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INTRODUCCION

La correcta identificacion de levaduras del género Candida es uno de los
retos mas grandes existentes en la actualidad, en especial, porque esto
retrasa la instauracion de un adecuado tratamiento en el paciente (1).
Actualmente, existen diversas metodologias para la identificacion de
levaduras, algunas basadas en medios cromogénicos como el
CHROMagar™ Candida que permiten tener una identificacién presuntiva
de una manera rapida, también existen sistemas comerciales como el
API® 20 C AUX o el sistema Vitek® 2 Compact los cuales estan basados
en pruebas bioquimicas (2); otra metodologia es la espectrometria de
masas gue ha surgido como un meétodo valioso para la identificacion de
levaduras en el laboratorio de microbiologia por su rapidez, precision y
bajo costo (3,4); y por ultimo, tenemos las tecnicas moleculares basadas
en la secuenciacibn de acidos nucleicos que proporcionan una
identificacibn mas precisa y que, a su vez, permiten identificar especies

(5).
OBJETIVO GENERAL

Evaluar la concordancia entre cinco diferentes metodos, tanto
convencionales como moleculares y de espectrometria de masas,
empleados para la identificacion de levaduras del género Candida.

MATERIALES Y METODOS

- Aislamientos e identificacion de levaduras

Siembra de las muestras Cultivos incubados a Aislamientos recuperados (n= 67)

enjuagues bucales al en agar Sabouraud 25°C, durante 20 Almacenados en agua destilada
laboratorio MME de Dextrosa™ con antibioticos |:> dias, con lecturas |:> estéril a 4°C y en medio de
la CIB y en agar CHROMagar™ semanales para congelacion en leche “Skim milk” a

Candida evaluar la positividad -20°C

¢

Se remiten los

1) Tamizaje en medio CHROMagar™ Candida

. 2) Prueba de asimilacion empleando el API®20 C AUX Identificacion de
3) Sistema automatizado Vitek® 2 Compact (bioMérieux) levaduras por 5
4) Espectrofotometria de masas basada en la técnica de MALDI TOF MS en los <:| metodologias

equipos Vitek® MS (bioMérieux) y Microflex® (Bruker Daltonics GMBH)
5) Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR) Panfungal y secuenciacion.

diferentes

- Diseno metodoldgico y analisis estadistico

Los diferentes metodos para la identificacion de levaduras evaluados
fueron comparados mediante un analisis de concordancia, con el
calculo del indice de Kappa ponderado (Kp) y sus respectivos intervalos
de confianza del 95% (IC 95%).

Un analisis de costos comerciales y tiempo de procesamiento de
muestras por cada metodo fue realizado mediante el analisis grafico de
ambas variables.

La interpretacion se realizO mediante el analisis grafico de las dos
variables (costos y tiempo). Los analisis estadisticos fueron realizados
utiizando el paquete estadistico STATA8.0® y los graficos mediante el
Software Microsoft Excel 2010®.

RESULTADOS Y DISCUSION

Tablal. Método de tamizaje CHROMagar™ Candida® .
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Los resultados del Kappa ponderado para el método de tamizaje (Kp)
oscilaron entre 0,87 y 1,00 (categoria muy buena).

El método Vitek® 2 Compact fue el que presentd una menor
concordancia y la mayor concordancia fue observada con el método
API® 20 C AUX.

Figura 1. Distribucidon de las especies de levaduras clasificadas segun el método de identificacion
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La PCR Panfungal y secuenciacion, fue el método que logrd diferenciar
un mayor numero de especies (n=12), donde tres no fueron identificadas

por ninguna otra metodologia.

Figura 2. Analisis de concordancia entre métodos de identificacion de levaduras
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Los sistemas API® 20 C AUX vy Vitek® 2 Compact fueron los que
presentaron menor capacidad para diferenciar especies del genero
Candida y presentaron menores valores de Kp.

Las metodologias basadas en MALDI TOF (Microflex® y Vitek® MS)
presentaron una alta concordancia comparadas con el meéetodo de
referencia (PCR Panfungal y secuenciacion). Ambas plataformas
fueron capaces de identificar el mismo numero de especies (n=9),
mostrando una concordancia muy buena (Kp >0,8).

Tabla 2. Comparacion 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 con secuenciacion

Método de referencia apI® 20 C AUX vitek™ 2 Compact vitek® MS Microflex®

PCR Panfungal y
secuenciacion

C. albicans 35 33
C. parapsilosis 12
C. dubliniensis
C. glabrara

C. tropicalis

C. intermedia

C. guilliermondii
C. lusitaniae

C. haemulonii

C. lipolytica

C. fermenzatf
Pichia kluywveri
Total
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Las pruebas que mostraron menor discordancia fueron las 2
tecnologias de MALDI TOF (Vitek® MS y Microflex®) con un 9% (6/67).

Figura 3. Analisis comparando metodologias diagnosticas con base a los costos comerciales y al tiempo de
procesamiento y obtencidn de los resultados.
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La tecnologia MALDI TOF (Microflex y Vitek® MS) ofrecen menores
tiempos para la identificacion de levaduras; sin embargo, nuestros
datos reflejan un costo muy razonable y competitivo de la plataforma
Microflex® (menor valor comercial) comparado con las demas
técnicas.

COMENTARIOS

El tamizaje utilizando CHROMagar™ Candida permite dar una
identificacion presuntiva de la especie de Candida asociada e
identificar la presencia de multiples especies en una misma muestra
clinica.

Se evidencio que los sistemas basados en tecnologia MALDI TOF
demostraron ser metodologias rapidas, econdmicas y precisas, las
cuales se presentan como alternativas prometedoras para Ila
identificacion rutinaria de especies de levaduras del género Candida.

| a integracion de estas metodologias en la rutina de trabajo de los
aboratorios permite en poco tiempo la identificacion de las especies de
evaduras en tiempos cortos y a un bajo costo.
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