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Resumen

Introduccion: La clasificacion a nivel de especies de las levaduras del
género Candida de origen clinico es fundamental para el diagnostico
y la instauracién de un adecuado tratamiento para el paciente. Se
realiz6 un estudio de concordancia de cinco metodologias usadas para
la identificacion de aislamientos orales de Candida spp en Colombia.
Métodos: Sesenta y siete aislamientos de Candida spp fueron
identificados a nivel de especie utilizando; API® 20 C AUX, Vitek®
2 Compact, MALDI TOF (Vitek® MS y Microflex®) y una prueba
molecular, PCR Panfungal y secuenciacién. Un andlisis del costo
comercial y tiempo de procesamiento de las muestras por cada
método fue realizado mediante el analisis grafico de ambas variables.
Resultados: La PCR Panfungal y secuenciaciéon diferenci6
12 especies de Candida, los métodos Vitek® MS y Microflex®
identificaron 9 especies y los métodos API° 20 C AUX y Vitek® 2
Compact identificaron 8 especies. El andlisis de Kappa ponderado
(WK) demostré6 una concordancia alta entre los métodos PCR
Panfungal y secuenciacion, Vitek® MS, Microflex® y API° 20 C AUX,
concordancias agrupadas en las categorias buena y muy buena (wK
0.62-0.93); los Kp que involucraron el método Vitek® 2 Compact
presentaron concordancias moderadas o buenas frente a los otros
métodos (WK 0.56-0.73). Las metodologias basadas en MALDI TOF
MS requirieron 4 minutos para generar un resultado y el método
Microflex® fue el método que en nuestro medio presentd el menor
precio de venta del servicio.

Conclusion:  Los métodos evaluados presentaron una alta
concordancia en sus resultados, siendo mas alta para los métodos
moleculares y las metodologias basadas en MALDI TOF MS; estas
ultimas son metodologias mas rapidas, econdmicas y precisas,
las cuales se presentan como alternativas prometedoras para la
identificacion rutinaria de especies de levaduras del género Candida.
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Abstract

Background: The yeasts species determination is fundamental not
only for an accurate diagnosis but also for establishing a suitable patient
treatment. We performed a concordance study of five methodologies
for the species identification of oral isolates of Candida in Colombia.
Methods: Sixty-seven Candida isolates were tested by; API° 20C-AUX,
Vitek®2 Compact, Vitek’MS, Microflex® and a molecular test (panfungal
PCR and sequencing). The commercial cost and processing time of the
samples was done by graphical analysis.

Results: Panfungal PCR differentiated 12 species of Candida, Vitek"MS
and Microflex® methods identified 9 species, and API° 20C-AUX and
Vitek®2 Compact methods identified 8 species each. Weighted Kappa
(WK) showed a high agreement between Panfungal PCR, Vitek’MS,
Microflex® and API° 20C-AUX (wK 0.62-0.93). The wK that involved the
Vitek®2 Compact method presented moderate or good concordances
compared with the other methods (WK 0.56-0.73). Methodologies
based on MALDI TOF MS required 4 minutes to generate results and
the Microflex® method had the lowest selling price.

Conclusion: The methods evaluated showed high concordance in their
results, being higher for the molecular methods and the methodologies
based on MALDI TOE The latter are faster and cheaper, presenting as
promising alternatives for the routine identification of yeast species of
the genus Candida.


http://dx.doi.org/10.25100/cm.v49i3.3774

Introduccion

Los hongos del género Candida son un grupo de levaduras
ubicuas y con caracteristicas muy diversas. Una de las especies
mas conocida es Candida albicans ya que es la principal especie
relacionada en la mayoria de infecciones causadas por levaduras,
sin embargo, actualmente se ha observado un incremento de las
infecciones causadas por especies diferentes, anteriormente menos
comunes, pero que hoy en dia han adquirido mayor importancia,
ya que algunas presentan perfiles de sensibilidad disminuida y
resistencia a los antimicéticos de uso habitual, en especial a los
azoles y equinocandinas'. Con base en lo anterior, la correcta
identificacion de levaduras del género Candida es uno de los retos
mas grandes existentes en la actualidad, en especial, porque esto
pudiera retrasar la instauraciéon de un adecuado tratamiento en el
paciente, particularmente, en el manejo de las infecciones fingicas
invasoras. Para esto, se hace necesario contar con pruebas que sean
rapidas y precisas para la identificacién oportuna de levaduras de
interés clinico®

Actualmente, existen diversas metodologias para la identificacién
de levaduras, algunas emplean medios cromogénicos como el
CHROMagar™ Candida que permiten tener una identificacion
presuntiva de una manera rapida, logrando identificar especies
de importancia clinica como C. albicans, C. tropicalis y C.
krusei, sin embargo, muchos autores resaltan la importancia de
complementar esta identificacién con otras pruebas fenotipicas
que permitan la confirmacién a especie’. De igual manera, existen
sistemas comerciales como el API° 20 C AUX o el sistema Vitek®
2 Compact utilizados para la identificacion de estas levaduras, los
cuales estan basados en pruebas bioquimicas. Tienen la desventaja
que pueden proporcionar identificaciones errdneas por la falta de
experiencia del laboratorista al interpretar los resultados y, con
alguna frecuencia estos sistemas no son capaces de diferenciar
especies con perfiles bioquimicos similares y existe la limitante
de la inclusion oportuna de especies emergentes en sus bases de
datos®. La espectrometria de masas, basada en la metodologia
MALDI TOF (de sus siglas del inglés: matrix-assisted laser
desorption ionization time-of-flight), ha surgido como un método
valioso para la identificacién de microorganismos en general, y
con un buen desempeiio para la identificacion de levaduras, por
su rapidez, precision y bajo precio de venta de servicio®®. Por tales
motivos, esta tecnologia ha comenzado a emplearse con mayor
frecuencia en nuestro medio, siendo los sistemas comerciales
Microflex® (Bruker Daltonics GMBH, Leipzig, Alemania) y Vitek®
MS (bioMérieux, Marcy, L'Etoile, Francia) los mas populares®’.

Otras de las metodologias utilizadas son las técnicas moleculares
basadas en la secuenciacion de dcidos nucléicos, las cuales han sido
empleadas como método de referencia para hacer comparaciones
frente a otras pruebas de identificacién debido a que proporcionan
una identificacién mas precisa®’. Adicionalmente, las técnicas de
secuenciacion permiten identificar especies cripticas como C.
metapsilosis, C. orthopsilosis, C. nivariensis, C. bracarensis,
que exhiben frecuentemente resistencia a los antifingicos que
comunmente son empleados contra estos patégenos’. La PCR
panfungal y secuenciacién tiene como limitante la complejidad
para ser implementadas en un laboratorio ya que requiere espacios
fisicos, equipamiento especial y personal altamente entrenado®.
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Con todo lo expuesto anteriormente, y teniendo en cuenta que son
escasos los estudios que analizan la concordancia de los métodos
empleados para la identificacién de levaduras y la importancia
médica que tiene conocer los agentes causales de las diferentes
infecciones causadas por Candida spp, el objetivo de este estudio
fue evaluar la concordancia entre cinco diferentes métodos, tanto
convencionales como moleculares y de espectrometria de masas,
empleados para la identificacién de levaduras del género Candida.

Materiales y Métodos

Poblacién y sitio de estudio

Se incluyeron muestras de enjuague bucal que se obtuvieron a
partir de 98 individuos adultos sanos durante el aflo 2014 que
asistieron a las clinicas odontoldgicas de la Universidad Antonio
Narifo, ubicadas en nueve ciudades colombianas (Armenia,
Bogotd, Bucaramanga, Cucuta, Ibagué, Neiva, Palmira, Popayan
y Villavicencio). Estos individuos no tenian enfermedad sistémica
conocida aunque, algunos tenian procesos patoldgicos localizados
que no produjeron alteracién sistémica.

Las muestras provenientes de pacientes con enfermedad sistémica
y de aquellos que estuvieron recibiendo tratamiento farmacolédgico
con antibidticos, antifingicos o corticoesteroides en los ultimos 6
meses se excluyeron de los analisis.

Aislamientos

Los enjuagues bucales se remitieron de manera inmediata al
Laboratorio de la Unidad de Micologia Médica y Experimental de
la Corporacién para Investigaciones Bioldgicas (CIB) en Medellin,
Colombia. Las muestras se sembraron en agar Sabouraud
Dextrosa™ con antibidticos (BD™, referencia 210950)" y en
medio CHROMagar™ Candida (CHOMagar Microbiology, Paris,
Francia)'?, lo que permitié verificar desde los cultivos primarios,
la posibilidad de tener infecciones mixtas por varias especies
de Candida. Los cultivos fueron incubados a 25° C por 20 dias,
con lecturas semanales para evaluar la positividad de los mismos.
Los aislamientos recuperados (n= 67) fueron almacenados en
agua destilada estéril a 4° C y en medio de congelacién en leche
“Skim milk” (BD™, referencia 232100) a -20° C.

Identificacién de las levaduras

La identificacion del género y la especie de los aislamientos
fue realizada utilizando las siguientes metodologfas: 1)
CHROMagar™Candida (CHOMagar Microbiology, Paris, Francia).
2) API° 20 C AUX (bioMérieux, Marcy, LEtoile, Francia). 3) Sistema
automatizado Vitek® 2 Compact (bioMérieux, Inc., Hazelwood,
MO, USA). 4) y 5) Espectrometria de masas basada en la técnica de
MALDI TOF MS (desorcién/ionizacion laser asistida por matriz)
en los equipos Vitek® MS (bioMérieux, Marcy, LEtoile, Francia)
y Microflex® (Bruker Daltonics GMBH, Leipzig, Alemania). 6)
Reaccién en Cadena de Polimerasa (PCR) Panfungal y secuenciacién.

Metodologias empleadas para la identificacion de las levaduras

1. CHROMagar™ Candida: Después del crecimiento en este medio
se verific6 el color de cada una de las colonias para clasificarlas de
acuerdo a las siguientes caracteristicas: las colonias del complejo C.
albicans/dubliniensis presentaron un color de verde claro a mediano,
las de C. tropicalis, de azul verdoso a azul metalico y las demas
especies presentaron un color de rosado palido o lila claro a oscuro,
o bien su color crema natural en este medio'>".
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2. API° 20 C AUX: La prueba se realiz6 siguiendo las
recomendaciones del fabricante (bioMérieux, Marcy, LEtoile,
Francia)'. Desptiés del periodo de incubacién (48 horas a 25°
C) los paneles se inspeccionaron visualmente. El perfil numérico
obtenido para cada aislamiento se interpret6 utilizando el software
Apiweb™ (bioMérieux, referencia: 40 011).

3. Vitek® 2 Compact: el indculo de trabajo fue preparado en 3
mL de solucién salina al 0.45% a partir de un cultivo puro de no
mas de 24 h de crecimiento. La suspension se ajust6 a una escala
de turbidez de McFarland entre 1.8-2.2, empleando el equipo
DensiCheck®. El indculo final fue dispensado automaticamente
en las tarjetas de identificacion del kit (YST, referencia: 21343),
y se incubé utilizando el equipo Vitek® 2 Compact (bioMérieux,
Durham, NC). La identificacion final fue clasificada de la siguiente
manera: “excelente’, “muy bueno’, “bueno”, “aceptable” o “con
baja discriminacion’, segun el nivel de confianza y el porcentaje
de discriminacion para cada identificacién proporcionada por el
software del equipo®.

4. MALDI TOF: Se realiz¢ utilizando dos plataformas comerciales
en los equipos Vitek® MS (bioMérieux, Marcy, LEtoile, Francia)
y Microflex® (Bruker Daltonics GMBH, Leipzig, Alemania). Los
detalles metodologicos de cada método comercial se describen a
continuacion:

4.1 Vitek® MS: Una sola colonia pura (crecimiento entre 24-72 h)
se depositd en un solo pocillo de la placa del Vitek® MS. Las células
se lisaron con 0.5 pL de acido férmico al 25% (Referencia: 411072)
y se dejaron secar a temperatura ambiente (1-2 min). Después del
secado, se adiciond 1 uL de la matriz CHCA (bioMérieux, Marcy,
LEtoile, Francia, Referencia: 411071). Las pruebas se realizaron
después de que la mezcla final estaba completamente seca. El
listado de picos resultantes de la adquisicion se analiz6 utilizando
el servidor MS-ID, en el que se compararon los picos de la muestra
con los espectros contenidos en la base de datos MS-ID (CE/IVD
incluido en Myla™)'.

4.2 Microflex®: Partiendo de cultivos con no mas de 24 h de
crecimiento a 37° C, se realizé la identificacion mediante la
metodologia de transferencia con extraccién directa extendida
en placa o mediante extraccién con édcido férmico. Para la
extraccion directa, se tomd una sola colonia y se realizé una capa
muy delgada del microorganismo en la placa de acero MALDI,
se dejo secar a temperatura ambiente, se adicioné 1 pL de acido
férmico al 100% y se cubri6 con 1 puL de matriz HCAA (a-cyano-4
hydroxycinnamic acid - HCCA) dejando secar a temperatura
ambiente. Para aquellas cepas que presentaron un score bajo en la
identificacion, o en las cuales no fue posible una identificacion, se
les realiz6 extraccion con acido férmico, la cual se hizo siguiendo
las instrucciones del fabricante (Bruker Daltonik GmbH, Bremen,
Alemania) con algunas modificaciones. Cada muestra fue servida
por duplicado con el fin de verificar la reproducibilidad. Los
perfiles fueron visualizados con el software FlexControl (version
3.0) y el MALDI Biotyper RTC".

5. PCR Panfungal y secuenciaciéon: La region D1/D2 de la
subunidad del complejo de genes rRNA 28S se amplific6 siguiendo
directrices internacionales para la identificacion molecular
de hongos'®. También se amplificé la region ITS 1-4 (Internal
Transcribed Spacer) para la identificacion de especies cripticas
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en aislamientos de Candida parapsilosis y Candida glabrata .
El DNA genémico se extrajo de colonias aisladas cultivadas en
agar Sabouraud usando el mini kit QIAamp DNA (QIAGEN,
Germantown, MD), siguiendo las recomendaciones del fabricante.
Los marcadores moleculares fueron amplificados utilizando los
cebadores y protocolos previamente descritos para las regiones
D1/D2y laITS 1-4'%.

Los productos amplificados de la regiéon D1/D2 (~600 pb) y
de la regiéon ITS 1-4 (600-900 pb) fueron enviados a Macrogen
(Maryland, EE.UU.) para la secuenciacién bidireccional de Sanger.
El software Sequencher 5.0 (Gene Code Corporation) se uséd
para editar y alinear las secuencias. Se realiz6 una busqueda para
establecer similitud/homologia en dos bases de datos: el NCBI
(BLAST) (Centro Nacional de Informacién de Biotecnologia,
Washington, DC) y el CBS-KNAW (Centro de Diversidad
Fuangica).

Disefio metodoldgico y andlisis estadistico

Las variables analizadas en este trabajo fueron resumidas
mediante el cdlculo de frecuencias absolutas y relativas. Los
diferentes métodos para la identificacién de levaduras evaluados
fueron comparados mediante un andlisis de concordancia,
con el cédlculo del indice de Kappa ponderado (Kp) y sus
respectivos intervalos de confianza del 95% (IC 95%). El analisis
de concordancia fue realizado de dos formas: la primera fue
reagrupando los resultados de los métodos API° 20 C AUX,
Vitek® 2 Compact, Vitek® MS y Microflex® y PCR Panfungal y
secuenciacién en las siguientes tres categorias de resultados: C.
albicans/dubliniensis, C. tropicalis y Candida diferente a Candida
albicans/dubliniensis/tropicalis, lo anterior se hizo con el objetivo
de comparar las metodologias de identificacién con el método
de tamizaje CHROMagar™ Candida. El segundo analisis
compard los resultados finales de los métodos API® 20 C AUX,
Vitek® 2 Compact, Vitek® MS y Microflex® y PCR panfungal y
secuenciacién, donde se tomé como método de referencia la
PCR panfungal y secuenciaciéon. Adicionalmente, fue realizado
un analisis local de costos y tiempos necesario para el reporte de
resultados, en el cual se analizaron las variables de precio de venta
del servicio al publico y el tiempo de procesamiento de la prueba
parala entrega de resultados (excluyendo los tiempos de la fase pre-
analitica y pos-analitica), la informacién analizada fue recolectada
mediante contacto telefénico o via correo electrénico con las
diferentes instituciones que realizan alguna de estas metodologias
en la ciudad de Medellin, Colombia. La interpretacion se realizé
mediante el analisis grafico de las dos variables (costos y tiempo).
Los analisis estadisticos fueron realizados utilizando el paquete
estadistico STATA 8.0° y los graficos mediante el Software
Microsoft Excel 2010°.

Responsabilidades éticas
El protocolo fue aprobado porlos comités de ética de la Universidad
Antonio Narifio, Armenia-Quindio, Colombia.

Resultados

Sesenta y siete aislamientos del género Candida spp recuperados
a partir de 98 enjuagues bucales fueron analizadas en el
laboratorio (68% de positividad). Al realizar el analisis inicial
utilizando el medio CHROMagar™ Candida, los 67 aislamientos
se clasificaron como: 39 (58%) aislamientos de C. albicans/
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Figura 1. Distribucién de las especies de levaduras clasificadas segin el método de identificacién

dubliniensis, 4 (6%) aislamientos de C. tropicalis y 24 (36%)
aislamientos como Candida diferente a Candida albicans/dubliniensis/
tropicalis. El primer andlisis de concordancia comparando el
CHROMagar™ Candida con las otras cinco metodologias (resultados
reagrupados), arrojaron los siguientes resultados del Kappa
ponderado (Kp): vs API° 20 C AUX= 1.00 (IC 95%= 1.00-1.00); vs
Vitek® 2 Compact= 0.87 (IC 95%= 0.75-0.96); vs Vitek® MS= 0.92 (IC
95%= 0.80-0.99); vs Microflex®= 0.97 (IC 95%= 0.94-1.00) y vs la PCR
panfungal y secuenciacion= 0.98 (IC 95%= 0.95-1.00).

Al analizar los resultados teniendo en cuenta cada una de las
metodologias utilizadas para la identificacion de levaduras
(excepto el CHROMagar™ Candida), se observé que la PCR
panfungal y secuenciacion, fue el método que logré diferenciar
el mayor nimero de especies (n= 12). Los métodos basados en
espectometria de masas, Vitek® MS y Microflex®, identificaron
nueve especies diferentes de Candida y finalmente, los métodos
bioquimicos API®* 20 C AUX vy Vitek® 2 Compact, lograron
identificar ocho especies diferentes de Candida cada uno. La
descripcion de las especies identificadas por metodologia, se
resumen en la Figura 1.

El segundo estudio de concordancia mostré una concordancia
alta entre los resultados obtenidos con los métodos PCR
panfungal y secuenciacién, Vitek® MS, Microflex® y API° 20 C
AUX, concordancias agrupadas en las categorias buena y muy
buena. Los Kp que involucraron el método Vitek® 2 Compact,
presentaron concordancias moderadas o buenas frente a los otros
métodos (PCR panfungal y secuenciacion, Vitek® MS, Microflex®
y API° 20 C AUX). El analisis de las concordancias y discordancias
comparando todos los métodos se encuentran resumidas en
la Tabla 1. Los valores de Kp observados y sus respectivos IC del
95%, se encuentran resumidos en la Figura 2.

Para corroborar que los métodos anteriores no dejaron de
detectar especies de los complejos Candida parapsilosis y Candida
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glabrata, se complementd con una PCR y secuenciaciéon de la
region ITS 1-4, determinando que, en los complejos de Candida
parapsilosis (n=12) y Candida glabrata (n= 4), no se identificaron
especies cripticas.

El andlisis de costos y tiempo de procesamiento de la pruebas
para generar resultados, demostré que los métodos basados en
la tecnologia MALDI TOF (Microflex® y Vitek® MS) requirieron
menos tiempo para la generacion de resultados (4 min), ademas,
el método Microflex® presenté menor valor comercial (13 dolares
americanos). La PCR panfungal y secuenciacion, fue el método
que requirié mas tiempo para la entrega de resultados (3 dias)
y presentd el mayor valor comercial (86 USD). El andlisis que
compara las metodologias diagndsticas con base en los costos
comerciales y el tiempo de procesamiento hasta la obtencién de
resultados, se resume en la Figura 3.

Discusion

Este estudio evalu6 cinco metodologias  diferentes
para la identificacién de aislamientos clinicos del
género Candida obtenidos de enjuagues bucales. En
general, observamos una buena concordancia entre
CHROMagar™ Candidaylas otras cinco metodologias evaluadas en
este estudio. El método Vitek® 2 Compact tuvo la concordancia mas
baja y la mayor fue observada con el API° 20 C AUX. Es importante
mencionar que el uso de CHROMagar™ Candida permite la
identificacion de la presencia de multiples especies en la misma
muestra clinica y proporciona una identificacién presuntiva de las
especies de Candida asociadas®"*.

La mayoria de los cinco métodos analizados demostraron
concordancias altas agrupadas en las categorias buena y muy
buena. Estudios previos han demostrado que los métodos
fenotipicos, basados en pruebas bioquimicas como el API® 20 C
AUX vy el sistema Vitek® 2 Compact, son los mas empleados en
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Table 1. Comparacién de concordancias y discordancias de los métodos API° 20 C AUX, Vitek® 2 Compact, Vitek® MS y Microflex® con

el método de referencia PCR panfungal y secuenciacion.

Método

de referencia API® 20 C AUX Vitek® 2 Compact Vitek® MS Microflex®

onbanfungay)  cm) D (n) C(n) D (n) C(n) D (n) C(n) D (n)
C. albicans 35 33 2 34 1 33 2 35 0
C. parapsilosis 12 12 0 10 2 12 0 12 0
C. dubliniensis 6 2 4 6 0 5 1 5 1
C. glabrata 4 4 0 2 2 4 0 3 1
C. tropicalis 2 2 0 2 0 2 0 2 0
C. intermedia 2 0 2 0 2 2 0 1 1
C. guilliermondii 1 1 0 0 1 1 0 1 0
C. lusitaniae 1 0 1 1 0 1 0 1 0
C. haemulonii 1 0 1 1 0 1 0 1 0
C. lipolytica 1 0 1 0 1 0 1 0 1
C. fermentati 1 0 1 0 1 0 1 0 1
Pichia kluyveri 1 0 1 0 1 0 1 0 1
Total 67 54 13 56 11 61 6 61 6
n: numero

C: concordancias,

D: discrepancias

los laboratorios clinicos®?!. En este trabajo se observéd que estos
dos métodos fueron los que presentaron menor capacidad para
diferenciar especies del género Candida y también presentaron
menores valores de Kp, en especial, cuando se compar6 el método
Vitek® 2 Compact con las otras metodologias evaluadas. Otros
autores han reportado que estos métodos pueden presentar
discrepancias para identificar especies del género Candida menos
comunes y aquellas especies estrechamente relacionadas®?. Por
otra parte, la exactitud de estos métodos se reduce en gran medida
si los laboratorios no realizan las pruebas adicionales requeridas
para la identificacién de perfiles fenotipicos que ayuden a discernir
entre las especies con discriminaciones bajas o que presenten
dificultades en la identificacién.

En nuestro estudio se identificaron por PCR panfungal y
secuenciacion, especies como Candida fermentati y Candida
haemulonii, que son especies emergentes, clasificadas
recientemente dentro de complejos de especies que tienen
dificultad de identificarse por los métodos convencionales y cuya
identificacion se puede convertir en un gran desafio cuando estas

0.00 0.10 0.20 0.30

Microflex® vs Panfungal PCR
Vitek MS plus® vs Panfungal PCR
API 20C AUX® vs Panfungal PCR
API 20C AUX® vs Microflex®
Vitek MS plus® vs Microflex®
Vitek 2° vs Microflex®

API20C AUX® vs Vitek MS plus®

Vitek 2°vs Panfungal PCR
Api 20C AUX® vs Vitek 2©

Vitek 2% vs Vitel MS pIus®

0.40

cepas no han sido incluidas en las bases de datos de los diferentes
sistemas de identificacion®*?. Ademads, algunas de estas especies
emergentes han mostrado una disminucién de la sensibilidad a los
agentes antifingicos, y en consecuencia, esto aumenta la dificultad
en el tratamiento de los pacientes con infecciones invasivas
por Candida®**. En nuestro trabajo, ninguna de las metodologias
analizadas, con excepcion de la PCR panfungal y secuenciacion,
tuvo la capacidad de diferenciar las especies de Candida
lipolytica (n= 1), Candida fermentati (n= 1) y Pichia kluyveri (n=
1), especies que si bien han sido reportadas principalmente para el
uso a nivel industrial, también tienen la capacidad de comportarse
como verdaderos patdgenos en humanos de acuerdo con las
condiciones del hospedero®*-32.

Las metodologias basadas en MALDI TOF (Microflex® y Vitek®
MS) presentaron una alta concordancia en comparaciéon con el
método de referencia, PCR panfungal y secuenciacion. El analisis
de concordancia entre estas dos tecnologias mostraron una
concordancia muy buena, debido a que ambos sistemas fueron
capaces de identificar el mismo numero de especies pero no todas

Kappa ponderado
pr"(CPQS%)

0.50 0.60 1.00

0.93 (0.81-0.97)
0.86 (0.67-0.97)
0.81(0.61-0.92)
0.79 (0.53-0.93)
0.78 (0.57-0.95)
0.73 (0.49-0.90)
0.62 (0.35-0.81)
0.62(0.35-0.81)
0.60 (0.36-0.85)

0.56 (0.32-0.77)

Figura 2. Analisis de concordancia de cinco metodologias para la identificacion de
aislamientos orales de especies de Candida.
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correspondieron a las mismas especies, ya que se obtuvieron
incongruencias en las identificaciones en 6 de los 67 aislamientos
analizados. Existen varias plataformas de MALDI TOF, las cuales
presentan diferencias que van a depender de las bibliotecas de
espectros de masas y de los algoritmos de identificaciéon que
tenga cada casa comercial®***. En nuestro estudio el Microflex®
fue capaz de identificar todos los aislamientos a nivel de especie.
Cuando se emple6 el espectometro Vitek® MS, se observaron tres
discordancias mayores (esta plataforma no fue capaz de determinar
la identificacién final a nivel de especie en tres aislamientos),
cuando se compard con el método de referencia, lo cual afecto
su valor de Kp. Muchos estudios han permitido determinar que
estas técnicas son mds rapidas y mas precisas en la identificaciéon
de las diferentes levaduras a partir de cultivos, lo que tiene una alta
relevancia a nivel de tiempo y costos de procesamiento”>.

La ventaja de la PCR panfungal y secuenciacién radica en que
esta técnica permite identificar especies cripticas o complejos
de especies, pero se recomienda combinar la amplificacion de
la regiéon D1/D2 con otros blancos en la region ITS*. En este
trabajo, aunque no se observé la presencia de especies cripticas
de Candida parapsilosis y Candida glabrata, es importante tener en
cuenta la importancia de emplear metodologias que sean capaces
de detectarlas, debido principalmente a la emergencia de especies
con perfiles de sensibilidad de dificil manejo®**. Ademas, seria la
mejor opcion, a pesar de su costo, para aquellas identificaciones
que por otras metodologias generen identificaciones dudosas o
con bajas discriminaciones.

Al realizar el andlisis referente a los costos y al tiempo para la
generacion de resultados a nivel local, se pudo determinar que los
métodos basados en la tecnologia MALDI TOF (Microflex y Vitek®
MS) fueron los que ofrecieron menores tiempos paralaidentificacién
de levaduras, como ha sido reportado en estudios previos, y al
comparar esta metodologia con los métodos convencionales,
nuestros resultados reflejaron un costo muy razonable y competitivo
en nuestro medio comparado con las demads técnicas®. Cabe
resaltar que esta tecnologia permite resultados precisos, superando
a las técnicas de identificacion convencionales***!. Esta tecnologia
ha demostrado un gran potencial para una identificacién rapida
y precisa, y este hallazgo demuestra la necesidad de hacer que sus
metodologias estén mas disponibles.
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Es importante mencionar que pueden ocurrir retrasos en la
generacion de resultados, debido a factores que no son inherentes
al proceso, sino que dependen en gran parte de factores externos,
como el dia que llegue el aislamiento para su proceso, la viabilidad
de los aislamientos, el requerimiento o no de un paso adicional
de extraccion, los dias designados para el procesamiento de
muestras, la disponibilidad de personal del laboratorio o el tiempo
de respuesta para el analisis de las secuencias. Cambios en algunos
de estos factores y conductas pueden marcar una gran diferencia
a la hora de la entrega de un resultado oportuno y ayudarian a
generar cambios a nivel de los laboratorios para mejorar los
diferentes procesos.

El presente estudio se limité a evaluar especies de Candida aisladas
de mucosa oral y aunque se pudo evidenciar una gran variedad de
especies identificadas entre los diferentes métodos, seria pertinente
para futuras investigaciones realizar la misma evaluacién de
métodos en otras muestras clinicas. Adicionalmente, el analisis
de costos y tiempos solo fue realizado en la ciudad de Medellin,
Colombia. En Colombia, es limitado el nimero de laboratorio
que ofrecen como servicio diagndstico métodos moleculares y
por tecnologia MALDI TOE lo cual puede incrementar de forma
significativa los costos de estas pruebas, debido principalmente a
la exclusividad del servicio.

Conclusion

Es necesario implementar métodos de identificaciéon que
faciliten el acceso a resultados rapidos y confiables, pero que, a
su vez ayuden a optimizar el recurso econdémico una vez sean
implementadas en la rutina diaria. En este trabajo se evidenci6
que los sistemas basados en tecnologia MALDI TOF, a pesar de ser
metodologias que inicialmente requerian una inversién econdémica
sustancial, demostraron ser rapidos, econémicos (valor comercial
de la prueba) y precisos, que se presentan como alternativas
prometedoras para la identificacién rutinaria de levaduras del
género Candida. Para aquellos laboratorios que no pueden acceder
a pruebas moleculares o de espectrometria de masas, el uso de
pruebas automatizadas podrian ser una buena alternativa si el
analista del laboratorio sigue las especificaciones proporcionadas
por el fabricante y presta especial atencién a los resultados que
involucran especies poco comunes o caracteristicas discrepantes
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en el aislamiento (morfologia, patrén de susceptibilidad y otras
claves taxonomicas adicionales).
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