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RESUMEN

OBJETIVO: Estandarizar la prucha de Inmunofluorescencia Indirecta {(IFA)
en frotis de concentrado leucocitario (Buffy-Coat) de sangre periférica y
compararla con hemocultivo en la deteccion de candidemia en pacientes
pediatricos con factores de riesgo para Candidosis invasiva,

MATERIAL Y METODOS: Se incluyeron 40 paclentes; 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 centrifugacion a 4 000 rpm, con el
cual se realizaron frotes que fueron procesados con la técnica de IFA.

RESULTADOS: En 22 pacientes {55%), se detecté Candida por IFA en
concentrado leucocitario. A 4 pacientes {10%) se les aislé Candida en
hemocultive. IFA en concentrado leucocitario detecté al 100% de los
pacientes con hemocultive positivo. Hubo diferencias estadisticamente
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 lencocitario 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 B en pacientes pediatricos con factores de
riesgo para Candidosts invasiva,



ANTECEDENTES

Los avances de la medicina moderna han traido como consecuencia una
mejora en la expectativa de vida de pacientes con enfermedades cronicas
(cancer, enfermedades de la coldgena, SIDA, etc.) que por lo comiin tenian
mal prondstico. Con el incremento en el mimero de estos pacientes,
proporcionalmente ha aumentado la incidencia de enfermedades infecciosas
causadas por microorganismos oportunistas. Las bacterias causan la mayoria
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 micéticas que se han reconocido son: edades extremas de la
vida, diabetes, SIDA, drogadiccidn, cirugia extensa, uso de catétercs,
protesis, esteroides y neutropenia (2-4).

Las micésis que comminmente ocurren en los pacientes
inmunocomprometidos son causadas por Candida spp, Aspergillus spp-y
Mucorales. Proporcionalmente, la mayoria son ocasionados por Candida spp
(5). Los casos de Candidosis invasiva se reportan con una tendencia
ascendente; empero, la informacién deriva de diversas series de autopsias
(6). El diagndstico de Candidosis invasiva sélo en un 15 a 40% de los casos
se realiza por hemocultivos, esto debido a que la candidemia es un
fenémeno transitorio e intermitenie (1,8). La mayoria de los casos son
diagnosticados postmortem; lo cual refleja la gravedad de la infeccion y la
dificultad para detectarla en el momento oportuno en que puede iniciarse
tratamiento.



Aunque la recuperacion de hongos a partir de hemocultivos no siempre es
un indice conflable de enfermedad invasiva o diseminada, continua siendo ol
método estandar para la deteccion de fungemia. Se han disenado distintos
métodos para incrementar la posibilidad de deteccion de hongos a partir de
muestras sanguineas; entre los mejores se encuentran el propuesto por el
grupa de Bille (9}, quienes emplean un medio bifasico de BHI (Biphasic
braln hearth infusion blood culture) con mejores resultados incluse que los
métodos radiométricos y solamente superado por el sistema de Lisis
Centrifugaclon (Isolator); este ultimo 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 sanguineas,
concentrada del lisade por centrifugacton y siembra directa en medios de
cultivo en caja (Saya Tripticasa, Agar Chocolate, Sabouraud) (8,9).

Ann y cuando se han mejorado los métodos de hemocultivo, se ha observado
que en un 56% de casos de Candidosts invasiva dlagnosticados por autopsia,
no fueron diagnoesticados por hemocultivos.

Dada la dificultad para establecer el diagnostico de Candidosis invasiva se
han desarrollado tres grupos de técnicas: 1) deteccion de anticuerpos

anticandida, 2] deteccian de antigenos de Candida y 3) deteccion de
metabolitos.



Para la deteccion de anticuerpos, se ha empleado inmunaprecipitacion,
contrainmunoelectroforésis, aglutinacion en latex, hemaglutinacion pasiva,
inmunofluorescencia indirecta, ELISA, radioinmunocanalisis y Western Blot;
sin embargo, la sensibilidad es variable debido a que la gran mayoria de
pacientes que padecen Candidosts invasiva, son inmunocomprometidos, por
lo tanto, la produccion de anticnerpos anticandida estd alterada. La
especificdad (del 27 al 70%) se afecta porque la sola colonizacion con
Candida estimula también la produccion de anticuerpos, de tal manera que
se incrementa la proporcion de falsas positivas (10).

Las técnlcas disenadas para deteccion de antigenos incluyen ELISA para
deteccion de Manana {(con el inconveniente de que este antigeno circula en
muy bajas concentraciones, forma complejos inmunes y es eliminado
rapidamente de la circulacion) (11) y deteccidn de Enolasa por ELISA (cuya
sensibilidad varia del 64 al 85%, con especificidad del 96%) (12).
Recientemente se reporté un estudio para la deteccion del antigeno
1-3-Beta-D-Glucano; la sensibilidad y especificidad encontrados fueron de
90 y 100%, respectivamente (13).

Con respecto a la deteccion de metabolitos tales como Arabinitol y Manosa,
las Hmitaciones radican en su baja especificidad y en que para su deteccion
se neceslta emplear cromatografia de gas liquido, la cual limita el ntiimero de
muestras a investigar por dia y requiere de mayor tiempo para obtener el
resultado. Ademas, dichos metabolitos se encuentran elevados en pacientes
diabéticos o con insuficiencia renal. (14-16).



Un enfoque diagnéstice poco explorado es el empleo de deteccion de
Candida en Concentrado Leucocltario (Buffy Coat). Los escasos estudios
realizados han sido de rcportes de casos. Esta prucha consiste en
concentrar y separar por centrifugacion los leucocitos de muestras
sanguineas, y a partir del concentrado lencocitario realizar un extendido en
un portaobjetos que se fija por calor y puede ser tenido por diversas
téenicas (17, 18). En 1985, Ascuiito y colaboradores, emplearon la técnica
por primera vez para el diagnostico de infeccion micotica sistémica en
muestras tomadas a través de catéteres. Los datos mas relevantes de su
estudio fueron que en los cultivos sembrados a partir del concentrado
leucocitario hubo crecimiento mas rdpido y con mayor frecuencla en
comparacién a los hemocultivos tradicionales, y que Ia tincién de los frotes
con la técnica de Gram les permiti6 la deteccion temprana de levaduras en
las muestras de los pacientes cuyos cultivos fueron positivos {19).

Dos anos mas tarde, Cattermole y Rivers, utilizaron esta técnica en un
paciente pretérmino encontrando con notable facilidad la presencia de
Candida. La conclusion de este reporte fue que mediante esta técnica se
logroé "concentrar" al agente, lo cual facilité su deteccion (20). Hasta el
momento no hay estudios clinicos publicados que evalien la técnica de
busqueda de Candida en frotes hechos a partir de concentrado leucocitario,
en combinacién con Inmunofluorescencia.



Para evaluar esta combinacién de téenicas, en nuestro grupo de
investigacion se desarrolld un modelo animal de Candidosis sistémica en

Conejos Nueva Zelanda.

Los resultados del estudio (fig. 1) mostraron de forma categorica que la
observacién mediante IFA del concentrado lencocitario de una muestra de
sangre es una fuente gue incrementa la posibilidad de la deteccion de
Candida y que esta técnica es superior a los hemocultivos en calde de
polipeptona (Vacutainer). La deteccion del agente se realizé en menor
tiempo (21).

En este trabajo se inicia la primera fase de validacién de esta prueba
diagnastica comparandola con hemocultivos en pacientes pediatricos con
factores de riesgo para Candidosis invasiva. Esta fase consiste en la
estandarizacién de los procedimientos de que consiste la prucba y nos
permite conocer el momento dptimo de la toma del estudio, caracteristicas
y condiclones de las muestras. Los pacientes son aquellos que representan
casos tipicos 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 realiz6 un estudio transversal en el Hospital de Pediatria del CMN, "Siglo
XX1" del IMSS, de marzo de 1993 a enero de 1995,

Se seleccionaron pacientes con edades comprendidas desde recién nacidos
hasta 16 anios y que reunieron 3 0 mas de los siguientes criterios:

1) Sospecha de infeccion sistémica caracterizada por: fiebre o distermia,
ataque al estado general, hepatoesplenomegalia, ictericia, apnea, (
distension abdominal, taquicardia, polipnea, transtornos vasomotores,
ete,

2) Tratamiento con antibiéticos de amplio espectro por 4 o mas dias. )

3} Presencla de catéter intravascular por 3 o mas dias. i

4} Apoyo nutricional con alimentacién parenteral.

5) Neutropenia menor a 500 neutrofilos absolutos.

6) Tratamiento inmunosupresor: corticoesteroides y/o quimioterapia,

7) Desnutricion grave.

8) Enfermedad hemato-oncoldgica,

Fueron excluidos del estudio los pacientes a quienes las muestras sanguineas
no fueron tomadas simultineamente para las pruebas de diagnostico a
evaluar.



PROCEDIMIENTOS:

A todos los pacientes incluidos en ¢l estudio se les tomaron muestras de 3
ml de sangre que se utilizaron para la obtencién del concentrado
leucocitario para inmunofluorescencia indirecta (1 ml} y hemocultivos
(2 ml).

Una parte de la muestra (1ml) se colectd en tubos estériles conteniendo 3
mg de EDTA. Posteriormente se coloco en tubos Wintrobe y se centrifugé a
4000 rpm durante 7 minutos (Centrifuga Hermle Z-320). El coneentrado
leucocitario (Buffy Coat) se tomé con una pipeta Pasteur estéril y se utilizo
para realizar los frotes. En los casos en que no se obtuvo concentrado
leucocitario visible, la muestra para el frote fue 1a 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 fljada con calor st colocé un anticuerpo anticandida, obtenido
de‘conejo (diluido 1:50 en PBS al 0.01 M con pH de 7.2): se incubo en
camara himeda a 37°C durante 45 minutos, se lavé por inmersion en PBS
durante 10 minutos (dos lavados) y posterformente se enjuagé con agua
estéril.

Se coloco un segundo anticuerpo de cabra anti-lgG de conejo (marcado con
fluoresceina y diluido 1:50 en PBS), se incubd en camara humeda a 37°C
durante 45 minutos, se lavé por inmersion en PBS durante 10 minutos (dos
lavados) y posteriormente se lavo con agua estéril.



Por 1ltimae, se colocd una solucion de Glicerina en PBS y un cubreobjetos. Se
hizo la observacion al microscopio de fluorescencia (Zeiss).

Los anticuerpos utilizados en la téenica de IFA fueron policlonales; el
primero es de un suero hiperinmine de conejos inmunizados con levaduras
muertas de Candida albicans. El segundo anticuerpe es de suero
hiperinmune de cabra anti-lgG de conejo marcado con fluoresceina.,

L.as muestras para hemocultivo se inocularon en tubos con caldo de
polipeptona (Vacutainer), los cuales fueron incubados a 372C, realizandose
resiembras a las 24 y 48 horas en medios de Agar Sangre, Agar Chocolate y
Agar McConley. Estos medios fueron incubados a 37°C durante 24 horas
realizandose la identificacién del microorganismo en los casos en que hubo
crecimiento. El calde de polipeptona se mantuvo incubado durante 4
semanas haciéndose resfembras semanales.

Las preparaciones fueron observadas por dos expertos y fueron catalogadas
de acuerdo a los siguientes criterios:

PARA IFA:

1) POSITIVA: Cuando  se  observaron levaduras o pseudomicelios
intensamente fluorescentes.



2} INESPECIFICA (o artefacto): Cuando la f{luorescencia no mostraba
estructuras levaduriformes.

3) NEGATIVA: Cuando no se observaron levaduras,
PARA LOS CULTIVOS:
1) POSITIVOS: Desarrollo de colonlas que fueron identificadas como

levaduras del género Candida.

2) NEGATIVOS: Cuando no hubo desarrollo de colonias de Candida
durante un periodo de observacion de 4 semanas; o
en su defecto, que hubiese creciiniento de bacterias.

ANALISIS DE LOS DATOS:

Se calculd sensibilidad para IFA tomando como Estandar de Oro al resultado
del Hemocultivo, Por otra parte, se compard la proporcion de resultados
positivos para IFA y hemocultivo en los pacientes estudiados mediante la
prucba 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 calculo 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 simultaneamente.

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%). Predomind el sexo masculino con una relacion
de 3:1. Veinticinco casos fueron pacientes neutropénicos con fichre mas
otro criterio de inclusion: 15 pacientes eran no neutropénicos pero con 3 o
mas factores de riesgo para Candidosis invasiva.

En los 40 casos estudiados, s¢ obtuvieron en forma simultinea un
hemocultivo y muestra para concentrado leucocitario ¢ IFA. Cuatro de los 40
pacientes (10%), tuvieron hemocultivo positivo para Candida, dos eran
pacientes neutropénicos y 2 no ncutropénicos. En los 4 casos se detecto
candidemia en concentrado leucocitario por IFA,

11
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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
predisposicion 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 INVASIVA DEFINIDOS POR LA PRESENCIA

DE FACTORES DE RIESGO.
Prueba # dePos., #de Neg. Total %
IFA en CL* 22 18 40 55
Hemocultivo 4 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
estadisticamente 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 hemocultivo como una prueba util en el diagnostico
de Candidoesis invasiva es una problema gue ha motivado la investigacion de
opciones mas efectivas para detectar esta complicaclén. Los problemas a
que se han enfrentado los diversos grupos de investigadores al respecta, son
la dificultad para recuperar Candida en los diversos medios de cultivo, la
imposibilidad de “concentrarla” para detectar sus antigenos y metabolitos y
la irregularidad de la respuesta inmunologica como indicador de infeceion
sistémica, especialmente en pacientes neutropénicos (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 facilmente levaduras a través de tinclones y es posible
recuperar Candida en cultivos en mayor nimero de veces y mas rapido que
con los métodos convencionales. A la fecha, estas conclusiones se basan en
el estudio de sélo unos cuantos pacientes.

Este estudio se fundamentd en el empleo de dos técnicas: la primera. que
consta de la obtencion del concentrado leucociiario en una muestra de
sangre y la segunda, una técnica de inmunofluorescencia indirecta con
anticuerpos policlonales contra la pared del microorganismo que factlita la
observacion de levaduras evidenciadas mediante el segundo anticuerpo
marcado con fluoresceina,
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Esta combinacion de técnicas no habia sida previamente utilizada en la
deteccion de Candidemia. La inmunofluorescencia directa fue utilizada
previamente para la deteccion de Candida en biopsias (22).

En este trabajo se inicid el estudio de la prueba en el campo clinico en
pacientes con factores de riesgo para desarrollar enfermedad invasiva por
Candida. A pesar de sus limitaciones, se utilizo al hemocultivo como
estandar de oro, considerando que hasta ahora es una de las prucbas mas
usadas y accesibles para el diagnéstico de Candidosis invasiva (12). La
division subsecuente de los pacientes tomando en cuenta la presencia o no
de neutropenia se debié 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.

Solo en 4 (10%) de los 40 hemocultivos se recuperd 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 Microbfologia, Hospital de Pediatria C.M.N. "Siglo XXI"; dato
no publicado). Este hallazgo refuerza el concepto respecto a la baja
sensibilidad del hemocultivo como prucha unica para el diagndstica de
Candidosis invasiva. \
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A pesar del bajo porcentaje de recuperacion de Candida, en el 100% de los
paclentes con hemocultivo positivo, la inmunofluorescencia fue igualmente
positiva. Por otro lado, en 18 (55%) casos la inmunofluorescencia fue
positiva con sus correspondientes hemocultivos negativos, consideranios
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 infeccion sistémica por Candida
oscila entre el 40 y 70% (6). A favor de este punto esta la alta concordancta
inter-observador encontrada dado que s una prueba objetiva, observandose
directamente las levaduras, siendo poco probable confundirtas al
microscopto (Fig. 2). Por ulttmo, si consideramos a los 40 casos con alta
predisposicion para Candlidosis invasiva en base a la presencia de faciores de
riesgo, IFA demostro ser superlor al hemocuitivo (55 Vs. 10% de resultados
posittvos respectivamente P < 0.0001).

Finalmente, el pocentaje de pruebas positivas mediante IFA en concentrado
leucocitarto (55%) es quiza un reflejo mas cercano de la prevalencia real de
Candidosis invasiva en Ia poblacion estudiada,

15



PERSPECTIVAS CLINICAS

La dificultad para establccer el diagnaéstico de Candidosis invasiva impone la
necesidad de detectarla oportunamente, para lo cual IFA se propone cono
una alternativa rapida y facil de realizar. En ningun caso el hemocultivo fue
positivo con IFA negativa, lo que sugiere que en los sujetos que estudiamaos
la sensibilidad, lo cual aiin debera de terminarse.

La alta letalidad (70%) reportada en pacientes con factores de riesgo para
Candidosts invasiva ha motivado el inicio empirica de tratamiento
antifingico en forma cada vez mas temprana. La detecclon de Candida por
IFA en concentrado leucaocitario en una muestra de sangre en estos
pacientes probablemente apoyaria la decision de iniciar tratamiento con
Anfotericina B, disminuyendo el Inlcio empirico de este medicamente en
pacientes hemato-oncolégices con neutropenia y Hebre (23). En todos los
casos el riesgo de tratar a estos pacientes es menor al de mantener una
conducta expectante atin y cuando conocemos los problemas asociados al
manejo con Anfotericina. A este respecto, hay cada vez un mayor ntimero 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 leucocitario, no se puede sugerir dejar sin tratamiento a
agquellos pacientes con IFA negativa y con factores de riesgo para
enfermedad invasiva por Candida.

La deteccion de Candida a través del estudio del coneentrado leucocitario de
una muestra de sangre mediante IFA tiene las siguientes ventajas: es rapida,
requlere de poca cantldad de sangre y puede ser utfl en el seguimiento
clinico de los pacientes con alta predisposicion para desarrollar enfermedad
invasiva por Candida.

Debemos tener presente, como es comentado por Matthews (16), que es la
suma de resultados de diferentes pruebas de deteccion de Candida la
sohicton al problema de diagnostico de Candldosis invasiva.

En las sigulentes fases de la prueba debera ampliarse espectro de los casos
estudiados utiizando nuevamente pacientes con manifestaciones tipicas de
la enfermedad, asi como otras formas de presentacion 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).

17



Buscando mejorar el estandar de oro es necesario incrementar la posibilidad
de recuperar Candida en hemocultivos niediante ¢l empleo de las técnicas
reclentemente descritas (Lisis y centrifugacién, cultivo en BHI, etc. Ref 28},
o con la deteccion en suero de sus antigenos y genoma (12, 29}, Asimisimo,
en fases posteriores deberin tomarse un mayor miunero de muestras de IFA,
a fin de tratar de alcanzar una mayor sensibilidad.

18
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FIGURA 1: Observacién de levaduras fluorescentes en un

frotis de concentrado leucocitario de sangre periférica

de conejo.
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FIGURA 2: Observaci6n de levaduras fluorescentes en gemacion

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 diagnéstica, aceptamos como
validas sdlo a aquellas que han sido desarrolladas mediante el elasico estudio
que considera todo el espectro de la enfermedad y que incluye controles
permitiendo conocer sensibilidad, especificidad y valores predictivos
positive y negativo. Esto ha dado lugar a que en muchos casos, el desarrollo
de una prueba diagnéstica se vuelva difict], frustrante e inutil al no cumplir
con todos los requisitos (27).

Para comprender la complejldad del desarrollo de una prueba diagnéstica,
basta con hacer una analogia con ¢l desarrolio de un nuevo tratamiento,
Evidentemente, este se realiza gradualmente hasta que finalmente se utiliza
en situaciones clinicas habltuales. Aquellos farmacos que no superan este
"tamizaje" no vale la pena probarlos en “Ensayos Clinicos". En el desarrollo
de wna prueha diagndstica el razonamlento es similar; es decir, debe
segulrse una secuencia ordenada y logica en la que la prueba debe sortear
varlos retos antes de considerarse util, Este concepto ya ha sido
previamente mencionado por Feinstein y Nierenberg (26, 26), quienes
sugieren que el desarrollo de una prueba dlagnéstica debe seguir por lo
menos 5 fases (Tabla 2).
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TABILA 2

FASES EN EL DESARROLLO DE UNA PRUEBA DIAGNOSTICA.

..............................................................................................

Estandarizacion,

Sensibilidad y
especificidad.

Distincion mas sutil.

Aumenta el reto a la
prueba.

Fase Cagos Controles

I Casos tipicos. No.

] Casos tiplcos, Individuos sanos.

1 Se amplia el Individuos sanos.
espectro.

v Casos tipicos Diagndsticos diferen-
y otras manj ciales y sanos.
festaciones.

A% Todo el espectro posible de pacientes

en situaciones clinicas habituales.
(Ensayo Clinico)

Valores predictivos.

Adaptada de: Feinstein y col. How to Evaluate a Diagnostic Marker
Test, JAMA 1088; 259: 1699-1702.

FASEL En esta fase se estandarizan los procedimientas de que consiste la
prueba y nos permite conocer el momento dptimo de la toma del
estudio, caracteristicas y condiciones de las muestras, asi como
los aspectos farmacocinéticos segin 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 II:

FASE III:

FASE IV:

FASEV:

En ella se estudian casos obvios de la enfermedad y se contrastan
con controles sanos, nos permite una distincion “gruesa” entre
presencia y ausencia de la  enfermedad  (sensibilidad y
especificidady).

Se amplia el espectro de la enfermedad a sus principales
manifestaciones y variedades, se siguen utilizando controles sanos.

El espectro se abre tanto en los casos de enfermedad como en los
controles, de manera que se incluyen los diagndsticos
diferenciales mas importantes de la enfermedad en estudio. En
esta fase se evalian las condiciones que pueden interferir con la
prueba y que pudieran producir resultados falsos positivos y
negatives, Ademads, se define si la prueba detecta sdlo una variante
de fa enfermedad o algunas de sus formas de presentacion.

Es la equivalente al "Ensayo Clinico Controlado” y en ella Ia prueba
s¢ aplica en las condiciones clinicas ¢en que habitualmente se
indicaria su uso {valores predictivos positivo y negativo).

La secuencia descrita no implica rigidez metodoldgica, de manera que el
desarrollo de algunas de las fases podria obviarse de acuerdo a los resultados
que se obtengan. Asi, la adecuada aplicacion de estas fases nos ayuda a
prevenir los problemas ocasionados cuande una prueha diagnostica es

utilizada antes de su correcta evaluacion e interpretacian. (27).
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1)

2)

3)

CONCLUSIONES

La Inmunofluarescencia indirecta {IFA} en concentrado leucacitario de
una muestra de sangre detecta candidemia con mayor frecuencia  que
el hemocultivo en pacientes con factores de riesgo para Candidosis
invasiva,

La deteccion de candidemia mediante IFA del concentrado leucocitario
de una muestra de sangre en pacientes con factores de riesgo para
Candidosis invasiva probablemente apoye la decision de iniciar
tratamiento antifungico, especialmente en aquellos  sujetos  con
enfermedades hemato-oncoldgicas, neutropenia y fiebre.

La deteccidon 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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