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Utilidad de una nueva técnica
comercial, GLABRATA RTT,
para la identificacion rapida
de Candida glabrata

Javier Peman', Nieves Aparisi', Coral Garcia-Esteban’ y
Miguel Gobernado'

!Servicio de Microbiologia. Hospital Universitario La Fe, Valencia, *Servicio de Microbiologia. Hospital
Universitario de Getafe, Madrid, Espaia

Candida glabrata es un patdégeno emergente con menor sensibilidad a los
azoles por lo que su identificacion precoz ayudaria a la instauracién del
tratamiento adecuado. La prueba rapida GLABRATA RTT (Fumouze Diagnostics,
Francia) es un nuevo método para la identificacion de C. glabrata. Hemos
comprobado su utilidad en la practica diaria evaluando prospectivamente

168 levaduras aisladas en nuestro hospital. La especificidad y sensibilidad de la
prueba fueron de 100 y 98,4%, respectivamente, y su utilizacion conjunta con el
medio CHROMagar Candida permite la identificacion de cuatro de las especies
de Candida mas frecuentes en la practica asistencial (Candida albicans,
Candida tropicalis, Candida krusei'y C. glabrata).

Candida glabrata, GLABRATA RTT, Identificacion rapida

Rapid identification of Candida glabrata using a new
commercial kit

Candida glabrata is an emergent pathogen with diminished susceptibility to
azoles, thus a rapid identification of this yeast could be of help to choose the
appropriate treatment. GLABRATA RTT (Fumouze Diagnostics, France) is a new
C. glabrata identification test. To evaluate its utility in the clinical laboratory

daily routine, we prospectively tested 168 yeasts isolated in our hospital.
GLABRATA RTT results had a sensitivity of 98.4% and a specificity of 100%.
The combination of CHROMagar Candida isolation medium and

GLABRATA RTT test allowed the identification of the four most common species
in the clinical practice (Candida albicans, Candida tropicalis, Candida krusei

and C. glabrata).
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En los dltimos afios se ha producido un constante
aumento en la incidencia de infecciones flingicas invasoras
debido al crecimiento progresivo del nimero de pacientes
inmunodeprimidos asi como a la introduccién de técnicas
diagnésticas y terapéuticas mas agresivas. Las especies del
género Candida son la causa de la mayoria de las micosis
profundas; sin embargo, a pesar de que hoy en dia existen

Direccion para correspondencia:

Dr. Javier Pemén

Servicio de Microbiologia

Hospital Universitario La Fe

Av. Campanar, 21

46009 Valencia, Espana.

Tel.: +34 96 197 33 33

Fax: +34 96 197 31 77

Correo electronico peman_jav@gva.es

Aceptado para publicacion el 6 de julio de 2004

©2004 Revista Iberoamericana de Micologia
Apdo. 699, E-48080 Bilbao (Spain)
1130-1406/01/10.00 Euros

descritas mas de 150 especies dentro de este género s6lo un
reducido nimero se aislan habitualmente en las muestras
clinicas. Entre estas especies destaca Candida glabrata,
considerada actualmente como un patégeno emergente que
se aisla con mayor frecuencia después de Candida albicans
en algunos paises y a la que se asocia una mayor mortalidad
en comparacién a otras especies del género [4,5,12,14].
Esta particular virulencia de C. glabrata parece estar rela-
cionada con una menor sensibilidad frente a los azoles asi
como a su capacidad para desarrollar resistencia a estos
antifiingicos tras su administracion profilactica o empirica
en poblaciones de alto riesgo [2,11,16], por lo que actual-
mente se recomienda la identificacién rutinaria de las leva-
duras aisladas en estos pacientes.

Los métodos comercializados para la identificacién
de levaduras se basan en la asimilaciéon e hidrdlisis de
hidratos de carbono y necesitan un tiempo de incubacién
prolongado (12-72 h). La introduccién, desde hace unos
afios, de los medios de cultivo cromégenos ha ayudado
notablemente a la identificacién presuntiva de varias espe-
cies de Candida, pero estos medios de cultivo también
necesitan incubarse durante 48 h para que las colonias
desarrollen completamente su color y morfologia. Por lo



tanto, para facilitar la instauracién precoz de la terapia
antiftingica adecuada se necesitan técnicas que permitan la
identificacion rdpida de especies con sensibilidad dismi-
nuida a los azoles como C. glabrata [13]. Acaba de ser
comercializada en nuestro pais la prueba GLABRATA
RTT (Fumouze Diagnostics, Francia), un método rapido
que permite la identificacién de C. glabrata en 20 min, a
partir de su aislamiento, que estd basado en la capacidad
de esta especie para hidrolizar trehalosa pero no maltosa.
Estudios previos ensayando GLABRATA RTT con aisla-
mientos en CHROMagar Candida han confirmado la ido-
neidad de este medio cromégeno para la realizacién de
esta prueba [7,17].

El objetivo de este estudio ha sido comprobar la uti-
lidad en la prictica diaria de GLABRATA RTT para la iden-
tificacion de C. glabrata, comparandolo con los métodos
convencionales utilizados en nuestro laboratorio. Para ello,
se estudiaron de manera prospectiva 168 levaduras aisladas
en muestras clinicas en nuestro hospital durante cinco
meses. Todos los aislamientos fueron identificados me-
diante métodos habituales, incluyendo su morfologia
en medio CHROMagar Candida (Izasa, Espaifia) y la asi-
milacién o fermentacién de azicares en sistemas comer-
cializados, como el sistema automatizado VITEK 2 YBC
(bioMérieux, Francia) o la galeria Auxacolor (Bio-Rad,
Francia).

El test GLABRATA RTT es un método sencillo que
precisa un pequefio inéculo para su realizacién y cuyos
resultados se obtienen en menos de 20 min, por lo que
actualmente es la técnica comercializada mds rapida para
la identificacion de C. glabrata. GLABRATA RTT con-
siste en un panel plastico de tres pocillos con medio des-
hidratado (T, M y B); los pocillos T y M contienen treha-
losa y maltosa, respectivamente, y si éstos azicares son
asimilados por la levadura, se origina glucosa que es
detectada mediante una reaccioén de oxidacién. El pocillo
B se utiliza como control y manifiesta la presencia de cual-
quier carbohidrato libre que procedente del medio de cul-
tivo pudiera dar lugar a un resultado falso positivo en los
otros pocillos. S6lo con las cepas de C. glabrata se obtiene
un resultado positivo en el pocillo de trehalosa y negativo
en el de maltosa; las demds levaduras son trehalosa nega-
tiva o positiva, pero en los casos positivos, la maltosa tam-
bién es positiva.

Para la realizacion de la prueba se siguieron cuida-
dosamente las indicaciones del fabricante. Partiendo de
una suspensiéon con cuatro a seis colonias, de medio
CHROMagar Candida, en 100 pl de agua destilada (turbi-
dez 3 en la escala McFarland) se depositaron 25 pl en cada
uno de los pocillos (T, M y B). Después de incubar el
panel durante 10 min a temperatura ambiente, se afiadieron
25 pl de reactivo revelador. El panel se volvié a incubar
otros 10 min y se procedi6 a la lectura visual de los poci-
llos; los resultados positivos adquirieron una coloracién
anaranjada-marrén, mientras que la falta de coloracién se
correspondié con un resultado negativo (Figura). Las prue-
bas con el pocillo B positivo se consideraron como no
valorables.

En total, se estudiaron 168 cepas de levaduras,
39 aislamientos procedian de sangre y otras muestras cli-
nicas habitualmente estériles (peritoneo, lavado broncoal-
veolar y orina) y el resto de muestras superficiales, diges-
tivas o respiratorias (piel, ufias, mucosa esofdgica, mucosa
naso-faringea, mucosa bucal, mucosa vulvo-vaginal, heri-
das, punta de catéter, broncoaspirado, esputo y heces).
La distribucién por especies de estos aislamientos fue:
129 C. glabrata, 20 Candida parapsilosis, siete Candida
tropicalis, cuatro Candida guilliermondii, tres Candida
kefyr, y un aislamiento por especie de Candida lusitaniae,
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Candida pelliculosa, Cryptococcus neoformans 'y Saccha-
romyces cerevisiae. Todos los aislamientos se subcultiva-
ron previamente en medio CHROMagar Candida y se
identificaron con el sistema VITEK 2 o con la galeria
Auxacolor. En seis cepas (4 C. parapsilosis, 1 C. tropicalis
y 1 C. guilliermondii) el resultado del test no pudo ser
interpretado debido a que el pocillo B fue positivo, por lo
que fueron descartadas del estudio. De las 162 cepas res-
tantes, 129 fueron identificadas como C. glabrata por los
métodos habituales y, de ellas, 127 se identificaron como
C. glabrata con el test GLABRATA RTT. Sélo se obtuvie-
ron resultados falsos negativos repetidos en dos cepas; una
de ellas, aislada de un lavado bronco-alveolar, fue treha-
losa negativa y la segunda cepa, procedente de un esputo,
fue maltosa positiva. Por lo tanto, la sensibilidad de
GLABRATA RTT en nuestra serie fue del 98,4%. Nin-
guna de las 39 cepas estudiadas de especies distintas a
C. glabrata se identific6 como de esta especie median-
te GLABRATA RTT, por lo que su especificidad y su va-
lor predictivo positivo alcanzaron el 100% mientras que
el valor predictivo negativo fue del 94,2%. Los valores
obtenidos de especificidad y sensibilidad para el test
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Figura. Esquema de la realizacion de la prueba GLABRATA RTT y ejemplo
de un resultado positivo.

GLABRATA RTT han sido superiores a los publicados
anteriormente con esta técnica (97,3-98,6% y 97,3-98,6%,
respectivamente) [7,8,17]. Aunque en nuestra serie se
incluyeron menos especies no-C. glabrata que en otros
estudios, no hemos encontrado ningun resultado falso
positivo. Estas elevadas tasas de especificidad y sensibili-
dad observadas son también superiores a las obtenidas con
otros sistemas de identificacion [3,6]. Por otra parte, el
medio CHROMagar Candida permite la identificacién pre-
suntiva de C. albicans, C. tropicalis y C. krusei en funcién
del color y del aspecto caracteristico que desarrollan sus
colonias [12]; sin embargo, otras especies, entre las que se
encuentra C. glabrata, desarrollan un color rosa inespeci-
fico que no permite su facil identificacion, aunque algunos
autores afirman lo contrario [1,15]. Por lo tanto, si se uti-
liza CHROMagar Candida como medio de aislamiento pri-
mario o de subcultivo, Gnicamente deberian ser ensayadas
con GLABRATA RTT las colonias que desarrollen una
tonalidad rosa inespecifica en este medio, con el subsi-
guiente ahorro de tiempo y reactivos.

En los ultimos afios también se han aplicado técni-
cas de biologia molecular [9] y microespectroscopia [10]
para la identificacién rdpida de levaduras. Sin embargo,
aunque alguno de estos métodos puede identificar las
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especies de Candida en menos de 6 h, su utilizacién se ve
limitada a los laboratorios de investigaciéon debido a su
elevado coste y a los complejos requerimientos instrumen-
tales. Por lo tanto, las técnicas rdpidas fenotipicas conti-
nuan siendo las de eleccién en un laboratorio de Micro-
biologia Clinica.

En nuestro estudio la prueba rdpida GLABRATA
RTT ha demostrado ser una técnica muy fiable y de fécil
manejo para la identificacion de C. glabrata en la rutina de
un laboratorio de Microbiologia Clinica y de gran utilidad

en aquellos laboratorios que no dispongan del medio
CHROMagar Candida. Ademds, su utilizacién conjunta
con este medio permite la identificacién de cuatro de las
especies de Candida mas frecuentes en la practica asisten-
cial, entre las que se encuentran C. krusei y C. glabrata,
especies que precisan una rapida identificacion debido a su
resistencia o menor sensibilidad al fluconazol y otros tria-
zoles.
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