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Resumen. El objetivo de este trabajo fue comparar la identificacion de le-
vaduras de interés clinico por los métodos automatizados Vitek YBC® y Mi-
croscan Walk Away RYID® con los métodos fenotipicos convencionales. Se
utilizaron 193 aislamientos de levaduras provenientes de muestras clinicas y
cinco cepas controles. Todas las levaduras fueron identificadas por los méto-
dos automatizados antes nombrados y los métodos fenotipicos convencionales
de asimilacion de carbohidratos, visualizacion de la morfologia microscopica
con agar harina de maiz y el uso de agar cromogénico. Para evaluar las varia-
bles se utilizaron tablas de contingencia de 2X2, Chi cuadrado de Mc Nemar,
el indice Kappa, y se calcularon los valores de concordancia, asi como los
errores mayores y menores de los métodos automatizados. Las levaduras se di-
vidieron en dos grupos: 1) de aislamiento frecuente y 2) de aislamiento poco
frecuente. Los sistemas Vitek YBC® y Microscan Walk Away RYID® fueron
concordantes en un 88,4 y 85,9% respectivamente, cuando se compararon con
los métodos fenotipicos convencionales. Aunque ambos sistemas automatiza-
dos se pueden utilizar para la identificacién de levaduras, la presencia de erro-
res mayores y menores indica la posibilidad de identificaciones incorrectas,
por lo tanto, el operador de estos equipos debe utilizar paralelamente pruebas
fenotipicas como la visualizacion de la morfologia microscépica en agar hari-
na de maiz y el agar cromogénico, sobre todo frente a levaduras de aislamien-
to poco frecuente. Los sistemas automatizados son una herramienta valiosa,
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sin embargo, la experiencia y el criterio del microbi6logo son una fortaleza

importante para asegurar la calidad de los resultados.

A comparative study between the Vitek YBC® and Microscan
Walk Away RYID® automated systems with conventional
phenotypic methods for the identification of yeasts of clinical
interest.
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Abstract. The aim of this study was to compare the identification of clin-
ically relevant yeasts by the Vitek YBC® and Microscan Walk Away RYID® au-
tomated methods with conventional phenotypic methods. One hundred and
ninety three yeast strains isolated from clinical samples and five controls
strains were used. All the yeasts were identified by the automated methods
previously mentioned and conventional phenotypic methods such as carbohy-
drate assimilation, visualization of microscopic morphology on corn meal agar
and the use of chromogenic agar. Variables were assessed by 2X2 contingency
tables, McNemar’s Chi square, the Kappa index, and concordance values were
calculated, as well as major and minor errors for the automated methods.
Yeasts were divided into two groups: 1) frequent isolation and 2) rare isola-
tion. The Vitek YBC® and Microscan Walk Away RYID® systems were concor-
dant in 88.4 and 85.9% respectively, when compared to conventional
phenotypic methods. Although both automated systems can be used for yeasts
identification, the presence of major and minor errors indicates the possibility
of misidentifications; therefore, the operator of this equipment must use in
parallel, phenotypic tests such as visualization of microscopic morphology on
corn meal agar and chromogenic agar, especially against infrequently isolated
yeasts. Automated systems are a valuable tool; however, the expertise and
judgment of the microbiologist are an important strength to ensure the qual-
ity of the results.

Recibido: 11-11-2012 Aceptado: 26-6-2014

INTRODUCCION

La identificacién de levaduras se puede
llevar a cabo atendiendo a cuatro criterios:
morfoldgicos, fisiolégicos, inmunologicos y
genéticos (1-5). Los métodos basados en
criterios morfoldgicos en su mayoria son ra-
pidos, a excepcion de la formacion de ascos-
poras. Los mas utilizados son la formacion

de tubo germinal y la produccion de clami-
doconidias (1, 2, 5). Adicionalmente se dis-
pone del método de Dalmau, que permite el
estudio de la morfologia microscopica en
agar harina de maiz y de los medios de cul-
tivo cromogénicos (1, 5-7].

Las pruebas mds usadas para la identi-
ficacion de levaduras segan criterios fisiolo-
gicos son la ureasa y la fenol-oxidasa. La re-
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sistencia a la cicloheximida y la termotole-
rancia se consideran pruebas complementa-
rias (1, 3, 5). Los métodos fenotipicos con-
vencionales basados en criterios bioquimi-
cos son la asimilacion de nutrientes (car-
bohidratos y fuentes de nitrégeno) y la fer-
mentacion de carbohidratos, originalmente
desarrollados por Wickerham y Burton, res-
pectivamente. Son técnicas costosas, labo-
riosas, que consumen mucho tiempo y sélo
se realizan en laboratorios de referencia. El
método de asimilacion de Wickerham fue
considerado en su momento como el “pa-
tron oro” en la identificacion taxondémica
de levaduras; este método fue modificado
por Huppert mediante el uso de discos de
papel impregnados con los sustratos a estu-
diar, simplificando de esta manera su im-
plementacion en los laboratorios de rutina
(1, 2, 8-10). Los métodos basados en crite-
rios inmunol6gicos y moleculares han de-
mostrado tener mayor sensibilidad, especifi-
cidad y rapidez para la identificacion de le-
vaduras; sin embargo, son costosos y, parti-
cularmente los moleculares, requieren no
solo de personal entrenado sino también de
equipos especiales, sumado a la necesidad
de estandarizaciéon de los procedimientos
técnicos. Actualmente estos métodos se
usan como herramientas complementarias
a los métodos fenotipicos convencionales,
suministrando resultados mas confiables en
menor tiempo, pero las premisas descritas
anteriormente han limitado su implementa-
cion en los laboratorios de microbiologia de
rutina, sobre todo en paises en vias de
desarrollo (11, 12).

En las dltimas décadas se han desarro-
llado métodos comerciales, manuales y au-
tomatizados, basados en la asimilacion de
nutrientes. Entre los comerciales de ejecu-
cién manual se encuentran API 20C®, API
Candida®, Auxacolor®, Candifast®, Fun-
gichrom®, Fungifast® y RapID Yeast Plus®
(Remel); entre los comerciales automatiza-
dos se cuenta con Biolo YT Microplate®,

MIS Microbial ID® (analisis de 4cidos gra-
s0s), ID32C®, Microscan Walk Away RYID®
(Rapid Yeast Identification), Vitek YBC®
(Yeast Biochemical Card) y Vitek 2
ID-YST®. Los cuatro dltimos actualmente
estdn disponibles en el mercado venezolano
y al alcance de los laboratorios de microbio-
logia, con ventajas importantes: son mas ra-
pidos que los métodos fenotipicos conven-
cionales, faciles de utilizar y poseen progra-
mas de computacién (softwares) para la
identificacion de los diferentes microorga-
nismos (2).

Los métodos fenotipicos convenciona-
les para la identificacion de levaduras con-
sumen un tiempo variable de 2 a 21 dias;
ademas requieren la utilizacion de claves de
identificaciéon que complican el proceso.
Para lograr una identificacion presuntiva
adecuada deben ser acompanados de méto-
dos morfologicos y fisiologicos. Los méto-
dos automatizados pueden identificar leva-
duras entre 4 a 48 horas, lo cual representa
una gran ventaja para el laboratorio y el
manejo clinico del paciente, pero estos mé-
todos no han podido sustituir por completo
a los convencionales (1-5). Los métodos
moleculares por su parte, permiten identifi-
car especies cripticas y diferenciar entre es-
pecies genéticamente relacionadas, casos
en que los métodos convencionales fenotipi-
cos y automatizados no ofrecen precision
(13). Debido a la dificil implementaciéon de
estos tltimos en los centros hospitalarios,
son los métodos fenotipicos convencionales,
acompaiados de los morfolégicos y fisiolo-
gicos los que juegan un papel critico en el
trabajo de rutina diario del laboratorio de
microbiologia (2).

Numerosos estudios se han llevado a
cabo para conocer el alcance, sensibilidad y
especificidad de los diferentes métodos au-
tomatizados disponibles. Pero, en su mayo-
ria, los trabajos realizados sobre este parti-
cular no utilizaron métodos fenotipicos
convencionales para establecer comparacio-
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nes y evaluar los resultados de los métodos
automatizados (4, 6, 14-28). Debido a lo
anteriormente expuesto, se realizé una in-
vestigacion en la cual se comparé la identi-
ficacion de levaduras de interés clinico por
dos métodos automatizados disponibles en
Venezuela, con la identificacién por los mé-
todos fenotipicos convencionales.

MATERIALES Y METODOS

Se disen6 un estudio de corte transver-
sal, aleatorio, a ciegas, comparativo y expe-
rimental para evaluar la identificacion de
levaduras por los métodos automatizados
Vitek YBC® y MicroScan Walk Away RYID®
con los métodos fenotipicos convenciona-
les, que fueron considerados como métodos
de referencia o patrén oro en este trabajo.

Microorganismos

Se utilizaron 193 aislamientos de leva-
duras provenientes de la coleccion de culti-
vos del Departamento de Micologia del
Instituto Nacional de Higiene “Rafael Ran-
gel” (INHRR) y de muestras clinicas aisla-
das en el laboratorio de Microbiologia del
Centro Médico Loira, en Caracas, Venezue-
la, durante el afio 2007. Se incluyeron ade-
mas 5 cepas de referencia derivadas de la
American Type Culture Collection (ATCC)
pertenecientes a la coleccion de cultivos
del Departamento de Micologia del INHRR:
Candida albicans ATCC 64548, Candida
parapsilosis ATCC 22019, Candida glabrata
ATCC 90030, Candida tropicalis ATCC
200956 y Candida krusei ATCC 6258. To-
das las levaduras fueron preservadas en
agua destilada estéril (29) hasta su identifi-
cacion posterior por los métodos fenotipi-
cos convencionales y automatizados.

Cada levadura fue identificada por los
métodos fenotipicos de Huppert (asimila-
cién de carbohidratos) (15,16), visualiza-
cién de la morfologia microscépica en agar
harina de maiz (Corn Meal Agar, CMA), re-

sistencia a la cicloheximida (5, 9, 10) y el
uso de agar cromogénico (Oxoid). La iden-
tificacion automatizada se realiz6 mediante
el uso de los equipos Vitek® y Walk Away®.
A las levaduras que fueron identificadas
como Candida albicans le fueron practica-
das las pruebas complementarias de tubo
germinal y produccion de clamidoconidias.
Adicionalmente, se realiz6 la prueba de
ureasa a las levaduras identificadas como
Cryptococcus spp. y para diferenciar entre
si a los géneros Trichosporon y Geotrichum

(1, 5).

Interpretacion de los resultados de los
sistemas automatizados Vitek YBC®,
Microscan Walk Away RYID®

Los resultados de ambos sistemas se
basan en niveles de probabilidad. Cuando la
probabilidad de identificacion fue igual o
mayor al 85% se consider6 una identifica-
cion correcta (IC). Cuando la probabilidad
de identificacion fue menor del 85% se con-
sider6 una identificacion incorrecta (II).
Ante estos incidentes, los equipos emiten
los siguientes mensajes: no discrimina en-
tre ambas identificaciones, buena concor-
dancia dificil diferenciacion, patrén bioqui-
mico dudoso, baja probabilidad de identifi-
cacion y no identificado; en casi todos ellos
los equipos muestran las pruebas adiciona-
les necesarias y su probabilidad de positivi-
dad en porcentaje, para discriminar entre
los posibles géneros y especies sugeridos.
Cuando se presentaron estos casos, se reali-
z6 nuevamente la identificacion de la leva-
dura con I y se tom6 en cuenta el segundo
resultado de identificacion.

Anailisis estadistico

El tamafio de la muestra se calculé uti-
lizando el programa EPI INFO version 3.5.3
para estudios descriptivos. La evaluacion es-
tadistica de los resultados fue realizada uti-
lizando tablas de contingencia de 2X2 y la
prueba de Chi cuadrado de Mc Nemar (y2)
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(30), para evaluar si las variables del estu-
dio se relacionaban entre si. Se tomé6 un
valor de p < 0,05 como significativo, usan-
do un error «=0,05 y un 95% de confianza
estadistica. El porcentaje de concordancia
de los sistemas automatizados se calcul6
como la razon entre la frecuencia de 1C de
levaduras por los sistemas Vitek YBC® y
Microscan Walk Away RYID® y la frecuen-
cia de IC de los métodos fenotipicos con-
vencionales por 100. El indice Kappa se
usé para calcular la concordancia entre la
identificacion de las levaduras por la meto-
dologia automatizada versus la identifica-
cion por los métodos fenotipicos conven-
cionales, segiin sus distintos niveles: O=po-
bre; 0,01-0,20=leve; 0,21-0,40=aceptable;
0,41-0,60=moderada; 0,61-0,80=conside-
rable; 0,81-1,00=casi perfecta (30, 31). Se
calcularon los errores mayores (EM) y
errores menores (Em) para las metodolo-
gias automatizadas. Los EM fueron aque-
llos donde se identific6 correctamente la
levadura por los métodos fenotipicos con-
vencionales y los métodos automatizados
identificaron de forma incorrecta la leva-
dura con un nivel de confianza igual o ma-
yor al 85%. Los Em fueron aquellos donde
se identificé la levadura correctamente por
los métodos fenotipicos convencionales y
los métodos automatizados realizaron una
identificacion con un nivel de confianza
menor al 85%. Por dltimo se calculé la po-
tencia de cada método de identificacion,
que resulta de la division de la proporcion
de IC de los métodos fenotipicos conven-
cionales entre la proporcion de 1IC de los
métodos automatizados. Si el resultado es
igual a 1 los métodos comparados poseen
igual potencia para la identificacién de le-
vaduras. Si el resultado es mayor que 1 sig-
nifica que los métodos fenotipicos conven-
cionales son mas potentes que los métodos
automatizados para la identificacién de le-
vaduras.

RESULTADOS

Se identificaron 198 levaduras por los
métodos fenotipicos convencionales y las
metodologias automatizadas, las cuales fue-
ron divididas en dos grupos: 1) levaduras de
aislamiento frecuente y 2) levaduras de ais-
lamiento poco frecuente. El total de levadu-
ras del grupo 1 fue 178 (90%), correspon-
diendo a 68 Complejo C. albicans (38,2%),
44 C. tropicalis (24,7%), 28 Complejo C.
parapsilosis (15,7%), 20 Complejo C. gla-
brata (11,2%), 12 Complejo C. krusei
(6,7%), 4 Complejo Trichosporon spp.
(2,2%) y 2 Complejo Cryptococcus neofor-
mans (1,1%). Las levaduras del grupo 2 fue-
ron 20 (10%), correspondiendo a 6 C. lusi-
taniae (30%), 3 Wickerhamomyces anoma-
lus (Pichia anomala - Hansenula anomala)
(15%), 2 C. lipolytica (10%) y un aislamien-
to (5%) de cada uno de los siguientes géne-
ros y especies: C. famata, C. kefyr, C. pelli-
culosa, Complejo C. guilliermondii, Crypto-
coccus laurentii, C. unigutulatus, Geotri-
chum candidum, Saccharomyces cerevisiae
y Rhodotorula mucilaginosa (R. rubra).

En la Tabla I se muestran los resulta-
dos de concordancia, indice Kappa, EM, Em
y potencia de los métodos fenotipicos con-
vencionales al compararlos con los métodos
automatizados, estratificindolos primero
para todas las levaduras y seguidamente
para los grupos 1y 2. El sistema Vitek® es
mas robusto que el sistema MicroScan Walk
Away RYID® para la identificacion de leva-
duras segian los resultados obtenidos en
este estudio. Se encontr6 una asociacion
estadisticamente significativa (p<0,05) al
comparar la identificacion de levaduras en-
tre las metodologias automatizadas y los
métodos fenotipicos convencionales para
todas las levaduras usadas en el estudio, asi
como con las levaduras del grupo 1; por lo
tanto, los métodos comparados son concor-
dantes entre si. No se encontr6 una asocia-
cién estadisticamente significativa entre
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TABLA 1
CONCORDANCIA, ERRORES Y POTENCIA DE LOS METODOS AUTOMATIZADOS VITEK ® YBC Y
MICROSCAN WALK AWAY® RYID PARA LA IDENTIFICACION DE LEVADURAS EN COMPARACION
CON EL METODO FENOTIPICO CONVENCIONAL

Levaduras Método C (%) IK Errores N (%) P
EM Em
Todas las levaduras Vitek ® 88,4 0,77 14 (7,1) 9 (4,5) 1,14
(n=198) MicroScan® 85,9 072  22(11,1) 6@0) 1,17
Levaduras de aislamiento Vitek® 89,8 0,80 9 (5,1) 9 (5,1) 1,11
frecuente (n=178) MicroScan® 90,4 0.80 1162 6@4) 1,11
Levaduras de aislamiento Vitek® 75,0 0,50 5 (25) 0 1,33
poco frecuente (1=20)  \pooSean® 45,0 0,2 11 (55) 0 22

C: Concordancia de los métodos automatizados en comparacion con el método fenotipico convencional. IK: Indi-
ce kappa para la concordancia. EM: errores mayores. Em: errores menores. P: Potencia del método fenotipico

convencional al compararlo con el método automatizado.

ambas metodologias automatizadas
(p>0,05), al comparar la identificaciéon de
levaduras del grupo 2 con los métodos feno-
tipicos convencionales. El indice Kappa
también indicé que los métodos automati-
zados no son concordantes con los métodos
convencionales para la identificacion de
este grupo.

En la Tabla II se muestran los resulta-
dos generales obtenidos de 1C e II de las le-
vaduras ensayadas segiin los métodos de
identificacion utilizados. El sistema Vitek®
identificé correctamente el 88,4% del total
de levaduras e identific6 de forma incorrec-
ta 11,6%. El sistema Microscan Walk Away®
identifico correctamente 85,9% del total de
levaduras e identific6 incorrectamente un
14,1% de los casos. El porcentaje de II para
el grupo 1 fue de 10,2 y 9,6% con los siste-
mas Vitek® y Microscan Walk Away®, res-
pectivamente; para el grupo 2 fue de 25%
con el sistema Vitek® y 55% con Microscan
Walk Away®.

En la Tabla III se muestra la variedad
de resultados obtenidos de las II realizadas
por los métodos automatizados. Se pudo
observar que ambos sistemas presentaron
problemas de identificacién con levaduras

de aislamiento frecuente como C. tropicalis
y los Complejos C. albicans, C. krusei y C.
parapsilosis. Igualmente, ambos equipos
generaron II para levaduras de aislamiento
poco frecuente como W. anomalus, C. kefyr
y C. unigutulatus, entre otras. En la mayoria
de los casos los equipos sugirieron dos y
hasta tres posibles taxones como probable
identificacién para la levadura.

DISCUSION

Segun los resultados de este estudio,
los sistemas automatizados Vitek YBC® y
Microscan Walk Away RYID® pueden ser
utilizados para la identificacion de levadu-
ras de importancia clinica, especialmente
para las de aislamiento frecuente (grupo 1),
pero se debe tener precauciéon ante la iden-
tificacion de levaduras de aislamiento poco
frecuente (grupo 2).

Existen escasos estudios en la literatu-
ra donde se comparan los métodos automa-
tizados de identificacion con los métodos
fenotipicos convencionales, por lo que es
muy dificil contrastar los resultados obteni-
dos en esta investigacion con los de otros
investigadores. La mayoria de los trabajos
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TABLA II
RESULTADOS DE LA IDENTIFICACION DE LEVADURAS POR LOS METODOS AUTOMATIZADOS
VITEK YBC® Y MICROSCAN WALK AWAY® RYID

Grupo Género y especie N Método N (%)
1C 11
Referencia 68(100) 0
Candida albicans 68 Vitek YBC® 68(100) 0
MicroScan RYID®  67(98,5) 1(1,5)
Referencia 44(100) 0
Candida tropicalis 44 Vitek YBC® 34(77,3) 10(22,7)
MicroScan RYID® 42(95,5) 2(4,5)
Referencia 12(100) 0
Complejo Candida krusei 12 Vitek YBC® 7(58,3) 5(41,7)
MicroScan RYID®  7(58,3) 5(41,7)
Grupo 1 Referencia 28(100) 0
L.e Vadu.ras de Complejo Candida parapsilosis 28 Vitek YBC® 25(89,3) 3(10,7)
aislamiento
frecuente MicroScan RYID® 22(78,5) 6(21,5)
Referencia 20(100) 0
Complejo Candida glabrata 20 Vitek YBC® 20(100) 0
MicroScan RYID®  17(85) 3(15)
Referencia 4(100) 0
Complejo Trichosporon spp. 4 Vitek YBC® 4(100) 0
MicroScan®RYID 4(100) 0
Referencia 2(100) 0
Complejo Cryptococcus neoformans 2 Vitek YBC® 2(100) 0
MicroScan RYID®  2(100) 0
Candida lusitaniae 6 Referencia 6(100) 0
Vitek YBC® 6(100) 0
MicroScan RYID®  4(66,7) 2(33,3)
Grupo 2 Wickerhamomyces anomalus 3 Referencia 3(100) 0
izjfn‘:re:tge Vitek YBC® 0 3(100)
poco frecuente MicroScan RYID®  1(33,3) 2(66,7)
Candida lipolytica 2 Referencia 2(100) 0
Vitek YBC® 2(100) 0
MicroScan RYID® 0 2(100)
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TABLA II (Continuacion)
Grupo Género y especie N Método N (%)
1C 11
Cryptococcus laurentii 1 Referencia 1(100) 0
Vitek YBC® 1(100) 0
MicroScan RYID®  1(100) 0
Geotrichum candidum 1 Referencia 1(100) 0
Vitek YBC® 1(100) 0
MicroScan RYID® 0 1(100)
Saccharomyces cerevisiae 1 Referencia 1(100) 0
Vitek YBC® 1(100) 0
MicroScan RYID®  1(100) 0
Cryptococcus unigutulatus 1 Referencia 1(100) 0
Vitek YBC® 0 1(100)
MicroScan RYID® 0 1(100)
Grupo 2 Candida famata 1 Referencia 1(100) 0
Levaduras de Vitek YBC® 1(100) 0
aislamiento MicroScan RYID® 0 1(100)
poco frecuente Rhodotorula mucilaginosa 1 Referencia 1(100) 0
Vitek YBC® 1(100) 0
MicroScan RYID®  1(100) 0
Candida kefyr 1 Referencia 1(100) 0
Vitek YBC® 0 1(100)
MicroScan RYID® 0 1(100)
Candida pelliculosa 1 Referencia 1(100) 0
Vitck YBC® 1(100) 0
MicroScan RYID®  1(100) 0
Complejo Candida guilliermondii 1 Referencia 1(100) 0
Vitek YBC® 1(100) 0
MicroScan RYID® 0 1(100)

N: nimero de levaduras ensayadas; IC: identificacion correcta; II: identificacion incorrecta.

revisados para documentar esta investiga-
cion utilizaron el sistema API 20C AUX®
(bioMérieux) o métodos moleculares como
“patréon oro” (18-22, 24-28). Es importante
sefialar que el sistema API 20C AUX® fue

diseniado a partir del método fenotipico
convencional de asimilacién de aztcares
(considerado el patrén oro en su momen-
to), v no se debe olvidar que, al ser un mé-
todo de distribucién comercial, no debe ser
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TABLA III

IDENTIFICACIONES INCORRECTAS REALIZADAS POR LOS METODOS AUTOMATIZADOS VITEK
YBC® Y MICROSCAN WALK AWAY RYID®

Método N (%) Género y especies (N)

Identificacion incorrecta (N)

Candida tropicalis (10)

Candida guilliermondii o Candida tropicalis' (2)

Candida tropicalis o Candida lusitaniae?® (8)

Complejo Candida krusei (5)

Yarrowia lipolytica (2)
Trichosporon beigelii (1)
No identificado (2)

Tite
Vitek 23 Complejo Candida

Candida guilliermondii o Candida parapsilosis! (2)

YBC® (11,6) -apsilosis (3
parapsilosis (3) Candida parapsilosis o Trichosporon pullulans® (1)
No identificado (2)
Wickerhamomyces anomalus (3)
Trichosporon pullulans (1)
Cryptococcus unigutulatus (1) Cryptococcus humicola o Trichosporon beigelii' (1)
Candida kefyr (1) Geotrichum candidum o Prototheca sopfii! (1)
Candida albicans (1) Candida albicans o Candida catenulata* (1)
Candida guilliermondii (1)
Candida tropicalis (2)
Geotrichum spp. o Candida guilliermondii' (1)
Hansenula polymorpha (2)
Hansenula polymorpha o Cryptococcus laurentii' (1)
Complejo Candida krusei (5) Candida krusei o Saccharomyces cerevisiae o Candida
tropicalis® (1)
Candida krusei o Candida glabrata® (1)
Prototheca wickerhamii o Candida parapsilosis® (1)
. o Prototheca wickerhamii o Candida zeylanoides o Candida
Complejo Candida parapsilosis® (2)
parapsilosis (6)
Hansenula anomala (2)
Candida parapsilosis o Candida albicans® (1)
MicroScan . .
Walk Away Candida famata (1)

(14,1) Complejo Candida glabrata

RYID®
)

Prothoteca spp. o Candida seylanoides o Candida catenulata® (1)

Candida glabrata o Candida krusei® (1)

Candida lusitaniae (2)

Candida famata (2)

Wickerhamomyces anomalus

&)

Candida lusitaniae (1)

Candida albicans (1)

Candida lipolytica (2)

Candida albicans (1)

Candida albicans o Candida rugosa® (1)

Geotrichum candidum (1)

Candida tropicalis (1)

Cryptococcus unigutulatus (1)

Cryptococcus albidus (1)

Candida famata (1)

Candida lusitaniae o Candida guilliermondii' (1)

Candida kefyr (1)

Candida krusei (1)

Jomplejo Candida
guilliermondii (1)

Candida albicans o Candida guilliermondii (1)

N: ntimero de levaduras ensayadas; INo discrimina entre ambas identificaciones; 2Buena concordancia dificil dife-
renciacion; 3Patron bioquimico dudoso; 4Baja probabilidad de identificacion.
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usado como método de referencia, ya que
se puede incurrir en un alto riesgo de erro-
res (2). Estudios realizados con este siste-
ma para la identificacion de levaduras ava-
lan esta afirmacion. En el trabajo realizado
por Schuffenecker y col. (28), el sistema
API identific6 correctamente el 86,5% de
levaduras provenientes de aislamientos cli-
nicos. Ramani y col. (25) informaron que el
API 20C identific6 97% de levaduras de ais-
lamiento frecuente y 88% de aislamiento
poco frecuente o raras. Land y col. (26) de-
mostraron que el API 20C usado como tini-
co sistema de identificacion sélo identifico
el 75% de las levaduras. Por otra parte, La-
touche y col. (22) al comparar el sistema
Vitek YBC® y el ID 32C con la técnica de
huella dactilar y reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR fingerprinting), reportaron
87,3 y 76,8% de identificaciones correctas
para levaduras provenientes de aislamientos
clinicos respectivamente, siempre que las
especies probadas estuvieran incluidas en la
base de datos de estos sistemas; cuando se
evaluaron especies poco frecuentes no in-
cluidas en las bases de datos, los porcenta-
jes de identificacion disminuyeron a 76,5
and 77,5% respectivamente.

En cuanto al MicroScan Walk Away
RYID®, no se encontro literatura que com-
parara a este método con los fenotipicos
convencionales. Algunos estudios han infor-
mado que la identificacion de levaduras de
aislamiento clinico por este sistema se en-
cuentra en ¢l rango de 82 al 96% (17, 18,
20), comparandolo con el API 20C AUX®
(bioMérieux) como “método de referencia”.
Riddle y col. (18) encontraron que para los
sistemas Vitek YBC® y MicroScan Walk
Away RYID® los porcentajes de identifica-
cion correcta aumentaban de 85 a 95% y de
67 a 92% respectivamente, cuando se reali-
zaba una segunda identificacion a las leva-
duras que no resultaban identificadas ini-
cialmente por estos equipos.

Ambos sistemas presentaron proble-
mas de identificacién tanto con levaduras
de aislamiento frecuente como C. tropicalis
y los Complejos C. albicans C. krusei y C.
parapsilosis, como con levaduras de aisla-
miento poco frecuente, como W. anomalus,
C. kefyr y C. unigutulatus entre otras, resul-
tados que coinciden con los de otras inves-
tigaciones (17-20, 22, 27). Estos resultados
apoyan la necesidad de que el operador no
debe conformarse sélo con el resultado
emitido por el equipo automatizado sino
que debe utilizar pruebas fenotipicas com-
plementarias conjuntamente con la identifi-
cacién realizada por estos sistemas. La revi-
sion de Pincus y col. (2) y los trabajos de
St-Germain y col. (17) y Latouche y col.
(22) sustentan esta afirmacion, ya que en-
contraron que el porcentaje de identifica-
cién de levaduras de aislamiento clinico au-
mentaba cuando se incluia junto con la
identificacion automatizada la visualizacion
de la morfologia microscopica usando CMA,
recomendando su uso en paralelo a la utili-
zacion de los sistemas automatizados. Otra
sugerencia importante para solucionar este
problema es incluir el uso de medios de cul-
tivo cromogénicos, los cuales son capaces
de identificar presuntivamente 3 especies
del género Candida, discriminando ademas
la pureza del aislamiento (2, 5, 17, 22).

La presencia de EM y Em de identifica-
cién en ambos equipos indica que estos son
capaces de realizar identificaciones inco-
rrectas con un nivel de confianza igual o su-
perior al 85% e identificaciones que proba-
blemente sean correctas pero con porcenta-
jes por debajo del 85%, respectivamente.
Ante estas situaciones, los programas de es-
tos equipos junto a las bases de datos sugie-
ren otras alternativas de identificacion, ya
sea otro género o la realizacion de pruebas
complementarias. Por lo tanto, el operador
de estos equipos debe utilizar su criterio
microbioldgico, las pruebas complementa-
rias sugeridas por el equipo (si estan dispo-
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nibles en el laboratorio) y los métodos feno-
tipicos convencionales recomendados en el
parrafo anterior, a fin de emitir un resulta-
do de identificacion confiable.

El microbidlogo que opera estos siste-
mas también debe ser capaz de resolver
otras situaciones. Algunas levaduras, inclu-
so de aislamiento frecuente, poseen dos fa-
ses reproductivas: asexual (anamorfa) y se-
xual (teleomorfa) (1, 3, 5, 32-34). Las bases
de datos de los sistemas automatizados han
sido elaboradas en base al Cédigo Interna-
cional de Nomenclatura Botanica (CINB),
en el cual, aunque la levadura posea ambas
fases de reproduccion, se utiliza el nombre
correspondiente a la fase sexual, por lo tan-
to, ese sera el reflejado al momento de la
identificacion. Desde el punto de vista clini-
co el nombre de la fase asexual es mas co-
nocido que el de la fase sexual: un ejemplo
es C. krusei (anamorfo) y Pichia kudriavse-
i, conocida anteriormente como Issat-
chenkia orientalis (ambos nombres aplican
para el estado teleomorfo); es la misma le-
vadura con dos o tres nombres, correspon-
dientes a sus morfotipos (35). Informar la
identificacién de una levadura ampliamente
conocida por su nombre teleomértico gene-
ra problemas de interpretaciéon para el mé-
dico, ademas de desconcierto por las impli-
caciones que pueda tener desde el punto de
vista terapéutico. El microbi6logo que tiene
conocimiento de esta problematica genera-
ra menos consultas al laboratorio de micro-
biologia si informa el nombre de la fase
anamorfa (32). Otro ejemplo es el de W.
anomalus, conocida anteriormente como P.
anomala y H. anomala; los tres nombres co-
rresponden a la fase sexual de C. pelliculosa
(35, 36); los dos sistemas automatizados
tuvieron problemas para identificarla; sola-
mente el sistema MicroScan Walk Away
RYID® logré hacerlo una vez de forma co-
rrecta identificindola como H. anomala,
que es el taxén incluido en la base de datos.

Afortunadamente, iniciativas a nivel
mundial, estan avocadas a resolver el pro-
blema generado por el CINB, proponiendo
el uso de un solo nombre para cada hongo y
la creacion de un nuevo c6digo mas practi-
co, que acomode taxonOmicamente a los
hongos microscopicos y elimine la doble no-
menclatura. A partir del 1 de enero de 2013
cada hongo tendrd un solo nombre y se
debe poner en practica este importante
cambio; en los casos en que un nombre te-
leomorfico no se use ampliamente, simple-
mente se utilizard el nombre anamoérfico
(33, 34).

Existen otros aspectos importantes a
considerar. La taxonomia de las levaduras
ha sufrido grandes cambios, gracias a los
avances de la biologia molecular; la rapidez
con la que se han generado impide que las
bases de datos de los equipos automatiza-
dos se mantengan actualizadas. Un ejemplo
de ello es el Complejo C. albicans sensu
lato [formado por C. albicans sensu stricto
(que incluye C. stellatoidea y C. africana) y
C. dubliniensis]; todas son fenotipicamente
similares entre si pero genéticamente dife-
rentes. Los sistemas de identificacion auto-
matizada evaluados en este trabajo no son
capaces de diferenciar entre estas especies.
Sin embargo, con los métodos fenotipicos
convencionales se puede realizar una identi-
ficacion presuntiva de C. dubliniensis
(37-39). Independientemente del uso de es-
tas pruebas, si la levadura identificada
como C. dubliniensis no es confirmada por
métodos moleculares, el reporte de identifi-
cacion del laboratorio debe ser Complejo C.
albicans.

Hay otras levaduras que actualmente
también forman complejos de especies, en-
tre ellas: Complejo C. parapsilosis sensu
lato (incluye C. parapsilosis sensu stricto,
C. orthopsilosis y C. metapsilosis); Comple-
jo C. krusei sensu lato (formado por C. kru-
sei, C. inconspicua y C. norvegensis); Com-
plejo C. glabrata sensu lato (constituido por
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C. glabrata, C. bracariensis vy C. nivarien-
sis); Complejo C. guilliermondii sensu lato
(incluye a C. guilliermondii, C. fermentati y
C. carpophila) (35, 36, 40-42); Complejo C.
neoformans (formado por C. neoformans y
C. gattii). Para poder diferenciar entre las
especies de cada uno de estos complejos se
requieren pruebas moleculares, ya que fe-
notipicamente son indistinguibles, con la
excepcion del Complejo C. neoformans (35,
36). En los casos que se identifiquen las es-
pecies del género Candida nombradas ante-
riormente, el reporte del laboratorio debe
emitirse utilizando la palabra “Complejo”,
independientemente de los métodos utiliza-
dos. Para separar las especies del Complejo
C. neoformans se necesitan pruebas fenoti-
picas adicionales que no estdn disponibles
en los sistemas automatizados, como el uso
del agar glicina-canavanina-azul de bromoti-
mol (35, 36, 43); si el laboratorio no lo po-
see, el reporte debe ser Complejo C. neofor-
mans.

La identificacion de levaduras de inte-
rés clinico se ha convertido en una rutina
dentro del laboratorio y contribuye al ma-
nejo clinico y terapéutico adecuado de los
pacientes con enfermedades fangicas inva-
soras. Los sistemas automatizados de iden-
tificacion han tenido un gran impacto en el
laboratorio de microbiologia, debido a que
mejoran considerablemente el manejo de
grandes volimenes de microorganismos
para la identificacién, lo que permite a su
vez proporcionar un diagnéstico precoz.
Pero, la ausencia de adecuados estudios
comparativos que evalden estos sistemas,
no ha permitido determinar de forma obje-
tiva cual es el mejor sistema comercial.

Sin embargo, el laboratorio debe estar
preparado para asumir el reto de realizar la
identificacion de levaduras apropiada y efi-
cazmente. Los métodos automatizados eva-
luados en este estudio tienen niveles de
concordancia aceptables al compararlos
con los métodos fenotipicos convenciona-

les, pero presentan EM y Em que pueden
causar que el operador de estos equipos
emita un resultado incorrecto si no esta
preparado para resolver los problemas que
puedan presentarse. El sistema Vitek® es
mas robusto que el sistema MicroScan Walk
Away RYID® para la identificacion de leva-
duras, sin embargo, deben utilizarse prue-
bas fenotipicas adicionales que complemen-
ten la identificacion, tales como el uso de
medios de cultivo cromogénicos y la visuali-
zacion de la morfologia microscopica de la
levadura en el medio de CMA utilizando el
método de Dalmau, independientemente
que las levaduras sean de aislamiento fre-
cuente o infrecuente.

Finalmente, los métodos automatiza-
dos representan una herramienta valiosa
para el diagnostico de levaduras, sin embar-
g0, la experiencia del microbiologo conti-
nda siendo una fortaleza importante para
asegurar la calidad de los resultados.
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