











Tabla 2. Caracteristicas clinicas de los pacientes infectados con A. pneumoniae resistente a carbapenémicos segin la
resistencia a colistina provenientes del Hospital C, afios 20122014
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aNUmero de dias entre la admision al hospital y la fecha de toma de muestra para cultivo.

b Definida de acuerdo a los criterios CDC (CDC/NHSN Surveillance Definitions for Specific Types of infections, 2014)
¢ Paciente hospitalizado en UCI al momento de la toma de muestra

dDispositivos presentes al momento o0 48 horas antes de la toma de muestra.

e Colonizacion previa por K. pneumoniae resistente a carbapenémicos.

EPOC: Enfermedad pulmonar obstructiva cronica.

Figura 1. Distribucion de aislados de K. pneumoniae resistente a carbapenémicos y colistina,
segln el mecanismo de resistencia a colistina, en el Hospital C durante el periodo de estudio 2012-2014.
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Introduccion

La candidiasis invasiva representa mas del 70% de las
infecciones flingicas en pacientes hospitalizados, con
un alto impacto en la morbilidad y mortalidad. Debido
a la importancia de las equinocandinas como antifin-
gicos de primera linea en infecciones graves por Candi-
da spp., es crucial conocer la epidemiologia de estas
infecciones y la precision de los métodos de laboratorio
disponibles para identificar y discriminar las diferentes
especies, asi como de aquellos empleados para deter-
minar la sensibilidad a las equinocandinas. Este estu-
dio se realizd con el fin de establecer la concordancia
entre los resultados de identificacion de especies obte-
nidos por espectrometria de masas MALDI-TOF y la
identificacion molecular; comparar las concentracio-
nes inhibitorias minimas (CIM) para caspofungina y
anidulafungina obtenidas por dilucion en caldo e Etest,
y finalmente, determinar la presencia de mutaciones
en las regiones denominadas “hot spots” de los genes
FKS en Candida spp. que pueden resultar en CIM
elevadas para estos antiflingicos y posteriores fallos
terapéuticos.

Materiales y métodos

Se analizaron 147 aislamientos de Candida spp. prove-
nientes de pacientes con candidemia que fueron reco-
lectados en un estudio previo realizado por el

(OF:

Grupo GERMEN en 15 instituciones hospitalarias de
Medellin, en 2010-2011. La identificacion de las espe-
cies se realizO por espectrometria de masas MAL-
DI-TOF (Vitek MS®) empleando la base de datos IVD
version 2.0, asi como por secuenciacion de los domi-
nios D1/D2 del gen 28S rARN.

Para determinar la sensibilidad a equinocandinas se
empled el método de referencia de diluciéon en caldo
del Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio
(CLSI, en inglés), y el método epsilométrico de difusion
en agar Etest®. Para la interpretacion de las CIM se
utilizaron los puntos de corte del CLSI del 2012
(M27-S4). El control de calidad se realizd con las cepas
de referencia ATCC C. krusei 6258 y C. parapsilosis
22019. La secuenciacion del ADN en busca de muta-
ciones en FKS1y FKS2, implicadas en la resistencia a
equinocandinas, se realizd en el Instituto de Investiga-
cion en Salud Pulblica de la Universidad Rutgers en
Nueva Jersey, Estados Unidos.

Resultados
Las especies mas frecuentes fueron Candida albicans

(40,8%), Candida parapsilosis (23,1%) y Candida tropi-
calis (17,0%). Se encontro una concordancia global del
99,3% entre los resultados de identificacion de espe-
cies; ya que MALDI-TOF MS no pudo identificar Candida
auris (Tabla 1).

La sensibilidad global para anidulafungina y caspofun-
gina por dilucién en caldo fue de 98% y 88,4% respecti-
vamente, mientras que por el método Etest fue de
93,9% y 98,6%. Se encontraron diferencias en el com-
portamiento de sensibilidad a anidulafungina por
ambos métodos para C. parapsilosis con un 97,1% por
microdilucion en caldo y 79,4% por Etest. En contaste,
la sensibilidad a caspofungina de C. glabrata fue supe-
rior por Etest comparado con el método de referencia,
con 100% vs. 20% respectivamente (Tabla 2).

La concordancia general por categorias entre ambos
métodos fue del 91,8% para anidulafungina y 89,9%
para caspofungina. Sin embargo, se observaron
diferencias importantes en la concordancia de acuerdo
a la especie de Candida y a la equinocandina probada
(Tabla 3).



Tabla 1. Desempeiio de MALDI-TOF MS frente a la identificacion molecular por secuenciacion
del ARN ribosomal (region D1/D2) en Candida spp.

 Calbicans | 60| 408 | Calbicans | 60 | 100 |
C. guilliermondii C. guilliermondii

Meyerozyma guilliermondii | 3 2,04 C. guilliermondii 3 100
complex (Meyerozyma
guilliermondii / M. caribbica)

Candida duobushaemulonii /| 1 0,68 C. haemulonii 1 100
pseudohaemulonii

Tabla 2. Resultados de sensibilidad a anidulafungina y caspofungina
por microdilucién en caldo (MIC) e Etest
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* Susceptible (S), Intermedio(l), Resistente (R).
**C. lusitaniae, C. intermedia, C. auris, C. duobushaemulonii/ pseudohaemulonii
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Tabla 3. CIMso, CIMgo porcentaje de concordancia por categorias para equinocandinas
por microdilucién en caldo (MIC) y Etest

MIC 0.03 0.064

C. parapsilosis (n=34)

MIC 0.03 0.03

C. glabrata (n=10)

wic

C. krusei (n=3)

Total

Etest 0.008 2

No se encontraron mutaciones que condujeran a cam-
bios de aminoacidos en genes FKS; sin embargo, 54
aislamientos presentaron polimorfismos en los hot
spots secuenciados; 46 (85%) tenian mutaciones
silentes principalmente en el FKS1 HS1 y ocho (15%)
en FKS1 HS2. La mayoria de las mutaciones sinénimas
FKS1 HS1 se encontraron en C. albicans (82%), mien-
tras que las mutaciones en el FKS1 HS2 se encontra-
ron sélo en aislamientos de C. tropicalis.

Discusion y conclusiones

La identificacion de especies de Candida es importan-
te debido a las diferencias en los perfiles de sensibili-
dad antiflingica que dependen de la especie, con
consecuencias directas en la eleccion del tratamiento
antifingico. Segln este estudio, MALDI-TOF es una
excelente alternativa para la identificacion rutinaria de
aislamientos clinicos de Candida spp. en laboratorios
de microbiologia diagnéstica. La Unica especie que no
pudo ser identificada por el método MALDI-TOF fue
C. auris pues en el momento del estudio no estaba
incluida en la base de datos IVD versién 2.0 acoplada
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al programa Myla (bioMérieux, Durham, NC). Reciente-
mente, la compafia lanzé una nueva version de la
base de datos (VITEK® MS RUO SARAMIS V.4.14.0)
que incluye C. auris en el sistema RUO.

Con respecto a los métodos de sensibilidad a antifingi-
cos, las discrepancias globales encontradas entre el
método de microdilucion estandar y el E-test fueron
inferiores a lo que CLSI establece como aceptable
(£1.5% para errores muy importantes y <3% para
errores importantes), lo que apoya el uso de Etest de
forma rutinaria debido a su facil integracion en el flujo
de trabajo de laboratorio; sin embargo, se debe tener
precaucion al interpretar los resultados de sensibilidad
a equinocandinas cuando los aislamientos de especies
diferentes de C. albicans son predominantes.

Finalmente, se necesitan estudios prospectivos para
conocer la evolucion de la resistencia a equinocandi-
nas en aislamientos clinicos de Candida spp., ya que
SU uso creciente podria tener un impacto en las tasas
de resistencia.
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