Revista Argentina de Microbiologia 54 (2022) 9-14

R o REVISTA ARGENTINA DE
asociacion ’
Q |argentinas. MICROBIOLOGIA

p
.aam microbiologia

=4

www.elsevier.es/ram

INFORME BREVE

Utilidad del panel Sensititre YeastOne® para detectar g

Check for

especies de Candida resistentes a los antifungicos [

Susana Cérdoba®*, Claudio Abiega®, Iris Agorio®, Susana Amigot¢, Karina Ardizzoli®,
Gustavo Giusignof, Liliana Guelfand®, Laura Lopez Moral”, Ivana Maldonado’,
Gloria Pineda’, Guillermo Garcia-Effron* y Subcomision de Micologia Clinica®

2@ Departamento Micologia, Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas Dr. Carlos G. Malbrdn, Ciudad Auténoma de Buenos
Aires, Argentina

b Seccién Microbiologia, Hospital Privado Universitario de Cérdoba, Cérdoba, Argentina

¢ Laboratorio de Microbiologia, Servicio de Micologia, Hospital Britdnico, Ciudad Auténoma de Buenos Aires, Argentina

d Microbiologia, Direccién Bioquimica, Centro de Especialidades Médicas Ambulatorias de Rosario (CEMAR), Santa Fe, Argentina

¢ Servicio de Laboratorio, Sector Micologia, Hospital Interzonal General de Agudos Dr. R. Rossi, La Plata, Buenos Aires, Argentina
f Instituto de Medicina Regional, Universidad Nacional del Nordeste, Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas de
Argentina (CONICET), Resistencia, Chaco, Argentina

8 Servicio Laboratorio de Andlisis Clinicos, Seccion Microbiologia, Hospital General de Agudos Dr. Juan A. Ferndndez, Ciudad
Autdénoma de Buenos Aires, Argentina

h Seccién Microbiologia, Servicio Laboratorio Central, Hospital General de Agudos Dr. Cosme Argerich, Buenos Aires, Argentina

i Microbiologia, Laboratorio Central-Hospital Alemdn, Ciudad Auténoma de Buenos Aires, Argentina

i Servicio de Microbiologia, Hospital Universitario Austral, Pilar, Buenos Aires, Argentina

kK Laboratorio de Micologia y Diagnéstico Molecular, Facultad de Bioquimica y Ciencias Biolégicas Universidad Nacional del Litoral,
Santa Fe, Argentina

Recibido el 23 de septiembre de 2020; aceptado el 12 de febrero de 2021
Disponible en Internet el 16 de abril de 2021

PALABRAS CLAVE Resumen Evaluamos las concordancias interlaboratorio, esencial y categorica entre el panel
Sensititre; Sensititre YeastOne™ y los métodos de referencia correspondientes al M27 4.2 ed. (Clinical
Candida spp.; and Laboratory Standards Institute [CLSI]) y al EDef 7.3.1 (European Committee on Antifungal
Resistencia; Susceptibility Testing [EUCAST]). Estudiamos 67 cepas de Candida de distintas muestras cli-
Antifngicos nicas y un panel de 9 cepas resistentes a fluconazol y equinocandinas. El mayor porcentaje

de concordancia interlaboratorio se observd con anfotericina B (96,8%) y el menor porcen-
taje con voriconazol (77,2%). La caspofungina mostré un 5,8% de discrepancias muy mayores
con el método de referencia del CLSI. Con el del EUCAST, el itraconazol, el posaconazol y la
anidulafungina mostraron porcentajes de discrepancias mayores: el 17,6, el 18,1 y el 19,6%,
respectivamente. El panel Sensititre YeastOne™ es una alternativa confiable y facil de usar, que
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permite detectar especies de Candida resistentes a los antifingicos, con algunas limitaciones
para las equinocandinas. Los resultados son equiparables a los de los métodos de referencia.
© 2021 Asociacion Argentina de Microbiologia. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. Este es un
articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-
nc-nd/4.0/).

Usefulness of the Sensititre YeastOne® panel to detect Candida species resistant to
antifungal drugs

Abstract We evaluated the interlaboratory agreement, the essential agreement, and the cate-
gorical agreement between the Sensititre YeastOne™ panel and the reference methods M27 4t
Edition of the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), and the EDef 7.3.1 of the Euro-
pean Committee on Antifungal Susceptibility Testing (EUCAST). We studied 67 Candida strains
isolated from different clinical samples and 9 Candida strains with resistance to fluconazole and
echinocandins. The highest percentage of interlaboratory agreement was observed with amp-
hotericin B (96.8%), and the lowest percentage with voriconazole (77.2%). Caspofungin showed
5.8% of very major errors when compared with the CLSI reference method. For EUCAST, itra-
conazole, posaconazole, and anidulafungin showed high percentages of major errors: 17.6%,
18.1%, and 19.6%, respectively. Sensititre YeastOne™ is a reliable alternative, and easy to
perform for detecting Candida species resistant to antifungal drugs, with some limitations for
echinocandins. Results are comparable to those of the reference methods.

© 2021 Asociacion Argentina de Microbiologia. Published by Elsevier Espafa, S.L.U. This is an
open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-

nc-nd/4.0/).

El Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) y
el European Committee on Antifungal Susceptibility Testing
(EUCAST), en sus documentos M27-4.2 ed.* y EDEF 7.3.12,
respectivamente, publicaron una técnica de referencia de
microdilucion en caldo para Candida spp. y Cryptococcus
neoformans. Ambos estandares son fiables y reproducibles;
no obstante, los 2 métodos son laboriosos y no aplicables
para la rutina de la mayor parte de los laboratorios hospita-
larios.

En los Ultimos anos, se ha observado en Argentina la
urgencia de especies flungicas no sensibles o resistentes a
los antifungicos®>?'"214, Frente a esta situacion, los labo-
ratorios asistenciales incrementaron el interés en realizar
pruebas de sensibilidad a los antifiingicos mediante técnicas
comerciales estandarizadas y reproducibles, de una manera
rapida y facil de aplicar en el trabajo cotidiano de los labo-
ratorios hospitalarios.

Entre las distintas opciones disponibles en el mercado,
el panel colorimétrico Sensititre YeastOne™ (Trek-Thermo
Scientific™, Argentina) (SYO) permite determinar la con-
centracion inhibitoria minima (CIM) por microdilucion en
caldo. El panel puede ser usado para efectuar pruebas de
sensibilidad en especies de Candida (y otras levaduras de
rapido crecimiento), Cryptococcus spp. y Aspergillus spp.
(https://www.thermofisher.com/). Se trata de una meto-
dologia de costo accesible, sencilla para realizar, y ofrece
resultados confiables de la CIM de distintos antiflingicos en
24 h'e,

En Argentina, es escasa la informacion referida a la uti-
lidad del panel SYO para evaluar los aislados locales y a la
concordancia de resultados entre este método y los métodos
de referencia.

Los propositos de este trabajo fueron: a) evaluar la uti-
lidad del panel SYO para detectar especies de Candida de
distinto origen clinico resistentes a los antifingicos, y b)
determinar los porcentajes de concordancia interlaborato-
rio (Cl), concordancia esencial y concordancia categorica
para los antifungicos evaluados frente a los métodos de refe-
rencia.

Se realizo un estudio multicéntrico, de laboratorio, pros-
pectivo, no poblacional, desde junio del 2016 hasta junio
del 2017. Participaron 11 laboratorios clinicos distribuidos
en la Ciudad Autonoma de Buenos Aires y en las provincias de
Buenos Aires, Chaco, Cordoba y Santa Fe, y también el Labo-
ratorio Antiflngicos, Departamento Micologia, INEI ANLIS Dr.
C. G. Malbran (laboratorio de referencia nacional). Se estu-
diaron los siguientes microorganismos, aislados de distintas
muestras clinicas: 17 Candida albicans sensu stricto (s. s.),
19 Candida parapsilosis sensu stricto, 16 Candida glabratas.
s., 8 Candida tropicalis, 3 Pichia kudriavzevii (en adelante
Candida krusei), 2 Meyerozyma (Candida) guilliermondii y
2 Clavispora (Candida) lusitaniae.

Se incluyo, ademas, un panel compuesto por 3 cepas de
C. glabratas. s. que albergaban mutaciones en regiones «hot
spot» de FKS1y FKS2, con resistencia a las equinocandinas'®,
y 6 cepas de C. albicanss. s. que presentaban sobreexpresion
de bombas de eflujo CDR y MDR, con resistencia a los azoles.

Las especies de Candida fueron identificadas por el
sistema VITEK® 2 Compact (bioMerieux, Argentina) y por
espectrometria de masas (MALDI-TOF MS) (MALDI Biotyper®,
BrukerDaltonics®, Alemania, y VITEK® MS [bioMerieux,
Argentina]).

En todos los ensayos se usaron las cepas control C. krusei
ATCC 6258 y C. parapsilosis ATCC 22019. En cada laboratorio

10


http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
https://www.thermofisher.com/

Revista Argentina de Microbiologia 54 (2022) 9-14

1 2 3 45

6 7 8 9101112

QB9 O >

1 234 56 7 8 910

» il A
B L A R

Figura 1

a) Microplaca con voriconazol, método EUCAST. Fila H, columna 8, punto de lectura de CIM 0,06 mg/l. b) Microplaca

SYO. Fila F contiene voriconazol; en la columna 4, punto de lectura de CIM 0,06 mg/L.

clinico se determind la CIM con el panel SYO-Y010 (Trek-
Thermo Scientific™); luego, las cepas fueron derivadas al
laboratorio de referencia, donde se determiné la CIM seglin
los documentos EDef. 7.3.1. del EUCAST? y M27 4.2 ed. del
CLSI*, y, ademas, con el panel SYO-Y010. La interpretacion
categorica de los resultados se realizé de acuerdo con los
puntos de corte especie-especificos definidos en los docu-
mentos Antifungal Break point v. 10.0% y M60 2.2 ed.® del
EUCAST y CLSI, respectivamente.

Se evaluaron los siguientes antiflngicos: anfoteri-
cina B, fluconazol, itraconazol, flucitosina, posaconazol y
caspofungina (Merck, Argentina), voriconazol y anidula-
fungina (Pfizer, Argentina) y micafungina (Raffo-Astellas,
Argentina). La lectura de los resultados se realizd con espec-
trofotometro (EUCAST) o visualmente (CLSI). La lectura de
la CIM con el panel SYO fue visual; se determino el cambio
de color, no se leyo turbidez.

Se calculd el porcentaje de:

a. Cl: concordancia categorica entre el laboratorio clinico
y el laboratorio de referencia.

b. Concordancia esencial: cuando el valor numérico obte-
nido por el método de referencia y por SYO fue el mismo
042 diluciones®.

c. Concordancia categorica: coincidencia de la categoria
interpretativa entre el método de referencia y SYO para
las especies y antifungicos que cuentan con puntos de
corte clinico.

Cuando no hubo coincidencia, se asignaron las siguientes
discrepancias:

- Discrepancia muy mayor: cuando la levadura fue cate-
gorizada como resistente por el método de referencia y
como sensible por SYO.

- Discrepancia mayor: cuando la levadura fue categorizada
como sensible por el método de dilucion y como resistente
por SYO.

- Discrepancia menor: cuando la levadura fue categorizada
como sensible o resistente por el método de dilucion y
como sensible dependiente de dosis o viceversa por SYO.

En la figura 1 a y b se muestra un circulo en el punto
de lectura de CIM 0,06 mg/| para la misma cepa en estudio
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frente al voriconazol en una placa de microdilucion y en una
placa SYO, respectivamente.

En la tabla 1 se puede ver que el rango de Cl fue supe-
rior al 80% para la mayoria de los antiflingicos. El mayor
porcentaje de concordancia se observo con anfotericina B
(96,8%), mientras que el menor correspondio al voriconazol
(77,2%).

El porcentaje de discrepancias muy mayores fue < 4%
para todos los antifiingicos, tanto respecto del método de
referencia del CLSI como del EUCAST, a excepcion de la cas-
pofungina, que resulto la farmaco con el mayor porcentaje
de discrepancias muy mayores (5,8%) cuando se la comparé
con el método de referencia publicado por el CLSI.

Comparados con el método de referencia del EUCAST, el
itraconazol, el posaconazol y la anidulafungina mostraron
los porcentajes mas elevados de discrepancias mayores: el
17,6, el 18,1y el 19,6%, respectivamente (tabla 1).

Al evaluar con las placas SYO el panel de cepas con
mutaciones confirmadas molecularmente, obtuvimos con-
cordancia categorica en un rango del 79,2 al 100% para todos
los antifungicos excepto la anidulafungina, que presento un
rango menor (49-67,7%) (tabla 1). En este panel de cepas,
la caspofungina mostro el mayor porcentaje de aislados con
discrepancias muy mayores (5,6%).

La aparicion en el mercado del panel SYO ofrece la
posibilidad de detectar resistencia a distintos antifingi-
cos en levaduras de importancia clinica (Candida spp.,
C. neoformans) en 18-24 h. La técnica es sencilla de realizar,
facil de interpretar y no requiere equipamiento ni insumos
adicionales'®.

En Argentina no hay experiencia documentada sobre la
utilidad y la concordancia del panel SYO con los métodos
de referencia. En el presente trabajo se evaluaron especies
de Candida y se calcularon los porcentajes de concordan-
cia entre los resultados obtenidos con el panel SYO y los
métodos de referencia del CLSI y del EUCAST.

El porcentaje general de concordancia esencial respecto
de los métodos de referencia propuestos por el CLSI y el
EUCAST fue aceptable, del 80-98,7%y el 77,2-96,8%, respec-
tivamente. Esta valoracion permitiéo comprobar la precision
de los ensayos en los laboratorios participantes.

Con respecto a la concordancia categdrica con los
métodos de referencia, los porcentajes obtenidos para la
anfotericina B respecto del método del EUCAST (99,3%) y
para el voriconazol respecto de los métodos del EUCAST y el



4%

Tabla 1 Porcentaje de concordancias y discrepancias entre los métodos de referencia y SYO

% concordancia

% concordancia

% discrepancias

% discrepancias

% discrepancias

esencial® categorica® muy mayores?® mayores® menores?
Antifungico cle SYO-CLSI SYO-EUCAST SYO-CLSI SYO-EUCAST  SYO-CLSI  SYO-EUCAST  SYO-CLSI  SYO-EUCAST  SYO-CLSI  SYO-EUCAST
AnfotericinaB 96,8 (88,9) 98,7 (94,4) 96,8 (82,2) NA (NA) 99,3 (94,4) NA (NA) 0 (0) NA (NA) 0,69 (5,6) NA (NA) NA (0)
Flucitosina 87,3 (100) 88,3 (100) 87,3 (100) NA (NA) NA (NA) NA (NA) NA (NA) NA (NA) NA (NA) NA (NA) NA (NA)
Fluconazol 84,3 (80) 81,3 (87,2) 84,3 (87,1) 89,6 (95) 86,2 (92,2) 4 (0) 3,4 (0) 4,3 (5) 4,3 (5) 2,1 (0) 6 (2,8)
Itraconazol 83,3 (100) 81,8 (94,4) 83,3 (96,2) NA (NA) 79,6 (79,2) NA (NA) 2,8 (0) NA (NA) 17,6 (20,8) NA (NA) 0 (0)
Voriconazol 77,2 (66,7) 85,6 (91,7) 77,2 (63,3) 95 (100) 90,1 (91,7) 1,7 (0) 2 (0) 1,7 (0) 4 (8,3) 1,6 (0) 3,9 (0)
Posaconazol 89,1 (75) 84,4 (91,7) 89,1 (63,3) NA (NA) 79,9 (75) NA (NA) 2 (0) NA (NA) 18,1 (25) NA (NA) 0 (0)
Anidulafungina 78,6 (91,7) 81,1 (60,4) 78,6 (52,1) 85,9 (49) 77,9 (67,7) 1,9 (4,2) 2,6 (0) 7,1 (28,1) 19,6 (32,3) 5,1 (18,7) 0 (0)
Caspofungina 81,8 (66,7) 80 (87,8) 81,8 (74,2) 80,9 (94,4) NA (NA) 5,8 (5,6) NA (NA) 0,7 (0) NA (NA) 12,6 (0) NA (NA)
Micafungina 81,1 (68,8) 87,5(84,7) 81,1 (81,8) 94,6 (88,1) 95,3 (94,1) 2,4(2,9) 3,129 1,2 (0) 1,5 (2,9) 1,8 (9) 0 (0)

Cl: concordancia interlaboratorio + 2 diluciones; SYO: Sensititre YeastOne™, NA: no aplica; CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute; EUCAST: European Committee on Antifungal

Susceptibility Testing.

@ Los valores entre paréntesis indican los porcentajes de concordancia o discrepancia para las cepas mutantes (con mecanismos de resistencia conocidos).
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CLSI (el 90,1 y el 95%, respectivamente) fueron similares a
los resultados presentados por Cuenca-Estrella et al..

Con las equinocandinas, observamos algunas diferen-
cias en los porcentajes de concordancia categorica segln
el farmaco evaluado. Asi, los resultados fueron simila-
res a los presentados por otros autores en relacion con
la micafungina’ '3, con valores de concordancia categdrica
mayores del 90%. Asimismo, coincidimos con Pfaller et al.’?,
al senalar que la caspofungina fue el antifiingico con mas dis-
crepancias muy mayores. Es posible que estas discrepancias
se deban a que la caspofungina es un farmaco que precipita
en la microplaca e interfiere en la lectura e interpretacion
de los resultados. El CLSI y el EUCAST indican que la eva-
luacion de la sensibilidad a esta equinocandina no deberia
realizarse de manera rutinaria debido a la gran variabilidad
en los resultados observados in vitro>*.

Por el contrario, a diferencia de lo comunicado por Aig-
ner et al." y Pfaller et al."?, al comparar los resultados de
anidulafungina, obtuvimos un porcentaje elevado de discre-
pancias mayores (7,1-19,6%).

Es importante resaltar que, al evaluar el panel de cepas
resistentes al fluconazol y a las equinocandinas molecular-
mente confirmadas'?, el panel SYO fue capaz de detectar
la resistencia a fluconazol con una concordancia categorica
del 92,2-95% y a micafungina y caspofungina con una concor-
dancia categoérica mayor del 94%, aunque no resulto eficaz
con la anidulafungina, que fue el farmaco que mostro el
menor porcentaje (49-67,7%). Nuestros resultados coinciden
con los presentados por Espinel-Ingroff et al.”, con simila-
res porcentajes de concordancia para la caspofungina y la
micafungina, y menor concordancia para la anidulafungina.

Antes de implementar un equipo comercial para detectar
la sensibilidad a los antifingicos en los laboratorios asis-
tenciales es importante conocer no solo el porcentaje de
concordancia esencial con los métodos de referencia, sino
también el porcentaje de concordancia categorica, ya que
es una valoracion utilizada para clasificar a los aislados en
las categorias de «sensible» o «resistente». Estas categorias
son una herramienta de utilidad para los profesionales al
momento de elegir el tratamiento mas adecuado.

El panel SYO es una alternativa Gtil y confiable para
detectar aislamientos clinicos de Candida resistentes a los
antifungicos; ademas, es facil de utilizar en los laborato-
rios clinicos y arroja resultados de interpretacion sencilla y
equiparable a los que arrojan los métodos de referencia.
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Centro de Educacion Médica e Investigaciones Clinicas Nor-
berto Quirno, Buenos Aires; Viviana Flores, Hospital Italiano
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Santiso, Hospital Mufiz, Ciudad Autonoma de Buenos Aires;
Julian Serrano, Hospital Independencia, Santiago del Estero,
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