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Resumen La candidiasis es una infeccién frecuente en el ser humano causada principal-
mente por Candida albicans. Sin embargo, especies como Candida glabrata,
Candida parapsilosis, Candida tropicalis, Candida krusei o Candida guilliermon-
dii, estan emergiendo como patdégenos importantes. Una identificacion rapida de
los aislamientos es de gran ayuda en el diagndstico y tratamiento de las infec-
ciones. Candida ID® (bioMérieux, Espafia) es un nuevo medio comercial para el
aislamiento e identificacion presuntiva de levaduras: C. albicans crece como
colonias azules 'y C. tropicalis, C. guilliermondii, Candida kefyry Candida lusita-
niae como colonias rosas.

Se ha evaluado la utilidad del medio Candida ID con mas de 700 aislamientos
clinicos y cepas de coleccion de diferentes géneros, incluyendo Candida,
Cryptococcus, Saccharomyces, y Rhodotorula. La identificacion presuntiva se
confirmd con las pruebas de produccion de tubo germinal en suero, morfologia
microscopica y produccion de clamidosporas en agar harina de maiz, y asimila-
cion de sustratos carbonados mediante los sistemas API-ATB ID 32C o Vitek
(bioMérieux).

El crecimiento en Candida ID fue rapido (18-24 h) para la mayor parte de los ais-
lamientos evaluados. La sensibilidad y especificidad para C. albicans fueron
altas (>98 %), encontrandose muy pocos aislamientos falsos negativos o falsos
positivos. Para las especies que presentan colonias rosas, estos valores fueron
aun mas altos (>99,5 %). La diferenciacion de las diversas especies de levadu-
ras de importancia médica en el medio Candida ID fue sencilla por la clara dis-
tincion de colores y texturas en el medio. Candida ID permiti6 diferenciar entre
C. glabrata (colonias cremosas y lisas) y C. krusei (colonias blancas y rugosas).
Otras especies mostraron diferentes colores y texturas, siendo el color blanco el
predominante. Candida ID fue de gran utilidad en la identificacion presuntiva de
C. albicans.
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Evaluation of a new chromogenic medium (Candida
ID™) for the isolation and presumptive identification
of Candida albicansand other medically important
yeasts

Summary Candidiasis is a frequent human infection caused mainly by Candida albicans.
However, other species are emerging as important pathogens, as Candida gla-
brata, Candida parapsilosis, Candida tropicalis, Candida krusei or Candida gui-
lliermondii. Rapid identification of clinical isolates could facilitate diagnosis and
treatment. Candida ID™ (bioMérieux, Spain) is a new medium for the isolation
and presumptive identification of yeasts: C. albicans grows as blue colonies, and
C. tropicalis, C. guilliermondii, Candida kefyr and Candida lusitaniae as pink
ones.

The utility of Candida ID was evaluated with more than 700 clinical isolates and
type culture collection strains from different genera including Candida,
Cryptococcus, Saccharomyces, and Rhodotorula. Presumptive identification was
confirmed by germ tube test, microscopic morphology and chlamydoconidia pro-
duction on corn meal agar and carbohydrate assimilation on API-ATB ID 32C or
Vitek (bioMérieux).

Growth on Candida ID was rapid (18-24 h) for most of the yeast strains tested.
Sensitivity and specificity of identification of C. albicans was significantly high (>
98 %), since a very low number of isolates were found to be false negative or
false positive. A better result was obtained for species growing as pink colonies
(> 99.5 %). Detection of different species of medical important yeasts was easy
with Candida ID, as perfectly distinct colors and textures of colonies were obser-
ved on this medium. Candida ID allowed the discrimination between C. glabrata
(creamy and smooth) and C. krusei (rough and white) colonies. Other species
showed different colony textures and colours, white being the predominant
colour. Candida ID was very useful for the presumptive identification C. albicans
isolates.

Key words  Candida ID™ agar, Chromogenic agar, Candida albicans, Candida dubliniensis,
Candida tropicalis, Yeasts, Presumptive identification

Candida albicanssta incluida entre los diez pat6- El objetivo de este estudio ha sido evaluar la efica-
genos mas frecuentemente aislados de pacientes conia de las placas de agar Candida ID como método de
infecciones nosocomiales (el cuarto por detras deidentificacion macroscopica rapida @e albicansy otras
Staphylococcus aureusstafilococos coagulasa-negativos levaduras de interés médico.

y enterococos en EE.UU.) y se asocia de una manera .

importante y comun a diferentes cuadros infecciosos MATERIAL Y METODOS

mucocutaneos [1,2]. Es por lo tanto, sumamente impor-

tante realizar un diagnostico rapido y preciso de las candi- Microorganismos.Se estudiaron un total de 779
diasis, que permita conocer la identidad de la especieaislamientos clinicos y cepas de coleccién pertenecientes
implicada para poder instaurar un tratamiento antifingico a 17 especies fungicaSandida albicang421 aislamien-
precoz y adecuado. tos), Candida glabrata(118), Candida krusei(70),

La mayoria de las técnicas convencionales de iden-Candida dubliniensig49), Candida parapsilosig¢30),
tificacion deCandidase basan en métodos bioquimicos Candida tropicalis(25), Candida lusitaniag21),
gue requieren uno o mas dias para su correcta interpreta€ryptococcus neoformari20), Saccharomyces cerevisiae
cidn y que emplean colonias previamente aisladas queg8), Candida guilliermondii(7), Rhodotorula rubra(3),
retrasan esta identificacién. Los avances cientifico-tecno-Candida famatg2), y un aislamiento de cada una de las
l6gicos estan permitiendo obtener técnicas rapidas desiguientes especie§andida kefyy Candida rugosa
identificacion basadas en indicadores de pH, fermentacionCandida sakeCryptococcus albidug Pichia etchellsii
de compuestos especificos o substratos cromdégenos o Identificacion de referencid_os aislamientos estu-
fluor6genos que facilitan la deteccion de actividades enzi-diados fueron identificados por métodos micoldgicos con-
maticas fungicas [3-5]. Dentro de estas Ultimas, se hanvencionales que incluian la prueba de produccion de tubo
estudiado las actividades B-D-glucosidasa, pirofosfato-germinal en suero de caballo después de una incubacién
diesterasa, fosfatasa acida, L-prolina-aminopeptidasa y N-de 2 a 3 h a 37 °C [24], observacién de la morfologia
D-acetil-B-D-galactosaminidasa con resultados microscopica y formacién de clamidosporas en agar hari-
prometedores que han permitido la comercializacién dena de maiz-Tween 80 (Oxoid, Inglaterra) por la técnica de
varios medios de cultivo, como Albicans®06-13] y Dalmau [25] y asimilacion de fuentes de carbono con el
Candida ID® (bioMérieux, Espafia) [12-15], CHROMagar método comercial API-ATB ID 32C (bioMérieux) o con
Candid® (CHROMagar Company, Francia) [10,12,16- el Vitek 2 (bioMérieux) [26]. La identificacion de
21], Fluoroplate Candida (Merck, Alemania) [7,12,13, C. dubliniensisse realizé por inmunofluorescencia indi-
22,23], o Chromalbicams(Biolife, Italia) [8]. recta segun la técnica descrita por Bikasidil.[27].
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Figura 1. Crecimiento de colonias de Candida albicans (azules) y Candida tropicalis (rosas) en el medio
Candida ID.

Inoculacion e incubacianTodos los aislamientos RESULTADOS
se sembraron previamente en placas de agar glucosado de
Sabouraud (Difco, EEUU) que se incubaron durante 24- El crecimiento en Candida ID fue rapido (18-24 h)
48 h a 30 °C. Posteriormente, de tres a cuatro colonias deara la mayoria de las especies estudiadas. Las colonias
cada aislamiento fueron recogidas con un asa de siembrazules deC. albicansse diferenciaban de forma sencilla
microbioldgica e inoculadas en placas de agar Candida IDdespués de este periodo de incubacion. De los aislamien-
gue se incubaron durante 24-72 h a 37 °C. Después de l#os cultivados, 463 mostraron colonias de color azul, de
incubacion se procedio a su interpretacion segun el colorlos que 419 correspondianCa albicans 43 aC. dubli-
textura y otras caracteristicas macroscopicas de las coloniensisy uno aC. albidus Otros 57 aislamientos mostra-
nias. ron colonias rosas, de los que 25 correspondian a
Agar Candida ID Las placas de agar Candida ID C. tropicalis 21 aC. lusitaniae siete aC. guilliermondii
estan comercializadas y su composicion por litro de aguay uno aC. kefyr pero hubo tres falsos positivos, que fue-
es la siguiente: extracto de levadura 6 g, extracto de maltaon identificados com&. albicans(dos aislamientos) y
4,5 g, peptona de caseina 5 g, substratos y reguladore€. sake(un aislamiento). La concordancia de la lectura de
enzimaticos 1,71 g, mezcla selectiva 0,21 g y agar 14 g. Ellas colonias en el medio Candida ID realizada por tres
pH del medio es 6,7. Cuando los substratos son hidroliza-observadores independientes fue absoluta.
dos por las hexosaminidasas correspondientes permiten la La evaluacion de las colonias de los 49 aislamien-
identificacion especifica de las coloniasGlealbicansen tos deC. dubliniensismostré una variacion del color de
base a su color azulado (Figura 1). Las colonias de ladas colonias en comparacion a las@ealbicans Las
especie<. tropicalis C. lusitaniae C. guilliermondiiy colonias deC. dubliniensismostraron un color azul tur-
C. kefyrse pigmentan de color rosa (Figura 2). Las colo- quesa (mas claro y con tonos verdosos) en 43 de los aisla-
nias del resto de las especies de levaduras de interés médinientos estudiados, aunque los otros seis aislamientos
co pueden presentar variaciones de color que van desde @recieron formando colonias blancas. En contraste, las
blanco o crema hasta el marrén o naranja sin confundirsecolonias de la mayoria de los aislamientosCdalbicans
con los colores descritos para las especies anteriores (419 de 421 aislamientos) eran de un color azul mas inten-
Evaluacion de la utilidadPara la valoracion de la  so y oscuro (Figura 3).
sensibilidad, especificidad, valores predictivos de las Para evaluar la utilidad de la técnica en identificar
pruebas positiva y negativa y la eficiencia del agar C. albicans se consideraron que 462 resultados eran posi-
Candida ID en la identificacion d& albicansy del grupo tivos verdaderos, 308 negativos verdaderos, ocho falsos
de especies que inclua tropicalis C. lusitaniage C. gui- negativos y un falso positivo (Tabla 1) que daban a la
lliermondiiy C. kefyr se han utilizado las formulas: sensi- interpretacion comd. albicansde las colonias azules,
bilidad (%)= positivos verdaderos x 100 / (positivos una sensibilidad del 98,3 %, una especificidad del 99,7 %,
verdaderos + falsos negativos); especificidad (%)= negati-una eficiencia del 98,8 % y unos valores predicitivos de
vos verdaderos x 100 / (negativos verdaderos + falsoslas pruebas positiva y negativa del 99,8 % y del 97,5 %,
positivos); valor predictivo de la prueba positiva respectivamente.
(%)= positivos verdaderos x 100 / (positivos verdaderos + La evaluacion de la utilidad de la técnica para iden-
falsos positivos); valor predictivo de la prueba negativa tificar los aislamientos del grupo de especies que incluia a
(%)= negativos verdaderos x 100 / (negativos verdaderosC. tropicalis C. lusitaniag C. guilliermondiiy C. kefyr
+ falsos negativos); y eficiencia (%)= (positivos verdade- (54 positivos verdaderos, 722 negativos verdaderos y tres
ros + negativos verdaderos) x 100 / (positivos verdaderosfalsos positivos) mostraba que la interpretacion como per-
+ falsos positivos + negativos verdaderos + falsos negati-teneciente a estas especies de las colonias rosas, tenia una
VOS). sensibilidad del 100 %, una especificidad del 99,6 %, una
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Figura 2. Crecimiento de las colonias de las especies Candida glabrata (a), Figura 3. Diferencia entre las colonias de Candida albicans (a) y de
Candida krusei (b), Candida lusitaniae (c) y Candida tropicalis (d) en el Candida dubliniensis (b y c) en el medio Candida ID.
medio Candida ID.

eficiencia del 99,6 % y unos valores predicitivos de las res han sido expuestos por Fricker-Hidadgal.[15], con
pruebas positiva y negativa del 94,7 % y del 100 %, res-una sensibilidad de 98,7 % y una especificidad de 100 %.

pectivamente. Las técnicas convencionales de identificacion de
i C. albicans como la produccién de tubo germinal en
DISCUSION suero o de clamidosporas en agar harina de maiz o de

arroz, presentan un porcentaje variable de falsos negativos

El aumento de las micosis ha creado la necesidad(entre 5y 10%). Por otro lado, otras especies dontm-
de emplear medios de cultivo especificos para hongos ermpicalis, C. parapsilosis Cryptococcus gastricus, la
el procesamiento de aquellas muestras clinicas de enferrecientemente descrit&,. dubliniensig3,6,29,30], pue-
mos en los que se sospecha una enfermedad de etiologiden producir tubos germinales y/o clamidosporas. Estos
fungica. El agar glucosado de Sabouraud con antibiéticosdos métodos requieren experiencia para su interpretacion,
antibacterianos es una alternativa valida sobre medios ndo que plantea problemas en aquellos laboratorios de
selectivos para hongos, como el agar sangre o chocolatélicrobiologia clinica poco familiarizados con los hongos.
[28]. Sin embargo, la deteccion de infecciones mixtas o laAdemas, el medio Candida ID permite identificar a los
identificacion presuntiva del aislamiento en base a suaislamientos d€. albicansque no producen tubo germi-
morfologia colonial son dificiles en este medio que no hanal o clamidosporas. En nuestro estudio, los escasos aisla-
sido disefiado con esta finalidad. La utilizacion de los mientos de esta especie que no producian tubo germinal en
medios que contienen substratos de las hexosaminidasasuero de caballo formaban colonias azules en Candida ID.
han supuesto un gran avance en el laboratorio de La deteccion de una actividad enzimatica diferente
Microbiologia clinica por poseer una utilidad mayor que paraC. tropicalisen el medio Candida ID, que hace que
otros medios tradicionales de aislamiento e identificacion las colonias de esta especie sean de color rosa, permite
rapida deC. albicang23]. Algunos de estos métodos per- superar el problema que planteaban los falsos positivos
miten el aislamiento e identificacidon de las colonias de observados por Lipperhei@¢ al.[12] conC. tropicalisen
C. albicans como Albicans ID, Chromalbicans o el medio Albicans ID (13 de 26 aislamientos de esta espe-
Fluoroplate Candida [6-15,22,23]. CHROMagar Candida cie formaban colonias azules). Estos autores [12) observa-
permite la identificacion presuntiva de dos especies adi-ron falsos positivos con algunos aislamientos de
cionalesC. tropicalisy C. krusei[10,12,16-21]. C. lusitaniaey T. beigelii Los aislamientos d€. lusita-

Un nuevo y prometedor ejemplo de estos medios niae tampoco dan falsos positivos en nuestro estudio con
es el agar Candida ID que emplea una mezcla cromégen&andida ID. La sensibilidad y especificidad p@raropi-
que permite visualizar de forma eficaz y rapida las colo- calisy el resto de las especies con colonias rosas (sensibi-
nias pertenecientes@ albicansy otras especies de leva- lidad 100 % y especificidad 99,6 %) era tan excelente en
duras de interés médico, cor@o tropicalis C. lusitaniae el estudio presente como las obtenidas garalbicansy
o C. guilliermondii En el presente estudio, hemos obser- dichos valores eran similares a los comprobados por otros
vado con este medio que la sensibilidad y la especificidadautores [14,15].
(98,3 y 99,7%, respectivamente) son excelentes para la La busqueda de métodos rapidos que permitan la
identificacion deC. albicansy que se observan muy diferenciacion entre los aislamientos @ealbicansy de
pocos resultados falsos positivos o negativos. Dos aislada nueva especie emergeii@e dubliniensis ha llevado a
mientos deC. albicansno formaron colonias azules y en la busqueda de contrastes morfolégicos entre sus colonias
cambio, si lo hizo un aislamiento @& albidus Estos en medios como el CHROMagar Candida [19], el creci-
resultados concuerdan con los de Oreeigal. [14] que miento o inhibicion de los aislamientos a temperaturas
observan valores de sensibilidad y especificidad de 100 %cercanas a 45 °C [31], la produccién de clamidosporas en
y 90%, respectivamente, para esta especie. Valores similamedios especiales, como el de Staib [32], la utilizacién de
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Tabla 1. Resultados obtenidos con diferentes medios comercializados con substratos fluorégenos o cromégenos para la identificacion rapida de C. albicans.

Medios A B PV FN NV FP S E EF VPP VPN
Candida ID
Este estudio 779 (470)? 16 (39,7) 462 8 308 1 98.3 99,7 98,8 99,8 97,5
Albicans ID
Baumgartner et al. (10) 615 (281) 22 (54,3) 263 18 333 1 93,6 99,8 96,9 99,6 94,9
Champs et al. (9) 320 (177) 10 (44,7) 170 7 140 3 96,0 97,9 96,9 98,3 95,2
Contreras et al. (11) 250 (122) 7 (51,2) 121 1 128 0 99,2 100 99,6 100 99,2
Lipperheide et al. (6) 330 (186) 20 (43,6) 186 0 130 14 100 90,3 95,8 93,0 100
Rousselle et al. (7) 723 (352) 13 (51,3) 330 22 366 5 93,8 98,6 96,3 98,5 94,3
Willinger et al. (8) 340 (247) 11 (27,4) 246 1 92 1 99,6 98,9 99,4 99,6 98,9
CHROMagar Candida
Baumgartner et al. (10) 615 (281) 22 (54,3) 259 22 334 0 92,2 100 96,4 100 93,8
Bernal et al. (18) 618 (341) 12 (44,8) 339 2 277 0 99,4 100 99,7 100 99,3
Garcia-Martos et al. (21) 2230 (1235) 36 (44,6) 1235 0 995 0 100 100 100 100 100
Odds & Bernaerts (16) 726 (285) 21 (60,7) 285 0 439 2 100 99,5 99,7 99,3 100
San Millan et al. (17) 1537 (970) 21 (36,9) 960 10 567 0 98,9 100 99,3 100 98,3
Willinger & Manafi (20) 441 (322) 14 (26,9) 318 4 119 0 98,8 100 99,1 100 96,7
Fluoroplate Candida
Manafi & Willinger (23) 150 (104) 11 (30,7) 103 1 43 3 99,0 93,5 97,3 97,2 97,7
Quindos et al. (22) 653 (307) 22 (52,9) 305 2 345 1 99,3 99,7 99,5 99,7 99,4
Rousselle et al. (7) 723 (352) 13 (51,3) 330 22 366 5 93,8 98,6 96,3 98,5 94,3
Willinger et al. (8) 340 (247) 11 (27,4) 244 3 91 2 98,8 97,8 98,5 99,2 96,8

*A= Numero de aislamientos de levaduras (nimero de aislamientos de C. albicans); B= Nimero de especies diferentes de C. albicans (% de aislamientos); PV= positivos verdaderos; FN= falsos negativos; NV= negativos
verdaderos; FP= falsos positivos; S= sensibilidad (%); E= especificidad (%); EF= eficiencia (%); VPP= valor predictivo de la prueba positiva; VPN= valor predictivo de la prueba negativa.
2 Corresponden a aislamientos de C. albicans (421) y C. dubliniensis (49).

diversas fuentes de carbono con el método API-ATB ID decidir qué medio emplear en el laboratorio clinico. Un
32 C o antigénicas mediante inmunofluorescencia [27], factor importante en la utilizacién de un método comer-
qgue permitan agilizar y abaratar los costes de su identifi-cializado es su coste econémico. La valoracion del coste
cacion molecular [30]. En el estudio presente, las mayoriade algunos de estos medios de identificaciorCdalbi-
de las colonias d€. dubliniensig43 de 49) mostraron un  cansha sido determinada por Quindétsal.[29], que han
color azul turquesa que las diferenciaba de las colonias deomado como referencia el coste de la prueba del tubo
color azul mas intenso y oscuro @ealbicans La posibi- germinal en suero de caballo (una unidad por cada aisla-
lidad de diferenciar entre ambas especies en un medio deniento evaluado). En base a este coste de referencia, la
aislamiento primario como Candida ID es una solucion produccién de clamidosporas en agar harina de maiz o el
atractiva para el estudio de las muestras de pacientes coaislamiento en los agares Albicans ID o Fluoroplate
candidiasis oral, donde la espe€edubliniensigiene su Candida costaban dos unidades, el aislamiento en
mayor prevalencia y puede plantear problemas terapéuti-CHROMagar Candida, nueve unidades; la utilizacion del
cos por su menor sensibilidad a algunos de los farmacosnétodo ATB ID 32C, 23 unidades y del Fongiscreen 4H,
antifingicos mas empleados como el fluconazol [33]. 30 unidades [6,17,22,29]. Cada aislamiento en las placas
C. guilliermondiiy C. famatason dificiles de dife- de agar Candida ID costaria dos unidades, hecho que sitla
renciar por métodos convencionales [25,26] y cualquier a este medio de cultivo entre los métodos mas econémi-
medio que aporte diferencias claras entre ambas especiesos.
puede ser de gran utilidad. En nuestro estudio, las colonias Los resultados expuestos en el estudio, indican que
de C. guilliermondiieran de color rosa y las e famata el medio Candida ID permite una excelente identificacion
de color blanco. El escaso nimero de aislamientos estude las colonias d€. albicansy la separacion presuntiva
diados de esta ultima especie (dos) hace que sean necesde las especies pertenecientes al grupo que incluye a
rios nuevos estudios para poder aclarar la utilidad queC. tropicalis C. lusitaniag C. guilliermondiiy C. kefyr
puede aportar este medio como método rapido y barato dgpudiendo ser utilizado con seguridad para el procesado de
diferenciacion entre estas especies. muestras clinicas en las que se sospecha la presencia de
La mayoria de los estudios con medios cromége- levaduras del génef@andida
nos o fluorégenos [10,12-20,24] han mostrado valores de
eficacia muy similares y que eran superiores al 95% para
la mayoria de los parametros evaluados, por lo que tam-

bién debemos tener en cuenta otros factores a la hora de Los autores quieren agradecer a Dfia. Myriam Miller,
a D. Ignacio Urrechaga y a bioMérieux Espafia, la ayuda
prestada en la realizacion de este estudio con la gentil
cesion de las placas empleadas y el soporte técnico.
Silvia Helou disfruté de una beca de la International
Society for Human and Animal Mycology (ISHAM) para su
estancia en Bilbao durante el periodo de realizacion de
este estudio. Rocio Alonso-Vargas es becaria de la
Universidad del Pais Vasco. Este trabajo ha sido financia-
do parcialmente con el proyecto UPV 093.327-EB157/99
de la Universidad del Pais Vasco-Euskal Herriko
Unibertsitatea.
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