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RESUMEN

Introduccién: Las tasas de morbi-mortalidad por Candidosis invasiva y sistémica
en pacientes inmunocomprometides son altas. Las manifestacioncs clinicas son
inespecificas, por lo que en pacientes con factores de ricsgo para estas
complicaciones se recomienda tratamicnto empirico. Existen pocas pruebas
paraclinicas sensibles y especificas para el diagnéstico de estas enfermcdades,
especialmente prucbas cuya metodologia sca sencilla, accesible y que consuma el
menor tiempo posible para obtener los resultados. La inmunofluorescencia
indirecta (IFA) cn Buffy Coat permite el diagnastico de candidemia en 3 horas
con sensibilidad del 60%: se ha descrito una técnica con fluorcscencia directa
(FD) utilizando Blanco de Calcofluar con sensibilidad del 61%, realizdndose en
30 minutos.

Objetivo: Evaluacién de la utilidad de IFA vs FD con Blanco de Calcofluor para
¢l diagnéstico de candidemia, y la concordancia entre ambas pruebas.

Material y Métodos. Se incluyeron pacientes pedidtricos con sospecha de
infeccién sistémica por Candida, a los que se les tomo muestra hematica para
cultivo, FD e IFA; Se calculé la utilidad diagnéstica, as{ como la correlacién
entre ambas prucbas de fluorescencia mediante cdlculo de Kappa.

Resultados. Se analizaron un total de 97 muestras, por la FD sc encontraron 26
casos positivos, y la IFA detectd 18 casos positivos. 10 muestras fueron positivas
por el estindar de oro. La FD tuvo sensibilidad y especificidad de 90 y 80%
respectivamente. La IFA con sensibilidad y especificidad de 60 y B36%
respectivamente, La concordancia entre las pruebas de fluorescencia fue &= 0.65

(p < 0.001).




Conclusiones: l.a FD es una prucha sensible y especifica, facil y ripida de
realizar. Recomendamos esta pruebs comoe una herramienta para el diagnédstico de

Candidemia.




ABSTRACT

Introdaction: Morbidity and mortality rates of Invasive and disseminated
candidiasis are high in immunocompromissed patients. Clinical findings are
scarce and nonspecific, that is why empiric treatment is recommended in patients
at risk for this complications. There is a lack of sensitive and specific 1ests for
candidiasis, specially those nonexpensive, casy and fast to perform. Indirect
immunofluorescence {IFA) in buffy coat allows diagnosis of candidemia in about
3 b and has a sensitivity of 60%; other fluorescent test is Calcofluor white {FD)
with a sensitivity of 61 %, and takes 30 minutes to perform.

Objective: Evaluation of IFA and FD for diagnosis of candidemia and
concordance between them.

Material and methods: Pediatric patients suspected to have candidemia were
included. Blood samples were taken and were used for paired Buffy coat smears
and cultures. Buffy coat smears were processed by IFA and FD. The value
diagnostic of the test were calculated. The c¢oncordance between the test was
calculated by Kappa.

Results: Ninety seven blood samples were analyzed. Candida was detected by FD
in 26 blood samples, and in 18 by IFA. Ten samples fulfilled criteria of gold
standard. FD had 90 % and 80 % of sensitivity and specificity, respectively. IFA
had 60% and 86% of sensitivity and specificity, respectively. The concordance
was k=0.65 {(p<0.001).

Conclusion: FD is a sensitive, specific test, easy and a fast to perform. We

recomend this test as a valuable tool in the diagnosis of candidemia.




ANTECEDENTES

Las micosis oportunistas son causadas principalmente por Candida sp y

¢4} Estas micosis ocupan ¢l

Aspergillus sp, de ¢llas la candidosis supcra el 58%
cuarto lugar de las infecciones nosocomiales representando 7-15% de estos
eventos'™, Estas infecciones se presentan especialmente en pacientes
inmunocomprometidos & en pacientes con factores de riesgo, como son la
ncutropenia, el uso de catéteres intravasculares, asistencia mecanica de la
ventilacién, nutricion parenteral, esteroides, quimioterapia, antibidticos de
amplio espectro, etc. La frecuencia de este tipo de infecciones se ha
incrementado en los Gitimos afios con relacién directa a los factores referidos !'-%
9. Se requiere de un diagnéstico y tratamiento oportunos debido a que la
candidosis invasiva y sistémica son enfermedades graves con mortalidad del 46 a
75%*9).

Las manifestaciones clinicas de las candidosis invasiva y sistémica son

(437 En funcién de la dificultad para su diagnéstico, existe el

inespecificas
consenso de que en pacientes con sospecha clinica y factores de riesgo se inicie
tratamiento empirico con anfotericina B'"7,

Existen diversos métodos paraclinicos para el diagndstico de candidosis
invasiva y sistémica. El hemocultivo ¢s considerado el estdndar, sin embarge su
sensibilidad es de 10-43% cuando se contrasta con estudios de autopsia’®®'. El
proceso de este método consume varios dias para obtener el resultado; de ah{ su
baja utilidad para decidir el inicio o interrupcién del tratamiento. Otros métodos

empleados para el diagnéstico son la deteccion de anticuerpos IgA, [gM e IgG en

suero con diversas técnicas (ELISA, Inmunodifusién, hemaglutinacién, etc.),



tienen limitaciones debido a que los pacientes ticnen una respuesta humoral
errdtica, y la deteccidn de estos anticuerpos no es prueba suficiente para ascgurar
que la respuesta humoral es debida a enfermedad actual; en el mejor de los casos
la sensibilidad ha resultado de 83%!'%,

La deteccidn de diversos componentes fungicos como mannoproteinas,
indice D-arabinitol/L-artabinitel, (1—3)-Beta-D-giucan, aglutinacidén en latex,
tubo germinativo, etc., tienen sensibilidades variables del 60 al 90%, con el
inconveniente de que en pacientes colonizados por Candida sc pueden observar
resultados falsos positivos lo que disminuye la sensibilidad de las pruebas, ésta
falla también se observa en pacientes diabéticos 6 con insuficiencia renal ('3,
Para la identificacion rapida de Candida en hemocultivos recicntemente se han
realizado ensayos con la técnica de reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR),
con sensibilidad y especificidad de 100 y 98%, respectivamente; la realizacidn
del procedimiento requiere 7 hrs. y el aislamiento del microorganismo en
hemocultivo, sin embargo los autores comentan acerca de la posibilidad de

(18)

aplicar esta técnica en liquidos corporales normalmente estériles'’®. El alto coste

de los métodos previamente descritos ha restringido el uso de Ios mismos a
laboratorios de investigacién.

Como es evidente son necesarias pruebas diagndsticas accesibles en cuanto

)

a costo, confiabilidad, disponibilidad y rapidez. Ascuitto y colaboradores''’’ en

1985 utilizaron la tincién de Gram en extendido leucocitario (Buffy Coat) para la

deteccion de levaduras en 3 pacientes, los resultados fueron positives en muestras

de sangre obtenidas a través de catétleres intravasculares. Cattermole y Riverst®

en 1987 reportan un caso similar positive con la misma técmica en un recién

)

nacido prematuro. En un estudio previo"? reportamos el desarrollo de una
P P



técnica de Inmunofluorescencia indirecta (IFA) cn extendido leucocitario la cual
fue empleada en un modelo de candidosis sistémica en conejos y ¢n pacientes
con factores de riesgo para candidosis invasiva 6 sistémica; en el modelo anima]
la sensibilidad y especificidad fueron de 60% y 100% cuando las muestras
analizadas fueron tomadas de venas periféricas. En rclacion a las muestras
clinicas IFA resultd positiva en 22/40 pacicntes, y los hemocultives fueron
positivos en 4/40 pacientes estudiados.

El Blanco de Calcofluor es un compuesto que tiene afinidad por la quitina
y los polisacaridos B1-3, B1-4 de la pared celular de los hongos, Este compuesto
fluoresce al ser excitado con filtros de 380-425 nm, en microscopios de

(3920 "En 1984 Hageage y col.®*® utilizaron Blanco de Calcofluor y

fluorescencia
microscopia de fluorescencia en un estudio disefiado para la deteccién de hongos,
las muestras clinicas fueron liquidos corporales y tejidos; la sensibilidad
encontrada para su prueba fue del 76%, el estdndar fucron cultivos.
Thimmapuram y ¢0l.** en 1996 utilizaron fluorescencia directa (FD) con Blanco
de Calcofluor en Buffy Coat para bisqueda de levaduras en muestras de sangre
periférica de pacientes neonatos con factores de riesgo para candidosis invasiva o
sistémica, la prueba resulté 61.5% sensible y 100% especifica, el estdndar fue el
bemocultivo.

Las prucbas descritas que utilizan Fluorescencia ticnen la ventaja de que
son rédpidas, muestran al observador el agente, en este caso levaduras. Su
limitante es que solo se pueden desarrollar en los sitios en que se cuente con
microscopios de fluorescencia.

Dade que se desconoce cual de las pruebas de fluorescencia es la de mayor

utilidad en el diagnéstico de Candidosis invasiva Y sistémica, el objetivo de este




estudio ha sido ¢l de evaluar la utilidad de ambas pruebas y compararlas. En este

€as0 se utilizé como estindar a la identificacién de Candida spp en hemocultivo,

necrepsia 6 cultivo de punta catéter intravascular,



SUJETOS, MATERIAL Y METODOS

Se evalud y comparé la utilidad diagndstica de IFA y FD.

Sitio: Hospital de Pediatria, Centro Médico Nacional Siglo XXI IMSS.

Aceptado por el comité local de investigacion con en N° 98/718/29

Periodo: La recoleccién de las muestras se llevé a cabo en forma transversal,
prospectiva de Octubre de 1998 a Febrero de 1999 en pacientes cen sospecha de

Candidemia o Candidosis sistémica.

Criterios de inclusién:
Pacientes con edad comprendida de recién nacido a 16 afios que presenten datos
clinicos de infeccion sistémicat?* ) con dos 6 mas de los siguientes factores

predisponentes y condiciones clinicas:

a) Factores predisponentes:

l. Tratamiento con antibiéticos de amplio espectro por 5 dias o méas.
2. Presencia de catéter intravascular por mas de 3 dias.

3. Intubacién por mas de 3 dias.

4. Neutropenia menor de 500. neutrofilos absolutos/ml(".

5. Desnutricién‘?®),

6. Enfermedad neoplasica hemato-oncolégica.

7. Prematurez en el caso de recién nacidos,

b) Condiciones clinicas:

1. Sin respuesta al manejo antibacteriano después de 96 hrs.
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2. Radiografia de térax con infiltrados que no mejoran, o la aparicién de nucvos
infiltrados durante manejo antimicrebiano.

3. Candidiasis oroesofigica.

4. Pacientes con mejoria inicial quc prescnten deterioro clinico inexplicable

(sospecha de sepsis) mientras estdn recibiendo antimicrobianos.

Criterios de eliminacién:
1. Pacientes a quienes no se hayan tomado simultineamente las muecstras para
hemocultivo, IFA y FD.

2. Muestras inadecuadas.

DEFINICIONES OPERACIONALES

Se definié como candidemia la presencia de Candida spp en muestras de sangre

circulante y su identificacién por los siguientes métodos:

Estindar

¢ Hemocultivos: Se considero positive el crecimiento de Candida Ep durante un
periodo de¢ observacion de 20 dias de los hemocultivos, se considero negativo
la ausencia de crecimiento de Candida sp, 6 el crecimiento de otros
microorganismaos.

¢ Cultivo de punta de catéter intravascular: Se considero positivo el crecimiento
de Candida sp durante un periodo de observacién de 20 dias, se considero
negativo la ausencia de crecimiento de Candida sp, 6 el crecimiento de otros

microorganismaos.




* Estudios histopatoldgicos (necropsia, biopsias): sc consideré positivo la
identificacién de Candida sp en al menos un érgano interno, y negativo la
ausencia dc éstas.

Técnicas de fluorescencia

* Ambas técnicas aplicadas cn ¢l Buffy Coat se censideraron positivas al
observar levaduras o pseudomicelios con pared celular bien definida ¢
intensamente fluorescentes. El resultado se consideré negativo cuando no se
observaron estructuras como las previamente descritas 6 si la fluorescencia no

permitia delimitar forma alguna.

PROCEDIMIENTOS

Muestras clinicas:

A los pacientes con sospecha de candidesis invasiva que cumplieron los criterios
de inclusién, se les tomé muestra hemadtica con técnica aséptica para hemocultivo

y realizacién de extendidos leucocitarios.

Hemocultivo: Se tomaron 0.2 ml de sangre circulante en ¢l caso de neonatos, y 2
ml en pacientes después del periodo neonatal, inoculindose inmediatamente en
condiciones asépticas en caldo de cultive BHI, 6 medio de cultivo del Sistema
Bactec para su incubacién a 37 °C, posteriormente se realizaron resiembras en
placas de Agar Gelosa sangre, Chocolate, McConkey y Sabouraud, vigilando
desarrollo de microorganismos a las 24, 48 y 72 hrs. Los cultivos primarios se
mantuvieron en incubacion hasta un periodo maximo de 20 dias, se desecharon si

continuaban negativos en este periodo de tiempo. Se consideré positive el

12




crecimiento de Candida sp, tomando como ncgativo cl crecimiente de otros
microorganismos, o la ausencia de crecimiento de colonias de Candida sp.

Cultivo de punta de catéter intravascular: A los pacicntes que tuvieran catéter
intravascular y fuera retirado con técnica aséptica por indicacién médica durante
el periodo clinico de sospecha de candidemia se procedié a su cultive con técnica
de rodamiento en Agar gelosa sangre y su incubacién a 37°C durante 72 hrs.
valorandose en busqueda de crecimiento de microorganismos cada 24 hrs. Se
considero positivo el crecimiento de Candida sp, considerandose negativo el
crecimiento de otros microorganismos, 6 la auwsencia de desarrollo de

microorganismos.

Obtencién del Buffy Coat: Se colocd 1 ml de sangre en un tubo de Wintrobe con
capacidad para ! ml, se centrifugé a 4000 r.p.m. en una centrifuga “Easy Spin™
durante 7 minutos. Con vna pipeta Pasteur se extrajo ¢l suere, y posteriormente
tomd el concentrado leucocitaric colocindose muestra en un portaobjetos pa;"a
cada técnica de fluorescencia (en los casos en que no se apreciaba capa
leucocitaria se tomé la interfase entre el suero y los glébulos rojos), se fijo al
calor para su posterier procesamiento con las diferentes técnicas de

fluorescencia.

Fluorescencia directa con blanco de Calcofluor: Se prepard el reactivo Blanco
de Calcofluor utilizande FLUORESCEBNT BRIGHTENER 28 (Blanco de
Calcofluor M2R), SIGMA 0.05 g + Azul de Evans 0.02 g + Agua destilada 50 ml
(una vez preparado es estable por 6 meses); a las muestras de Buffy Coat se les

realizaron dos lavados de dos minutos en PBS 1x con el propésito de adelgazar el
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extendido leucacitario para facilitar su obscrvacion. Se¢ aplicd una gota del
reactivo Blanco de Calcofluor sobre el extendido leucocitario, y se colocd un
cubreobjetos; posteriormente se procedid a la observacion inmediata antes de su
desecacion, en un microscopio de fluorescencia “Nikon™ con un filtro Epi-FL
V2A(BA 450/BM 430/EX 380-425) con el objetivo 40x. Sc considerd positiva al
observar levaduras o pseudomicelios con parcd celular bien definida e
intensamente fluorescentes. El resultado se considerd negativo cuando no se
observaron estructuras como las previamente descritas o si la fluorescencia no

permitia delimitar forma alguna.

Inmunofluorescencia Indirecta: A la muestra de Buffy Coat previamente
obtenida se le aplico un anticuerpo anticandida (IgG) obtenido de conejo (diluido
en PBS 1x 1:20), se incubdé en cidmara himeda durante 45 minutos a 37 °C, se
lavé por inmersién en PBS 1x durante 10 minutos ¢n dos ocasiones y se enjuago
con agua estéril; se colocd un segundo anticuerpo de cabra anti-IgG de conejo
marcado con Fluoresceina (diluido en PBS Ix 1:20) incubindose nuevamente en
cdmara himeda a 37°C durante 45 minutos, se lavé por inmersién en PBS lx
durante 10 minutos ¢n dos ocasiones y se enjuago con agua estéril, se colocd una
gota de aceite de montaje y se cubrié con un portaobjetos, se observé en un
microscopio de fluorescencia “Nikon™ con un filtro B2A (BA 520/DM 51¢/ EX
450-490) con el objetivo 40x. Se consideré positiva al observar levaduras o
pseudomicelios con pared celular bien definida ¢ intensamente fluorescentes. El
resultado se consideré negativo cuando no se¢ observaron estructuras como las

previamente descritas 6 si la fluorescencia no permitia delimitar forma alguna.




Se realizaron controles positives utilizando colonias de Candida sp para
realizar extendidos, y controles negativos para cada método de fluorescencia

cada vez que se realizé el procedimiento.

ANALISIS DE LOS RESULTADOS
Se tomé un tamafio de muestra de 100 pacientes en base a una hipétesis de no

(27.23.29) para las dos

diferencia. Se realiz6 evaluacién de prueba diagnéstica
prucbas de fluorescencia conm célculo de sensibilidad, especificidad, valores
predictivos y exactitud, se calcularon intervales de coanfianza, y razones de
verosimilitud (RV) para la sensibilidad y especificidad; se consideré como
Estandar de oro el aislamiento de Candida sp en una o més de las siguientes
pruebas; hemocultivo, cultivo de pupnta dc catéter intravascular, 6 Ia
identificacién del microorganismo en estudios histopatolégicos.

Se valord concordancia entre ambas pruebas de fluorescencia mediante ¢l cidlculo

de Keppa considerindose adecuada una concordancia mayor de 0.61 y p<

0.059%,



RESULTADQS

Durante el periodo del estudio se incluyeron 86 pacicates, rcalizandose 111
pruebas en total, siendo eliminadas 14 pruebas por no cumplir con los criterios de
inclusién, realizdndose el analisis con 97 pruebas. Las caracteristicas de los
pacientes se muestran en la Tabla 1. Se obtuvicron 39 muestras de pacientes
neonatos, y 58 de pacientes mayores a este grupo de cdad. Las enfermedades
infecciosas subyacentes predominantcs, en neonatos fucron neumonia (24) ¥
sepsis (12}, con antecedente de prematurez en 23 casos; después del pericdo
neonatal los principales diagndsticos fueron: Neutropenia y fiebre prolongada
(23), sepsis abdominal (17), neumonia (13), con antecedente de enfermedad
hemato-oncoldgica en 39 de los casos. Se identificé Candida sp en 10 pacientes,
en 5 fue por hemocultivo, 4 cultivos de catéter intravascular, y en un case de
necropsia identificando neumonia por Candida. Las especies correspondieron en
4 casos a Candida albicans y en 5 a Candida no albicans.

Fluorescencia directa: Esta prueba resulté positiva en 26 pacientes, un ejemplo
de una muestra clinica positiva sé nuestra en la figura 1. Los resultades positivos
concordaron con los aislamientos de Candida sp en los 5 hemocultives y 4
cultivos de catéteres intravasculares en que se identificé el microorganismo,
siendo negativa (al igual que el hemocultivo) en el caso del diagnéstico por
necropsia de neumonfa por Candide, Ia sensibilidad y especificidad fue de 90% vy
80% respectivamente {Tabla 2 y 3).

Inmunofinorescencia indirecta: Esta prueba resulio positiva en 18 ocasiones,
concordando positividad con el aislamiento de Candida sp en 3 hemocultivos y en

3 aislamientos en cultivo de catéter intravascular, siendo negativa en ¢l caso de




dos hemocultivos y un cultive de catéter intravascular que mostraron desarrollo
de Candida sp, asi mismo negativa cn el estudio de necropsia con diagnéstico de
neumonia por Candida, resultd con una sensibilidad y cspecificidad del 60% y
86% respectivamente (Tabla 2 y 3).

La concordancia entre ambas pruebas de fluorescencia por la férmula de
Kappa fue de &= 0.65 (p <0.001).(Tabla 4)

La prevalencia de candidemia en este estudio fuc del 10%. Al hacer ¢l
anélisis probabilistico se tiene una posibilidad preprucba de 10% para la
presencia de candidemia, Para FD con blanco de calcoflour se obtuvo una razén
de veresimilitud de 4.5 veces més de tener un resultado positivo en un paciente
¢on candidemia, lo cual resulté en una probablidad posprueba de 31% para la
presencia de la enfermedad mediante ¢l anilisis en el Nomograma de Bayes. Con
resultado negativo, la razén de verosimilitud fue de .12, con una probabilidad
posprueba de 1.1% para la presencia de la enfermedad (Figura 2). Para la IFA con
un resultado positivo se obtuvo una razén de verosimilitud de 4.2, con lo que
resulté una probabilidad posprueba del 29%. Con resultado negativo la RV fue de

0.46 y la probabilidad posprucba de 3.7% (Figura 3).




DISCUSION

Las enfermedades invasivas y sistémicas por Candida se han incrementado en la
actualidad, su diagnéstico clinico es dificil por lo que se requiere de pruebas

-7 Existen

paraclinicas que permitan ¢l diagndstico temprano y oportuno
diversos métodos paraclinicos, sin embargo los de mayor utilidad no estin
acequibles mis que a laboratorios de investigacién. ©'°'® Los hemocultivos en
general disponibles en la mayoria de los hospitales, tienen una sensibilidad
variable, de 10-47%'®® y requieren un minimo de 24-48 hrs. para mostrar
resultados positivos. Por lo anterior se requiere contar con técnicas rapidas,
confiables, accesibles y de bajo costo para el diagnéstico de Candidemia. En
nuestro hospital se utiliza desde 1995 una técnica de Inmunofluorescencia
Indirecta en Buffy Coat que permite el diagnéstico de Candidemia en 3 horas con
una sensibilidad del 60%*'%. En 1996 se reporté el uso de una técnica similar en

peonatos, utilizando fluorescencia directa con Blanco de Calcofluor con una

sensibilidad del 61.5%%%%

En este estudio se compararon ambas pruebas para establecer su
semsibilidad y especificidad, utilizando el hemocultivo como estindar de oro.
Como es conocida la baja sensibilidad del hemocultivo incluyeron dentro del
estdndar aislamientos de Candide sp en cultivos de punta de catéteres
intravasculares 6 su identificacién en estudios histopatolégicos para lograr

incrementar los casos positivos.
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Durante el estudio se analizaron 97 mucstras, de las cuales sélo en 10
casos se establecié definitivamente ¢l diagnéstico de Candidemia, de estos la
mitad tuvieron hemocultivo positivo, el resto en cuitivo de punta dec catéter
intravascular y un caso posmorten e¢n necropsia.

En cuanto a las técnicas de fluorescencia sc encontré una mayor
sensibilidad para 1a FD que para la IFA siendo de 90 y 60% rcspectivamente; no
encontramos ninguna falla para la FD al compararla con los aislamientos de
Candida sp en hemocultive y cultivo de catéteres, solamente con falla en un caso
de diagnéstico de neumonia por Candida mediante necropsia. En cuanto a la IFA
hubo falla para la deteccidén de Candidemia en dos casos identificada por
hemocultivo, en un caso en cultivo de catéter intravascular, y en el caso de la
necropsia, lo que demuestra una mayor sensibilidad de la FD para el diagndstico
de Candidemis. Al analizar la especificidad y la exactitud estas son ligeramente
mayores para la IFA, probablemente debido a la baja scnsibilidad del estindar,
por lo que casos de Candidemia que no son detectados por el estdndar, y si son
detectados por las técnicas fluorescencia tienen que ser considerados como falsos
positivos, y teniéndose una menor deteccién de casos por la técnica de IFA la
hace resultar mas especifica que la FD y ocasionar los valores encontrados,
aungque son conceptos c]ue no se pueden asegurar por la baja sensibilidad del
estindar, y seguramente una situacidén similar aunque de menor grado ocurre con
Ia FD. En este estudio la sensibilidad de la FD fue mas alto que el reportado por
Thimmapuram?).

Al analizar las razones de verosimilitud y la posibilidad posprueba para la
presencia o ausencia de la enfermedad ante resultados positivos 6 negativos los

encontramos en niveles bajos (tabla 3, Fig. 2 y 3), pero aun asf{ proporcionan
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informacién importante. la razén de verosimilitud sc calcula a partir de la
sensibilidad y especificidad, y utilizando la posibilidad preprueba permite en
conjunto calcular la posibilidad posprueba; nuevamente la baja sensibilidad del
estindar puede ser la causa de ios resultados ohservados por el incrumento
probablemente no real de resultados falsos positivos.

Al hacer el anilisis de concordancia entre las pruchas de fluorescencia
mediante el célculo de Kappa se encontré una cxcelente concordancia &= 0.65
(p=<0.001) lo que desmuestra la reproducibilidad de las pruebas, csto sumado a
los valores de sensibilidad y especificidad encontrados en el estudio establece
una mayor utilidad de la fluorescencia directa para el diagnéstice de candidemia.

Si contrastamos la FD con la IFA, vy con la IFA méas el estindar se
mantienen précticamente sin cambios los valores de sensibilidad y especificidad
encontrados, y se incrementa en forma importante el valor predicitivo positivo de
la prueba, la posibilidad posprueba, asi como la exactitud y las razones de
probabilidad. Esto es posible ya que las pruebas de fluorescencia muestran en
forma objetiva la presencia del microorganismo, por lo que podrian ser utilizadas

en estudios futuros como el estdndar de oro (tabla 5).

El costo calculado por prueba de FD es menor de USD$0.50, la estabilidad
del reactivo una vez preparado es de 6 meses, y el tiempo de procesamiento es
aproximadamente de 30 minutos, con una sensibilidad encontrada en este estudio
del 90%, y superior al hemocultivo en aproximadamente un 44% lo que la hacen

una prueba ridpida, accesible y confiable.
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En conclusién los datos encontrados en cste estudio demuestran una mayor
eficacia de la Fluorescencia directa para el diagndstico de Candidemia, con una
mayor rapidez y facilidad en el proceso que la Inmunofluorescencia indirecta, por
le que recomendamos su uso para el diagndstico de Candidemia en pacientes con
factores de riesgo para esta enfermedad. Es necesario realizar otros estudios que
incluyan mayor nitmero de pacientes y un mejor estandar para conocer la utilidad

real de la prueba.
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Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes.

NEONATOS [DESPUES DEL PERIODO |

o= 39 NEONATAL n= 58
Edad Md 29 (7-76) 8 (Im-15a)
Estancia(dfas) Md 20 {3-76) 14 (2-107)
Sem.edad gest. Md 32 {27-40) -
Peso Kg Md 1.3 {0.6-3.5) 22 (1.9-80)
Sexao M:F 22:17 25:33
Desnuntricién % 79 47
CVC (%) 54 - 33
Fiehre (%) 31 78
NPT (%) 82 22
Antimicrobiane (%) 87 88
AMY 74 14
Leucocitos/ml Md 12900 (4200-45000) 1625 (100-62700)
Neutrofilos/ m1 Md 6370 (2496-22703) 920 (0-48906)
Linfocitos/ ml 4308 (900-12600) 455 (8-13950)
Plaquetas/ml Md 110600 (7000-423000) 38500 (4000-556000)
Hb{gr/dl) Md 11.5 (1.8-17) 10.9 (5.6-15)

En éste cuadro se muestran

las principales caracteristicas clinicas y de
laboratorio de los pacientes incluidos en el estudio, se dividen en dos grupos:
pacientes neonatos y pacientes mayores a 28 dias hasta menores de 16 afios.

27



Tabla 2. Tablas de contingencia para ambas pruebas de fluorescencia para

andlisis de prueba diagnéstica.

Estandar
{(+) (-}
+) 9 17 26
FD
) 1 70 71
10 87 97
Esténdar
() )
*) 6 12 18
IFA
) 4 75 79
10 87 97
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Tabla 3. Valores diagndsticos para las pruebas de fluorescencia

ESTA TESIS NO SALE
DE LA BIBLIOTECA

Prueba Fluorescencia directa Inmunofiuorescencia indirecta
% | IC 95%° RV* % IC 95% RY
Sensibilidad 90 72-100 4.5 60 30-90 4.2
Especificidad | 80 72-88 0.12 86 79-93 0.46
VPP’ 35 17-53 NC® 33 12-54 NC
VPN? 99 97-100 NC 95 91-99 NC
Exactitud 81 74-88 NC 83 76-90 NC
Prevalencia 10 NC NC 10 NC NC
Yalor predictivo positivo
2 Valor predictivo Negativo

? Intervalo de confianza a 95%
4 Razén de verosimilitud

$No calculado
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Tabla 5, Diferentes valores diagnésticos de FD contrastada con IFA y el estindar

FDvs FD vs IFA FD vs [FA+
ESTANDAR ESTANDAR
Sensibilidad 90 % 89 % 86 %
Especificidad 80 % 87 % 91 %
VPP’ 35% 62 % 73 %
VPN? 99 % 97 % 96 %
Exactitud 81 % 88 % 90 %
Prevalencia 10% 19 % 21%
RV’ (+) 4.6 7.02 8.4
RV {-} 0.12 0.12 0.17
P*. Posprueba (+) 32% 59% 71 %
P. Posprueba (-) 1% 2% 04%
"alor predictivo positivo
¥ alor predictivo Negativo
3 Razdn de verosimilitud
* Posibilidad
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Figura 1, Imagen de levaduras en muestra clinica de Fluorescencia directa.

Las imégenes de levaduras en la fotografia corresponden a las estructuras ovales
con pared definida mas fluorescente que el centro, se aprecian también células
hemdticas que muestran fluorescencia en forma inespecifica.
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Figura 2. Nomograma de Bayes para Fluorescencia Directa.
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En el lado derecho se muestran los valores correspondientes a prevalencia de la enfermedad (PE) ,
en el centro los valores corresponden a las rezones de verosimilitud de la prueba (RV}), y en el lado

izquierdo se muestra la probabilidad posprucba (PP). La linca gruesa correspende al andlisis con el
resultado positive de la prueba. La linea delgada mucstra los valores con resultade negativo de la prueba.
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Figura 3. Nomograma de Bayes para Inmunofluorescencia Indirecta.
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En el lado derecho se muestran los valores correspondientes a prevalencia de la enfermedad (PE) ,
en el centro los valores corresponden a las rezones de verosimilitud de la prueba (RV), y en el lado
izquierdo s¢ muestran los valores de tener la enfermedad posprucba (PP). La linea gruesa
corresponde al andlisis con el resultado positivo de la prucba. La linea delgada muestra los valores
con resultado negativo de la prueba.

34



