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Evaluacion del medio Chromalbicans
Agar paralaidentificacion
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Se ha evaluado la utilidad del medio Chromalbicans Agar (Biolife Italiana, Milan,
Italia) para la identificacion presuntiva de Candida albicans con 723 aislamientos
clinicos y cepas de coleccion de diferentes géneros de levaduras de interés
médico que incluian Candida, Cryptococcus, Pichia, Rhodotorula,
Saccharomyces, Trichosporon y Zygosaccharomyces. La identificacion se confir-
mo con pruebas de produccion de tubo germinal en suero y asimilacion de sus-
tratos carbonados mediante el sistema API-ATB ID 32C (bioMérieux, Francia).
El aislamiento en el medio Chromalbicans Agar fue de gran utilidad en la identifi-
cacion presuntiva de C. albicans, con unos altos valores de sensibilidad y espe-
cificidad (> 97%), encontrandose muy pocos aislamientos falsos negativos o
falsos positivos.

Chromalbicans Agar, Agar cromoégeno, ATB ID 32C, Levaduras,
Candida albicans, Identificacion presuntiva

Evaluation of Chromalbicans Agar for presumptive
identification of Candida albicans

The utility of Chromalbicans Agar (Biolife Italiana, Milano, Italy) was evaluated
with 723 clinical isolates and type culture collection strains from different genera
including Candida, Cryptococcus, Pichia, Rhodotorula, Saccharomyces,
Trichosporon y Zygosaccharomyces. Presumptive identification was confirmed
by germ tube test and carbohydrate assimilation on API-ATB ID 32C
(bioMérieux, France). Growth on Chromalbicans Agar was very useful for the
presumptive identification of C. albicans isolates, and sensitivity and specificity
values were significantly high (> 97 %), since a very low number of isolates were
found to be false negative or false positive.

Chromalbicans Agar, Chromogenic agar, ATB ID 32C, Yeasts, Candida albicans,
Presumptive identification

Las micosis invasoras han aumentado de forma
constante en las Ultimas décadas y constituyen un impor-
tante problema médico. Estas micosis son causadas mayo-
ritariamente por levaduras pertenecientes al género
Candida. Candida albicans es la especie fungica més fre-
cuentemente aislada, pero otras especies, resistentes en
muchos casos a tratamiento antifungico, estan emergien-
do como agentes etioldgicos. Estos hechos hacen suma-
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mente importante y necesario realizar un diagnostico rapi-
do y preciso de las candidiasis que permita conocer la
identidad de la especie implicada para poder instaurar un
tratami ento antif(ngico correcto [1-4].

El agar glucosado de Sabouraud con antibidticos
antibacterianos es una alternativa valida para el aislamien-
to de hongos patégenos. Sin embargo, la deteccion de
infecciones mixtas o la identificacion presuntiva del aisla-
miento en base a su morfologia colonia son dificiles en
este medio que no ha sido disefiado con estafinalidad. Los
métodos de identificacion de levaduras de interés clinico
se basan en el estudio de las caracteristicas morfol 6gicas
macroscopicas y microscopicas obtenidas en el cultivo
junto con |os patrones bioquimicos de asimilacion de azd-
cares [5]. Estos métodos requieren uno o mas dias para su
correcta interpretacion porque emplean colonias previa-
mente aisladas que retrasan esta identificacion. El desarro-
Ilo de pruebas de identificacion presuntiva para
C. albicans, como la filamentacion o produccién de tubo
germinal en suero, han permitido reducir el tiempo de
identificacion y el coste econémico, a hacer innecesarios
ensayos bioquimicos posteriores para la identificacion de
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una gran mayoria de los aislamientos clinicos de levadu-
ras. Ademas, se han comercializado varios medios de cul-
tivo cromogenos (Albicans ID y Candida ID -bioMérieux,
Francia-, CHROMagar Candida -CHROMagar Company,
Francia- o Chromalbicans Agar -Bidlife Italiana, Itaia)
[6-17] que permiten una identificacion presuntiva de
C. albicans mediante la observacion del color y la textura
de las colonias aisladas en estos medios solidos.
El Chromalbicans Agar es un medio selectivo cromdgeno
en € que las colonias de C. albicans producen un pigmen-
to de color azul que no aparece en las colonias del resto de
|as especies de levaduras de interés médico.

El objetivo de este estudio ha sido evaluar la efica-
cia de las placas de Chromalbicans Agar como método
rapido de identificacion presuntiva de C. albicans.

MATERIAL Y METODOS

Microorganismos. Se estudiaron un total de 709
aislamientos clinicos y 14 cepas de coleccion, pertene-
cientes a mas de 20 especies fungicas: C. albicans
(n=309), Candida tropicalis (n=105), Candida parapsilo-
sis (n=96), Candida glabrata (n=37), Candida dublinien-
sis (n=35), Candida krusei (n=26), Candida lusitaniae
(n=17), Candida guilliermondii (n=15), Candida famata
(n=14), Candida intermedia (n=6), Candida lambica
(n=8), Candida lipolytica (n=5), otras especies de
Candida (n=14), Cryptococcus neoformans (n=11), otras
especies de Cryptococcus (n=2), Pichia spp. (n=4),
Rhodotorula spp. (n=10), Saccharomyces spp. (n=5),
Trichosporon spp. (n=3) y Zygosaccharomyces spp.
(n=1). Seincluyeron también 14 cepas de referencia perte-
necientes a la Colecciones Espafiola (CECT) y Americana
(American Type Culture Collection —ATCC-) de Cultivos
Tipo (Tabla 1).

Tabla 1. Pigmentacion de las colonias de cepas de referencia en medio
cromogénico Chromalbicans Agar.

Identificacion Referencia Color colonias
Candida albicans ATCC 64548 Azul
Candida albicans ATCC 64125 Azul
Candida albicans ATCC 1001 Azul
Candida albicans ATCC 76615 Azul
Candida albicans CECT 1687 Azul
Candida krusei ATCC 6258 Blanco
Candida lusitaniae ATCC 200950 Blanco
Candida lusitaniae ATCC 200952 Blanco
Candida lusitaniae ATCC 200953 Blanco
Candida lusitaniae ATCC 42720 Blanco
Candida lusitaniae ATCC 64125 Blanco
Candida lusitaniae ATCC 66035 Blanco
Candida parapsilosis ATCC 22019 Blanco
Candida parapsilosis ATCC 90018 Blanco

Inoculacién e incubacion. Todos los aidlamientos,
codificados para que €l resultado de la identificacion no
influyese en la lectura e interpretacion de los resultados,
se sembraron en placas de agar glucosado de Sabouraud
gue se incubaron durante 24-48 h a 30 °C. Posteriormente,
de tres a cuatro colonias de cada aislamiento fueron inocu-
ladas en placas de Chromalbicans Agar y se incubaron
durante 24-72 h a 37 °C. Después de la incubacion, se
procedio a su interpretacion segun €l color, texturay otras
caracteristicas macroscépicas de las colonias.

Chromalbicans Agar. Las placas de Chromalbicans
Agar estédn comercializadas por Biolife Italiana (Milan,
Italia), aunque también pueden prepararse a partir de

medio deshidratado y su composicion por litro de agua es
la siguiente: factores de crecimiento 18,5 g, cloranfenicol
0,05 g, gentamicina 0,1 g, triptona 20 g, substrato cromo-
geno 0,1 g, glucosal gy agar 13 g. El pH del medio es
6 + 0,2. Cuando los substratos son hidrolizados por las
hexosaminidasas correspondientes permiten la identifica-
cion especifica de las colonias de C. albicans en base asu
color azulado (Figura 1).
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Figura 1. Aspecto desarrollado por colonias crecidas en
Chromalbicans Agar (37 °C, 24h). Las colonias de C. albicans desa-
rrollan una pigmentacién azul uniforme; las de C. tropicalis son blan-
cas y de tamafio menor mientras que las de otras especies de
Candida son blancas y pequefias. Por cortesia del Dr. F. Carozzi
(Biolife Italiana, Italia).

Identificacion de referencia. Los aislamientos estu-
diados fueron identificados por métodos micol 6gicos con-
vencionales que incluian la prueba de produccion de tubo
germinal en suero de caballo después de una incubacion
de2a3ha37°C[18] y asimilacion de fuentes de carbo-
no con el método comercial API-ATB ID 32C
(bioMérieux, Marci I' Etoile, Francia). Laidentificacion de
C. dubliniensis se realiz6 por inmunofluorescencia indi-
recta segun la técnica descrita por Bikandi et al. [19] a
partir de aislamientos clinicos que previamente habian
sido identificados como C. albicans.

Evaluacion de la utilidad. Para la valoracion de la
sensibilidad, especificidad, valores predictivos de las
pruebas positiva y negativa y la eficiencia del
Chromalbicans Agar en la identificacion de C. albicans,
se utilizaron las férmulas siguientes [20]:

Sensibilidad (%) = ——————x 100
PV + FN
e NV
Especificidad (%) = ———x 100
® 0= W

Valor predictivo de la prueba positiva (%) = _V x100
PV+FP

. . NV
Vaor predictivo de la prueba negativa (%) = ——— x100
P P egativa (%) = Sy I

Eficiencia(%) = PV + NV X 100
PV + FP+ NV + FN

donde:

PV = positivos verdaderos
FP = falsos positivos
NV = negativos verdaderos
FN = falsos negativos



RESULTADOS

El crecimiento en Chromalbicans Agar fue répido
(18-24 h) para la mayoria de las especies estudiadas. Las
colonias azules de C. albicans se diferenciaban de forma
sencilla después de este periodo de incubacién y todas las
cepas de referencia incluidas en el estudio fueron correc-
tamente discriminadas e identificadas. De los 723 aisla-
mientos estudiados, 343 mostraron colonias de color azul,
de los que 299 correspondian a C. albicans, 35 a C. dubli-
niensis, dos a C. lusitaniae y siete aislamientos pertene-
cieron a otras tantas especies (Candida pulcherrima,
C. glabrata, C. guilliermondii, C. krusei, Cryptococcus
uniguttulatus, Saccharomyces spp. y Trichosporon spp.)
(Tabla 2). Por otro lado, varios de los aislamientos identi-
ficados como C. tropicalis por la técnica de referencia y
que en & medio cromogeénico producian colonias de color
blanco presentaban una ligera pigmentacion azulada que
contrastaba con las colonias de color azul uniforme de
C. albicans.

Tabla 2. Pigmentacién de colonias obtenida en la identificacién de 723
levaduras en medio cromogénico Chromalbicans Agar.

Levadura Colonias Colonias Total (%)
azules blancas

Candida albicans 299 10 309 (42,74)
Candida dubliniensis 35 0 35 (4,84)
Candida famata 0 14 14 (1,94)
Candida glabrata 1 36 37 (512)
Candida globosa 0 1 1 (0,14)
Candida guilliermondii 1 14 15 (2,07)
Candida holmii 0 1 1 (0,14)
Candida humicola 0 1 1 (0,14)
Candida inconspicua 0 2 2 (0,28)
Candida intermedia 0 6 6 (0,83)
Candida kefyr 0 2 2 (0,28)
Candida krusei 1 25 26 (3,6)

Candida lambica 0 8 8 (1,11)
Candida lusitaniae 2 15 17 (2,35)
Candida lipolytica 0 5 5 (0,69)
Candida melibiosica 0 2 2 (0,28)
Candida norvegensis 0 2 2 (0,28)
Candida parapsilosis 0 96 96 (13,28)
Candida pulcherrima 1 0 1 (0,14)
Candida rugosa 0 1 1 (0,14)
Candida tropicalis 0 105 105 (14,52)
Candida valida 0 1 1 (0,14)
Cryptococcus laurentii 0 1 1 (0,14)
Cryptococcus neoformans 0 11 11 (1,52)
Cryptococcus uniguttulatus 1 0 1 (0,14)
Pichia spp. 0 4 4 (0,55)
Rhodotorula spp. 0 10 10 (1,38)
Saccharomyces spp. 1 4 5 (0,69)
Trichosporon spp. 1 2 3 (0,41)
Zygosaccharomyces spp. 0 1 1 (0,19
Total 343 380 723 (100)

Para evaluar la utilidad de la técnica en identificar
C. albicans, se considerd que 343 resultados eran positi-
vos verdaderos (incluyendo los aislamientos de C. dubli-
niensis), 370 negativos verdaderos, 10 falsos negativos y
nueve falsos positivos (Tabla 2) que daban ala interpreta-
cién como C. albicans de las colonias azules, una sensibi-
lidad del 97,09%, una especificidad del 97,63%, una
eficiencia del 97,37% y unos valores predictivos de las
pruebas positivay negativa del 97,38% y del 97,37%, res-
pectivamente. La concordancia obtenida (indice Kappa)
entre el medio Chromalbicans Agar y los métodos de refe-
rencia de identificacion fue de 0,947, no observandose
diferencias estadisticamente significativas (p>0,05) entre
métodos para la discriminacion de C. albicans del resto de
especies utilizadas en el estudio.

Medio Chromalbicans en la identificacion de Candida
Carrillo-Mufioz AJ, et al.

DISCUSION

La identificacién presuntiva de C. albicans resulta
de gran utilidad debido a que alrededor del 70% de los
aislamientos clinicos de levaduras pertenecen a esta espe-
cie[1-3]. Lautilizacién de los medios que contienen subs-
tratos de las hexosaminidasas ha supuesto un gran avance
en el laboratorio de Microbiologia clinica por poseer una
utilidad mayor que otros medios tradicionales de aisla-
miento e identificacion rapida de C. albicans [6-17].
Un nuevo y prometedor ejemplo de estos medios es el
Chromalbicans Agar que emplea una mezcla cromégena
que permite visualizar de forma eficaz y rpida las colo-
nias pertenecientes a C. albicans y diferenciarlas de otras
especies de levaduras de interés médico. En €l presente
estudio, hemos observado con este medio que la sensibili-
dad y la especificidad (97,09 y 97,63%, respectivamente)
son excelentes para la identificacion de C. albicans y que
se observan muy pocos resultados falsos positivos o nega-
tivos. Diez aislamientos de C. albicans no formaron colo-
nias azules y en cambio, si lo hicieron dos aislamientos de
C. lusitaniae y un aislamiento de cada una de las especies
siguientes de Candida, C. pulcherrima, C. glabrata,
C. guilliermondii, C. krusel y un aislamiento de C. unigut-
tulatus, uno de Saccharomyces spp. y otro de
Trichosporon spp.

Las técnicas convencionales de identificacion de
C. albicans, como la produccion de tubo germinal en
suero o de clamidosporos en agar extracto de maiz o de
arroz, presentan un porcentaje variable de fal sos negativos
(entre 5y 10%). De considerarse ciertainestabilidad gené-
tica que se produciria en las cepas de coleccidn atribuible
a procedimiento de conservacion y sucesivos subcultivos.
De este modo, la produccion de clamidosporas quedaria
limitada o incluso ausente en algunas cepas [21] y podria
explicar la aparicion de colonias blancas de cepas identifi-
cadas como C. albicans. Por otro lado, otras especies
como C. tropicalis, C. parapsilosis, Cryptococcus gastri-
cus o, la recientemente descrita, C. dubliniensis
[4,12,13,16], pueden producir tubos germinales y/o clami-
dosporas. Estos dos métodos requieren experiencia para
su interpretacion, lo que plantea problemas en aquellos
laboratorios de Microbiologia clinica poco familiarizados
con los hongos. Ademés, el medio Chromalbicans Agar
permite identificar a los aislamientos de C. albicans que
no producen tubo germinal o clamidosporas. En nuestro
estudio, los escasos aislamientos (n=12) de esta especie
gue no producian tubo germinal en suero de caballo for-
maban colonias azules en Chromalbicans Agar. Por €l
contrario dos cepas que desarrollaron color blanco en el
medio Chromalbicans Agar y que fueron identificadas
como C. albicans no producian tubo germinativo en el test
de filamentacién.

La ligera pigmentacién azulada que se observaba
con algunas colonias de la especie C. tropicalis en el
medio Chromalbicans Agar, no planteaba el problema
suscitado por los falsos positivos observados por
Lipperheide et al. [12] con esta especie en el medio
Albicans ID (la mitad de los aislamientos formaban colo-
nias azules). Estos autores [12] también observaron falsos
positivos con algunos aislamientos de C. lusitaniae y
T. beigelii. En el presente estudio, dos de los 17 aisla-
mientos estudiados de C. lusitaniae también daban falsos
positivos en Chromalbicans Agar y 1o mismo ocurria con
un aislamiento del género Trichosporon.

En nuestro estudio, encontramos una excelente
concordancia entre los métodos utilizados en la discrimi-
nacion de C. albicans del resto de levaduras, obteniendo
una coincidencia de identificaciones correctas en el
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97,38% de los aislamientos. La mayoria de los estudios
con medios cromégenos [4,5] han mostrado valores de
eficacia muy similares 'y superiores a 95% para la mayo-
ria de los pardmetros evaluados, por lo que también debe-
mos tener en cuenta otros factores a la hora de decidir qué
medio emplear en el laboratorio clinico. Un factor impor-
tante en la utilizacion de un método comerciaizado es su
coste econdmico. Los medios cromdgenos son mas caros
que el agar glucosado de Sabouraud, pero su utilidad y
productividad se incrementan con las muestras clinicas
con mayores posibilidades de contener mas de una especie
de levadura (muestras orofaringeas, respiratorias y genita-
les) y con la potencial identificacion de C. albicans en un
porcentaje elevado de las mismas que ahorra posteriores
pruebas de laboratorio que encarecen la identificacién de
los aislamientos. Por otra parte, dentro de las técnicas de
identificacion rgpida de C. albicans, la prueba de
filamentacion en suero es la mas barata respecto a los
materiales necesarios. Sin embargo, esta prueba se ve
encarecida desde el punto de vista del procesado de labo-
ratorio por requerir mas tiempo de dedicacion de personal
cudificado [5].

L os resultados expuestos en el estudio, indican que
el medio Chromalbicans Agar permite una excelente dis-
criminacién de las colonias de C. albicansy de otras espe-
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