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RESUMEN 

OBJETIVO: Estandarizar la prueba de Inmunolluorescencia Indirecta (IFA) 

en frotis de concentrado leucocitario (Buffy-Coat) de sangre periférica y 

compararla con hemocultivo en la detección de candidemia en pacientes 

pediátricos con factores de riesgo para Candidosis Invasiva. 

MATERIAL Y METODOS: Se incluyeron 40 pacientes; de quienes a la par, se 

obtuvo 	sangre para hemocultivo y concentrado leucocitario. Los 

hemocultivos se procesaron siguiendo el procedimiento estandar. El 

concentrado leucocitario se obtuvo por centrifugación a 4 000 rpm, con el 

cual se realizaron frotes que fueron procesados con la técnica de IFA. 

RESULTADOS: En 22 pacientes (55%), se detectó Candida por IFA en 

concentrado leucocitario. A 4 pacientes (10%) se les aisló Candida en 

hemocultivo. IFA en concentrado leucocitario detectó al 100% de los 

pacientes con hemocultivo positivo. Hubo diferencias estadisticatnente 

significativas al comparar las proporciones de resultados positivos de IFA en 

concentrado leucocitario contra hemocultivo con una "P" de 0.0001. 

CONCLUSIONES: IFA en concentrado leucocitario detecta Candidemia con 

mayor frecuencia que con hemocultivo. Sus ventajas son que se puede 

realizar en pocas horas y que el resultado positivo puede apoyar el inicio de 

tratamiento con Anfotericina 13 en pacientes pediatricos con factores de 

riesgo para Candidosis invasíva. 
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ANTECEDENTES 

Los avances de la medicina moderna han traído como consecuencia una 

mejora en la expectativa de vida de pacientes con enfermedades crónicas 

(cáncer, enfermedades de la colágena, SIDA, etc.) que por lo común tenían 

mal pronóstico. Con el incremento en el numero de estos pacientes, 

proporcionalmente ha aumentado la incidencia de enfermedades infecciosas 

causadas por microorganismos oportunistas. Las bacterias causan la mayoría 

de estas infecciones; sin embargo, cada vez es mayor la frecuencia de las 

causadas por hongos (1). Los principales factores de riesgo asociados a 
infecciones micóticas que se han reconocido son: edades extremas de la 

vida, diabetes, SIDA, drogadicción, cirugía extensa, uso de catéteres, 

prótesis, esteroides y neutropenia (2-4). 

Las micósis que comúnmente ocurren en los pacientes 
inmunocomprometidos son causadas por Candida spp, Aspergillus spp 

Mucorales. Proporcionalmente, la mayoría son ocasionados por Candida spp 
(5). Los casos de Candidosis invasiva se reportan con una tendencia 

ascendente; empero, la información deriva de diversas series de autopsias 
(6). Cl diagnóstico de Candidosis invasiva sólo en un 15 a 40% de los casos 

se realiza por hemocultivos, esto debido a que la candidemia es un 

fenómeno transitorio e Intermitente (1,8). La mayoría de los casos son 

diagnosticados posbnortern; lo cual refleja la gravedad de la infección y la 

dificultad para detectarla en el momento oportuno en que puede iniciarse 
tratamiento. 
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Aunque la recuperación de hongos a partir de hemocultivos no siempre es 

un indice confiable de enfermedad invasiva o diseminada, continúa siendo el 

método estandar para la detección de fungemia. Se han diseñado distintos 

métodos para incrementar la posibilidad de detección de hongos a partir de 

muestras sanguíneas; entre los mejores se encuentran el propuesto por el 
grupo de Bulle (9), quienes emplean un medio bifásico de 13111 (Diphasic 

brain hearth infusión blood culture) con mejores resultados incluso que los 

métodos radiométricos y solamente superado por el sistema de Lisis 

Centrifugación (lsolator); este último método se ha considerado que 

aumenta las probabilidades de aislamiento (sensibilidad del 79%) y con 

mayor rapidez. El sistema consiste en lisado de las células sanguíneas, 

concentrado del hado por centrifugación y siembra directa en medios de 
cultivo en caja (Soya Tripticasa, Agar Chocolate, Sabouraud) (8,9). 

Aún y cuando se han mejorado los métodos de hemocultivo, se ha observado 

que en un 56% de casos de Candidosis invasiva diagnosticados por autopsia, 
no fueron diagnosticados por hemocultivos. 

Dada la dificultad para establecer el diagnóstico de Candidosis invasiva se 

han desarrollado tres grupos de técnicas: 1) detección de anticuerpos 

anticandida, 2) detección de antígenos de Candida y 3) detección de 
metabolitos. 
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Para la detección de anticuerpos, se ha empleado inmunoprecipitación, 

contrainmunoelectroforésis, aglutinación en látex, hemaglutinación pasiva, 
inmunofiuorescencia indirecta, ELISA, radioinmunoanálisis y Western Blot; 

sin embargo, la sensibilidad es variable debido a que la gran mayoría de 
pacientes que padecen Candidosis invasiva, son inmunocomprometidos, por 

lo tanto, la producción de anticuerpos anticandida está alterada. La 

especificdad (del 27 al 70%) se afecta porque la sola colonización con 

Candida estimula también la producción de anticuerpos, de tal manera que 

se incrementa la proporción de falsas positivas (10). 

Las técnicas diseñadas para detección de antígenos incluyen ELISA para 
detección de Manana (con el inconveniente de que este antígeno circula en 

muy bajas concentraciones, forma complejos inmunes y es eliminado 

rápidamente de la circulación) (11) y detección de Enolasa por ELISA (cuya 

sensibilidad varía del 64 al 85%, con especificidad del 96%) (12). 
Recientemente se reportó un estudio para la detección del antígeno 

1-3-Beta-D-Glucano; la sensibilidad y especificidad encontrados fueron de 

90 y 100%, respectivamente (13). 

Con respecto a la detección de metabolitos tales como Arabinitol y Manosa, 

las limitaciones radican en su baja especificidad y en que para su detección 

se necesita emplear cromatogralla de gas líquido, la cual limita el número de 

muestras a investigar por día y requiere de mayor tiempo para obtener el 

resultado. Además, dichos metabolitos se encuentran elevados en pacientes 

diabéticos o con insuficiencia renal. (14-16). 
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Un enfoque diagnóstico poco explorado es el empleo de detección de 

Candida en Concentrado Leucocitario (I3uffy Coat). Los escasos estudios 
realizados han sido de reportes de casos, Esta prueba consiste en 

concentrar y separar por centrifugación los leucocitos de muestras 

sanguíneas, y a partir del concentrado leucocitario realizar un extendido en 
un portaobjetos que se fija por calor y puede ser teñido por diversas 

técnicas (17, 18). En 1985, Ascuitto y colaboradores, emplearon la técnica 

por primera vez para el diagnóstico de infección micótica sistémica en 

muestras tomadas a través de catéteres. Los datos más relevantes de su 

estudio fueron que en los cultivos sembrados a partir del concentrado 

leucocitario hubo crecimiento más rápido y con mayor frecuencia en 

comparación a los hemocultivos tradicionales, y que la Unción de los frotes 
con la técnica de Gram les permitió la detección temprana de levaduras en 

las muestras de los pacientes cuyos cultivos fueron positivos (19). 

Dos años más tarde, Cattermole y Rivers, utilizaron esta técnica en un 

paciente pretérmino encontrando con notable facilidad la presencia de 

Candida. La conclusión de este reporte fue que mediante esta técnica se 

logró "concentrar" al agente, lo cual facilitó su detección (20). Hasta el 

momento no hay estudios clínicos publicados que evalúen la técnica de 
búsqueda de Candida en frotes hechos a partir de concentrado leucocitario, 

en combinación con Inmunoíluorescencia. 
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Para evaluar esta combinación de técnicas, en nuestro grupo de 

investigación se desarrolló un modelo animal de Candidosis sistémica en 

Conejos Nueva Zelanda. 

Los resultados del estudio (fig. 1) mostraron de forma categórica que la 

observación mediante IFA del concentrado leucocitario de una muestra de 

sangre es una fuente que incrementa la posibilidad de la detección de 

Candida y que esta técnica es superior a los hemocultivos en caldo de 

polipeptona (Vacutainer). La detección del agente se realizó en menor 

tiempo (21). 

En este trabajo se inicia la primera fase de validación de esta prueba 
diagnóstica comparándola con hemocultivos en pacientes pediátricos con 

factores de riesgo para Candidosis invasiva. Esta fase consiste en la 

estandarización de los procedimientos de que consiste la prueba y nos 

permite conocer el momento óptimo de la toma del estudio, características 

y condiciones de las ¡nuestras. Los pacientes son aquellos que representan 

casos típicos o formas graves de la enfermedad y no se utilizan sujetos 

control; nos da una idea general de la sensibilidad de la prueba (25). 



SUJETOS, MATERIAL Y METODOS 

Se realizó un estudio transversal en el Hospital de Pediatría del CMN, "Siglo 

XXI" del IMSS, de marzo de 1993 a enero de 1995. 

Se seleccionaron pacientes con edades comprendidas desde recién nacidos 
hasta 16 años y que reunieron 3 o más de los siguientes criterios: 

1) Sospecha de infección sistémica caracterizada por: fiebre o dtstermia, 

ataque al estado general, hepatoesplenomegalia, ictericia, apnea, 

distensión abdominal, taquicardia, polipnea, transtornos vasomotores, 

etc. 
2) Tratamiento con antibióticos de amplio espectro por 4 o más días. 

3) Presencia de catéter intravascular por 3 o más días. 

4) Apoyo nutricional con alimentación paz-entera]. 

5) Neutropenia menor a 500 neutrófilos absolutos. 
6) Tratamiento inmunosupresor: corticoesteroides y/o quimioterapia. 
7) Desnutrición grave. 
8) Enfermedad hemato-oncológica. 

Fueron excluidos del estudio los pacientes a quienes las muestras sanguíneas 

no fueron tomadas simultáneamente para las pruebas de diagnóstico a 
evaluar. 
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PROCEDIMIENTOS: 
A todos los pacientes incluidos en el estudio se les tomaron muestras de 3 
ml de sangre que se utilizaron para la obtención del concentrado 
leucocitario para inmunofluorescencia indirecta (1 ml) y hemocultivos 

(2 m1). 

Una parte de la muestra (hall se colectó en tubos estériles conteniendo 3 

mg de EDTA. Posteriormente se colocó en tubos Wintrobe y se centrifugó a 

4000 rpm durante 7 minutos (Centrifuga Hermle Z-320). El concentrado 
leucocitario (Buffy Coat) se tomó con una pipeta Pasteur estéril y se utilizó 

para realizar los frotes. En los casos en que no se obtuvo concentrado 

leucocitario visible, la muestra para el frote fue lá que se obtuvo de la 

interfase entre el concentrado eritrocitario y el suero. Todas las muestras se 
fijaron por calor y los frotes fueron procesados con la técnica de 

inmunofluorescencia indirecta (IFA) que brevemente se describe: 

A la laminilla fijada con calor se colocó un anticuerpo anticandida, obtenido 

de conejo (diluido 1:50 en PBS al 0.01 M con pH de 7.2): se incubó en 
cámara húmeda a 372C durante 45 minutos, se lavó por inmersión en PBS 

durante 10 minutos (dos lavados) y posteriormente se enjuagó con agua 
estéril. 

Se colocó un segundo anticuerpo de cabra anti-IgG de conejo (marcado con 
fluoresceína y diluido 1:50 en PBS), se incubó en cámara húmeda a 379C 
durante 45 minutos, se lavó por inmersión en PBS durante 10 minutos (dos 

lavados) y posteriormente se lavó con agua estéril. 
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Por último, se colocó una solución de Glicerina en PBS y un cubreobjetos. Se 
hizo la observación al microscopio de fluorescencia (Zeiss). 

Los anticuerpos utilizados en la técnica de IFA fueron policlonales; el 

primero es de un suero hiperinmúne de conejos inmunizados con levaduras 

muertas de Gandida albtcans.  El segundo anticuerpo es de suero 

hiperinmúne de cabra anta-IgG de conejo marcado con fluoresceina. 

Las muestras para hemocult:ivo se inocularon en tubos con caldo de 

polipeptona (Vacutainer), los cuales fueron Incubados a 3790, realizándose 

resiembras a las 24 y 48 horas en medios de Agar Sangre, Agar Chocolate y 
Agar McConkey. Estos medios fueron incubados a 379C durante 24 horas 
realizándose la identificación del microorganismo en los casos en que hubo 

crecimiento. El caldo de polipeptona se mantuvo incubado durante 4 
semanas haciéndose resiembras semanales. 

Las preparaciones fueron observadas por dos expertos y fueron catalogadas 

de acuerdo a los siguientes criterios; 

PARA IPA: 

1) POSITIVA: Cuando 	se observaron levaduras o pseudomicelios 
intensamente fluorescentes. 
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2) INESPECIFICA (o artefacto); Cuando la fluorescencia no mostraba 
estructuras levaduriformes. 

3) NEGATIVA: 	Cuando no se observaron levaduras. 

PARA LOS CULTIVOS: 

1) POSITIVOS: 	Desarrollo de colonias que fueron identificadas como 

levaduras del género Candida. 

2) NEGATIVOS: 
	

Cuando no hubo desarrollo de colonias de Candida 

durante un período de observación de 4 semanas; o 

en su defecto, que hubiese crecimiento de bacterias. 

ANALISIS DE LOS DATOS: 
Se calculó sensibilidad para. IFA tornando como Estandar de Oro al resultado 

del Hemocultivo. Por otra parte, se comparó la proporción de resultados 

positivos para IFA y hemocultivo en los pacientes estudiados mediante la 
prueba de Fisher. 

No se calcularon especificidad y valores predictivos para las pruebas dado 

que no se utilizaron controles en el estudio. 

La concordancia inter-observador fue determinada mediante el cálculo de 
Kappa. 
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RESULTADOS 

Durante los 23 meses del estudio, se incluyeron 50 pacientes con factores 

de riesgo para Candidosis invasiva, de los cuales 10 (20%) se excluyeron por 

no haberse tomado los estudios simultáneamente. 

Del total de 40 casos estudiados, por grupo de edad hubo 10 (25%) 

adolescentes, 9 preescolares (22.5%), 8 escolares (20%), 12 lactantes 

(30%) y un neonato (2.5%). Predominó el sexo masculino con una relación 

de 3:1. Veinticinco casos fueron pacientes neutropénicos con fiebre más 

otro criterio de inclusión; 15 pacientes eran no neutropénicos pero con 3 o 

más factores de riesgo para. Candidosis invasiva. 

En los 40 casos estudiados, se obtuvieron en forma simultánea un 

hemocultivo y muestra para concentrado leucocitario e IFA. Cuatro de los 40 

pacientes (10%), tuvieron hemocultivo positivo para Candida, dos eran 

pacientes neutropénicos y 2 no neutropénicos. En los 4 casos se detectó 

candidernia en concentrado leucocitario por IPA, 
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En la tabla 1 se muestra el porcentaje de resultados positivos para 1FA y 

hemocultivo en los 40 pacientes estudiados que fueron definidos con alta 

predisposición para Candidosis invasiva por la presencia de factores de 

riesgo, 

TABLA 1. 

PORCENTAJE DE POSITIVIDAD DE IFA Y HEMOCULTIVO EN 40 CASOS 

PROBABLES DE CANDIDOSIS INVASNA DEFINIDOS POR LA PRESENCIA 

DE FACTORES DE RIESGO. 

Prueba 	# de Pos. # de Neg. Total 	0/0 

IFA en CL* 	22 	18 	40 	55 

Hernocultivo 
	

36 	40 	10 

IFA en CL = Inmunofluorescencia Indirecta en Concentrado Leucocitario. 
Pos. = Positivos. 	Neg. = Negativos. 

De esta forma, el porcentaje de resultados positivos para hemocultivo fue del 

10% y para IFA en concentrado leucocitario del 55% con una diferencia 

estadísticamente significativa (P < 0,0001). 

La concordancia inter-observador medida a través de kappa fue de 0.75. 
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DISCUSION 

La baja sensibilidad del hernocultivo como una prueba útil en el diagnóstico 
de Candidosis invasiva es una problema que ha motivado la investigación de 

opciones más efectivas para detectar esta complicación. Los problemas a 

que se han enfrentado los diversos grupos de investigadores al respecto, son 

la dificultad para recuperar Candida en los diversos medios de cultivo, la 

imposibilidad de "concentrada" para detectar sus antígenos y metabolitos y 

la irregularidad de la respuesta inmunológica como indicador de infección 

sistémica, especialmente en pacientes neutropénlcos (10, 15, 16). 

De acuerdo a lo sugerido en los trabajos de Ascuitto y Cattermole (19, 20), 

mediante el estudio del concentrado leucocitario de una muestra de sangre, 
es posible identificar fácilmente levaduras a través de tinciones y es posible 

recuperar Candida en cultivos en mayor número de veces y más rápido que 

con los métodos convencionales. A la fecha, estas conclusiones se basan en 

el estudio de sólo unos cuantos pacientes. 

Este estudio se fundamentó en el empleo de dos técnicas: la primera. que 

consta de la obtención del concentrado leucocitario en una muestra de 

sangre y la segunda, una técnica de inmunoiluorescencia indirecta con 

anticuerpos policlonales contra la pared del microorganismo que facilita la 

observación de levaduras evidenciadas mediante el segundo anticuerpo 

marcado con lluoresceina. 
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Esta combinación de técnicas no había sido previamente utilizada en la 
detección de Candidemia. La inmunoiluorescencia directa fue utilizada 

previamente para la detección de Candida en biopsias (22). 

En este trabajo se inició el estudio de la prueba en el campo clínico en 

pacientes con factores de riesgo para desarrollar enfermedad invasiva por 

Candida. A pesar de sus limitaciones, se utilizó al hemocultivo como 
estandar de oro, considerando que hasta ahora es una de las pruebas más 

usadas y accesibles para el diagnóstico de Candidosis invasiva (12). La 

división subsecuente de los pacientes tomando en cuenta la presencia o no 

de neutropenia se debió a un interés particular, ya que aquellos con 

neutropenia severa son un grupo frecuentemente encontrado en nuestro 

hospital; sin embargo, en todos los casos hubo factores de riesgo suficientes 

para desarrollar Candidosis invasiva. 

Sólo en 4 (10%) de los 40 hemocultivos se recuperó Candida, lo cual es 

similar al porcentaje de hemocultivos positivos para este agente observado 

en nuestro hospital durante 1994 que fue aproximadamente del 7% 

(Laboratorio de Microbiología, Hospital de Pediatría C.M.N. "Siglo XXI": dato 

no publicado). Este hallazgo refuerza el concepto respecto a la baja 
sensibilidad del hemocultivo como prueba única para el diagnóstico de 

Candidosis invasiva. 
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A pesar del bajo porcentaje de recuperación de Candida, en el 100% de los 

pacientes con hemocultivo positivo, la innmnolluoreseencia fue igualmente 

positiva. Por otro lado, en 18 (55%) casos la imnunolluorescencia fue 

positiva con sus correspondientes hemocultivos negativos, consideramos 
que estos resultados pudieron corresponder a "verdaderos positivos", ya que 

fueron seleccionados casos con factores de riesgo, en los que se conoce por 

estudios de autopsias el porcentaje de infección sistémica por Candida 
oscila entre el 40 y 70% (6). A favor de este punto está la alta concordancia 

inter-observador encontrada dado que es una prueba objetiva, observándose 

directamente las levaduras, siendo poco probable confundirlas al 

microscopio (Fig. 2). Por último, si consideramos a los 40 casos con alta 

predisposición para Candidosis invasiva en base a la presencia de factores de 

riesgo, IFA demostró ser superior al hemocultivo (55 Vs, 10% de resultados 

positivos respectivamente P < 0.0001). 

Finalmente, el pocentaje de pruebas positivas mediante IFA en concentrado 

leucocitario (55%) es quizá un reflejo más cercano de la prevalencia real de 

Candidosis invasiva en la población estudiada. 
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PERSPECTIVAS CLINICAS 

La dificultad para establecer el diagnóstico de Candidosis invasiva impone la 

necesidad de detectarla oportunamente, para lo cual IFA se propone como 
una alternativa rápida y fácil de realizar. En ningún caso el hemocultivo fue 

positivo con IFA negativa, lo que sugiere que en los sujetos que estudiarnos 

la sensibilidad, lo cual aún deberá de terminarse. 

La alta letalidad (70%) reportada en pacientes con factores de riesgo para 
Candidosis invasiva ha motivado el inicio empírico de tratamiento 
antifúngico en forma cada vez más temprana. La detección de Candida por 

IFA en concentrado leucocitario en una muestra de sangre en estos 

pacientes probablemente apoyaría la decisión de iniciar tratamiento con 

Anfotericina B, disminuyendo el inicio empírico de este medicamente en 

pacientes hemato-oncológicos con neutropenla y fiebre (23). En todos los 
casos el riesgo de tratar a estos pacientes es menor al de mantener una 

conducta expectante aún y cuando conocemos los problemas asociados al 

manejo con Anfotericina. A este respecto, hay cada vez un mayor número de 

medidas que permiten reducir y controlar su toxicidad (24). 
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Por el momento, ya que desconocemos la especificidad de IFA en 

concentrado lencocitario, no se puede sugerir dejar sin tratamiento a 

aquellos pacientes con IFA negativa y con factores de riesgo para 

enfermedad invasiva por Candida. 

La detección de Candida a través del estudio del concentrado leucocitario de 

una muestra de sangre mediante IFA tiene las siguientes ventajas: es rápida, 

requiere de poca cantidad de sangre y puede ser útil en el seguimiento 

clínico de los pacientes con alta predisposición para desarrolla• enfermedad 

invasiva por Candida. 

Debemos tener presente, corno es comentado por Matthews (16), que es la 

suma de resultados de diferentes pruebas de detección de Candida la 

solución al problema de diagnóstico de Candidosis invasiva. 
En las siguientes fases de la prueba deberá ampliarse espectro de los casos 

estudiados utilizando nuevamente pacientes con manifestaciones típicas de 
la enfermedad, así como otras formas de presentación de la misma, 

haciendo el contraste con individuos sanos (controles); esto buscando 

definir si la prueba puede detectar otras variedades de la enfermedad 

(localizada, invasiva, y sistémica) y si es capaz de discriminar aquellos 

sujetos sin enfermedad (especificidad). 
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Buscando mejorar el estandar de oro es necesario incrementar la posibilidad 

de recuperar Candida en hemocultivos mediante el empleo de las técnicas 
recientemente descritas (tisis y centrifugación, cultivo en B111, etc. Ref 28), 

o con la detección en suero de sus antígenos y genoma (12, 29). Asimismo, 

en fases posteriores deberán tomarse un mayor número de muestras de IFA, 

a fin de tratar de alcanzar una mayor sensibilidad. 
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FIGURA 1: Observación de levaduras fluorescentes en un 

frotis de concentrado leucocitario de sangre periférica 

de conejo. 
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FIGURA 2: Observación de levaduras fluorescentes en gemación 

que sobresalen a la fluorescencia inespecifica. Muestra de 

sangre periférica de un paciente. 
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COROLARIO METODOLOGICO. 

Siempre que estudiamos una nueva prueba diagnóstica, aceptamos como 

válidas sólo a aquellas que han sido desarrolladas mediante el clásico estudio 

que considera todo el espectro de la enfermedad y que incluye controles 

permitiendo conocer sensibilidad, especificidad y valores predictivos 

positivo y negativo. Esto ha dado lugar a que en muchos casos, el desarrollo 

de una prueba diagnóstica se vuelva dificil, frustrante e inútil al no cumplir 

con todos los requisitos (27). 

Para comprender la complejidad del desarrollo de una prueba diagnóstica, 

basta con hacer una analogía con el desarrollo de un nuevo tratamiento. 

Evidentemente, este se realiza gradualmente hasta que finalmente se utiliza 

en situaciones clínicas habituales. Aquellos fármacos que no superan este 

"tamízale" no vale la pena probarlos en "Ensayos Clínicos". En el desarrollo 

de una prueba diagnóstica el razonamiento es similar; es decir, debe 

seguirse una secuencia ordenada y lógica en la que la prueba debe sortear 

varios retos antes de considerarse útil. Este concepto ya ha sido 

previamente mencionado por Feinstein y Nierenberg (25, 26), quienes 
sugieren que el desarrollo de una prueba diagnóstica debe seguir por lo 
menos 5 fases (Tabla 2). 
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TABLA 2 
FASES EN EL DESARROLLO DE UNA PRUEBA DIAGNOSTICA. 

Controles 	 Propósito 

Casos típicos. 	No. 	 Estandarización. 

l 	Casos típicos, 	Individuos sanos. 	Sensibilidad 

especificidad. 

III 	Se amplía el 	Individuos sanos. 	Distinción más sutil. 

espectro. 

IV 	Casos típicos 	Diagnósticos diferen- 	Aumenta el reto a la 

y otras maní 	dales y sanos, 	 prueba. 

festaciones. 

V 	Todo el espectro posible de pacientes 	Valores predictivos. 

en situaciones clinicas habituales. 

(Ensayo Clínico) 

Adaptada de: Feinstein y col.1Iow to Evaluate a DitiOostielVlarker 
Test. JAMA 1988; 259: 1699-1702. 

FASE I: En esta fase se estandarizan los procedimientos de que consiste la 
prueba y nos permite conocer el momento óptimo de la toma del 

estudio, características y condiciones de las muestras, así como 

los aspectos farmacoclnéticos según sea el caso. Los pacientes en 

estudio son aquellos que representan casos obvios o formas graves 

de la enfermedad. Si los resultados de esta fase son alentadores, 

debe pasarse a la siguiente (sensibilidad). 
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FASE U: En ella se estudian casos obvios de la enfermedad y se contrastan 
con controles sanos, nos permite una distinción "gruesa" entre 

presencia y ausencia de la 	enfermedad 	(sensibilidad 	y 

especificidad). 

FASE M: Se amplía el espectro de la enfermedad a sus principales 

manifestaciones y variedades, se siguen utilizando controles sanos. 

FASE IV: El espectro se abre. tanto en los casos de enfermedad como en los 

controles, 	de 	manera que se incluyen los diagnósticos 

diferenciales más importantes de la enfermedad en estudio. En 

esta fase se evalúan las condiciones que pueden interferir con la 

prueba y que pudieran producir resultados falsos positivos y 

negativos. Además, se define si la prueba detecta sólo una variante 

de la enfermedad o algunas de sus formas de presentación. 

FASE V: Es la equivalente al "Ensayo Clínico Controlado" y en ella la prueba 

se aplica en las condiciones clínicas en que habitualmente se 

indicaría su uso (valores predictivos positivo y negativo). 

La secuencia descrita no implica rigidez metodológica, de manera que el 

desarrollo de algunas de las fases podría obviarse de acuerdo a los resultados 

que se obtengan. Así, la adecuada aplicación de estas fases nos ayuda a 

prevenir los problemas ocasionados cuando una prueba diagnóstica es 

utilizada antes de su correcta evaluación e interpretación. (27). 
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CONCLUSIONES 

1) La Inmunofluorescencia indirecta (IFA) en concentrado leucocitario de 

una muestra de sangre detecta candidemia con mayor frecuencia que 

el hemocultivo en pacientes con factores de riesgo para Candidosis 

invasiva. 

2) La detección de candidemia mediante IFA del concentrado leucocitario 

de una muestra de sangre en pacientes con factores de riesgo para 

Candidosis Invasiva probablemente apoye la decisión de iniciar 

tratamiento antifúngico, especialmente en aquellos 	sujetos 	con 

enfermedades hemato-oncológicas, neutropenta y fiebre. 

3) La detección de Candida mediante IFA en concentrado leucocitario de 

una muestra de sangre ofrece las siguientes ventajas: requiere poca 

cantidad de sangre y puede realizarse en pocas horas. 
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