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Comunicacion breve

Estandarizacion del medio de cultivo especifico ACA para la identificacion presuntiva
de Candida auris aisladas en sangre
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Resumen: Candida auris es una levadura emergente multirresistente a varias clases de antifungicos. La identificacion se realiza por
técnicas moleculares o proteicas. Se han desarrollado medios especificos para aislar C. auris basados en su tolerancia a altas
concentraciones de NaCl (>10 %) y temperaturas > 40 °C. Ibrahim A, et al., modificaron y desarrollaron uno con especificidad del 100
% para todos los clados de C. auris. Esto nos motivd a reproducir su investigacion. Se utilizaron 117 cepas conservadas en la micoteca
del INHRR: C. auris (n=71), Cryptococcus gattii (n=1) y Candida NO auris (n=45). De estas ultimas, 56,5 % y 26 % presentaron
resistencia a fluconazol y voriconazol, respectivamente. Se elaboré el medio ACA con agar Sabouraud, NaCl, cristal violeta y
cloranfenicol, se esteriliz a 120 °C x 15 min y se dispenso en placas de Petri. Las cepas fueron inoculadas e incubadas a 37 °C y 42 °C
por 72 horas hasta la lectura final. De las 71 cepas de C. auris 69 (97,2 %) crecieron en ACA, las 46 cepas restantes no crecieron a 42
°C. El medio reformulado ACA fue capaz de detectar C. auris. Se sugiere implementar su uso en el laboratorio: es facil, sencillo de
preparar, econémico, reproducible y confiable. La identificacion definitiva de C. auris se realiza por biologia molecular o MALDI-TOF
MS.

Palabras clave: Candida auris, hongo emergente, identificacion, medio selectivo, resistencia antiflngica.

Standardization of the specific ACA culture medium for the presumptive identification
of Candida auris isolated in blood

Abstract: Candida auris is an emerging yeast with multi-resistance to several classes of antifungals. Identification is performed by
molecular or protein techniques. Specific media have been developed to isolate C. auris based on its tolerance to both high > 10 % NaCl
concentrations and > 40 °C temperatures. Ibrahim A, et al., modified and developed one culture media with 100 % specificity for all C.
auris clades. This motivated us to reproduce their research. One hundred and seven (117) strains conserved in the INHRR fungal culture
collection were used: C. auris (n=71), Cryptococcus gattii (n=1) and non-C. auris (n=45). Of the latter, 56.5 % and 26 % were resistant
to fluconazole and voriconazole, respectively. ACA medium was prepared with Sabouraud agar, NaCl, crystal violet and
chloramphenicol, sterilized at 120 °C x 15 min and dispensed into Petri dishes. The strains were inoculated and incubated at 37 °C and
42 °C for 72 hours until the final reading. Of the 71 C. auris strains, 69 (97.2 %) grew in ACA; the remaining 46 strains did not grow at
42 °C. The reformulated ACA medium was able to detect C. auris. It is suggested to implement its use in the laboratory: it is easy, simple
to prepare, economical, reproducible, and reliable. The definitive identification of C. auris is done by molecular biology or MALDI-TOF
MS.

Key words: Candida auris, emerging fungus, identification, selective medium, antifungal resistance.
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Introduccion

Candida auris es una levadura emergente,
multirresistente a varias clases de antifingicos como los
azoles, la anfotericina B y las equinocandinas [1], que se
asocia a una mortalidad significativa que oscila entre 30 -
70%, especialmente en pacientes inmunodeprimidos con
multiples comorbilidades como diabetes mellitus,
insuficiencia renal y enfermedades cardiovasculares [2,3].
Asi pues, su rapida identificacion y caracterizacion son
necesarios para optimizar los resultados clinicos e intentar
contener su propagacion nosocomial y mundial [3]. C.
auris es una levadura formadora de biopeliculas,
halotolerante y termorresistente que puede crecer a
temperaturas entre 30°C y 42°C, tolerando mas de un 10 %
de salinidad [4]. Esto favorece su capacidad para colonizar
diversos equipos médicos, superficies de plastico y
entornos nosocomiales, lo que la convierte en un potente
patdgeno invasivo [5].

La identificacion de C. auris es un reto y requiere
enfoques moleculares o proteicos, cuya disponibilidad es
limitada en muchos laboratorios de microbiologia en
Venezuela [5,6], por lo que es necesario implementar un
método para su deteccion e identificacion presuntiva
rapido, valido y confiable, que permita hacer vigilancia y
tomar las medidas de prevencion y control de este hongo,
elementos que son esenciales para instaurar un tratamiento
antifngico oportuno y adecuado, con el fin de contribuir a
la sobrevida del paciente y disminuir su propagacion en los
centros de salud [4,5].

Desde el primer informe en 2009 en Japdn, la infeccion
por C. auris se ha reportado en seis continentes [6,7].
Basandose en la secuenciacion de su genoma completo, se
ha clasificado en cuatro clados geograficos principales, a
saber, clado | (Asia meridional), clado Il (Asia oriental),
clado Il (Sudafrica) y clado IV (Sudamérica), mas un
posible quinto clado en Iréan [1].

Ibrahim A, et al., desarrollaron un medio de cultivo
selectivo y especifico para la identificacion de todos los
clados de C. auris. La especificidad del medio es del 100
%, confirmada mediante el ensayo de un conjunto de 135
cepas de Candida, 50 especies bacterianas y 200 muestras
de heces humanas [1]. Este medio permite seleccionar
especificamente el aislamiento de C. auris a partir de
muestras clinicas, lo que posibilita estudiar su perfil
fenotipico; por esta razén se realizo la investigacion con
cepas identificadas como C. auris en el laboratorio [8].

A pesar del alarmante aumento de informes sobre
infecciones por C. auris en la Ultima década, las cifras
notificadas representan quizd una subestimacion de la
verdadera incidencia, ya que el hongo es dificil de
identificar mediante pruebas fenotipicas y bioquimicas
convencionales [9]. Cuando surgié por primera vez C.
auris, los laboratorios de microbiologia clinica sélo podian
identificarla mediante la secuenciacion de su ADN.
Durante la década siguiente a su primera identificacion
fuera de Japén, se han producido muchas mejoras en la

deteccion de C. auris. Entre ellas, se incluye la utilizacion
de la espectrometria de masas con desorcién/ionizacion
laser asistida por la matriz con deteccion de masas por
tiempo de vuelo (MALDI-TOF MS), asi como el desarrollo
de pruebas de laboratorio y de kits comerciales para su
deteccion, como el CHROMagar especial para la
identificacion a partir de muestras de laboratorio [8-10].

La identificacion de C. auris es dificil. Las pruebas de
identificacion disponibles comercialmente, automatizadas
o colorimétricas, como VITEK®, API20C-AUX®, Auxa-
Color 2®, BD Phoenix® y MicroScan®, la identifican
erréneamente con otras especies de Candida como C.
famata, C. haemulonii, C. duobushaemulonii, C. sake, C.
lusitaniae y C. guilliermondii. Los medios cromogénicos,
si bien ayudan, no son especificos para todas las especies
de Candida, y la identificacion es presuntiva [9-11].

El presente trabajo tuvo como objetivo estandarizar y
evaluar, por primera vez en Venezuela, el medio especifico
agar Candida auris (ACA) reformulado para la deteccion
e identificacidn presuntiva de C. auris a partir de sangre
(hemocultivos).

Materiales y métodos

Se evaluaron un total de 117 cepas conservadas en la
micoteca del Instituto Nacional de Higiene “Rafael
Rangel” (INHRR): C. auris (n=71), Cryptococcus gattii
(n=1) y Candida NO auris (n=45), distribuidas de la
siguiente forma: C. parapsilosis (n=12), C. tropicalis
(n=9), C. pelliculosa (n=8), C. glabrata (n=7), C. albicans
(n=4), C. krusei (n=2), C. haemulonii var. vulnera (n=2),
C. haemulonii (n=1). Todas las cepas del género Candida
se aislaron de sangre y C. gattii de liquido cefalorraquideo
(LCR). Entre las 45 cepas Candida NO auris se
seleccionaron 56,5% con resistencia a fluconazol y 26% a
voriconazol. Las 71 cepas de C. auris eran 100%, 95,8% y
21%  resistentes a  fluconazol, voriconazol vy
equinocandinas respectivamente, sin resistencia a
anfotericina B [12].

Se prepard el agar selectivo desarrollado por Ibrahim A,
etal., [1] con algunas modificaciones. Se utilizé como base
el agar Sabouraud dextrosa, que contiene tres de los
ingredientes del mencionado agar con la misma
composicion (5 g de digerido pancreéatico de caseina, 5 g
de digerido péptido de tejido animal, 15 g de agar). Se
agregaron 100 g de cloruro de sodio (NaCl), 0,5 g de cristal
violeta y 50 mg/L (0,05 g) de cloranfenicol, ingredientes
restantes del medio selectivo antes mencionado no
contenidos en el agar Sabouraud, omitiendo 50 mg/L de
gentamicina y los 20 g de manitol, debido a que el agar
Sabouraud contiene 40 g de dextrosa como fuente de
carbono. El medio se completé hasta 1 litro con agua
destilada, se ajust6é a pH 7,0, se esterilizo a 120°C por 15
minutos y se dispensd en placas de Petri. Esta modificacion
del medio original se denomind agar Candida auris
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(ACA).

Las 117 cepas fueron sembradas directamente en el
medio ACA por agotamiento y se incubaron a 37°C y 42°C
por 72 horas hasta su lectura final. Los datos se analizaron
con Microsoft Excel 2013 utilizando porcentajes.

Resultados y discusién

De 117 cepas empleadas en el estudio, 71 cepas de C.
auris fueron previamente identificadas por MALDI-TOF
MS, de las cuales 69 (97,2 %) crecieron en ACA y solo 2
(2,8 %) no crecieron. Las 46 cepas restantes de diversas
especies de Candida y Cryptococcus no crecieron a 42°C
durante las 72 horas de observacion. Llamé la atencion que
8 cepas de C. parapsilosis, 2 de C. haemulonii var. vulnera
y 1 de C. haemulonii crecieron a 37°C a las 72 horas de
incubacién (Figura 1).

Figural. Agar Candida auris (ACA). A) Incubacion a 37 °C a las 72
horas. Cepas ensayadas: 1. Complejo C. albicans; 2 y 5. Complejo C.
haemulonii; 3. Complejo C. parapsilosis; 7. C. tropicalis; 6, 8y 9 C.
auris. B) Incubacion a 42 °C a las 72 horas. Cepas: 1. Complejo C.
albicans; 2 y 5. Complejo C. haemulonii; 3. Complejo C. parapsilosis; 7.
C. tropicalis; 6,8y 9. C. auris.

El diagndstico de C. auris es dificil y requiere de técnicas
moleculares o de MALDI-TOF MS. Los medios de cultivo
y los kits comerciales desarrollados hasta la fecha solo
permiten la identificacion presuntiva de C. auris [9,10].
Welsh RM, et al., desarrollaron un medio de cultivo
liquido especifico para el aislamiento de C. auris, sin
embargo, algunos aislados de Candida seguian siendo
identificados erréneamente [4]. Por lo que lbrahim A, et
al., realizaron modificaciones al medio creado por Welsh,
obteniendo mejores resultados e incluso logrando la
especificad necesaria para aislar e identificar C. auris
procedentes de los 4 clados descritos en las diferentes
regiones de los 6 continentes; ademas, logré inhibir el

crecimiento de C. tropicalis totalmente con la adicion al
medio de cristal violeta [1].

Logicamente, se requiere seguir ensayando un nimero
mayor de distintas especies de Candida, tanto sensibles
como resistentes a los antiflngicos, caracterizadas ademas
por el patrén de oro que es la biologia molecular, para
correlacionar la especificidad y permanencia en el tiempo
de C. auris [10].

Conclusiones y recomendaciones

El medio especifico ACA reformulado fue capaz de
detectar C. auris en un 97,2%; el resto de las levaduras
evaluadas de diferentes especies de Candida y
Cryptococcus no crecieron en el medio. La resistencia
conocida a los distintos antifngicos que presentaron las
cepas evaluadas no interfirid con su crecimiento en el
ACA.

Se sugiere implementar el uso del ACA junto a los

medios de cultivo habituales (agar Sabouraud con
antibidtico, agar cromogénico para Candida, Mycosel® o
Dermasel® y agar harina de maiz) que se utilizan para el
repique de hemocultivos en pacientes con candidemia, ya
gue permitiria el aislamiento rapido y especifico de cepas
de C. auris. Es una forma de vigilancia activa que ayudaria
en la gestidn oportuna de pacientes y recursos para limitar
la aparicion de brotes de C. auris.
Se propone la utilizacion del medio ACA en micologia
clinica para el cribado de muestras de piel, orina, vagina y
sangre, especialmente en poblaciones de alto riesgo, para
poder estimar las cifras reales de circulacion vy
epidemiologia de C. auris en los centros de salud de
nuestro pais.

El medio es sencillo y facil de preparar, econémico,
reproducible y confiable, por lo que puede estar al alcance
de todos los laboratorios de microbiologia de rutina. Con
su implementacion se puede contribuir ademas a detectar
nuevos aislados, para investigar y comprender las
caracteristicas fenotipicas de C. auris y de otras especies
cripticas del género Candida, permitiendo ademas el
estudio preciso de sus perfiles de resistencia a los
antifangicos.

La identificacion definitiva de C. auris debe ser
confirmada por biologia molecular o MALDI-TOF MS,
por lo tanto, los aislamientos deben ser enviados a un
centro de referencia. Para mas informacion se recomienda
visitar la pagina web del Centro Nacional de Enfermedades
Infecciosas Emergentes y Zoondticas (NCEZID), Division
de Enfermedades Transmitidas por los Alimentos, el Agua
y el Medioambiente (DFWED). Teléfono: 800-CDC-INFO
(232-4636). Sitio web: https://www.cdc.gov/fungal/
candida-auris
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