con los resultados
El medio de cultivo CHROMagar Candida obtenidos en el medio CHROMagar Candida determina-
(CHROMagar, Francia) es uno de estos medios cromogémos los indices de sensibilidad, especificidad y valor pre-
nicos capaz de identificar @lbicansy diferenciar otras ~ dictivo positivo, en relacion con los métodos
levaduras de interés clinico de acuerdo con el color de laconvencionales, entendiendo por sensibilidad la capacidad
colonias. Segun diversos estudios de evaluacion, estale identificar correctamente una especie sobre el medio
medio parece ser de gran utilidad para la identificacion CHROMagar Candida y por especificidad la capacidad de
presuntiva deC. albicans Candida tropicalis Candida obtener un resultado negativo cuando éste es el esperado;
glabratay Candida kruseiprincipalmente [11,14-23 el valor predictivo positivo expresado en porcentaje resul-
Nosotros lo hemos evaluado frente a 36 especies de levata de aplicar la formula: PT/PT+PF, considerando como
duras incluidas en los génerd@andida Cryptococcus, PT los resultados positivos totales o nimero de cepas
Geotrichum, Kloeckera, Pichia, Rhodotorula, asignadas a una especie concretay como PF los resultados
Saccharomyceg Trichosporon con el fin de establecer el positivos falsos o errores en la identificacion.
morfotipo colonial especifico de cada especie. Por otra
parte, hemos intentado identificar directamente sobre esttRESULTADOS
medio 2.230 levaduras, aisladas de muestras clinicas en
diagnostico seriado de rutina, para comprobar su rendi- El espectro de colores obtenidos en el medio
miento en la identificacion frente al empleo de métodos crOMagar Candida fue variado: blanco, verde, azul,
convencionales como el estudio de las caracteristicaggsa, eige y lila, con variaciones de intensidad en algunos
morfoldgicas, la tolerancia a la cicloheximida y la fer- e estos colores. En la tabla 1 se reflejan las tonalidades

mentacion y asimilacion de compuestos de carbono. de color, textura y morfologia colonial, correspondientes a
i cada una de las 36 especies ensayadas para establecer el
MATERIAL Y METODOS morfotipo colonial. Como se observa, las coloraciones

rosadas y blanquecinas son a menudo compartidas por las
Se determind el morfotipo colonial sobre el medio colonias de distintas especies, dificultando la diferencia-

de cultivo CHROMagar Candida (Becton-Dickinson) de cion entre ellas cuando no se aprecian otras caracteristicas
36 especies diferentes de levaduras, pertenecientes de cultivo. Considerando conjuntamente el color, la textu-

nueve géneros: uBlastoschizomyce&0 Candida cinco ra y la morfologia de las colonias, los morfotipos corres-
CryptococcusdosGeotrichumun Kloeckera,dosPichia, pondientes &lastoschizomyces capitatus, C. albicans
tres Rhodotorula,un Saccharomyceg un Trichosporon, C. glabrata, C. kefyr, C. krusei, Candida lipolytica,

tras identificarlas mediante el estudio de sus caracteristi-Candida lusitaniae, Candida pelliculosa, C. tropicalis,
cas morfologicas (morfotipo colonial, blastesis, formacion Candida zeylanoides, Cryptococcus albidus,
de cépsula, blastosporas, hifas/pseudohifas, artrosporas ¢ryptococcus humicolus, Cryptococcus laurentii, C. neo-
ascosporas), fisioldgicas (tolerancia a cicloheximida), bio- formans, Cryptococcus uniguttulatus, Geotrichum candi-
quimicas (hidrolisis de urea y reduccion de nitrato) y dum, Geotrichum klebahnii, Kloeckera apiculata, Pichia
nutricionales (fermentacién y asimilacién de compuestos ohmeri, Saccharomyces cerevisiadrichosporon beige-

de carbono), utilizando métodos convencionales y el sis-lii, son bastante especificos de especie.

tema comercial ATB ID32C (Bio-Mérieux). Estas cepas En la tabla 2 se muestran los morfotipos coloniales
procedian de muestras clinicas, incluidas heces, y muesebtenidos en el medio CHROMagar Candida para las
tras ambientales, principalmente agua del mar. Una vez2.230 cepas estudiadas, relacionando las especies identifi-
establecida la identidad de las cepas, se cultivaron en agatadas presuntivamente sobre este medio con las confirma-
Sabouraud (Difco, USA) durante 48 h a 30°C, y a partir das tras aplicar la metodologia convencional. De acuerdo
del cultivo se efectud una suspension en agua destiladaon estos resultados, el medio CHROMagar Candida ofre-
estéril hasta alcanzar una concentracién deftOnl, la ce un indice de sensibilidad del 97,5% para el conjunto de
cual fue inoculada sobre la superficie del medio las cepas, y una especificidad del 97,6%. En la tabla 3 se
CHROMagar Candida. Los cultivos se incubaron a 30°C expresan los indices de sensibilidad, especificidad y el
y fueron examinados a las 24, 48 y 72 h, apreciando envalor predictivo positivo para las especies mas frecuentes
las colonias la presencia o ausencia de color junto a otragn muestras clinicas.

caracteristicas de textura, morfologia colonial y actuacion

sobre el medio produciendo halo por cambio de pH. Sep|sScUSION

ensayaron también seis cepas de coleccion como control
de la metodologia utilizadaC. albicansATCC 752,

C. glabrataATCC 2001,C. kruseiATCC 24408.C. Los medios de cultivo diferenciales, basados en las

aie = A distintas tonalidades de color que adquieren las colonias
parapsilosisATCC 7330,C. tropicalisATCC 750y 4o mychos microorganismos al actuar sobre determinados
Cryptococcus neoformareT CC 2344. . componentes del medio, estan cada vez mas en auge. Las
Para evaluar el rendimiento del medio principales ventajas de estos medios son la deteccion de
CHROMagar Candida, se estudiaron de manera prospectiyn patggeno determinado en una muestra y el reconoci-
va 2.230 cepas de levaduras obtenidas de distintas muesnjento de mezclas de microorganismos con caracteristicas
tras clinicas de pacientes atendidos en el Hospitalcp|onjales muy similares. En el caso de las levaduras,
Universitario Puerta del Mar de Cadiz, procesadas enggpre todo en el géne@andida se vienen utilizando

nuestro laboratorio para diagnostico de rutina. Las mues-(gesde hace afios, como medios selectivos para su detec-
tras se cultivaron directamente sobre agar de Sabourau ion, aislamiento y diferenciacion, el medio de Nickerson

con cloranfenicol para confirmar la presencia de levadu-124 29 el medio de Harold v Snvder especialmen-
ras y sobre CHROMagar Candida, estudiando las Caracte%e' ’equ”nedio de Pagano nyev)i/n [2%7]_;5 medio

risticas morfologicas y cromogénicas de las colonias a 'aSCHROMagar Candida ha sido suficientemente evaluado y
72 h de incubacion a 30°C. De acuerdo con el morfotipo gemostrada su eficacia [14]23
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Tabla 1. Caracteristicas de color, textura y morfologia colonial de 36 especies de leva-
duras cultivadas en medio CHROMagar Candida.

Género/especie

NUmero de cepas

Morfotipo de las colonias

Blastoschizomyces 3

B. capitatus 3 Blanco, rugosas
Candida 610

C. albicans 348 Verde esmeralda

C. catenulata 1 Rosa claro, mates

C. glabrata 4 Lila, mates

C. famata 12 Rosa claro, mates

C. globosa 1 Blanco crema, mates

C. guilliermondii 10 Rosa claro, brillantes

C. inconspicua 2 Rosa claro, rugosas

C. intermedia 2 Rosa claro, rugosas

C. kefyr 6 Beige, mates

C. krusei 30 Rosa claro, rugosas, borde extendido

C. lambica 1 Rosa claro, mates

C. lipolytica 9 Blanco rosado, rugosas, naviculares

C. lusitaniae 4 Lila, brillantes

C. norvegensis 2 Rosa claro, rugosas

C. parapsilosis 54 Rosa claro, mates/arrugadas

C. pelliculosa 6 Lila, rugosas

C. tropicalis 83 Azul rosado, mates, halo alrededor

C. utilis 1 Blanco crema, mates

C. valida 2 Rosa, rugosas, borde extendido

C. zeylanoides 2 Azul, brillantes
Cryptococcus 20

C. albidus 5 Rosa lila, brillantes

C. humicolus 2 Rosa grisaceo, brillantes, arrugadas

C. laurentii 4 Lila, brillantes

C. neoformans 6 Blanco crema, brillantes

C. uniguttulatus 3 Blanco crema, mates
Geotrichum 5

G. candidum 3 Blanco, aterciopeladas

G. klebahnii 2 Rosa azulado, aterciopeladas
Kloeckera 3

K. apiculata 3 Lila, muy pequefias, halo alrededor
Pichia 5

P. farinosa 2 Crema rosado, mates

P. ohmeri 3 Rosa azulado, rugosas
Rhodotorula 28

R. glutinis 12 Rojo coral a salmén

R. mucilaginosa 15 Rojo coral a salmén

R. minuta 1 Salmén a naranja
Saccharomyces 6

S. cerevisiae 6 Lila, mates, halo alrededor
Trichosporon 6

T. beigelii 6 Turquesa, rugosas, halo alrededor

De acuerdo con los hallazgos de algunos autores,tar la identificacion, tales como la rugosidad y el borde
encontramos que el medio CHROMagar Candida es deextendido en las colonias @& krusei,el halo alrededor
gran utilidad para la identificacién de las especies dede las colonias d€. tropicaliso el tamafio de las colonias
Candidamas habituales en muestras clinicasalbicans deKloeckera apiculatalLas levaduras pertenecientes a los
C. tropicalis C. kruseiy C. glabratg excluyendo a  génerosCryptococcus, Geotrichum Rhodotorulase
C. parapsilosig14,19,2Q; otros autores cuestionan su efi- reconocen con cierta facilidad en cualquier medio micol6-
cacia para la identificacion de. glabrata[15,17,1§. gico, pero el medio CHROMagar Candida ayuda bastante
Segun nuestra experiencia, este medio es adecuado iguak la diferenciacion de especies dentro de los géneros
mente para la identificacién presuntiva de otras especiesCryptococcusy Geotrichum,ya que los morfotipos colo-
menos frecuentes; de las 36 especies ensayadas en egst@les de las especies estudiadas presentan rasgos especifi-
estudio, se pueden diferenciar con cierta precision hastaos.

21 de ellas considerando no sélo el color, sino también la El empleo de este medio para la identificacién ruti-
textura y morfologia de las colonias. El color de las colo- naria de aislamientos clinicos ofrece, pues, un excelente
nias de algunas levaduras puede variar ligeramente de umpendimiento, con un alto porcentaje de aciertos en la
dia a otro, por lo que es importante fijar el tiempo de determinacion de la especie (97,5%) en comparacién con
observacion. Nosotros efectuamos la lectura de las placagl| teérico 100% atribuido a los métodos convencionales.
alas 72 h para apreciar el color, y luego prolongamos elEn la mayoria de las especies frecuentes en clinica, los
cultivo hasta los cinco dias para apreciar mejor otrasindices de sensibilidad y especificidad son tan excelentes
caracteristicas de las colonias. Las coloraciones rosa, lilague podria prescindirse de otras pruebas de identificacion
y blanca, son las compartidas por un mayor nimero decomo la formacion de tubos germinativos, la produccion
especies y las que ofrecen mayor dificultad interpretativa, de clamidosporas y la fermentacion y asimilacion de com-
siendo necesario recurrir a otras peculiaridades para orienpuestos de carbono, sobre todo cuando no fuera necesario
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Tabla 2. Morfotipo en el medio de CHROMagar Candida de 2.230 cepas de levaduras: idenfica-
cién presuntiva de especies y confirmacion por métodos convencionales.

Morfotipo colonial NUmero de cepas Especie sospechada Especie confirmada

Verde esmeralda 1.235 C. albicans C. albicans (1.235)
Rosa grisaceo, brillantes 3 C. humicolus C. humicolus (3)
Azul rosado, mates, halo 198 C. tropicalis C. tropicalis (198)
Azul, brillantes 1 C. zeylanoides C. zeylanoides (1)
Turquesa, rugosas, halo 16 T. beigelii T. beigelii (16)
Rojo coral a salmén 20 Rhodotorula spp. Rhodotorula spp. (20)
Lila, brillantes 4 C. laurentii C. laurentii (3)
C. glabrata (1)
Lila, mates 262 C. glabrata C. glabrata (255)
C. lusitaniae (4)
C. pelliculosa (2)
C. laurentii (1)
Lila, mates, halo S. cerevisiae S. cerevisiae (6)
C. glabrata (1)
Lila, rugosas 1 C. pelliculosa C. pelliculosa (1)
Lila, pequefias, halo 2 K. apiculata K. apiculata (2)
Beige, mates 3 C. kefyr C. kefyr (3)
Rosa azulado, rugosas 1 P. ohmeri P. ohmeri (1)
Rosa azulado, aterciopeladas 2 G. klebahnii G. klebahnii (2)
Rosa lila, brillantes 4 C. albidus C. albidus (4)
Rosa claro, brillantes 14 C. guilliermondii C. guilliermondii (11)
C. parapsilosis (3)
Rosa claro, mates 235 C. parapsilosis C. parapsilosis (203)
C. famata (18)
C. guilliermondii (11)
P. farinosa (3)
Rosa claro, rugosas 104 C. krusei C. krusei (96)
C. inconspicua (3)
C. norvegensis (3)
C. intermedia (1)
C. valida (1)
Rosa claro, arrugadas 92 C. parapsilosis C. parapsilosis (92)
Blanco rosado, rugosas 3 C. lipolytica C. lipolytica (3)
Blanco crema, brillantes 14 C. neoformans C. neoformans (14)
Blanco crema, rugosas 6 B. capitatus B. capitatus (4)
C. uniguttulatus (2)
Blanco, aterciopeladas 3 G. candidum G. candidum (2)
B. capitatus (1)

Tabla 3. Rendimiento del medio de cultivo CHROMagar Candida en la identifica-
cién de especies de levaduras frecuentes en muestras clinicas.

Especie Sensibilidad  Especificidad  Valor predictivo positivo
Candida albicans 100% 100% 100%
Candida glabrata 97,3% 99,9% 97,4%
Candida krusei 92,3% 99,6% 92,6%
Candida parapsilosis 90,2% 98,3% 91,1%
Candida tropicalis 100% 100% 100%

precisar con exactitud una determinada especie. nicas, aparte de permitir la deteccion de flora polifingica.
Aunque, sin duda, la eleccion de un medio cromo- En general, cabe la posibilidad de prescindir, en muchas

génico depende del tipo de muestras para cultivo (conocasiones, de pruebas adicionales para llegar a la identifi-

flora polifingica o monofiingica) y de la prevalencia de cacion de algunas especies, y en concreto de las mas

las distintas especies en esas muestras, podemos afirm@omunes com@. albicansy C. tropicalis con el consi-

que la utilizacion del medio CHROMagar Candida en sus- guiente ahorro econémico.

titucion del habitual agar de Sabouraud facilita en mayor

medida el estudio de la morfologia colonial y permite

diferenciar con mas precision, e incluso identificar, las

distintas especies de levaduras presentes en muestras cli-
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