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RESUMEN

Con el objetivo de evaluar métodos rdpidos y de bajo costo para aislamiento e identificacion de
levaduras de interés clinico, se utilizé el medio cromogénico CHROM-agar Candida (CAC). Se
estudié un total de 546 cepas de especies de levaduras. Las cepas fueron identificadas previa-
mente por métodos convencionales. Se comprobé que los colores y texturas de las colonias de
Candida albicans, C. tropicalis, C. krusei, y Trichosporon beigelii fueron constantes, lo que permi-
ti6 su diferenciacion de otros hongos levaduriformes. Otras especies presentaron pigmentaciones
persistentes, como por ejemplo C. glabrata (rosa oscuro), Saccharomyces cerevisiae (purpura),
C. parapsilopsis (rosa palido), que acompanadas del estudio de la micromorfologia posibilitaron
su identificacion presuntiva. Comprobamos la aptitud de CAC para el cultivo primario de levadu-
ras, ya que por su contenido en cloramfenicol, admitié el aislamiento y la deteccidn de distintas
especies de este tipo de hongos a partir de una muestra clinica. Consideramos a este medio de
gran utilidad para la diferenciacidn e identificacién presuntiva répida de levaduras, tanto a partir
de cepas aisladas como de muestras clinicas, lo que resuita de gran interés especialmente para
el caso de pacientes inmunocomprometidos.
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SUMMARY

Fast differentiation and presumptive identification of yeast with CHROM-agar Candida culture
medium. In order to evaluate faster and cheaper methods for isolation and identification of clinically
important yeasts; we used CHROM-agar Candida (CAC), a chromogenic medium, for differentiation
and presumptive identification. A total of 546 yeast strains were studied. Strains were previously
identified by conventional methods. The colour and texture of Candida albicans, C. tropicalis, C.
krusei and Trichosporon beigelii were always constant and particularly distinctive for a reliable
identification. C. glabrata, Saccharomyces cerevisiae, C. parapsilopsis colonies also showed constant
colour. Because of its contents of cloramphenicol, CAC is also suitable for isolation and observation
of mixed yeast species from clinical samples. CAC is a useful medium for reliable differentiation
and presumptive identification of clinically important yeasts, particulary from immunocompromised

patients.
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La identificacion de hongos levaduriformes se
basa en el estudio de su macro y micromorfologia
y en los resultados de pruebas bioquimicas vy fi-
siolégicas como el auxonograma, zimograma, pro-
duccién de ureasa, obtencidon de clamidosporos,
formacién de tubos germinativos, etc (3,7). Si bien

éstos son métodos convencionales, significan una
serie de etapas que insumen varios dias de tra-
bajo para la tipificacién de una cepa.

Existen medios diferenciales, con sustratos
cromogénicos, en los cuales las colonias toman
diferentes pigmentaciones, como el medio de Pa-
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gano y Levin con trifeniltetrazolio que se reduce
a trifenilformazan. En este medio, segun su capa-
cidad de reduccion, las colonias toman una colo-
racion variable del rojo al rosa palido (9). Otro
medio cromogénico es el agar BIGGY (medio de
Nickerson) con sulfito de bismuto, donde el color
de las colonias va del beige 6 marrén al negro (4-
6). También hay medios para identificaciéon espe-
cifica de C. albicans que utilizan azuf de anilina
o ac. fosfomolibdico (1,2,11). Sin embargo, el uso
de estos medios no se ha implementado en la
rutina del laboratorio para la identificacion
presuntiva de especies levaduriformes, porque
sélo permiten diferenciar algunas especies y a
veces dan resultados falsos positivos o falsos ne-
gativos.

Los sistemas comerciales que se disponen
actualmente permiten una rapida identificacion
para un determinado espectro de levaduras de
interés clinico, unos mas amplios que otros segun
las marcas, pero en general resultan de un costo
elevado para su utilizacidon masiva en laboratorios
de microbiologia.

En la busqueda y evaluacion de métodos rapi-
dos para el aislamiento y la identificacion de le-
vaduras de interés clinico hemos utilizado el me-
dio CHROM-agar Candida (CAC) que es un me-
dio cromogénico que se comercializa para la di-
ferenciacion e identificacién de C. albicans, C.
tropicalis y C. krusei (8,10).

Se estudiaron 546 cepas de levaduras obteni-
das de diferentes muestras clinicas de pacientes
del Instituto de Medicina Regional de la Universi-
dad Nacional del Nordeste o derivadas de diver-
sos Centros de Salud del nordeste argentino. Las
mismas fueron inoculadas en agar Sabouraud
glucosado 20% con cloramfenicol (250 mg/l) e in-
cubadas a 28 y 37°C durante 48 h. También se
ensayaron cepas controles ATCC de C. albicans,
C. tropicalis, C. kruseiy C. parapsilopsis. La iden-
tificacién se realizdo segun la metodologia de
Kreger-van Rij, mediante el estudio macromor-
foldgico en agar Sabouraud, micromorfoldgico y
formacion de clamidosporos en agar arroz, pro-
duccion de tubos germinativos en suero humano
a 37°C, produccion de ureasa, fermentacion de
azucares y asimilacién de compuestos carbo-
nados y nitrogenados (3).
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Paralelamante se repicaron los especimenes
en placas conteniendo el medio CHROM-agar
Candida (Microbiology Paris-Francia), compuesto
por agar (15g/l), peptona (10,2g/l), cloramfenicol
(0,59/1), sustrato cromogénico (22g/l). Se incuba-
ron a 28 y 37°C. Se examinaron entre las 24 y las
72 h, observandose el color y las caracteristicas
de las colonias. Segun el prospecto comercial se
pueden distinguir las colonias segun la pigmen-
tacion, C. albicans toma color verde, C. tropicalis
color azul y las de C. krusei con tono rosa y blan-
co a rosa. Algunas muestras clinicas de distinto
origen fueron cultivadas directamente en este
medio, a fin de comprobar su eficacia en el
primocultivo.

De acuerdo con la metodologia convencional
se identificaron 6 géneros y 14 especies. En el
medio CHROM-agar se obtuvo buen crecimiento,
definicion en el color y textura de las colonias,
entre las 48 y las 72 h de incubacién. No se de-
tectaron diferencias en el desarrollo a 28 y 37°C.
Se identificaron presuntivamente 5 géneros y 10
especies. El 100% de las colonias de C. albicans,
lisas y brillantes, desarrollé color verde (verde
esmeralda), que no se presenté en ningun otro
caso. C. tropicalis, con textura similar a la ante-
rior pero en ocasiones con borde micelial, produ-
jo un color azul intenso en un 89% (49/55) y C.
krusei pigmento rosado en un 94% (29/31), con
su tipico aspecto seco y rugoso. Trichosporon
beigelii también presentod color azul intenso en el
100% de las cepas examinadas, conservando las
caracteristicas macromorfoldgicas de colonias
rugosas. C. glabrata produjo un color rosa oscu-
ro, C. guillermondii rosa palido a! igual que C.
papsilopsis, Saccharomyces cerevisiae purpura o
rosa purpura en todos los casos. La textura de las
colonias de estas especies no presentd caracte-
risticas distintivas en este medio de cultivo.
Geotrichumy Rhodotorula desarrollaron igual que
en los medios comunes para cultivo de hongos,
el primero como una colonia aterciopelada y blan-
ca y Rhodotorula, lisas y brillantes, con su tipico
color rojo coral (Cuadro 1).

Empleando este medio para el primocultivo, se
observo la presencia de colonias con diferentes
pigmenfos lo que indicé que la muestra contenia
una flora levaduriforme mixta.
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Cuadro 1. Caracteristicas de las colonias de las especies levaduriformes en

CHROM-agar Candida.

Especie Color Aspecto
Candida

C. albicans Verde esmeralda Lisas, brillantes

C. glabrata Rosa oscuro Lisas, brillantes

C. guillermondii  Rosa, rosa palido Planas, brillantes, borde liso

C. krusei Rosa Secas, opacas, rugosas

C. parapsilopsis  Rosa palido Lisas, brillantes

C. tropicalis Azul Lisas, con borde micelial
Geotrichum

G. candidum Blanca Aterciopelada
Rhodotorula

R. glutinis Rojo coral Lisas, himedas, mucosas
Saccharomyces

S. cerevisiae

Trichosporon

T. beigelii Azul intenso

Purpura, rosa purpura Lisas, planas, hdimedas

Secas, rugosas

La necesidad de disponer de métodos rapidos,
confiables y de bajo costo para la .identificacién
de levaduras en fa rutina del laboratrio de
Micologia, ha llevado a la basqueda de medios de
cultivo diferenciales y al perfeccionamiento de
medios cromogénicos en los cuales las colonias
de distintas especies adquieren diferentes pig-
mentaciones. ’

CHROM-agar Candida posibilita la diferencia-
cién de C. albicans, C. tropicalis, C. krusei y
Trichosporon beigelii, entre las 48-72 h de
incubacion, en base al color y morfologia especi-
fica de las colonias. Este medio ofrece también
una orientacidn hacia la identificacion de otras es-
pecies habituales en el laboratorio, las que pre-
sentan pigmentaciones que varian del rosa pali-
do al purpura. Estos resultados acompanados del
estudio de la micromorfologia en agar-arroz, ca-
racteristica para cada una de las especies men-
cionadas, facilitan la identificacion presuntiva de
estos hongos levaduriformes. |

Por su contenido en cloramfenicol, CHROM-
agar Candida permitid la deteccién e identificacion

presuntiva de una o varias especies de levaduras
a partir de la muestra clinica, dando una rapida
informacién basada en las diferentes coloraciones
que desarrollaron las colonias.

En base a los resultados obtenidos, conside-
ramos a este medio cromogénico de gran utilidad
para facilitar el aislamiento, diferenciacion e iden-
tificacion presuntiva rapida, tanto de cepas puras
como de cultivos mixtos o de especimenes clini-
cos. Esto es de mayor trascendencia en muestras
de pacientes inmunocomprometidos para los cua-
les la celeridad del diagnéstico es de fundamen-
tal importancia.
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