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INFORMACION DEL ARTICULO RESUMEN

HiS{Of_l'ﬂ del articulo: Antecedentes: Aun cuando es considerado un agente etiol6gico poco usual, Cyberlindnera (Candida) fabianii
Recibido el 10 de febrero de 2021 ha sido descrita como causante de septicemia en diversos reportes en los tltimos afios. Su identificacién
Aceptado el 21 de abril de 2021 dudosa o incierta al utilizar métodos como CHROMagar Candida, API® Candida, API® ID32C o VITEK® MS,

On-line el 21 de julio de 2021 resulta en una subestimacion de los casos producidos por esta levadura.

Objetivos: Informar por primera vez en Chile de un aislamiento de C. fabianii y su identificacién.
Meétodos: Se utiliz6 la secuenciacion de la regién de los espaciadores internos transcritos para la identi-
ficacion final de la levadura. Se evalu6 su perfil de sensibilidad a los antifingicos mediante la técnica de
microdilucién en caldo.

Resultados: La identificacién final solo fue posible mediante la secuenciaciéon de las regiones ITS, lo que
demuestra la limitada utilidad de las técnicas convencionales en la identificacién de determinadas espe-
cies. La relacién filogenética de la cepa aislada con otras especies de levadura queda reflejada en un
dendrograma.

Conclusiones: Las técnicas de secuenciacién en la identificacion de microorganismos fastidiosos o cuya
identificacién es dudosa con las metodologias cldsicas, u otras mas avanzadas como la espectrometria de
masas, son imprescindibles.
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Cyberlindnera fabianii: first clinical isolate in Chile
ABSTRACT
Keywords: Background: Although considered an unusual etiological agent, Cyberlindnera (Candida) fabianii has been
Cyberlindnera fabianii related to septicemia in several reports in recent years. Its doubtful or uncertain identification when using
Yeasts tests such as CHROMagar Candida, API® Candida, API® ID32C or VITEK® MS, leads to an underestimation

Antifungal agents

Phylogenetic analysis of the cases produced by this yeast.

Aims: To report the first isolation of C. fabianii in Chile and its identification.

Methods: The sequencing of the internal transcribed spacer region (ITS) was performed. Antifungal
susceptibility profiles were obtained by means of the broth microdilution technique.

Results: The identification was only reached by sequencing the ITS regions, which shows the limited
usefulness of the conventional techniques in the identification of some yeast species. A dendrogram
shows the phylogenetic relationship of the isolated strain with some other yeast species.

Conclusion: In the identification of fastidious microorganisms or microorganisms whose identification is
not completely reliable when using classical or even advanced methodologies, such as mass spectrometry,
sequencing techniques are essential.

© 2021 Asociacién Espafiola de Micologia. Published by Elsevier Espafia, S.L.U. All rights reserved.

La enfermedad flingica invasiva representa una amenaza cons-

tante para los pacientes hospitalizados e inmunocomprometidos.

* Autor para correspondencia. El aumento en el nimero de casos asociados a las infecciones fingi-
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Figura 1. Crecimiento del aislamiento de Cyberlindnera fabianii a las 24 h a 37 °C en SDA (A) y CHROMagar Candida (B).

cas no solo contempla los hongos ya conocidos y mas prevalentes,
Candida albicans y Aspergillus fumigatus®?, sino que incluye a agen-
tes etiolégicos emergentes. Una de las problematicas asociadas a
estos microorganismos es la dificil identificacién en el laboratorio,
aun cuando se utilicen equipos de tltima generacion basados en
espectrometria de masas. Asimismo, los clasicos esquemas de iden-
tificacion, basados en las caracteristicas fenotipicas, evidencian su
limitada resolucién, basicamente por no contemplar en sus bases
de datos a estos raros agentes flingicos. El hecho de no identificar, o
hacerlo errbneamente, conlleva la subestimacién de estos hongos
poco usuales, lo que puede tener repercusion en el aspecto epide-
mioldgicoy, sobre todo, en el aspecto terapéutico. Entre estos raros
agentes se encuentra Cyberlindnera fabianii, una levadura pertene-
ciente al phylum Ascomycota, que ha sido aislada de suelo, cafias
de azicar, aceitunas y desde el ser humano*!4!7_ El presente tra-
bajo tiene como objetivo comunicar el hallazgo de C. fabianii en un
hemocultivo por primera vez en Chile, asi como su sensibilidad a
los farmacos antifiingicos. Del mismo modo, demostramos una vez
mas la utilidad de las técnicas de biologia molecular en estos casos
en los que las metodologias clasicas, asi como las avanzadas (no
moleculares), presentan una resolucién limitada.

Metodologia

Desde un laboratorio externo, y debido a la especializacion de
nuestro centro micolégico, nos fue remitida la cepa de una leva-
dura para su identificacién. Las caracteristicas morfolégicas del

aislamiento fueron determinadas mediante el uso de BBL™ agar
dextrosa Sabouraud (Becton-Dickinson, EE. UU.) y BBL™ CHRO-
Magar Candida (Becton Dickinson); los medios fueron incubados
a 37°C durante 24 h. Posteriormente, y una vez obtenidos y con-
firmados los cultivos puros, estos se sometieron a identificaciéon
mediante los métodos API® Candida (bioMérieux), API® ID32C (bio-
Mérieux, Francia) y el sistema VITEK® MS (bioMérieux). Asimismo,
y dadas las discrepancias, se evalué el aislamiento mediante la
técnica de produccién de tubo germinal y la observacién de la
micromorfologia segin la técnica de Dalmau. En este tltimo caso
la cepa fue sembrada en BBL™ agar harina de maiz (Becton Dic-
kinson) suplementado con Tween 80, e incubada a 30°C durante
24-48 h.

Para la identificacién molecular, el ADN fiingico se extrajo con el
Mini-kit E.Z.N.A.® Fungal DNA (Omega Biotek Store, EE. UU.). LaPCR
para la amplificacién de la regién ITS1-5.8S-ITS2 se realizé en un
volumen de 25 .l siguiendo protocolos publicados anteriormente’.
La secuencia de la cepa fue depositada en la base de datos GenBank
bajo el nimero MT795190. Los andlisis filogenéticos se realiza-
ron utilizando el método de maxima verosimilitud en el software
RAxXML 8.0. La secuencia de Rhodotorula mucilaginosa CBS 329 fue
utilizada como grupo externo.

La prueba de sensibilidad in vitro a los antiftingicos se realiz6
mediante el método de microdilucién en caldo de acuerdo a los
documentos CLSI M27 4 ed. y M607-8. Los valores de concentracién
minima inhibitoria fueron obtenidos a las 24 y 48 h. Polvos acti-
vos puros, de potencia conocida, de anfotericina B (Sigma-Aldrich),
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KY103045.1 Cyberlindnera fabianii CBS 5650
96 | MT795190 Cyberlindnera fabianii ChFC 481
MH753087.1 Cyberlindnera fabianii CBS 15235
MK394133.1 Cyberlindnera fabianii CBS 56407
1 (— NR152481.1 Cyberlindnera bimundalis CBS 5642 T

NR152487.1 Cyberlindnera mississippiensis CBS 7023
7 o KY103067.1 Cyberlindnera mississippiensis CBS 5837
- UKSQM 32.1 Cyberlindnera amylophila CBS 70207
KY103054.1 Cyberlindnera jadinii CBS 567 T

EF568036.1 Wickerhamomyces anomalus WM 1039

|
97 KY105861.1 Wickerhamomyces anomalus CBS 605
EF568002.1 Candida glabrata WM 02.57
97 — EF567988.1 Candida albicans WM 01.158

EF567994.1 Candida albicans WM 01.218
EF568000.1 Candida dubliniensis WM 03.79

8

74 ’ EF568042.2 Candida tropicalis WM 233
7784{ EF568026.1 Candida orthopsilosis WM 01.201

100 ' EF568034.1 Candida parapsilosis WM 02.89
— EF568008.1 Meyerozyma guilliermondii WM 02.72

EF568025.2 Clavispora lusitaniae WM 1036

0.02

T: cepa tipo

EF568037.1 Candida rugosa CBS 613 T

KY104884.1 Rhodotorula mucilaginosa CBS 329

Figura 2. Arbol filogenético obtenido con el analisis de las secuencias de la regién ITS de la cepa ChFC 481 y de especies relacionadas mediante el método de maxima
verosimilitud. En los nodos se indican los valores bootstrap > 70% en base al andlisis de 1000 réplicas. En negrita se presenta la cepa de nuestro pais.

voriconazol (Sigma-Aldrich), itraconazol (Sigma-Aldrich), posaco-
nazol (Sigma-Aldrich), fluconazol (Sigma-Aldrich), caspofungina
(Sigma-Aldrich), micafungina (Astellas Pharma), y anidulafungina
(Pfizer) fueron utilizados para la valoracién. Todas las pruebas se
realizaron por duplicado. El aislamiento de Candida parapsilosis
ATCC 22019 fue incluido como control de calidad.

La cepa del estudio se encuentra depositada en la coleccién
chilena de hongos (ChFC: Chilean Fungal Collection), Unidad de
Micologia, Universidad de Chile, bajo el c6digo ChFC 481.

Resultados

Tanto en el medio SDA como en CHROMagar Candida la cepa
ChFC 481 creci6, dando lugar a colonias levaduriformes en 24 h.
Las colonias exhibieron un color blanco, eran convexas y de bordes
lisos en SDA, y de color rosado palido, convexas y lisas en el agar
cromogénico (fig. 1). La prueba de produccién de tubo germinal
resulté negativa. En el microcultivo solo fue posible observar células
levaduriformes y blastoconidias.

Con las pruebas bioquimicas API® Candida y API® ID32C, y con
el sistema Vitek® MS, las identificaciones fueron inconsistentes.
El método API® Candida no arrojé porcentajes de identificacién,
y estos fueron del 57% para la especie Candida pelliculosa y 42,6%
para Candida utilis con API® ID32C. En el caso de Vitek® MS el valor
de identificacion arrojado fue inferior a 1,7.

La identificacién molecular permitié identificar con certeza la
cepa ChFC 481 como C. fabianii. El analisis de secuencias mostr6 un
grado de identidad del 100% con la secuencia de la cepa tipo de C.

fabianii (CBS 5640). Las relaciones filogenéticas entre nuestra cepa
y otros microorganismos relacionados se muestran en la figura 2.

A pesar de que tanto los puntos de corte clinicos como los
puntos de corte epidemiolégicos para esta especie no han sido
establecidos, los perfiles de sensibilidad obtenidos mostraron que
los antifingicos mas activos eran el voriconazol y la micafun-
gina. Los valores de concentracién minima inhibitoria fueron los
siguientes: anfotericina B 0,25 p.g/ml, itraconazol 0,25 pg/ml, vori-
conazol < 0,03 pg/ml, posaconazol 0,25 p.g/ml, fluconazol 1 pg/ml,
caspofungina 0,06 p.g/ml, micafungina < 0,03 wg/ml y anidulafun-
gina 0,06 p.g/ml.

Discusion

En el presente trabajo describimos el primer aislamiento de C.
fabianii procedente del hemocultivo de un paciente pediatrico en
nuestro pais. A pesar de que este microorganismo es raramente ais-
lado de muestras clinicas, su presencia ha ido cobrando relevancia
en los dltimos afios, especialmente en hemocultivos provenientes
de unidades de pediatria y neonatologia'21920, Lo anterior repre-
senta un problema y un desafio para el diagnéstico de laboratorio
dadas las cuestionables identificaciones que arrojan los sistemas
basados en pruebas bioquimicas o espectrometria de masas'!. En
nuestro caso, tanto los perfiles de asimilaciéon de hidratos de car-
bono como los perfiles proteicos obtenidos mediante los sistemas
API® Candida, API® ID32C y VITEK® MS no nos permitieron iden-
tificar la levadura correctamente, obteniéndose identificaciones
erréneas compatibles con C. utilis o C. pelliculosa. Lo anterior con-
cuerda con gran parte de lo publicado, donde se habla de la errénea
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identificacién inicial y de la necesidad de técnicas moleculares y
de secuenciacién®>'2 para determinar correctamente la especie.
En términos generales, la identificacién fenotipica y la obtenida
mediante VITEK® MS presentan un rendimiento cercano al 96,1%,
si bien C. fabianii es una de las levaduras que se encuentran en
el 3,9% de las especies no identificables o de las que se obtiene
una identificacién errénea’®. La limitacién a este respecto de los
métodos utilizados se debe principalmente a la ausencia de los per-
files de C. fabianii en las bases de datos. Lo anterior es sumamente
importante, y demuestra la necesidad de los laboratorios de contar
con los sistemas, programas y bases de datos siempre actualizados.
Asimismo, independientemente de la metodologia empleada para
la identificacién, las caracteristicas particulares de algunas cepas
(mucosidad), los errores en la metodologia de procesamiento y
algunos factores inherentes a los equipos pueden ser determinantes
en los valores/porcentajes bajos de identificacién? 6.

Los valores de concentracién minima inhibitoria obtenidos
con todos los antifiingicos fueron <1 pg/ml, y el fluconazol fue
el menos activo. Estos resultados concuerdan con lo publicado
previamente'?15, Sin embargo, un estudio de Hamal et al. mos-
tr6 la capacidad de C. fabianii de formar biopeliculas y, ademas,
la capacidad de desarrollar resistencia secundaria a diferentes
antifingicos'?. Asimismo, el uso profilactico de fluconazol se ha
asociado con fracaso en el tratamiento en un 50% de los casos'>.

A pesar de las innumerables ventajas y del innegable avance que
ha representado la espectrometria de masas en los diagnésticos,
debe siempre tenerse en cuenta que, como toda técnica, tiene cier-
tas limitaciones. La correcta identificacion de C. fabianii requiere de
técnicas moleculares. Ante casos de identificacién dudosa o err6nea
compatibles con C. utilis o C. pelliculosa recomendamos se utili-
cen las técnicas moleculares disponibles Asimismo, se debe prestar
atencién a los perfiles de sensibilidad, dado que terapias de larga
duracién podrian asociarse al desarrollo de resistencias.
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