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Resumen

ANTECEDENTES. Las micosis en México han aumentado su incidencia de manera importante y el género Candida es
uno de los principales causantes. La identificacion de especies por los medios cromégenos CHROMagar™Candida
e ID2™Candida es frecuente; en la literatura se encuentran diversos reportes aconsejando el uso de uno u otro
medio. El objetivo de este estudio es conocer la eficiencia de cada uno de esos dos medios de cultivo para la
identificacion de especies de Candida.

MATERIAL Y METODO. A partir de pacientes del Centro Médico Nacional 20 de Noviembre, ISSSTE, se obtuvieron
100 cultivos de Candida spp, que fueron sembrados en los medios cromogénicos CHROMagar™Candida e 1D2™
Candida. Asimismo, y de manera simultanea, los cultivos fueron sometidos al auxanograma automatizado (VITEK®),
toméndose los resultados de éste Ultimo como referencia para calcular la sensibilidad y especificidad de cada medio
cromogeénico.

RESULTADOS. En CHROMagar™Candida, la sensibilidad y especificidad mostradas para C. a/bicans fueron de 94 y
81% respectivamente, y en ID2™Candida, de 90y 70%.

CONCLUSIONES. Por su sensibilidad, ambos medios cromogénicos son Utiles para ubicar C. albicans; sin embargo,
por la poca especificidad que ambos muestran, no se recomiendan para identificar de manera especifica algunas
Candida no albicans, debido a lo cual se hace necesario recurrir al uso de otros métodos.
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Abstract

BACKGROUND. Mycosis in Mexico have increased significantly its incidence and the Candida genus is one of the
main causes. Species identification by chromogenic media CHROMagar™Candida and ID2™Candida is common in
the literature and various reports are advising about its use. The aim of this study is to know the efficiency of each
of these two culture media for Candida species identification.

MATERIAL AND METHOD. From patients of Centro Medico Nacional 20 de Noviembre, ISSSTE, were obtained 100
Candida spp sample, which were cultured on chromogenic media CHROMagar™Candida and ID2™Candida. Simul-
taneously, the sample were subjected to automated auxanogram (VITEK®), and the results were the reference for
calculating sensitivity and specificity for each chromogenic medium.

Results. Respectively, sensitivity and specificity shown for C. albicans was 94% and 81% for CHROMagar™Candida,
and 90% and 70% in ID2™Candida.

CONCLUSIONS. For the sensitivity, both chromogenic media are useful for identifying C. albicans, but due to poor
specificity that shown, are not recommended to identify some defined Candida non albicans, because of which it
becomes necessary to use other methods.
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Infroduccidon

Candida albicans es considerada la especie mas frecuente-
mente aislada en pacientes con candidosis. Sin embargo,
en la Ultima década se ha observado un aumento en la inci-
dencia de especies de Candida no albicans como agentes
causales de diversos cuadros clinicos, por ejemplo: C. gla-
brata, aislada de tracto genitourinario; C. tropicalis, causante
de septicemia; C. krusei, aislada de mucosas; C. kefyr, a
partir de infecciones pulmonares; y C. parapsilosis, como
causante de endocarditis y endoftalmitis.'®

El cambio en la incidencia de especies no albicans
se havisto reflejado en un aumento importante de recidivas
y fracasos terapéuticos en los pacientes, especialmente
en aquellos procesos patolégicos donde se encuentran
involucradas C. glabrata, C. krusei y C. tropicalis, organis-
mos que muestran una elevada resistencia a antifungicos
azélicos.?* Por lo anterior, en la actualidad se ha subrayado
la importancia de conocer la especie del agente causal.

La identificacion de las especies de Candida va desde
los métodos caseros (filamentacion en suero, produccion
de hifas y seudohifas en medios pobres),"*4 presencia de
pigmentos en medios cromogénicos,®'? pasando por los
auxanogramas automatizados, hasta la amplificacién por PCR
de genes o secuencias de bases especie-especificas.’*

SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD ENTRE DOS MEDIOS

La identidad de Candida por medios cromogénicos fue
inicialmente reportada por Nickerson en 1953, quien a través de
la reduccion de sulfitos contenidos y la morfologia presentada
en su medio BIGQGY, diferenciaba C. albicans, C. tropicalis, C.
pseudotropicalis, C. krusei, C. parakrusei y C. stellatoidea.>*
Posteriormente, en 1958, Pagano y colaboradores adicionaron al
medio de Sabouraud dextrosa agar, cloruro de trifenil-tetrazolio,
compuesto quimico cuya reduccion produce colonias en varias
tonalidades, permitiendo diferenciar a C. albicans y C. krusei de
otras especies de Candida.®

En los Ultimos afos se ha promovido el uso de medios
de cultivo con cromdégenos (cuadro 1), método que resulta
muy atractivo por la sencillez y rapidez con la que, segun los
fabricantes, se obtiene la identificacion a nivel de especie.

En nuestro pais, CHROMagar ™ Candlida e ID2™ Candlida
(medio reformulado de ChromID ™ Candida) son los cromogéni-
cos mas difundidos y utilizados para aislamiento e identificacion
primaria a partir de diferentes especimenes bioldgicos.>'?

Con el fin de conocer la eficiencia de cada uno de esos
medios de cultivo en la identificacion de especies de Candida,
se elaboro el presente estudio, en el que medimos la sensi-
bilidad y especificidad mostradas por cada uno de ellos en
aislamientos clinicos.

Cuadro 1
Caracteristicas de cinco medios cromogénicos para identificacién de Candida spp,
segun la carta de color de cada uno de los fabricantes

Agar Agar ™ ™
cromogénico |Cromo Candida| Candiselect®4 Chéoms%ar Cl‘érorgl_lcij)
Especie para Candida | (Valdés y Cia. (BioRad, B a%.' k? Bi anaiaa
(CONDA, Ltda, EUA) ( ectonEU: inson,| ( ||;)mer|.eux,
Madrid, Esparia) | Santiago, Chile) ) rancia)
C. albicans Verde Verde Rosado-morado Verde Azul
C. glabrata Rosado- Turquesa. Colonias Rosado Blanco
rojizo-purpura brillantes, planas oscuro-violeta*®
de textura lisa 'y con
bordes regulares
C. tropicalis Azul Azul Turquesa intenso. Azul metélico Rosado*
Colonias con
volumen, de textura
lisay con bordes
regulares
C. krusei Lila-rosado Rosado pélido Turquesa difumi- Rosado Blanco*
con nado. Colonias de pélido-lila
borde blanco apariencia seca y
superficie arrugada
y con bordes
irregulares
C. parapsilosis Blanco marfil Rosado oscuro-violeta Blanco

* El medio est4 disefado para la especie sefalada, aunque ese mismo color pueden presentarlo otras especies.
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Material y métodos

Los aislados estudiados provinieron de especimenes clini-
cos obtenidos de pacientes del Centro Médico Nacional 20
de Noviembre, ISSSTE, colectados del 7 de abril de 2007 al
4 de septiembre de 2008.

Los productos patoldgicos fueron sembrados en
agar dextrosa Sabouraud (ADS) e incubados durante 48
horas a temperatura ambiente. De aquellos en los que fue
observado el desarrollo de colonias levaduriformes, fueron
seleccionados 100 y aislados con morfologia compatible
al género Candida. colonias de aspecto cremoso, suaves,
poco elevadas, lisas o arrugadas y de color del blanco al
amarillo tenue. Microscopicamente: levaduras ovaladas de
2x5 a 4x8 um, con o sin seudomicelio y Gram positivas.

Esas colonias fueron purificadas por subsecuente
resiembra en ADS vy, posteriormente, se sometieron a una
identificacion biogquimica mediante el sistema VITEK®, que
funcioné como método de referencia. Simultdneamente,
las levaduras puras fueron subcultivadas en los medios
de prueba: CHROMagar™Candida e ID2™ Candida vy, de
acuerdo con las instrucciones de los fabricantes, fue regis-
trada la identificacion de los microorganismos, la cual se
comparé con la referencia.

Para realizar el calculo de sensibilidad y especifici-
dad de cada medio cromogénico se construyeron tablas
de contingencia,”™ donde las variables evaluadas corres-
pondieron a los resultados obtenidos por VITEK®, en cada
una de las 100 muestras (resultado esperado), contra los
resultados de los dos medios cromogénicos (resultado
observado).

Tomando en cuenta que la evaluacién anterior no
considerd el porcentaje de coincidencia que pudiera ser de-
bido al azar, se realiz6 como medida de validez estadistica
el coeficiente de concordancia Kappa (x),"® para C. albicans,
C. tropicalis y C. krusei. La magnitud de las diferencias en
sensibilidad entre los medios cromogénicos estudiados
fue medida con la prueba de significancia estadistica Chi
cuadrada (y?)."®

Finalmente, los resultados de los porcentajes de sen-
sibilidad y especificidad obtenidos en este estudio fueron
comparados con aquellos reportados por otros autores.

Resultados

De los 100 cultivos estudiados, 51% fue obtenido de ma-
terial biolégico proveniente de vias respiratorias (exudado
faringeo, lavado bronquial y esputo), 20% de tracto geni-
tourinario (orina y exudado vaginal), 8% a partir de sondas
y catéteres, 7% de secreciones (escara, Ulcera, herida,
absceso) vy, el resto, de otros productos (liquido de didlisis,
secrecion 6tica, liquido cefalorraquideo, hemocultivo, etcé-
tera) (cuadro 2).

En la cuadro 3 se hace evidente la diferencia pa-
ra identificar especies de Candida no albicans, entre los
métodos usados; especialmente el caso entre C. kruse/
y C. glabrata, donde se aprecia que ambas especies son
confundidas con facilidad cuando cualquiera de los dos
cromogénicos son utilizados para su identificacién.

Cuadro 2
Mvuestras biolégicas a partir de las cuales fueron
aisladas las colonias de Candida analizadas

Especimen Nudmero
Vias respiratorias 51
Tracto genitourinario 20
Sondas y catéteres 8
Secreciones 7
Otros 14
TOTAL 100

Cuadro 3
Frecuencia de especies en 100 aislamientos de
Candida segun tres métodos de identificacion

Espocie | VITek® | S0 NG | Candida
C. albicans 78 79 80
C. tropicalis 8 8 7
C. krusei 1 13 13
C. glabrata 10 0 0
C. parapsilosis 3 0 0

El coeficiente de concordancia respecto de C.
albicans resulté k=0.70 para ID2™Candida y k=0.61 para
CHROMagar™Candida, o cual se interpreta como un exce-
lente grado de concordancia,’™ en ambos medios. Para C.
tropicalis, k=0.86 para CHROMagar™Candida (casi perfec-
ta concordancia)®y ¥=0.73 para ID2™Candida, (excelente
concordancia). Por el contrario, en C. kruse/, k=0.13 para
ambos cromogénicos, lo que implica ninguna concordan-
cia.” En cuanto a C. glabrata, la concordancia fue nula.

Los resultados obtenidos muestran que no hay dife-
rencia real entre los medios analizados; para la identificacion
de C. albicans y C. tropicalis, ambos medios concuerdan
excelentemente con el método de referencia VITEK®, pero
para otras especies como C. krusei y C. glabrata son discor-
dantes, con respecto a la referencia.

Evaluamos la sensibilidad y especificidad de cada
uno de los cromogénicos, exclusivamente para C. albicans,
por ser la Unica especie que cualquiera de los dos medios
identifica de manera definida. En CHROMagar™Candida,
la sensibilidad y especificidad mostradas para C. a/bicans
fueron de 94 y 81% respectivamente, y en ID2™Candida,
de 90 y 70%. Aun cuando no hay una diferencia real entre
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ambos medios (x2=6.98, p< 0.05; no existe diferencia
estadisticamente significativa), la mejor sensibilidad y es-
pecificidad fueron observadas con CHROMagar™Candida
(cuadro 4).

Sobre la sensibilidad y especificidad de los medios
cromogénicos, medidas por otros autores para C. albicans,
muestran diferencias minimas, estimandose para ambos

SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD ENTRE DOS MEDIOS

medios un excelente nivel de identificacion, incluso cuan-
do, al contrario de nuestros resultados, puede apreciarse
cierta ventaja de ID2™Candida sobre CHROMagar™Cand/-
da (cuadro 4). Asimismo, es importante observar que los
mismos parametros tienen menor confiabilidad cuando se
trata de definir Candida no albicans (cuadro 4).

Cuadro 4
Porcentajes de sensibilidad y especificidad obtenidos por diversos autores, para dos medios cromogénicos
CHROMagar™Candida ID2™Candida
Autor Candida albicans Candida no albicans Candida albicans Candida no albicans
Sensibilidad |Especificidad| Sensibilidad |Especificidad| Sensibilidad | Especificidad| Sensibilidad | Especificidad
Pengy 100 94.6 de de 100 95.3 de de
colaboradores.® 90a 100 |78.8a95.4 90a 100 |79.6a95.3
Erasoy 91.7 97.2 de 98.7 91.7 97.2 de de
colaboradores.” 97.4a 100 97.4a100 | 96.6 a 100
Yicesoy y 100 100 de de de de
colaboradores.® 15a 100 | 99.5a100 | 97.7a 100 | 93.8 a96.3
Ballesté y de de de de
colaboradores.® 88 a99 96a 100 90 a 96 88a 100
Ylcesoy y 94 100 de 100
Marol.° 90.9 a 100
Garcia Martos y 100 100 de de
colaboradores.™ 90.3a97.3| 99a99.6
Letscher Bruy 97.7
colaboradores.™
Cortés Figueroa y 94 81 90 70
colaboradores*

* Datos del presente trabajo

Discusion

Para la identificacion rapida de Candida albicans, ambos
medios cromogénicos son igual de eficientes, ya que la
discriminan facilmente de otras Candida no albicans. Por el
contrario, por los resultados obtenidos en concordancia y
sensibilidad, ninguno de los dos cromogénicos es el ade-
cuado para identificar definidamente Candida no albicans.
Por lo anterior, el valor de los cromogénicos se reduce
a considerarlos una herramienta Util sélo para la separacion
entre dos grupos: C. albicans y Candida no albicans; toman-
do en cuenta que cerca de 50% de los aislamientos clinicos
corresponden a Candida no albicans, se recomienda utilizar el
cultivo en harina de maiz y el auxanograma como métodos de
identificacion, superiores al uso de medios cromogénicos.
Nuestra experiencia mostrd una ventaja de CHRO-
Magar™Candida sobre el medio ID2™Candida, ya que

el primero, ademas de identificar C. albicans, también es
especifico para C. tropicalis (color azul), especie que es con-
siderada la segunda en importancia clinica.

El auxanograma de VITEK® es un método especi-
fico y sensible, capaz de identificar especies diferentes a
Candida albicans, aunque nuestra experiencia ha demos-
trado que ese método bioquimico, ocasionalmente, tiene
sus fallas. Por lo anterior, apuntamos que la Unica forma
de identificacion segura es la amplificacion de regiones
especificas mediante PCR, que por cuestiones de tiempo y
costos no es considerada como una técnica de identifica-
cion rutinaria en laboratorios y hospitales.

En nuestro pais, el presente estudio es pionero en
comparar los resultados de los medios cromogénicos mas
usados, CHROMagar™Candida e |D2™Candida, con los
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obtenidos por un método de mayor sensibilidad y especifi-
cidad (asimilacién por VITEK®), caracteristica que permitié
obtener una evaluacion estadistica de validez y confianza,
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