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Resumen

Objetivo: Comparar los resultados obtenidos de diferentes sistemas de identificacion de C. auris.

Meétodos: Analisis descriptivo con datos recopilados durante 2016-19 mediante la vigilancia nacional. Se evaluaron los resultados generados por los sistemas Mi-
croScan, Phoenix BD, VITEK 2 y MALDI-TOF MS de instituciones hospitalarias de 843 aislamientos clinicos sospechosos de C. auris remitidos al INS y se compararon
con los resultados generados de confirmacion a través de MALDI- TOF MS (Bruker Daltonics) o PCR.

Resultados: De los 843 aislamientos clinicos remitidos al INS, el 81,7% fueron confirmados como C. auris mediante MALDI- TOF MS o PCR en el INS y el resto, 18,3%,
fueron identificados como otras especies de Candida spp. Las identificaciones correctas enviadas por los laboratorios representaron el 42,4%. MicroScan identificd
C. auris principalmente como C. haemulonii, C. guilliermondii, C. albicans y C. famata; Phoenix BD, VITEK 2 y MALDI-TOF MS identifico C. auris como C. haemulonii.
Discusién: Estudios sefialan que C. auris exhibe una estrecha relacién filogenética con C. haemulonii. Las identificaciones discrepantes pueden darse debido a que
las bases de datos de los sistemas de diagnostico son limitadas para este patégeno. Las deficiencias de los sistemas comerciales para la identificacion de C. auris
deben ser complementados con otros sistemas como MALDI-TOF MS o pruebas moleculares.
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Identification of Candida auris isolates recovered through laboratory surveillance in Colombia: a challenge for diag-
nostic

Abstract

Objective: To compare the identification results obtained by different identification systems of C. auris isolates.

Methods: A descriptive study with data collected during the years 2016-19 through surveillance. The results generated by the MicroScan, Phoenix BD, VITEK 2
and MALDI-TOF MS systems of 843 clinical isolates of C. auris submitted to the INS were evaluated and compared with the results generated from confirmation
through MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics) or PCR.

Results: Out of 843 clinical isolates submitted to the INS, 81.7% were confirmed as C. auris by MALDITOF MS or PCR in the INS and the rest, 18.3%, were identified
as other species of Candida spp. The correct identifications sent by the laboratories was 42.4%. MicroScan identified C. auris as C. haemulonii, C. guilliermondii, C.
albicans and C. famata; Phoenix BD, VITEK 2 and MALDI-TOF MS identified C. auris as C. haemulonii.

Discussion: Studies indicate that C. auris exhibits a close phylogenetic relationship with C. haemulonii. In addition, discrepant identifications may occur because
the databases of diagnostic systems are limited with reference to this pathogen. The deficiencies of commercial systems for the identification of C. auris must be
complemented with other systems such as MALDI-TOF MS or molecular tests.
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Introduccién

Las especies de Candida spp. se consideran los hongos mas
encontrados en entornos hospitalarios y son uno de los
agentes etiolégicos mas frecuentes de infecciones fungicas
invasivas'. Candida auris es uno de los patégenos emergen-
tes mas destacados y se ha convertido en un importante

hongo oportunista relacionado con infecciones asociadas
a la atencidén en salud® Generalmente, esta levadura se ca-
racteriza por su perfil de resistencia a multiples farmacos,
facil transmisibilidad, persistencia en diferentes superficies
y sobre todo discrepancias en la identificacién de este hon-
go con varias plataformas diagndsticas empleadas en los
laboratorios®*.
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La identificacion adecuada y rapida de C. auris es critica en
el tratamiento del paciente y en la implementacién oportuna
de medidas de salud publica para controlar la propagacion
de la infeccion®. Existen sistemas de identificacion para leva-
duras, tanto estandares como automatizados que incluyen
paneles de asimilacion de carbohidratos y otros compuestos,
pero algunas bases de datos de estos sistemas aln no inclu-
yen el perfil de C. auris, de manera que varias plataformas
son incapaces de diferenciarla de otras especies de levadura,
resultando en una confusa identificacion.

Los andlisis genéticos han mostrado una estrecha relacion
entre C. auris y el complejo C. haemulonii, principalmente®.
Por lo anterior, esta levadura puede ser identificada erré-
neamente como C. haemulonii, C. duobushaemulonii y otras
especies de Candida spp. como C. catenulata, C. famata, C.
guilliermondii, C. lusitaniae y C. parapsilosis, entre otras’.

Algunos métodos de identificacién, cominmente encon-
trados en los laboratorios de diagnoéstico, incluyen VITEK 2,
Phoenix BD y MicroScan. Por ejemplo, VITEK 2, recientemen-
te incluyé a C. auris en su base de datos, junto con otros tres
taxones: C. haemulonii var. vulnera, C. doubushaemulonii y
Cryptococcus gattii (versién 8.01)8.

En la actualidad, las técnicas mas eficientes son las basadas
en espectrometria de masas MALDI-TOF MS y métodos mo-
leculares como PCR (amplificacién de la region ITS1, ITS2) o
secuenciacion de la region D1/D2 o ITS®.

Los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermeda-
des (CDC) han recibido reportes de la levadura emergente
en mas de cuatro continentes desde el afio 2009. Dada la
ocurrencia de infeccion por C. auris en una gran variedad de
paises, el CDC ha emitido alertas para la vigilancia de casos™.

Teniendo en cuenta la importancia a nivel de salud publi-
ca sobre la circulacién de C. auris en Colombia, se generd
la alerta nacional mediante la Circular Externa 0025 de 2017
donde se emitieron los criterios de envio de aislamientos
presuntivos de C. auris al Grupo de Microbiologia del Institu-
to Nacional de Salud (INS), recuperados en los laboratorios
clinicos de los establecimientos hospitalarios y en los labora-
torios de los centros de investigacion que procesan muestras
procedentes de Unidades de Cuidados Intensivos, con el fin
de confirmar la identificacion™.

En Colombia, la disponibilidad de tecnologias robustas que
permitan una correcta identificacién de C. auris ain no es
muy amplia. Se tienen implementados algunos sistemas de
diagnéstico, sin embargo, éstos no identifican correctamente
todos los aislamientos de C. auris, de manera que se res-
tringe el diagndstico preciso y rapido del patégeno, el trata-
miento oportuno del paciente y la instauracion de medidas
de control adecuadas.

Por tanto, en este estudio se compararon los resultados de
identificacion obtenidos por diferentes sistemas de identifi-
cacion de aislamientos de C. auris provenientes de 22 depar-

tamentos de Colombia desde el afio 2016, fecha en la cual se
inici6 la vigilancia de este patdgeno en el pais.

Materiales y métodos

Se evaluaron los resultados emitidos por los sistemas de
identificacion MicroScan, Phoenix BD, VITEK 2 y MALDI-TOF
de acuerdo con las identificaciones de 843 aislamientos cli-
nicos sospechosos de C. auris remitidos al Grupo de Micro-
biologia del INS a través de la vigilancia nacional por labora-
torio. Los aislamientos provenian de 114 laboratorios clinicos
y establecimientos hospitalarios, distribuidos en 22 departa-
mentos de Colombia recolectados desde el 2016 al 2019. Se
tuvo en cuenta que la casa comercial realizo la actualizacion
del sistema VITEK 2 a la versién 8.01 desde septiembre de
2018 en los laboratorios.

Cada aislamiento se confirmé mediante MALDI-TOF MS Bio-
typer (Bruker Daltonics) MBT version 4.1.80 y/o PCR en el INS,
métodos considerados como el “gold standard” para la iden-
tificacion de C. auris.

Procesamiento de los aislamientos para la confirmacion
mediante MALDI-TOF MS Biotyper (Bruker Daltonics)

El procedimiento de extraccion de proteinas con acido fér-
mico en tubo de 1.5 ml (Eppendorf) se siguié de acuerdo
con las instrucciones del fabricante para la identificacion de
levaduras. Se transfirié 1 pl del sobrenadante a una placa de
acero y se cubrié con 1 pl de matriz. Una vez que se secé
al aire, la placa se coloco en el instrumento y se analizo. La
identificacion de la levadura se logré mediante el analisis de
los espectros con los de la base de datos MALDI-TOF MS. Los
picos de estos espectros se compararon con el patron carac-
teristico de la especie o género de levadura, lo que condujo
a la identificacion'.

Procesamiento de los aislamientos para la confirmacion
mediante PCR convencional

La extraccién de ADN de los aislamientos fungicos se realizd
mediante el protocolo de extraccion de ADN para cultivos
fungicos por choque térmico™.

Se emplearon los iniciadores especificos para C. auris: CauF
5-CGCACATTGCGCCTTGGGGTA-3" y CauR 5-GTAGTCC-
TACCTGATTTGAGGCGAC-3'. Para la realizacion de esta PCR,
se siguid el protocolo propuesto por Kordalewska M y cola-
boradores en 2017™.

Resultados

De los 843 aislamientos clinicos remitidos al INS, 689 (81,7%)
fueron confirmados como C. auris mediante MALDI- TOF MS
o PCR; solamente el 0,6% (4/689) fueron confirmados por los
dos métodos y la identificacién fue 100% concordante entre
éstos. Por otra parte, los aislamientos restantes (154/843 ais-
lamientos 18,3%) fueron identificados como otras especies
de Candida spp u otras levaduras.
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En general, las identificaciones discrepantes enviadas por los
laboratorios principalmente fueron C. haemulonii, C. guillier-
mondii, C. albicans y otras levaduras como Rhodotorula spp y
especies de Candida spp. sin identificacion de especie (Figura
1); éstas representaron el 57,6% (397/689) de las cepas con-
firmadas como C. auris en el INS.

MicroScan identifico C. auris principalmente como C. hae-
mulonii, C. guilliermondii, C. albicans y C. famata; Phoenix
BD, VITEK 2 y MALDI-TOF MS identificd C. auris como C. hae-
mulonii (Figura 2). Resultados discrepantes como C. haemu-
lonii se obtuvieron en su mayoria con el sistema Phoenix BD
89,6% (26/29).

Por otro lado, las identificaciones correctas con el sistema
VITEK 2 representaron el 29,3% (77/263 aislamientos identifi-
cados con VITEK 7.01) y 77,4% (195/252 aislamientos identi-
ficados con VITEK 8.01) (Figura 3).

El 48,2% de los laboratorios (55/114 laboratorios) obtuvieron
identificaciones correctas de C. auris en la mayoria con VITEK
2 y MALDI-TOF. En este estudio las identificaciones correc-
tas enviadas por los laboratorios en general representaron el
42,4% (292/689).

Por otro lado, se observaron 7 aislamientos falsos positivos
procesados con VITEK 2 en los laboratorios de los estableci-
mientos hospitalarios, enviados como C. auris y al confirmar
por MALDI-TOF y/o PCR en el INS dieron otros tipos de Can-
dida como C. haemulonii var. vulnera, C. albicans, C. parapsi-
losis, C. krusei, C. tropicalis y C. glabrata.

En general, la identificacidn correcta segun el departamento
remitente oscil6 entre 33-100%, dependiente del sistema de
identificacion disponible en cada region. (Tabla 1).
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Figura 1. Distribucion de la frecuencia de especies enviadas para analisis al
laboratorio del INS (Bogota).
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Figura 2. Comparacion de los sistemas utilizados por los laboratorios de los
establecimientos hospitalarios con respecto a la identificacion de la levadura
Candida auris (todos los aislamientos mostrados en la figura fueron confirmados
como C. auris en el INS). El sistema MALDI-TOF MS de BioMérieux se excluyd de
la gréfica debido a que presento solo un dato y este no fue representativo para
incluirlo en la gréfica.
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Figura 3. Comparacion de las dos versiones de VITEK 2 en relaciéon con el
numero de aislamientos identificados correctamente como Candida auris y la
identificacion discrepante Candida haemulonii y otras especies de levaduras
(todos los aislamientos mostrados en la figura fueron confirmados como C.
auris en el INS).

Discusion

En las Ultimas décadas, la infeccion por hongos se ha conver-
tido en un problema de salud publica, especialmente para los
pacientes inmunocomprometidos y aquellos hospitalizados
con enfermedades graves de base. Candida auris es uno de
los patégenos méas importantes, responsables de las infec-
ciones fungicas invasivas y de brotes intrahospitalarios’.

Nuestros resultados muestran que las identificaciones dis-
crepantes representan un 57,6%, esto indica que aln sigue
siendo un desafio el diagndstico adecuado de este patdégeno
emergente no solo en Colombia sino en el mundo, influyen-
do directamente en brindar al paciente un tratamiento ade-
cuado y oportuno.

El estudio de Ambaraghassi G y colaboradores publicado en el
2019 reporté que el VITEK 2 versién 8.01 identificd correcta-
mente el 52% (18/35 del total de los aislamientos del estudio),
el 27% fueron aislamientos indistinguibles entre C. auris, C.
duobushaemulonii y C. famata y las identificaciones erradas



Identificacion de aislamientos de Candida auris recuperados a través de la vigilancia por laboratorio en Colombia: un reto para el diagnéstico

Tabla 1. Departamentos, identificaciones correctas y la relacion con los sistemas de identificacion de aislamientos de Candida auris en Colombia 2016-2019.

Norte d
Departamento Antioquia Atlantico Bogota Cauca Cesar Coérdoba Huila Magdalena Sa::a(;d:r Santander  Sucre Valle
(] t 49/59 59/80 89/231 31/33 7/13 3/3 5/15 20/53 1/1 PETLY
SOHEEs ‘ A 4 4 ‘ 4 ‘ 3/7(43%)  2/5 (40%) ! 4 4
ELEE] (83%) (66%) (38%) (94%) (54%) (100%) (33%) (38%) (100%) (52%)
1 2
© MicroScan - 1(1,7%) 1(1,1%) - - - - - 1(5%) -
S (14,3%) (8,7%)
o
S Phoenix BD - 2 (3,4%) - - - - - - - - - -
S
T g 85 31 6 5 1 21
= & VITEK 2 47 (96%) | 53 (89,8%) 3 (100%) 3 (100%) 2 (100%) 19 (95%)
T (95,5%) (100%) | (85,7%) (100%) (100%) | (91,3%)
T @
g MALDI-TOF
= i 2 (4%) 3 (5.1%) 2 (2,3%) - - - - - - - - -
S Biotyper
= MALDI-TOF
ES A - - 1(1,1%) - - - - - - - - -
BioMérieux

representaron el 21%?®. En nuestro trabajo, las identificaciones
correctas correspondieron al 42,4% del total de aislamientos
confirmados como C. auris por MALDI-TOF MS y/o PCR.

Los primeros tres casos de infeccion fungica invasiva en un
hospital por C. auris reportados en 2009 en Corea del Sur
mencionan que esta levadura es generalmente identificada
como C. haemulonii y R. glutinis por los sistemas de identifi-
cacion comercial VITEK 2. Estos casos se asemejan a los re-
sultados de este estudio, donde VITEK 2 presento la mayoria
de las identificaciones como C. haemulonii.

Nuestros analisis muestran que el sistema VITEK 2 version
8.01 tiene mas capacidad de identificacion correcta de C. au-
ris en comparacion a la version 7.01 que tiene menos iden-
tificaciones acertadas; pese a la actualizacion desde el 2018,
el diagnostico sigue siendo un reto debido a que esta base
de datos aun no tiene la completa capacidad de discriminar
entre C. auris y otras especies de Candida spp. estrechamen-
te relacionadas.

Los sistemas comerciales de identificacion como MicroScan,
Phoenix BD, VITEK 2, entre otros, usan un panel que se basa
en pruebas de asimilacion y crecimiento, utilizando com-
puestos de carbono y nitrégeno y se emplean de rutina en
los laboratorios para la identificacion de levaduras'®. Un estu-
dio realizado en el 2016 valida y compara varias plataformas
y encontraron que los aislamientos de C. auris fueron identi-
ficados por Phoenix BD y VITEK 2 como C. haemulonii y por
MicroScan como C. famata, C. lusitaniae, C. guilliermondii o
C. parapsilosis'’. Asi como se observa en el estudio mencio-
nado, la plataforma MicroScan identifica errbneamente a C.
auris como una variedad de especies de Candida spp; por
el contrario, Phoenix y VITEK 2 generalmente identifican C.
auris como C. haemulonii.

Varias investigaciones se han concentrado en comprender la
razon de la asociacién entre C. auris y C. haemulonii. Estudios
sefialan que C. auris exhibe una estrecha relacion filogenética
con C. haemulonii y se diferencia con base al analisis de se-
cuencia del dominio D1/D2 de la subunidad 26S ARNr y las
regiones espaciadoras transcritas internas (ITS)®.

Sin duda, MALDI-TOF MS se considera una técnica de diag-
néstico rapida y confiable para la identificacion de C. auris.
Actualmente, el enfoque MALDI-TOF MS es comercializado
por 2 fabricantes: Bruker-Daltonics y BioMérieux. Estudios
mencionan que el sistema de Bruker Biotyper tiene una bi-
blioteca mas amplia que la de BioMérieux'. En Colombia son
pocas las instituciones que tienen MALDI-TOF MS debido a
la restriccion de costos; en este estudio, los resultados extra-
flamente arrojaron que el MALDI-TOF MS Biotyper solo tuvo
el 69% de identificaciones correctas enviadas por los labora-
torios de los establecimientos hospitalarios. Probablemente,
esto se debid a que este equipo en su momento tenia una
base de datos limitada. En general MALDI-TOF MS propor-
ciona resultados comparando los espectros de la biblioteca
con la cepa de estudio, de manera que puede generar resul-
tados de especies filogenéticamente relacionadas.

Debido al hecho de que esta levadura puede ser multi- re-
sistente a antifungicos, productos de limpieza y a diferen-
tes ambientes y ademas es de facil transmisibilidad, es im-
portante identificarla correctamente para proporcionar una
atencién efectiva y pronta al paciente. Asi que, las deficien-
cias de los sistemas comerciales para la identificacion de C.
auris deben ser complementados con otros sistemas como
MALDI-TOF MS o pruebas moleculares; debido a los costos y
disponibilidad de estas herramientas, el envio al laboratorio
de referencia es esencial para hacer una identificacion ade-
cuada del microorganismo, determinar la circulacion de este
patégeno a nivel local y nacional con el fin de prevenir la
transmisibilidad y realizar control de propagacion.
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