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RESUMEN

Antecendentes: Las infecciones por hongos del género Candida son las mas frecuentes en
pacientes pediatricos con factores de riesgo para enfermedad fangica invasiva (IFl). Los factores
de riesgo para candidemia son muchos y estan claramente descritos y son utilizados para la
seleccion de pacientes con sospecha de candidemia. El diagndstico clinico de candidemia sigue
siendo un reto, ya que las manifestaciones clinicas son muy inespecificas. Los métodos
microbioldgicos e histopatologicos son criterios de diagnostico definitivo de la infeccion por
Candida. Sin embargo estos métodos tienen una baja sensibilidad y especificidad. Debido a esto
y ante la necesidad de realizar un diagndéstico oportuno en estas infecciones se han desarrollado
en las ultimas décadas, métodos diagnésticos no basados en cultivos (biomarcadores). Los
principales biomarcadores séricos en el diagnostico de Candidiasis incluyen 1-3 B- D- glucano
(BDG), antigeno Manano (Mn), anticuerpo anti-manano y DNA de Candida. Multiples estudios
realizados para valorar la utilidad de estas pruebas en el diagnostico de Candidemia, reportan
resultados alentadores.

Objetivo: Correlacionar las caracteristicas clinico-epidemiolégicas, con el Mn, y PCR-TR para
Candida en el diagndstico de Cl en pacientes pediatrico.

Material y métodos: se realizé un estudio prospectivo, longitudinal, analitico, de prueba
diagnéstica, incluyendo pacientes de 0 a 18 afios de edad ingresados en el Hopsital Infantil
Federico Gomez de Agosto 2014 a Junio 2015 con sospecha clinica de candidemia.

Resultados: En el presente estudio sin embargo la determinacion del antigeno manano de
Candida,tomando el hemocultivo como estandar en el diagnostico, reporta sensibilidad y
especificidad de 31% y 71%, al usar un constructo clinico de sospecha de Candidiasis se obtuvo
una sensibilidad de 34% y especificidad de 73%.Para el PCR de Candida, al tomar el
hemocultivo como estandar diagnostico se determindé una sensibilidad de 18% y una
especificidad de 71% y tomando el constructo clinico como estandar se reporté sensibilidad de
19% vy especificidad de 81%. Con los valores obtenidos tanto el manano de Candida como la
PCR para Candida no son pruebas utiles en nuestra poblacién para detectar pacientes con
infeccion invasora por Candida.

Conclusiones: Dada la importancia que se ha demostrado en el inicio temprano de la terapia
antimicética en pacientes pediatricos y la necesidad de establecer un diagnostico temprano de la
infeccion para mejorar las estrategias de manejo y procurar esquemas dirigidos para evitar la
resistencia creciente a los agentes antifungicos, se hace necesario y urgente la evaluacion e
implementacion de otras pruebas diagnosticas no basadas en cultivos (biomarcadores) que
permitan alcanzar estas metas en nuestra poblacion.



INTRODUCCION

Dentro del reino fungi, el género Candida es la causa mas comun de micosis oportunistas en
pacientes pediatricos con factores de riesgo y pueden desencadenar desde trastornos
mucocutaneos hasta una enfermedad invasiva que afecte a practicamente cualquier 6rgano. La
infeccion fungica invasiva constituye una complicacion frecuente de los pacientes pediatricos.’

Los factores de riesgo que se asocian a un incremento en el riesgo de presentar una candidiasis
invasiva (Cl) incluyen el uso de antibiéticos de amplio espectro, estancia en unidades de
cuidados intensivos, presencia de catéteres venosos centrales, recepcion de nutricion parenteral
total, neutropenia, uso de dispositivos médicos implantables, procedimientos quirdrgicos,
pacientes prematuros y la recepcion de agentes inmunosupresores (incluyendo glucocorticoides,
agentes quimioterapéuticos e inmunomoduladores)."?

El diagnéstico de la Cl a través del laboratorio, se basa en 3 estrategias complementarias: la
observacion del hongo en la muestra clinica, el cultivo y la deteccion de marcadores biologicos;
componentes que circulan por el torrente sanguineo de los pacientes con candidiasis invasiva. * A
pesar de los recientes avances en el desarrollo de herramientas diagnésticas, la candidiasis
invasiva (Cl) continia siendo dificil de diagnosticar en pacientes pediatricos, dado que los
cultivos y los hallazgos histoldgicos a menudo son falsamente negativos, o se hacen positivos en
el curso tardio de la infeccién.*

Estudios demuestran que una demora de 12 a 48 horas en la administracién de una terapia
antifingica se asocia con un aumento significativo en la mortalidad.® Por otro lado, el uso de una
terapia antifungica empirica (con azoles o polienos) es frecuente en pacientes de alto riesgo,
conduciendo a un incremento en la emergencia de cepas de Candida resistentes a antifungicos,
eventos adversos relacionados al medicamento y un incremento en costos.®

El diagndstico de la Cl puede verse favorecido en la actualidad por diversas herramientas
diagnésticas que no dependen del aislamiento en cultivo del microorganismo. Recientemente se
han introducido técnicas no basadas en cultivos para el diagnéstico de la Cl basados en
biomarcadores de la pared de Candida,ofrecen la ventaja de ser faciles y seguros de utilizar,
evitan procedimientos diagndsticos invasivos y realizan un diagndstico oportuno, los principales
son: el manano (Mn), 3-1-3-D glucano (BDG) y métodos basados en la deteccion de DNA por
medio de la reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real (PCR-TR)."*Se continta
evaluando la efectividad de estas pruebas en diferentes tipos de pacientes. La informacion sobre
la correlacion de estos marcadores con la presentacion clinica de la Cl en poblacion pediatrica es
limitada.



MARCO TEORICO

Las infecciones por hongos del género Candida son las mas frecuentes en pacientes pediatricos
con factores de riesgo para enfermedad fungica invasiva (IFl). En total existen mas de 150
especies de Candida identificadas, pero solo de 20 a 30 especies se han reportado como causa
de infeccién en humanos. °

Las especies de Candida son hongos levaduriformes que existen predominantemente en forma
unicelular. Estan constituidas por células ovoideas, de 4 a 6 micras de diametro, que se
reproducen por gemacion. No requieren medios de cultivo especiales para su aislamiento, ya
que crecen adecuadamente en placas de agar y en botellas de hemocultivo, aunque también se
han desarrollado medios de cultivos selectivos que permiten su crecimiento en condiciones
idéneas, sin aportar estos una ayuda significativa en el tiempo de crecimiento o identificacion
aunque su deteccion puede acelerarse con el uso de métodos automatizados. Candida forma
colonias redondas, lisas, brillantes, color blanco o crema en las placas de agar. Candida spp
adopta formas filamentosas (hifas, pseudohifas) en los tejidos, pudiendo observarse éstas en los
especimenes clinicos.™

De las especies documentadas en humanos mas del 95% de candidiasis invasiva son causadas
por C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis y C. krusei, aunque C. albicans es la
especie mas comunmente implicada.’C. albicans ha sido aislada a partir de muestras de tierra,
animales, objetos inanimados y alimentos. Es muy rara su participacién como contaminante en
laboratorios. Estos organismos son comensales naturales de los seres humanos y se pueden
encontrar frecuentemente en piel, cavidad oral, vagina y a lo largo del tracto gastrointestinal.
También puede encontrarse de forma habitual en muestras de esputo y en la orina de pacientes
con sondas urinarias.®

En 1861, Zenker describio el primer caso bien documentado de candidiasis profunda en humanos.
Sin embargo, fue con el empleo extendido de antimicrobianos, a partir de la década de 1940, que
la incidencia de infeccién por candida -en todas sus formas- aumenté de forma abrupta.™

Candidemia es la cuarta infeccion del torrente sanguineo mas comun en EEUU y estd asociada
con una mortalidad atribuible que excede el 40% en algunos reportes. Ademas de candidemia, la
candidiasis invasiva comprende un amplio espectro de infecciones en 6rganos profundos,
reflejando la notable habilidad de las especies de Candida para infectar virtualmente cualquier
organo una vez que accede al torrente sanguineo. Las infecciones a 6rganos profundos pueden
encontrarse en presencia o ausencia de candidemia documentada. °

La emergencia de candidiasis invasiva en las ultimas décadas como un problema importante de
salud es resultado de los avances en los cuidados médicos en pacientes criticamente enfermos,
el uso mas amplio de agentes inmunosupresores y el desarrollo de técnicas intervencionistas e
invasivas. Las infecciones por Candida representan un reto significativo para los sistemas de
salud, dada su frecuencia creciente y el incremento en la mortalidad, tiempo de hospitalizacién y
costos que representan.'?



La mayoria de infecciones por Candida spp son enddgenas. Sin embargo, la transmision entre
humanos también es posible, y la infeccion por Candida puede adquirirse a partir del medio
hospitalario.™

Aunque las especies de Candida generalmente son consideradas gérmenes oportunistas que
constituyen una complicacién frecuente de los pacientes con cancer; representando una mayor
morbilidad y mortalidad, se han encontrado en incremento en pacientes sin neutropenia u otra
forma de inmunosupresion profunda.’

Antes de la era de la profilaxis antifungica de rutina en pacientes oncoldgicos, la especie de
Candida que les afectaba con mas frecuencia era C. albicans, con mas de 50%, sin embargo el
amplio uso de fluconazol como profilaxis ha coincidido con el cambio en la distribucién de las
especies de Candida en este grupo de pacientes, mostrando un predominio de las especies no
albicans, principalmente C. glabrata y C. kruseii. Esta misma tendencia ha sido reportada en
estudios tanto de Europa como Estados Unidos, Brazil y Argentina.' Otro aspecto interesante de
estos cambios es la emergencia de C. parapsilosis y C. tropicalis en estos pacientes."

Los factores de riesgo para candidemia son muchos y estan claramente descritos como son
neutropenia, recibir tratamiento inmunosupresor, otras condiciones relacionadas con la supresion
de la funcion inmune, recibir antibidticos de amplio espectro, uso de catéter venoso central, uso
de sonda urinaria, nutricion parenteral total, lesiones por quemaduras, cirugia gastrointestinal,
hemodialisis y otras terapias de reemplazo renal.™

Candida, a menudo se encuentra en pacientes no inmunocomprometidos ingresados en UCI y
puede causar sepsis, choque séptico y falla de multiples érganos, al igual que las bacterias. "

Mas de dos tercios de las candidiasis invasivas se presentan con candidemia la cual se afecta
hasta 37% de los pacientes ingresados en UCI, de acuerdo a diferentes reportes, si bien su
incidencia incrementa en este grupo de pacientes de manera directamente proporcional al tiempo
de hospitalizacion, otros autores reportan presencia de esta infeccion tan pronto como en los
primeros 5 dias. En pacientes post quirurgicos ingresados en UCI se ha reportado una incidencia
de candidemia de hasta 44%."

Diferentes especies de Candida se asocian a diferentes cargas de mortalidad, y esto puede
variar en cada subgrupo de pacientes y de acuerdo a la ecologia propia de cada unidad de salud.
También las diferentes especies se describen con diferentes frecuencias de acuerdo al tipo de
paciente y los factores de riesgo que presentan, por ejemplo, C. kruseii y C. tropicalis son
tipicamente vistas en pacientes con leucemia, mientras C. parapsilosis se encuentra en neonatos
y frecuente causa de candidemia relacionada a CVC."



Factores de riesgo en pacientes pediatricos:
= Neutropenia, especialmente cuando es prolongada
Colonizacioén previa por Candida spp. especialmente del tracto gastrointestinal.
Candiduria
Enfermedad de base no controlada
Terapia con corticoide
Diabetes Mellitus
Antibiéticos de amplio espectro
Ingreso en la UCI
Cirugia abdominal reciente
Enfermedad renal y tratamiento sustitutivo renal
Nutricion Parenteral Total
Trasplante halogénico de células progenitoras hematopoyéticas
Trasplante de 6rganos solidos
Enfermedad injerto contra huésped
Colocacién de CVC
Quimioterapia
Enfermedad por Citomegalovirus
Recién nacidos prematuros o con baja puntuacion de Apgar
Episodio previo de bacteriemia.™

En un estudio de casos y controles publicado en 2013 por Klatte y cols. se describieron los
siguientes factores de riesgo para candidemia asociada a catéter venoso central en pacientes
pediatricos: falla intestinal, sonda de gastrostomia, nutricién parenteral total y transfusiones
sanguineas.™

La mayoria de los estudios publicados muestran que el retiro temprano de CVC, menos de 48
horas del inicio de la candidemia, se relaciona con una disminucion de la mortalidad. En los
pacientes con cancer y neutropenia este aspecto no es tan claro, ya que en ellos la principal
causa de la Cl es a través del tracto gastrointestinal y no de CVC. Sin embargo, en aquellos
pacientes de este grupo, cuya fuente de infeccion es el CVC, se ha demostrado que el retiro del
dispositivo en las primeras 72 horas después de un resultado positivo en cultivo, mejora la
respuesta a la terapia antifungica. '

Factores relacionados a falla de tratamiento y mal prondstico en pacientes pediatricos con
candidiasis invasiva

= Neutropenia prolongada mas de 10 dias

= Ingreso ala UCI

= Alta carga fungica en sangre periférica (> 100UFC/ml)

= Retraso mayor a 48 horas en el inicio de tratamiento apropiado.

= No retirar el CVC en candidemia relacionada a CVC

= Fallarenal

= Tratamiento con corticoides

= Aislamiento resistente a fluconazol."



Fisiopatogenia

Hay diferentes mecanismos patogénicos de Cl en los pacientes de UCI. Los CVCs son
evidentemente una puerta de entrada y el desarrollo de biopelicula alrededor del CVC juegan el
papel mas importante en la evolucién a una candidemia relacionada a CVC. Las manos del
personal de salud suelen estar colonizadas por especies de Candida y se ha demostrado su
papel en la transmision de la infeccién entre los pacientes de un servicio. %

La colonizacion de los pacientes parece jugar un papel importante en la génesis de candidemia,
estudios han demostrado que el 100% de los pacientes ingresados en UCI con candidemia
tenian el antecedente de colonizacion previa. Se ha documentado que la colonizacion de los
pacientes al ingreso a UCI es de 5% a 15%, mientras que durante la hospitalizacién puede
alcanzar de 50% a 80%. Ademas solo 5-30% de los pacientes colonizados presentaran Cl.%°

Posterior a la colonizacién, Candida se disemina por tres vias principales: la barrera del tracto
gastrointestinal, los catéteres intravasculares o por medio de infeccién fungica localizada. De un
50% a un 80% de los pacientes que se encuentran hospitalizados en unidades de terapia
intensiva se colonizan. Actualmente, la colonizacién por Candida se considera un factor de riesgo
y no una enfermedad por si misma."®

Existen tres componentes importantes para la patogénesis de la candidiasis invasiva:

1) Carga fungica elevada o colonizacion (generalmente como resultado de uso de

antibioticos de amplio espectro)

2) Ruptura de las barreras normales como piel y/o mucosas (como resultado de
procedimientos quirdrgicos, trauma, colocaciéon de catéteres, mucositis asociada a
quimioterapia y radiacion)

Alteracion inmunoldgica (neutropenia o inmunocompromiso), dando como resultado la
diseminacion y proliferacion a tejidos mas profundos. '

3)

Candida es capaz de adherirse al epitelio de la cavidad oral, tubo digestivo y vagina, al endotelio,
fibronectina, linfocitos, coagulos de plaquetas y fibrina, asi como a una serie de materiales
artificiales de plastico y acrilico.™

Todos los componentes del sistema inmunoldgico estan involucrados en el control de las
infecciones fungicas. Los linfocitos son esenciales en el desarrollo de la inmunidad celular a
Candida spp. y en la prevencién de la candidiasis mucosa. Los individuos con deficiencias
cualitativas o cuantitativas en los linfocitos T tienden a presentar candidiasis mucocutanea
recurrente o persistente, pero raramente enfermedad invasiva. Las células polimorfonucleares y
los monocitos destruyen a las pseudohifas y las blastosporas. Los pacientes con neutropenia o
disfuncion significativa en la funcion de los neutrdfilos son propensos a sufrir candidiasis invasora
y candidemia. Las inmunoglobulinas y el complemento estan implicados en la opsonizacion y
eliminacion de los microorganismos, y su deficiencia se asocia con enfermedad complicada o
refractaria. Sin embargo, independientemente de la importancia de la funcion inmunoldgica del



individuo, los factores iatrogénicos son los mas influyentes en la génesis de la candidiasis
invasora.™

La patogenicidad de Candida spp. es atribuida a ciertos factores de virulencia, entre los que
destacan la habilidad para evadir las defensas del hospedero, la capacidad de adherencia, la
produccién de biopelicula tanto en tejidos como en material protésico, y la produccién de enzimas
que lesionan los tejidos, como proteasas, fosfolipasas y hemolisinas."

Candidiasis_invasora: El término “candidiasis invasora” abarca una amplia variedad de procesos
graves ocasionados por este hongo, incluyendo la candidemia, candidiasis diseminada,
endocarditis, meningitis, endoftalmitis y otras formas de involucro a érganos profundos. De este
modo se excluyen las infecciones mas leves y superficiales, como las formas mucocutaneas de
candidiasis.™

Los grupos de pacientes mas propensos a sufrir candidiasis invasora son los que sufren
enfermedades neoplasicas (especialmente leucemias agudas) y reciben quimioterapia, los
pacientes quemados, los recién nacidos de bajo peso y los receptores de trasplante de érganos,
asi como aquellos con estancia prolongada en unidades de cuidados intensivos o con un
postoperatorio complicado, especialmente tras cirugia cardiaca o gastrointestinal. Las especies
de Candida son responsables de entre 9 y 12% de las infecciones del torrente sanguineo de
causa nosocomial, principalmente en las UCI, donde se documentan de 33% a 55% de las
candidemias nosocomiales. Estudios recientes reportan una incidencia de 6.9 candidemias por
1000 ingresos en UCI."

La candidemia es la manifestacion de candidiasis invasora mas frecuentemente reconocida,
presentandose en 50 a 70% de los pacientes. La deteccion de Candida en hemocultivo nunca
debe tomarse como contaminante, y amerita tomar medidas de manera inmediata, incluyendo el
inicio de terapia antifungica y el retiro de accesos venosos centrales si estan presentes. Cabe
destacar que los pacientes con candidemia representan un amplio espectro clinico, desde
aquellos con candidemia autolimitada asociada a colonizacion de accesos vasculares, hasta
aquellos con sepsis grave, e involucro de multiples érganos'*dentro de los cuales los mas
frecuentes son rifidn, SNC, ojos, valvulas cardiacas y abscesos hepato-esple’:nicos.21

La candidemia o candidiasis invasiva por lo general sigue el curso de dos momentos en dos
grupos poblacionales de riesgo. En pacientes hemato-oncolégicos, la candidemia generalmente
ocurre después de pocos dias de fiebre y neutropenia inducida por quimioterapia, siguiendo
principalmente a una mucositis o por traslocacién intestinal. En una etapa tardia puede
presentarse hacia el final de la neutropenia y la forma clinica mas comun es la invasion de
organos profundos como higado, bazo y pulmones. En los pacientes no hemato-oncolégicos la
candidiasis invasiva o candidemia ocurre en pacientes con enfermedad avanzada o después de
cirugia abdominal complicada a menudo durante su estancia en UCI."®

La candidiasis invasiva puede tener diferentes manifestaciones segun el sistema que afecte,
presentando diversos signos inflamatorios locales y sistémicos, en un espectro desde sepsis,



sepsis grave, choque séptico y hasta falla organica multiple y por tanto, no existen criterios
diagnésticos especificos.

La candidiasis diseminada aguda se observa mas frecuentemente en pacientes con neutropenia
secundaria a quimioterapia citotéxica, usualmente en el contexto de una neoplasia hematoldgica.
La mayoria de estos pacientes que cursan con candidemia, se encuentran gravemente enfermos y
pueden tener involucro y falla multiorganicas.™

La candidiasis diseminada crénica o candidiasis hepato-esplénica se presenta de forma casi
exclusiva en pacientes que reciben quimioterapia mieloablativa y que cursaron con candidiasis
invasora durante el periodo de neutropenia. Al presentar recuperacion medular, estos pacientes
presentan tipicamente fiebre de bajo grado y dolor en hipocondrio derecho, asociado
frecuentemente a hepato-esplenomegalia y elevacion de fosfatasa alcalina. Los estudios de
imagen (tomografia computada o ultrasonido abdominal) revelan multiples lesiones focales en el
higado, bazo y rifiones."La afectacién renal puede conducir a la formacién de fungomas,
calcificaciones renales, uropatia obstructiva, abscesos renales y falla renal. La meningoencefalitis
por Candida a menudo se asocia con el desarrollo de abscesos, ventriculitis, vasculitis,
inflamacién ependimal, calcificacién, hidrocefalia obstructiva y formacién de trombos.?'

Hasta los anos 80 las infecciones fungicas eran diagnosticadas pocas veces en los Servicios de
Neonatologia y cuando ocurria casi siempre se trataba de un hallazgo necropsico. En la década
de los 80 se observoé un aumento de las infecciones neonatales por hongos con relacion a la
mayor supervivencia de los recién nacidos de muy bajo peso. El género de hongo que con mas
frecuencia afecta a recién nacidos (RN) es Candida spp. La cual coloniza mucosas vy
principalmente el tracto gastrointestinal desde los primeros dias de vida. El espectro de la
infeccibn en este grupo de pacientes puede ir desde escasa gravedad por afectacion
mucocutanea hasta infecciones graves que ponen en peligro la vida del RN.%

En el RN cuyas defensas frente a la infeccion estén modificadas por enfermedad o tratamiento la
Candida es mas facilmente responsable de infeccion diseminada grave. Se define la Cl por la
presencia de clinica séptica y el aislamiento de Candida en sangre, liquido cefalorraquideo
(LCR), cultivo de orina obtenida por puncién vesical o por el hallazgo multiorganico de Candida
en el estudio necrc')psic:o.22

En los estudios de RN publicados, la mortalidad varia dependiendo de la precocidad del
diagnostico, la retirada o no de los CVC, la especie de Candida aislada, el tipo de Cl y el farmaco
empleado en el tratamiento.

Clasificacion de la infeccion fungica invasiva

Numerosas guias se han publicado en varios paises y por diferentes sociedades cientificas;
todas tienen el objetivo comun de proveer a los clinicos con la mejor orientacion para su trabajo
clinico diario.



La EORTC/MSG en 2008 emiti6 recomendaciones para la clasificacion de IFl de acuerdo a
criterios clinicos microbioldgicos en 3 categorias: La IFl puede ser definida como “probada”,
“probable” o “posible” con una certeza variable de la infeccidén. Una IFI probada requiere que el
hongo sea identificado por estudios histopatoldgicos o por cultivo de tejidos obtenidos del sitio de
infeccién.

Tabla 2. Criterios para la clasificacién de IFI probable por Candida spp.

Factores del - Historia de neutropenia reciente (RAN

hospedero <500mm?®) por >10 dias

- TCPH reciente

- Uso prolongado de corticoesteroides a una
dosis minima de 0.3mgkgdia de prednisona
por >3 semanas

- Tratamiento con otros inmunosupresores
de células T como: ciclosporina,
bloqueadores del FNT alfa, alentuzumab o
analogos nucleodsidos, durante los 90 dias
previos.

- Inmunodeficiencia primaria grave (como
enfermedad granulomatosa crénica o
inmunodeficiencia combinada grave)

Criterios clinicos Candidiasis diseminada®

Por lo menos 1 de las siguientes 2 entidades,

presentandose después de wun episodio de

candidemia en las 2 semanas previas:

- Lesiones pequefias con imagen de tiro al
blanco (lesiones en ojo de buey), presentes
en higado o bazo.

- Exudados retinianos progresivos,
evidenciados durante una examinacion
oftalmoldgica.

Criterios Examenes indirectos (deteccién de antigenos o
microbiologicos fragmentos de la pared celular)®:
- Deteccion de B-1,3-D-glucanoen suero

RAN: Recuento absoluto de neutrdfilos, TCPH: trasplante de células progenitoras hematopoyéticas,

@ La presencia de signos y sintomas consistentes con sepsis indica una enfermedad diseminada aguda, mientras que
la ausencia de estos denota una enfermedad diseminada cronica.

®La deteccion de &cidos nucleicos no se encuentra incluida debido a que actualmente no se cuenta con una prueba
validada o métodos estandarizados.

Fuente: Clin Infect Dis 2008; 46 : 1813-21.

Las definiciones de IFI del EORTC/MSG se han utilizado en la mayoria de ensayos clinicos que
evaluan la eficacia de drogas antifungicas, en la formulacidon de guias de practica clinica, en la
validacién de pruebas diagnésticas y para el desarrollo de estudios epidemioldgicos.”?



Diagnéstico

Histéricamente el diagndstico de las infecciones fungicas invasivas (IFl) ha sido limitado a la
correlacion de signos y sintomas clinicos y la deteccidén del patégeno en muestras clinicas. Los
metodos microbioldgicos e histopatoldgicos convencionales sirven como piedra angular en el
establecimiento de un diagnostico definitivo. Sin embargo estos métodos convencionales,
incluyendo hemocultivo tienen un desarrollo lento y una baja sensibilidad y especificidad y no
pueden distinguir entre colonizacion e infeccion. Los hemocultivos son negativos en
aproximadamente 65% de los pacientes con candidemia."’

A pesar de que se han determinado claramente los factores de riesgo que se asocian a Cl y que
estos ya son reconocidos por los médicos, el diagndstico clinico de candidemia sigue siendo un
reto, ya que las manifestaciones clinicas son muy inespecificas y puede ir desde un cuadro
asintomatico hasta choque séptico. Por lo tanto los médicos no pueden confiar Unicamente en los
hallazgos clinicos o las pruebas estandar de laboratorio existentes para identificar de forma
confiable los subgrupos de pacientes que tienen mayor probabilidad de presentar candidiasis
invasiva. El diagnostico oportuno y preciso de candidiasis invasiva esta limitado ya que las
pruebas diagnosticas existentes son insuficientes. '

El diagndstico de las infecciones fungicas invasivas ha cambiado y esta basado en un cuidadoso
analisis de factores clinicos y tomando en cuenta hallazgos radioldgicos de TAC, microbiolégicos
y la deteccion de antigenos.?

Kumar y cols. demostraron un incremento en la mortalidad de 12% por cada hora de retraso en el
inicio de tratamiento antimicético en pacientes con sepsis fungica y choque. Asi mismo, Morell y
cols. mostraron que la administracién de antifungicos mas de 12 horas tras el primer hemocultivo
positivo, incrementa de manera significativa el riesgo de mortalidad.”'2

Si se toma en cuenta que los estudios han demostrado que el retraso de 12 a 48 horas en el
inicio del tratamiento antifungico para candidemia se asocia con incremento del riesgo de
mortalidad, es de esperar que muchas veces los médicos se vean presionados para iniciar la
terapia antifungica de manera empirica sobre todo en pacientes con evidencia de factores de
riesgo y en condiciones de gravedad, el problema muchas veces es que una vez iniciada esta
accion, por las mismas limitaciones de las pruebas diagnosticas confirmatorias ya citadas, el
médico se ve limitado para la decision de retirar de manera temprana este tratamiento si no se
confirma la infeccion, el resultado son muy frecuentemente esquemas de tratamientos
prolongados, lo que incrementa los costos y puede contribuir en el desarrollo de resistencia a
ciertos agentes antifiingicos sin mostrar beneficios en la sobrevida de los pacientes.?

Por lo tanto, en la actualidad y con los métodos diagndsticos disponibles para candidiasis
invasiva, el médico se ve limitado a tomar una de 2 opciones sub optimas: 1) esperar a tratar al
paciente hasta que el diagnostico definitivo sea emitido, frecuentemente por hemocultivo,
aceptando que un nuimero de pacientes con candidemia no sera identificado o sera identificado
demasiado tarde para ser beneficiado con el tratamiento; 2) tratar empiricamente a un gran
numero de pacientes que no tienen enfermedad o que nunca la desarrollaran a pesar de los



factores de riesgo, tratando de cubrir un porcentaje relativamente pequefio de quienes si se
beneficiaran del tratamiento empirico, aceptando los costos financieros, el potencial toxico del
tratamiento, efectos adversos, interacciones, seleccidon de resistencia y el impacto en la ecologia
microbiolégica del hospital.™

El diagnostico de las micosis invasoras se debe basar en una vision global de la situacion del
enfermo valorando los factores de riesgo, datos clinicos, radiolégicos y las diferentes pruebas de
diagnéstico microbioldgico y anatomopatoldgico.?

Entre los métodos de diagnostico micolégico considerados como convencionales podemos
destacar el estudio macro y microscopico de las muestras clinicas, su cultivo en medios
artificiales para poder aislar al agente causal de la micosis o la evaluacion de la respuesta
inmune del enfermo frente a este, principalmente mediante la deteccion de anticuerpos frente a
diferentes antigenos fingicosespecificos.

El estudio microscopico de los tejidos o de las muestras de citologia puede permitir observar
estructuras caracteristicas de los hongos o la respuesta inflamatoria del enfermo frente a estos
patdgenos. Este estudio anatomo patoldgico realizado por un experto sigue siendo uno de los
pilares diagndsticos basicos para poder confirmar una micosis invasora. Sin embargo, tiene
muchas limitaciones tanto por la necesidad de que lo realicen personas con gran experiencia en
la anatomia patoldgica de las infecciones fungicas, lo que no siempre es posible, como porque la
observacion de estas estructuras caracteristicas de los hongos solo es posible cuando son
abundantes y esto ocurre de forma mas habitual en los estadios avanzados de la infeccion,
cuando los dafios organicos son importantes y, muchas veces, irreversibles.?*

El cultivo de las muestras clinicas en medios microbioldgicos apropiados es necesario para el
diagnostico etiologico porque permite el aislamiento del agente causante de la micosis, su
identificacion y la realizacion de estudios posteriores que permitan determinar su sensibilidad in
vitro a los antifungicos, la presencia de determinados factores de virulencia o su
tipificaciénepidemioldgica.?*

Actualmente el estandar de oro del diagnéstico de candidiasis invasiva es el cultivo de sangre o
de tejido de un sitio estéril, el cual tipicamente requiere de 24 a 48 horas para emitir resultado
positivo y un tiempo adicional para la identificacion del germen. Los hemocultivos son el método
mas utilizado, sin embargo esta limitado por el tiempo que tarda en volverse positivo y su
sensibilidad baja, por lo que incluso cuando los hemocultivos revelan aislamiento de Candida,
este resultado a menudo es tardio en el curso de la enfermedad. A pesar de los avances en las
técnicas microbioldgicas para recuperar especies de Candida de hemocultivos, la baja magnitud
y la corta duracion de la candidemia en animales experimentales con candidiasis invasiva sugiere
que la sensibilidad permanecera inadecuada.™

Las recomendaciones de la Sociedad Europea de Microbiologia Clinica y Enfermedades
Infecciosas (ESCMID por sus siglas en inglés: European Society for Clinical Microbiology and
Infectious Diseases) para el diagndstico de candidemia incluyen la toma de 3 hemocultivos en
una sola sesion, con un volumen total que varia de acuerdo a la edad del paciente: de 2ml a 4ml



en nifos menores de 2 kg, 6ml en nifios entre 2 kg a 12 kg y 20ml para nifios entre 12 y 36 kg. El
tiempo de obtencién de estas muestras debe ser uno después del otro, tomados de diferentes
sitios y la técnica de venopuncion continua siendo la de eleccion. El periodo de incubacion de las
botellas de cultivo debe ser de por lo menos 5 dias.'La Sociedad Americana de Enfermedades
Infecciosas (IDSA por sus siglas en Inglés: Infectious Diseases Society of America) recomienda
los siguientes volumenes de sangre para hemocultivos en poblacion pediatrica: 2ml en pacientes
menores de 2kg, 4ml para pacientes entre 2.1 y 12.8kg, 10ml para pacientes entre 12.8 y 36.3kg
y 20ml en pacientes mayores de 36.3kg."

La automatizacion de los hemocultivos ha permitido acortar el tiempo de diagndstico en aquellas
micosis invasoras, como la candidiasis, en las que la fungemia es relativamente frecuente. La
identificaciéon del hongo aislado se va a basar en la morfologia macroscépica de las colonias y en
la microscépica del hongo y sus propiedades bioquimicas, fisiolégicas e inmunoldgicas.?

En los pacientes neutropénicos solo del 35% al 50% de los hemocultivos resulta positivo al inicio
de la enfermedad. Ademas la profilaxis antifungica disminuye la sensibilidad del hemocultivo en
estos pacientes. Ademas el hemocultivo tarda al menos 72 horas en tornarse positivo, y otras 48
horas para realizar la identificacion.™

Estos defectos en el hemocultivo para el diagndstico de candidiasis invasiva ha despertado
interés por el desarrollo de pruebas alternativas no basadas en cultivo, que den respuesta a este
problema, entre ellos se encuentran los métodos moleculares para detecciéon de DNA de Candida
mediante técnica de PCR-TR, la cual parece una alternativa atractiva ya que ofrece un resultado
rapido tanto para diagndstico como para identificacion de especie, ofreciendo la opcién de un
inicio temprano del tratamiento antifingico de hasta 6 horas posteriores a el establecimiento de la
sospecha.

El impacto de Cl en pacientes de alto riesgo es indiscutible, ambas, la frecuencia y la mortalidad
asociadas a la infeccidn contintdan incrementando a pesar de la introduccion de terapias potentes
y efectivas. Esta claro ademas que el tiempo que se retrasa el diagndstico y la instauracion de un
efectivo tratamiento antifungico de manera innecesaria, incrementa la morbilidad, mortalidad y
costos. Dado que cada hora de retraso en el tratamiento de sepsis se asocia a un incremento de
8% de la mortalidad, es importante notar que la mediana de tiempo en el inicio de la terapia
antimicrobiana en choque séptico es 5.5 horas para bacterias y 31.5 horas para Candida;
claramente un medio de diagnostico mas rapido, sensible y especifico para Cl es una necesidad
inminente.?

En un reciente estudio en pacientes con cancer y candidemia, los investigadores recolectaron
datos sobre el tiempo de la toma del hemocultivo a la positividad, desde la positividad del cultivo
a la notificacion por parte del laboratorio y de la notificacion del resultado a la primera dosis de
antifungico recibida por el paciente. Observaron que el tiempo desde la toma hasta la positividad
del hemocultivo fue el periodo que mas se asocio a incremento en la mortalidad de los
pacientes.®

La deteccion de biomarcadores, como BG, GM y GXM, es util en las micosis invasoras en
pacientes inmunodeficientes y son considerados criterios diagnosticos por la EORTC/MSG. El
diagndstico de las micosis invasoras por PCR puede ser una alternativa util en un futuro préoximo



tanto para el diagnéstico como para la deteccién de resistencias potenciales y la monitorizacién
del tratamiento antifungico. Sin embargo, su falta actual de estandarizacion y validacion en las
distintas fases que la componen es la razén por la que la EORTC/MSG sigue sin incluirla como
criterio diagnéstico de micosis invasora. De entre las distintas técnicas disponibles, la PCRir
parece ser la técnica mas ventajosa y conveniente.?

Los principales biomarcadores séricos en el diagnostico de Candidiasis incluyen 1-3 - D-
glucano (BDG), antigeno Manano (Mn), anticuerpo anti-manano y DNA de Candida.®

De acuerdo al grupo de trabajo de Definiciones de Biomarcadores, un biomarcador o marcador
biolégico es “una caracteristica que es objetivamente medible y evaluada como un indicador de
un proceso biolégico normal, proceso patogénico o respuesta farmacolégica a una intervenciéon
terapéutica”. Aunque estrictamente definido como sustancias cuantificables y medibles
producidas por el cuerpo humano en respuesta a un infeccidn particular o a un cambio reciente
en el estado de salud de la persona, los biomarcadores pueden también ser definidos como
sustancias o antigenos microbianos producidos por organismos dentro del cuerpo humano. Los
estudios de biomarcadores se han vuelto populares en los ultimos afios por la rapida informacion
gue pueden proveer a partir de muestras no invasivas, mas alla de los datos clinicos y de
laboratorio de rutina.?®

El diagndstico molecular tiene la gran ventaja de que no necesita basarse en el cultivo del

microorganismo y la deteccion de biomarcadores fungicos ofrece grandes esperanzas a corto
24

plazo.

Manano:

Es un polisacarido unido a la pared de Candida, representando el 7% de su peso seco y es
altamente inmunogénico. Este antigeno puede incrementar en el suero de pacientes con
candidemia, sin embargo su aclaramiento del torrente sanguineo es rapido. Se han publicado
variaciones en la sensibilidad y especificidad de esta prueba, pero en general se determina que
se debe realizar una combinacion de antigeno Mn y anticuerpos anti-Mn para obtener resultados
optimos. Se ha descrito que esta combinacion de biomarcadores alcanza una sensibilidad y
especificidad de 83% y 93% respectivamente. Sin embargo la IDSA en sus guias de candidiasis
no recomienda su uso de rutina. Estos estudios diagnosticos tienen algunas limitaciones que no
permiten considerarlos pruebas de diagndstico definitivo, porque no permiten identificar a nivel
de especie e incluso algunas veces no se logra determinar de forma confiable a nivel de
género."

Los métodos desarrollados para la deteccién del antigeno Mn en suero incluyen la aglutinacion
en latex y los ensayos inmunoenzimaticos. Los principales estudios que se han realizado en
torno a la deteccién del antigeno Mn en pacientes con candidiasis invasora, se han llevado a
cabo con la prueba Platelia Candida Ag (Laboratorios Bio-Rad), la cual se basa en un ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) que detecta residuos de oligomanosa unidos por
enlaces a del Mn.*



El antigeno Mn tiene una gran capacidad para generar la formacién de anticuerpos con los que
forma complejos inmunes en la circulacion. La liberacion del Mn de los inmuno complejos que
forma con los anticuerpos es probablemente el paso mas critico de la prueba de deteccion v,
junto con la transitoriedad de la mananemia, son la causa de la sensibilidad relativamente baja de
la prueba, que suele estar entre el 40 y 70%."" ' si se realiza una Unica determinacién. Un
aumento de la sensibilidad diagnéstica de la deteccion de Mn puede obtenerse al complementar
la prueba con la deteccion de residuos de manosa unidos por enlaces 3, ya que ambos antigenos
tienen cinéticas de aclaramiento distintas.*® De acuerdo a un estudio realizado por Sendid et al. la
deteccién combinada de ambos antigenos alcanzé una sensibilidad de 90% y una especificidad
de 95% con alto valor predictivo negativo.*”®

Se han desarrollado ensayos inmunoenzimaticos (EIA) para la deteccién de Mn. Aunque estos
marcadores no estan incluidos en la revision de EORTC/MSG de los criterios para el diagnostico
de infeccién fungica invasiva, su rendimiento ha sido evaluado en una revision sistematica de la
ECIL-3, la cual reporta sensibilidad de 59% y especificidad de 83%. Se observo una variabilidad
de la especificidad y sensibilidad de esta prueba en dependencia de la especie de Candida,
siendo mas alta para C.albicans. La medicion de Mn demostré ser util en varios de los estudios
incluidos ya que se observé un acortamiento en el tiempo de diagndstico sobre todo en casos de
candidiasis invasiva con afectacion hepato-esplénica, con resultados positivos del ensayo 6 dias
previos a los hemocultivos y 16 dias antes de las manifestaciones radiolégicas.’

Cuando se evalua el Mn como prueba diagndstica se debe considerar el valor de corte que se
utiliza. Seguin el manual del fabricante, la prueba Platelia™ Candida Ag plus® es positiva con una
concentracion de Mn>125pg/ml y se reporta como intermedia con un valor de Mn entre 62.5
pg/ml'y 125pg/ml."”

De acuerdo a lo descrito desde hace mas de una década, la mananemia se observa
principalmente en ausencia de anticuerpos anti-manano (A-Mn) y los niveles altos de dichos
anticuerpos no suelen asociarse con mananemia. Dado el balance observado entre la circulaciéon
del antigeno Mn y la respuesta de los anticuerpos A-Mn, la medicion de ambos mediantes
ensayo inmunoenzimatico puede ser un procedimiento diagnéstico til."

Dado que el antigeno Mn es detectado predominantemente en pacientes que desarrollan Cl
durante su primer ciclo de QT, pero en anticuerpo anti-Candida son detectados después de
multiples ciclos de quimioterapia, el rendimiento optimo de estas pruebas en pacientes
neutropénicos febriles, neutropénicos con neoplasias hematoldgicas se consigue con dos
pruebas positivas consecutivas de ambas pruebas, antigeno Mn y anticuerpos anti-Mn."

PCR

Los métodos moleculares para el diagnodstico de candidiasis invasiva tienen potencialmente
numerosas ventajas sobre los métodos de cultivo incluyendo: alta sensibilidad, rapidez de
resultados, cuantificacion de la carga de Candida en sangre, identificacion de especie de
Candida, la posibilidad de identificar mutaciones asociadas con resistencia a antifungicos. Los
diferentes ensayos de PCR que se han evaluado hasta el momento han mostrado sensibilidad y
especificidad mayor al 90%, la sensibilidad fue mayor cuando se usaron muestras de plasma o



suero en comparacion con sangre total y asi mismo fue mas alta en casos de candidiasis de
sitios profundos que en casos de candidemia (89% vrs 59%) .°

Hay diferentes tipos de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) que pueden ser aplicados en
el diagnostico de la IF1.>*% De todas ellas, la mas recomendable es la PCR en tiempo real (PCR-
TR). Este formato permite cuantificar el ADN presente en la muestra clinica, minimiza el riesgo de
contaminaciones cruzadas y por tanto de falsos positivos, y permite el analisis una vez que se ha
confirmado la amplificacién del ADN (analisis de curvas de melting) que puede ser util para llegar
incluso a la identificacion a nivel de especie. En el disefio de la PCR se puede optar por una
deteccion universal o panfungica, o bien por la deteccidn exclusiva de un género concreto o
incluso una unica especie. Otro aspecto importante es contar con controles internos en la PCR
para excluir la posibilidad de inhibiciones y por tanto de falsos negativos.?’°

La PCR ofrece varias ventajas para el diagnostico de candidiasis invasiva, como su alta
sensibilidad, su capacidad de rapida identificacion y habilidad de cuantificar la carga fungica.
Durante las infecciones de torrente sanguineo en humanos, se calcula que circulan menos de 10
UFC por ml de células de Candida y en al menos 25% de las infecciones se puede encontrar
hasta 1TUFC por ml. La baja sensibilidad de los hemocultivos refleja esta baja carga de células
fungicas en sangre, sobre todo en etapas tempranas de la infeccion, asi como la naturaleza
intermitente de la candidemia debido al aclaramiento hepatico o liberacién periddica de células
fungicas de los tejidos profundos hacia la circulacién sanguinea.®

La PCR es mas sensible que los hemocultivos porque esta en su técnica amplifica las secuencias
de DNA detectadas, en lugar de detecciéon de células de Candida viables; sin embargo
comparado con el cultivo, PCR tiene la desventaja que detecta DNA tanto de células viables
como de células muertas asi como particulas de DNA circulantes libres que pueden estar
presentes aun después de que el patégeno ha sido aclarado de la circulacion.®

Aunque las técnicas de PCR se han descrito y usado desde hace mas de 15 afios, con un amplio
uso y utilidad diagnéstica en infecciones bacterianas y virales, sin embargo aun no esta incluida
en la definicion diagnostica de Candidiasis, esto principalmente por la falta de consenso en la
técnica para su uso en las infecciones flngicas.?’

Las pruebas diagnosticas moleculares para la deteccion de DNA de Candida en sangre y tejidos,
aun se continuan investigando, ya que su utilidad clinica esta limitada por la falta de
estandarizacion, alto costo y su habilidad para detectar un limitado niumero de especies de
Candida. Un nuevo PCR-TR multiplex ha mostrado buen potencial para deteccién de candidemia
e identificacion de la especie de Candida, aunque su validacién no ha sido realizada aun.?

Entre las distintas técnicas existentes, la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) genera
grandes esperanzas por su capacidad de amplificar pequefias cantidades de ADN fungico (entre
1y 10 fg) en las muestras clinicas hasta concentraciones detectables. Por otro lado, son técnica
versatiles ya que permiten la deteccion e identificacion de una especie fungica en concreto,
empleando para ello como objetivo secuencias de ADN especificas de dicha especie (PCR
especifica) o bien la deteccion de multiples especies, por ejemplo en un cribado diagndstico



empleando como objetivo secuencias de regiones comunes del genoma presentes en hongos de
diferentes géneros (PCR panflngica).?*

Tratamiento de Cl:

Con el fin de instaurar de forma temprana el tratamiento antifingico, para reducir la alta
mortalidad de la Cl, se han disefiado diversas estrategias terapéuticas que incluyen la profilaxis,
el tratamiento anticipado, el tratamiento empirico y el tratamiento dirigido.

Los estudios de vigilancia indican que casi todas las cepas de Candida que causan enfermedad
invasiva son susceptibles a fluconazol y equinocandinas, los agentes antifungicos usados mas
ampliamente.™

Profilaxis

Dada las alta mortalidad de Cl en pacientes con neutropenia y la baja sensibilidad de las pruebas
diagnésticas, la profilaxis para pacientes de alto riesgo que han recibido quimioterapia de
induccién a la remision y trasplante de células progenitoras hematopoyéticas (TCPH), es una
estrategia casi universal. Las guias de IDSA de 2009 recomiendan profilaxis con fluconazol,
pozaconazol y micafungina en pacientes con TCPH durante el periodo de riesgo para
neutropenia. Esta estrategia también ha mostrado ser util en pacientes con Enfermedad Injerto
contra Huésped.'?

Terapia anticipada

El retraso en el inicio de la terapia antifungica, mientras se espera resultado de hemocultivos
tiene un impacto critico en la mortalidad relacionada a Candida. Por esto todo paciente
neutropénico con multiples factores de riesgo clinicos para Cl que desarrolla fiebre persistente o
nuevo evento de fiebre que no responde a antibiéticos de amplio espectro debe ser considerado
para el inicio de terapia antifungica empirica. En los ultimos afos se han introducido técnicas de
imagen y pruebas diagnosticas serolégicas que proveen evidencia adicional de CI, permitiendo
asi una terapia anticipada.?®

En algunos estudios esta terapia empirica ha mostrado mejorar la sobre vida en pacientes
recibiendo quimioterapia de induccion a la remision.?

La terapia empirica racional requiere estratificar los riesgos basado en parametros clinicos. Se
han desarrollado escalas predictivas basadas en factores de riesgo, sitios de colonizacion por
Candida y el apoyo de nuevos biomarcadores diagnésticos como el Mn. '

Tratamiento de Cl documentada

La opcion de tratamiento a indicar en cada paciente debe basarse en la epidemiologia local de
las diferentes especies de Candida, datos de sensibilidad in vitro, historia de exposicion reciente
a azoles o intolerancia a agentes antifungicos, gravedad de la enfermedad de base, comorbilidad
relevante, posible interaccién con otras drogas y la evidencia del érgano afectado (ojo, SNC,
valvulas cardiacas o visceras.”



ANTECEDENTES

La infeccion fungica invasiva (IFl) constituye una complicacion frecuente de los pacientes
pediatricos; representa una mayor morbilidad y mortalidad, asi como un aumento importante en
costos derivado del manejo hospitalario que requieren.

A pesar de que las IFl son relativamente frecuentes en estos pacientes (particularmente
pacientes con estados de inmunocompromiso), estas infecciones son frecuentemente sub
diagnosticadas. Un estudio postmortem de IFl en pacientes con neoplasias hematoldgicas
identificé 31% de IFI por autopsias, de las cuales 75% no fueron diagnosticadas antemortem.?

Un estudio realizado por P. Badiee y cols. publicaron en 2011, para describir las infecciones
fungicas en pacientes ingresados en Unidades de Cuidados Intensivos, encontré una incidencia
de infecciones fungicas de 1.9%. Los factores de riesgo mas importantes fueron el antecedente
de accidentes y traumas, trasplante, tratamiento inmunosupresor. La mortalidad atribuible a
candidemia en pacientes quemados se reporta de 14 a 70% en diferentes series.?

La colonizacion del tracto respiratorio y urinario por Candida es muy frecuente en pacientes con
ventilacion mecanica y sonda urinaria y se ha asociado a estancias prolongadas de
hospitalizacion en UCI. La mortalidad reportada en este estudio fue de 58.8%. En este estudio la
especie de Candida mas frecuente fue C. albicans, el 17.1% de estas cepas tuvieron una
sensibilidad disminuida a fluconazol.”®

Santolaya y cols. realizaron un estudio multicéntrico prospectivo en 8 paises para la vigilancia y
descripcion de candidemia en nifios de Latinoamérica entre 2008 y 2010, encontrando incidencia
de 0.81/1000 ingresos, 29% de los casos fueron neonatos, los factores de riesgo que mostraron
asociacion con candidemia fueron prematuridad, ingreso a UCI, nutricién parenteral, ventilacion
mecanica, neoplasia, neutropenia, enfermedad neurolégica y uso previo de corticoides. Las
especie de Candida aislada con mayor frecuencia fue C. albicans, sequida de C. parapsilosis y
C.tropicalis. Los factores predictores independientes de mortalidad a los 30 dias fueron
enfermedad renal y uso de corticoides.*

Las infecciones por Candida representan el 12% de las infecciones del torrente sanguineo
adquiridas en el hospital. La red de Vigilancia de las Infecciones Relacionadas a Trasplante
recientemente publico un estudio retrospectivo en pacientes trasplantados con infeccion fungica
invasiva de los afios 2001 al 2006, encontrando una incidencia de Candidiasis Invasiva de 28% vy
la neutropenia estuvo presente en 59% de los pacientes con candidemia.*’

En los estudios realizados previos a la introduccién de las equinocandinas y el voriconazol en la
terapia antifungica, reportan mortalidad elevada en los pacientes oncoldgicos con candidemia,
principalmente aquellos con neutropenia secundaria a quimioterapia. Esto no ha cambiado
mucho en el tiempo, a pesar de estas nuevas medidas terapéuticas. EIl M.D Anderson Cancer
Center reporté una mortalidad total a los 30 dias de 38% en pacientes con malignidades
hematolégicas hasta 2007.%



La base de datos prospectiva de la Alianza de Terapia Antifungica (PATH, por sus siglas en
ingles), ha reportado desde 2004 a 2008 una mortalidad total a las 12 semanas de 35.2%.%

El Grupo Australiano de estudio de candidemia reporto una mortalidad de 40% en pacientes
hematolégicos. Los datos a nivel de pacientes, extraidos de siete ensayos aleatorios de
tratamiento de CI, mostraron que la mortalidad general entre 1,831 pacientes a los 30 dias, fue
de 31.9%.%

Stamos y Rowley estudian sepsis por Candida en 70 nifios y detectan una mortalidad del
19%,0bservando que fallecieron el 36% de los pacientes en los que no se retird el catéter en los
3primeros dias mientras que no murié ninguno de los pacientes cuando el catéter se retird en las
primeras 72 horas.?

El estudio multicéntrico EPIC Il mostré una prevalencia de 6.9 x 1000 pacientes ingresados en
UCI y una mortalidad cruda de 43%, solo un tercio de los pacientes con candidemia demostrada
presentd datos clinicos de infeccion severa, aunque su mortalidad mostré ser mayor que en
bacteriemias por cocos gran positivos o bacilos gran negativos.*®

Datos colectados de SENTRY, Programa de Vigilancia Antimicrobiana, muestra que 44.5% de los
episodios de candidemia ocurren en la UCI, y que 5% de los aislamientos fueron resistentes a
fluconazol. La infeccion grave por Candida se puede encontrar en todos los tipos de pacientes,
pero afecta principalmente a pacientes con comorbilidades y criticamente enfermos=>*

Bassetti y cols. realizaron un estudio en pacientes ingresados en UCI con diagnéstico de choque
séptico adjudicado a una infeccion del torrente sanguineo por Candida, reportando una
mortalidad de 53.7% en los primeros 30 dias del inicio de la candidemia, siendo el retraso en el
inicio del tratamiento y el fracaso en controlar la fuente de la infeccion, fueron los factores mas
asociados a esta mortalidad.*

Oeser Clarissa y cols. describen un estudio de la epidemiologia de candidemia en la poblacion
pediatrica de Inglaterra durante los afios 2000 a 2009, encontrando 1473 casos, la incidencia
incremento durante esta década, desde 1.04/ 100,000 en el 2000 a 1.53/100,000 en 2009. Las
especies de Candida se presentaron en 89% de los casos, siendo las especies mas frecuentes
C. albicans y C. parapsilosis.?

Coto Cotallo y cols. realizaron en Espafia un estudio multicéntrico para describir estas
infecciones en neonatos, reportando una incidencia general de 0.57% de los ingresos, que
incrementa de 2-5% en los recién nacidos de muy bajo peso al nacer (RNMBPN).?

En el 2002 el grupo de trabajo de EORTC/MSG propuso una serie de definiciones para clasificar
a la IFl, con el fin de facilitar la identificacion de grupos de pacientes razonablemente
homogéneos para la investigacion clinica y epidemiolégica, para ayudar en el disefio de ensayos
clinicos aleatorizados, para evaluar nuevos farmacos y estrategias de manejo y para fomentar
una adecuada comunicacién entre investigadores internacionales.”®



El mayor problema de todas estas técnicas radica en la falta de estandarizaciéon de los métodos
empleados. El principal objetivo que se persigue en la actualidad es la obtencién de una prueba
validada y estandarizada que permita el diagnédstico de IFI. Sin embargo, todavia no se han
realizado estudios suficientes como para respaldar la utilidad clinica de estas técnicas, por lo que
aun la deteccion de AN no ha sido incluida como biomarcador de micosis invasora en las
definiciones de EORTC/MSG o de laECIL3 .*°

En 2009, la tercera conferencia Europea de Infecciones en Leucemia (ECIL-3) tuvo como objetivo
establecer recomendaciones basadas en evidencia para el uso de marcadores bioldgicos,
particularmente en pacientes con malignidades hematolégicas y solidas, usando el sistema de
clasificacién de salud publica de la IDSA.%

En el 2012 la Sociedad Europea de Microbiologia Clinica y Enfermedades Infecciosas (ESCMID
por sus siglas en inglés: European Society for Clinical Microbiology and Infectious Diseases),
publicoé una guia para el diagndstico y manejo de las infecciones por Candida. Ellos adoptaron un
sistema para graduar la calidad de la evidencia sobre la precisién de los procedimientos para la
deteccién de biomarcadores en el diagndstico de la candidiasis. Este sistema de clasificacion se
divide en: muy recomendable (la técnica es precisa en mas del 70% de los casos), recomendable
(la técnica es precisa entre 50% y 70% de los casos) y no recomendable (la técnica es precisa en
menos del 50% de los casos).*

Oliveri S. y cols. en un estudio sobre la utilidad de la deteccién de antigeno Mn en lactantes
prematuros demostré una sensibilidad de 92% y especificidad de 85%. Siendo este positivo en la
mitad de los pacientes desde 4 dias antes de la deteccion por cultivo. Se puede detectar falsos
negativos en esta prueba como resultado del rapido aclaramiento del Mn del torrente sanguineo
o a infeccion por C. parapsilosis ya que esta especie libera muy bajos niveles de Mn en
comparacion con C. albicans. Pueden resultar falsos positivos en presencia de niveles de ganma
globulina humana >60g/L, anticuerpos contra toxoplasmosis y reaccion cruzada con ofras
especies de hongos.?'

Arendrup y cols. reportaron una sensibilidad y especificidad para antigeno Mn de 100% y 74%
respectivamente, con VPP de 80% y VPN de 100%.%

En una revision sistematica realizada por Mikulska y colaboradores se evalud la sensibilidad,
especificidad y razones de probabilidad de la deteccion de Mn y A-Mn en suero, en pacientes con
Cl segun los criterios del grupo de estudio de EORTC/MSG."'Se revisaron 14 estudios que
comprendian 453 pacientes y 767 controles. La poblacién de estudio incluia pacientes con
cancer, pacientes en unidades de cuidados intensivos y pacientes postquirdrgicos. Todos los
estudios excepto uno, eran de disefo retrospectivo. La sensibilidad del Mn fue del 58% (IC 95%,
53-62), especificidad del 93% (IC 95% 91-94) y la razén de probabilidad diagnéstica (RPD) 18%
(IC 95%, 12-28) (figura 1). La sensibilidad de A-Mn fue 59% (IC 95%, 54-65), especificidad 83%
(1C95%, 79-97) y RPD 12% (IC 95% 7-21). La sensibilidad combinada de Mn/A-Mn combinado
fue del 83% (IC 95%, 79-87), especificidad del 86% (IC 95%, 82-90) y RPD 58% (IC 95% 27-122)
(figura 2). Se detectd una heterogeneidad significativa de los estudios. La sensibilidad tanto del
Mn y A-Mn varié para diferentes especies de Candida, siendo mas alta para C. albicans, seguida



de C. glabrata y C. tropicalis. En el 73% de 45 pacientes con candidemia, al menos una de las
pruebas serolédgicas fue positiva antes que los cultivos. De 21 pacientes con Cl hepatoesplénica,
18 (86%) tenian Mn o A-Mn positivos con una ventaja media de 16 dias antes de las
manifestaciones radiolégicas.*®

Los estudios de Cl han demostrado que un retraso de 12 a 48 horas en la administracion de
tratamiento antifungico adecuado se asocia con un incremento significativo de la mortalidad
independiente de otros factores de riesgo. A pesar de esto, en el diagnostico de Cl hace falta
herramientas diagnosticas sensibles y rapidas, por lo que se han desarrollado métodos no
basados en cultivos como la deteccion de ADN por PCR como apoyo diagnostico, aunque adn no
estan ampliamente disponibles.'

Las diferencias en la susceptibilidad de las especies de Candida a agentes antifungicos ha hecho
que la identificacién a nivel de especie sea importante para el manejo clinico de candidemia. Las
pruebas moleculares no han sido aun estandarizadas o no estan disponibles en la mayoria de los
laboratorios clinicos, aunque estas pruebas pueden disminuir el tiempo que requiere la
identificacion de especie de Candida. comparado con los métodos tradicionales de
hemocultivos.*

En una revision sistematica y meta analisis de Avni T. y cols. se analizaron 49 estudios de
cohorte y casos controles en 4.694 pacientes (963 con candidiasis invasora probada o
probable)demostrando una sensibilidad y especificidad para DNA — PCR de Candida de 100%
cuando se compararon pacientes con candidemia con individuos saludables. Cuando se realizd
PCR en pacientes con criterios de candidemia segun criterios de EORT/MSG mostré sensibilidad
de 95% vy especificidad de 92%.°La sensibilidad y la especificidad eran maximas (100%) cuando
se comparaban personas sanas y personas con candidiasis invasora. Estos valores se
mantenian elevados (95 y 92%, respectivamente) en pacientes con sospecha de candidiasis
invasora y la especificidad se mantenia por encima del 90% cuando se analizaba con diferentes
grupos control. Los mejores datos se obtenian cuando la muestra era sangre completa, la diana
de amplificacion los genes del ARNr o del P450, siendo el limite de deteccién de ADN<10
UFC/ml. Ademas, en los pacientes con candidiasis invasora probada o probable, la deteccién de
ADN era positiva entre el 78 y el 91% (media, 85%) mientras que el crecimiento de Candida en
hemocultivo variaba entre el 29 y el 46% (media, 38%).°

Los autores de este trabajo subrayan claramente la falta de sensibilidad del hemocultivo para el
diagnostico de candidemia y han demostrado que la PCR tiene una sensibilidad y especificidad
aceptable para el diagnostico de Cl y que sus resultados ademas, muchas veces preceden la
deteccion de candidemia por hemocultivos y que la persistencia de una prueba de PCR positiva
se asocia a mortalidad.”®

La técnica basada en PCR para la deteccion de Candida ha mostrado similares resultados en
nifos y adultos, con sensibilidad cerca del 100%, especificidad de 60-90%, VPN entre 88% y
100%, con variable VPP, probando que estos estudios son mas eficaces para excluir que para
confirmar el diagnostico.?



Trovato L y cols. publicaron en 2012 un estudio en 86 nifios con Cl, en el cual la PCR tuvo una
sensibilidad de 88% y especificidad de 90%."?

Mokaddas Eiman y cols. evaluaron el desempefo de antigeno Mn, 1-3 B-D-glucano (BDG) y PCR
DNA de Candida en pacientes pediatricos con cancer colonizados por Candida, reportando que
en 6 pacientes se detectaron niveles altos de BDG, mientras que no se detecto en ninguno de los
pacientes sueros positivos para Mn ni DNA por PCR, lo que demuestra que estos dos ultimos
estudios pueden ser utiles en el diagnostico de candidemia, sobre todo para descartarlo en
aquellos pacientes con factores de riesgo pero sin sospecha clinica, a pesar de estar
colonizados.*’

Kenji Uno y cols. realizaron un estudio para comparar los diferentes métodos diagndsticos para
Cl en modelo en ratones, encontrando que las mediciones séricas del antigeno Mn es una
herramienta sensible para la prediccién temprana de candidemia en los ratones estudiados,
identificandose en solo 6.5 dias posteriores a la inoculacion, mientras que PCR fue positivo hasta
el dia 8 en mas de 50% de los pacientes al igual que el hemocultivo, siendo la identificacion del
100% en el dia 9 después de la inoculacién. El antigeno Mn tiene la desventaja que no ofrece
informacion sobre la especie de Candida involucrada, mientras la PCR tiene la ventaja de ofrecer
identificacién de especie mas pronto que el cultivo, en 48 horas contra 4 a 7 dias. Por lo que se
recomienda el uso combinado de ambos métodos en el diagnostico temprano de candidemia, los
cuales deben ser confirmados mediante las técnicas convencionales como el hemocultivo, con
todo y sus limitaciones. %

Fasahat F. Alam y cols. compararon la utilidad de la detecciéon de antigeno Mn y PCR para
diagnostico de candidemia en pacientes con candidemia probada por cultivos, pacientes con
sospecha clinica de candidemia, individuos colonizados y un grupo control sano, encontrando
para Mn sensibilidad de 41% y PCR 88% con especificidad de 100% para Mn. También se
demostré que la combinacion de dos o mas de estas pruebas diagnosticas incluyendo 1-3 B-D-
glucano, anticuerpos anti-Mn y hemocultivo, incrementa la confiabilidad y certeza diagnostica,
convirtiéndose estd en una recomendacién para el apoyo diagnostico en aquellos pacientes
identificados con sospecha de infeccion fungica.*



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La candidiasis invasiva es causa importante de morbi-mortalidad en pacientes pediatricos. El
diagnéstico basado en los hallazgos clinicos, estudios de imagen y cultivos es tardio. Estudios
demuestran de manera consistente que una demora de 12 a 48 horas en la administracion de
una terapia antifungica adecuada, se asocia con un aumento significativo en la mortalidad; el cual
es independiente de otros factores de riesgo para el mismo desenlace. Por otro lado, el uso de
una terapia antifungica empirica (con azoles o polienos) es frecuente en pacientes de alto riesgo,
lo que puede resultar en sobre tratamiento a estos pacientes, conduciendo a un incremento en la
emergencia de cepas de Candida resistentes a antifungicos, eventos adversos relacionados al
medicamento y un incremento en costos.

Recientemente se han introducido técnicas no basadas en cultivos para el diagnéstico de la
Candidiasis Invasiva (Cl); tales como el Manano (Mn) y métodos basados en la deteccién de
ADN por medio de PCR-TR, los cuales proporcionan resultados en un menor tiempo, y por ende
podrian facilitar la toma de decisiones en cuanto al tratamiento, de una manera mas pronta y
oportuna. La informacion sobre la correlacion de estos biomarcadores con la presentacion clinica
de la CI en poblacién pediatrica es limitada, la mayoria de los estudios se basan en pacientes
oncologicos, por lo que se hace necesario generar evidencia de este aspecto en nuestro medio y
en los pacientes pediatricos de alto riesgo, no unicamente en el grupo de pacientes oncolégicos.



PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢,Cual es la correlacion clinica entre el antigeno Manano y la PCR-TR para Candida en el
diagnéstico de candidiasis invasiva en pacientes pediatricos ingresados en el Hospital Infantil de
México Federico Gémez en el periodo Agosto 2014 — Mayo 20157



JUSTIFICACION

Histéricamente, la Cl ha sido dificil de diagnosticar. Los cultivos y los hallazgos histologicos a
menudo son falsamente negativos o son positivos en el curso tardio de la infeccion, haciendo
subdptima la administracion de una terapia antifingica efectiva.

Los estudios basados en biomarcadores de la pared de Candida se han desarrollado para ayudar
al diagnéstico de Cl. Estos ofrecen la ventaja de ser faciles y seguros de utilizar, evitan
procedimientos diagnésticos invasivos y realizan un diagnéstico oportuno. La adopcion de estos
estudios de biomarcadores esta cambiando el enfoque del diagndstico de la CIl. En la ultima
década se observan mejores tasas de supervivencia en pacientes adultos con cancer y TCPH
con Cl, esto en parte favorecido por un diagndstico certero mas temprano, sin embargo no existe
informacion suficiente de estas pruebas en la poblacién pediatrica.™

Por lo anterior es necesario evaluar la correlacion clinica y utilidad de estos biomarcadores para
el diagnéstico de Cl ya que al realizar un diagndstico oportuno, se podria disminuir la morbilidad
de los pacientes pediatricos de alto riesgo, asi como disminuir el sobre tratamiento de estas
infecciones, la resistencia a agentes antifungicos y los costos econdmicos que todo esto lleva
consigo.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Correlacionar las caracteristicas clinico-epidemioldgicas, con el Mn, y PCR-TR para Candida en
el diagndstico de Cl en pacientes pediatrico.

OBJETIVOS PARTICULARES

o Determinar la sensibilidad, especificidad, valores predictivos positivos y negativos de Mn y
PCR-TR para Candida.

e Comparar mediante curvas ROC los diferentes puntos de corte del Mn para determinar su
capacidad diagndstica de Cl.



HIPOTESIS

Los niveles de Mn y la PCR-TR para Candida, tendran una correlacion con las caracteristicas
clinico-epidemiolégicas de los pacientes pediatricos con candidiasis invasiva.



METODOS

Disefo del Estudio
Estudio prospectivo, longitudinal, analitico, de prueba diagndstica.

Lugar de estudio
Hospital Infantil de México Federico Gémez (HIMFG)

Periodo de estudio
1 de agosto de 2014 al 31 de mayo 2015.

Poblacién de estudio
Pacientes pediatricos hospitalizados en el HIMFG

Criterios de inclusion
e Pacientes entre 0 y 18 afios de edad.
e Pacientes con sospecha clinica de candidemia.

Se define sospecha clinica de candidemia en pacientesque a pesar de 4 dias de tratamiento
antibidtico de amplio espectro® presente fiebre o hipotermia, mas al menos uno de los
siguientes factores de riesgo:

FACTORES DE RIESGO PARA CANDIDIASIS INVASIVA

1. Inmunocomprometidos’

2. Neutropenia reciente (RAN <500mm?) por >10 dias

3. TCPH reciente (<30dias).

4. Hospitalizacion prolongada (>2 semanas)

5. Presencia de catéter venoso central

6. Procedimiento quirurgico mayor reciente

7. Esteroides a dosis de 2mgkgdia o 60mg/dia por >1 semana

8. RNPT con <1500g de peso

9. Tratamiento con inmunosupresores de células T: ciclosporina,
bloqueadores del FNT alfa, alentuzumab o analogos nucleédsidos,
durante los 90 dias previos.

10.Inmunodeficiencia primaria grave (como enfermedad
granulomatosa crénica o inmunodeficiencia combinada grave)

?Antibidticos de amplio espectro: cefalosporinas de 4ta. generacion o carbapenémicos.

bInmunocomprometidos: Pacientes oncolégicos, trasplantados de o6rganos solidos, pacientes reumatoldgicos que estén bajo
tratamiento inmunomodulador.

Abreviaturas: RAN: Recuento absoluto de neutréfilos, TCPH: trasplante de células progenitoras hematopoyéticas, RNPT: Recién
nacido pretérmino, FNT: Factor de necrosis tumoral.



e Pacientes cuyos tutores/cuidadores aceptaron participar en el estudio mediante la
firma del consentimiento informado y asentimiento.

Criterios de exclusion
¢ Pacientes que hayan recibido tratamiento antifingico 2 semanas previas al protocolo o
que estén recibiendo profilaxis antifingica.

Criterios de eliminacién
e Pacientes de los que no se tengan ambas muestras de laboratorio
¢ Pacientes con informacién incompleta

Calculo del tamaio de muestra
Se realizara un muestreo por conveniencia. Se incluiran a todos los pacientes que cumplan los
criterios de inclusion de Agosto del 2014 a mayo del 2015.

Descripcion de la metodologia
Previo al inicio de la captura de sujetos se estandarizé la técnica de realizacion de la PCR-TR

para Candida. Se realiz6 la prueba con 10 pacientes conocidos (5 con diagndstico de Cl y 5 sin
diagnéstico de Cl).

Se reclutdé aquellos pacientes con sospecha de infeccion fungica en quienes se cumplian los
criterios de inclusién y se invitd a los familiares, ya que en ningun caso fue posible al paciente, a
participar en el estudio. Quienes aceptaron firmaron las cartas de consentimiento informado y/o
asentimiento.

Una vez que el paciente ingreso al estudio se tomaron del expediente las variables demograficas
y las caracteristicas clinicas. Se realiz6 la toma de 1ml de sangre en un tubo seco para realizar el
Mn y para la PCR-TR se tom6é 1 mL de sangre total en un tubo con anticoagulante (tapoén
morado) que se entrega y procesa en las areas respectivas del laboratorio.

Como parte del abordaje clinico en un paciente con probable Cl se tomaron muestra de orina
para hemocultivos y urocultivo de hongos y en caso necesario cultivos de secreciones y material
estéril en algunos casos.

Se hizo seguimiento de los pacientes hasta conocer el desenlace de la infeccion.

Se generé un constructo llamado “Sospecha clinica de Candidemia” basado en las
caracteristicas clinicas de los pacientes y los factores de riesgo citados y probados en la
literatura para candidiasis invasiva, el cual sera sometido a comparacién con los resultados de
ambas pruebas de laboratorio, tomando en cuenta el desenlace del paciente y su respuesta
clinica al tratamiento antifungico.

Se considerd Sospecha clinica de Candidemia®aquellos pacientes que cumplieran con todos los
siguientes puntos:

1. fiebre por mas de 4 dias

2. Antibidticos de amplio espector por mas de 4 dias

3. 1 0 mas de los factores de riesgo para ClI

4. Con o sin hemocultivo positivo



5. Evidencia de mejoria clinica con el inicio de tratamiento antifungico.

Anidlisis estadistico
Se realiz6 estadistica descriptiva: para las variables en escala continua se calcularon medidas de
tendencia central o medidas de posicion segun la distribucion que presenten.

El analisis de la prueba diagndstica se realizé mediante el calculo de la curva ROC para definir el
valor de la determinacion del antigeno manano de Candida spp. con el cual se obtiene el mejor
desempenfo en términos de sensibilidad y especificidad, tomando como referencia el estandar de
oro (hemocultivo) y se realizdé también un analisis con referencia en el constructo clinico que se
definioé previamente para tal fin.

Se calculdé sensibilidad, especificidad, valores predictivos positivos y negativos y razones de
verosimilitud positivas y negativas de ambas pruebas de laboratorio.

Se utilizé el paquete informatico IBM SPSS Statistics® Versién 21.0 y Stata Version 13.

CONSIDERACIONES ETICAS

Se trata de un estudio con riesgo mayor al minimo, sin embargo el volumen total a extraer
durante todo el estudio no sera mayor al 10% del volumen circulante. Los eventos adversos
seran evaluados y resueltos en el HIMFG. Se solicitara el consentimiento informado por escrito al
cuidador primario y carta de asentimiento del menor en aquellos pacientes > de 8 afos de edad
con capacidad de hacerlo. (Anexo 1y 2).



Definicion

Conceptual

DESCRIPCION DE VARIABLES

Definicion Operativa

Tipo de variable

Escala de
medicion

Tiempo transcurrido a partir del Cuantitativa, Meses/ afios
Edad nacimiento, en meses y afos. continua
Caracteristicas fenotipicas que Cualitativa, Femenino
Sexo clasifican a un individuo como hombre o dicotomica. /Masculino
mujer.
Diagnéstico de | Diagndsticos crénicos previos al evento Cualitativa, Nombre de la
base. infeccioso agudo. politdmica. enfermedad
Condiciones  clinicas de  origen Nombre de la
Diagnéstico probablemente infeccioso, al momento Cualitativa, enfermedad
infeccioso. de la sospecha de candidiasis. politémica. infecciosa
Unidad del Hospital Infantil de México
Sala de Federico Gémez en Ila que se Cualitativa, Nombre de la
hospitalizaciéon. | encontraba hospitalizado el paciente al politémica. sala
momento de la sospecha de
candidiasis.
Temperatura mayor o igual a 38°C por Medida de
al menos una hora o determinacién Cualitativa, temperatura en
Fiebre. aislada de temperatura mayor o igual a dicotomica. grados Celcius
38.3°C documentada en los registros de
enfermeria.
Cifras de tension arterial por debajo de Cifras de
Hipotension la percentia 5 para la edad Cualitativa, Tension arterial
documentadas en los registros de dicotomica. en Hgmm
enfermeria.
Antibioticos Numero de farmacos antimicrobianos
en las 2 distintos, administrados en los 21 dias | Cuantitativa,
semanas previos a la sospecha Qe candidemia, discreta. Si/No
previas. de acuerdo a lo registrado en el
expediente clinico.
Estancia 2 semanas 0 mas transcurridos desde
hospitalar el ingreso al Hospital Infantil de México Cuantitativa, Medida
ia mayor Federico Gomez hasta el momento de discreta. en dias.
a2 la sospecha de candidemia.
semanas.
Presencia de Presencia de dispositivos medicos
dispositivos invasivos en el paciente al momento de Cualitativa Medida en dias
invasivos la sospecha de Candidemia o en las 2 politdmica
semanas previas.
Ventilacion a través de canula
Ventilacién orotraqueal al momento de la sospecha | Cualitativa,
mecanica. de candidemia o en las 2 semanas | {icotémica. Si/no

previas.




Estancia en
la terapia
intensiva.

Hospitalizacion en la Unidad de
Cuidados Intensivos Pediatricos del
Hospital Infantil de México al momento
del diagndstico o en los 14 dias previos.

Cualitativa,
dicotomica.

Si/no

Nutricion
parenteral.

Administracion intravenosa de nutricion
parenteral al momento de la sospecha
de candidemia o en los 14 dias previos.

Cualitativa,
dicotdmica.

Si/no

Cirugia
mayor en
las dos
semanas
previas

Realizacion de procedimiento quirurgico
con necesidad de anestesia general o
regional en los 14 dias previos a la
sospecha de candidemia.

Cualitativa,
dicotomica.

Si/no

Quimioterapia

Administracién de farmacos citotoxicos
para tratamiento de alguna neoplasia
maligna en los 30 dias previos a la
sospecha de candidemia.

Cualitativa,
dicotdmica.

Si/no

Inmunosu-
presores

Administracion de farmacos que
atenuan de manera significativa la
funcién del sistema inmune (excepto
glucocorticoides) en las 2 semanas
previas a la sospecha de candidemia.

Cualitativa,
dicotdmica.

Si/no

Infeccion  fungica
invasiva Probada

Se requiere al menos de un criterio:

a) Analisis microscopico:

Material estéril

Examen histopatolégico, citopatoldgico o
por examen directo al microscopio, de una
muestra obtenida por aspiracion con aguja
o biopsia, de un sitio normalmente estéril
(exceptuando membranas mucosas), en el
que se observen pseudohifas o hifas
verdaderas.

b)Cultivos

Hemocultivo con desarrollo de levaduras
O

Crecimiento de levaduras en un cultivo de
muestra obtenida a través de un
procedimiento estéril (incluyendo material
para drenaje con <24hrs de colocacion),
de un sitio normalmente estéril que
muestra una anormalidad clinica o
radiolégica compatible con un proceso
infeccioso.

Cualitativa
nominal

Presente/
ausente

Infeccion fungica
invasiva
Probable

Se requiere al menos un factor de cada
rubro:

a)Factores del hospedero:

- Historia de neutropenia reciente (RAN
<500mm?®) por >10 dias

- TCPH reciente

Cualitativa
nominal

Presente/
ausente




- Uso prolongado de corticoesteroides a
una dosis minima de 0.3mgkgdia de
prednisona por >3 semanas

- Tratamiento con otros inmunosupresores
de células T como: ciclosporina,
bloqueadores del FNT alfa, alentuzumab o
analogos nucleodsidos, durante los 90 dias
previos.

- Inmunodeficiencia primaria grave (como
enfermedad granulomatosa croénica o
inmunodeficiencia combinada grave

b) Criterios clinicos

Por lo menos 1 de las siguientes 2
entidades, presentandose después de un
episodio de candidemia en las 2 semanas
previas:

- Lesiones pequeias con imagen de tiro al
blanco (lesiones en ojo de buey),
presentes en higado o bazo.

- Exudados retinianos progresivos,
evidenciados durante una examinacién
oftalmoldgica

c) Criterios microbiolégicos
- Deteccion de B-1,3-D-glucano en suero

Infeccion fungica Se requiere la presencia de al menos un Cualitativa Presente/

invasiva factor del hospedero y un criterio clinico en nominal ausente

Posible ausencia de criterio microbioldgico.

Manano Deteccién en suero de antigeno manano Cuantita-tiva pg/mi
continua

B-1,3-D-glucano | Deteccién en suero de 8-1,3-D-glucano Cuantita-tiva pg/ml
continua

PCR para Deteccién del ADN de una fraccion Cualitativa Presente/

Candidaen tiempo | conservada deCandida en sangre periférica | nominal ausente

real

Variables confusoras:

e administracion de albumina e inmunoglobulina
e pacientes dializados




RESULTADOS

Se incluyeron 106 pacientes que cumplian los criterios de inclusién y se excluyeron 12 pacientes:
8 por datos incompletos y4 por haber recibido profilaxis antifungica, quedando 84 individuos para
incluir en el analisis.

De estos 84 pacientes incluidos en el analisis, 47% (43/84) eran del sexo femenino y 53%
(48/84) del sexo masculino, con una edad media de 4 afos (rango de 1 mes a 18 anos),9 de ellos
eran previos sanos, 3 eran recién nacidos sin patologia subyacente y los restantes 72
presentaban algun padecimiento de base. El grupo de pacientes que predominé fueron los
oncoldgicos con 40.4% (34/84). El diagndstico mas frecuente fue leucemia linfoblastica aguda
(LLA), seguido de cardiopatias congénitas (18/84), post-quirdrgicos (8/84), genopatias (5/84) y
hepatopatias (2/84).

Las principales areas del hospital donde se encontraron distribuidos los pacientes fueron: 39.2%
(33/84) se encontraban en las salas de terapia intensiva al momento del ingreso al estudio (UTIP
14/84, UTIQ 10/84, UCIN 9/84), 22% (20/84) en la sala de oncologia y 8.8% se el servicio de
urgencias. Con menor frecuencia, todos los demas servicios del hospital tuvieron por lo menos un
paciente en el protocolo.

El diagndstico infeccioso mas frecuente fue sepsis nosocomial en 41.6% (35/84) de los
pacientes, seguido de neumonia nosocomial 14.2% (12/84), choque séptico en 13% (11/84) y
neutropenia febril en 11.9% (10/84). (Ver tabla No. 1)

Tabla. No.1
DIAGNOSTICO INFECCIOSO EN PACIENTES CON
SOSPECHA DE INFECCION POR CANDIDA
Diagnostico infeccioso Frecuencia | Porcentaje

Celulitis 1 1.19
Choque séptico 15 17.85
Colangitis 1 1.19
Fiebre y Neutropenia 10 11.90
Infeccion de DVP 1 1.19
Mucositis 2 2.38
NAC grave 1 1.19
Neumonia nosocomial 12 14.28
OP apendicectomia 1 1.19
Pancreatitis 1 1.19
Sepsis abdominal 1 1.19
Sepsis comunitaria 1 1.19
Sepsis en paciente oncolégico 2 2.38
Sepsis nosocomial 35 41.66




Factores de Riesgo:

De los pacientes incluidos en el estudio 4.7% (4/84) eran recién nacidos pretérmino, 63.1%
(53/84) habian estado ingresados por mas de 2 semanas previas al ingreso al estudio, todos
habian recibido antibidticos de amplio espectro previos, 85.7% de estos tenian algun dispositivo
invasivo, 62% estaban bajo ventilacion mecanica, 13% habian sido sometidos a una cirugia
abdominal y 23.8% habian sido sometidos a otro tipo de cirugia mayor, 65.4% (55/84) estaban o
habian estado ingresados en una Unidad de terapia intensiva, 34.5% recibidé nutricion parenteral
total previa o durante el evento infeccioso, 14.2% habian recibido corticoides previos al ingreso al

estudio, 32.1% habian recibido quimioterapia. (Ver tabla No.1).

Tabla No.1. Presencia de factores de riesgo para infeccion por Candida en la poblacién

estudiada.
Factor de Riesgo Frecuencia Porcentaje
(n=84) (%)
Neonato Prematuro 4 4.7%
Malignidad 34 40.4%
Neutropenia 26 31%
Ingreso UTIP/UCIN 55 65.4%
Dispositivos invasivos 72 85.7%
Ventilacion mecanica 52 62%
Nutriciéon parenteral total 29 34.5%
Quimioterapia 27 32.1%
Corticoides/inmunosupresor 12 14.2%
Antibiéticos previos 84 100%
Cirugia previa 31 36.8%
Estancia hospitalaria > 2 sem. 53 63.1%

De los antibidticos empleados en los pacientes previos al evento sospechoso de Candidemia
fueron cefalosporinas de tercera generacion en 10.6% (9/84), cefalosporina de cuarta generacién
en 47.6% (40/84), Meropenem en 26.1% (22/84), Piperacilina/Tazobactam en 13.1% (11/84) y
otros antibidticos en 2.38% (2/84). (Ver tabla No.2).

Tabla No. 2. Antibiéticos de amplio espectro utilizados previamente

Antibidtico Previo

Cefotaxima

Ceftriaxona

Cefepima

Meropenem

Piperacilina/ Tazobactam

Otros

Frecuencia
(n=84)

7
2

40

22
11
2

Porcentaje
(%)
8.33
2.38
47.62
26.19
13.10
2.38




Manifestaciones clinicas:

El73.6% de los pacientes presentaron fiebre como dato clinico mas frecuente, con rangos de
temperaturas minimas y maximas de 34 °C y 40 °C respectivamente. Se presentoé hipotensién en
37.4% de los pacientes y se integré choque séptico en 34.1% del total de individuos incluidos en
el estudio.

Datos de laboratorio:

Con respecto a los datos de laboratorio, se estudio el conteo de leucocitos totales, neutrofilos y
plaquetas al ingreso al protocolo, encontrando una media de leucocitos de 10,732/mm?, con
valores minimos y méaximos de 100/mm?® y 44,000/mm?® respectivamente’ 31% (26/84) de los
pacientes cursaron con neutropenia. La media en el valor de las plaquetas fue de 172,595/mm?3,
con minimo de 7,000/mm?® y maximo de 758,000/mm?®. La trombocitopenia estuvo presente en
56% (47/84) de los pacientes. (Ver tabla No.3)

Tabla No. 3. Resultados de laboratorio en los pacientes analizados

Parametro de Laboratorio Valor medio (mm®)  Rango de resultados (mm?®)
Leucocitos 10,732 100-44,000
Plaquetas 172,595 7000-758,000
Frecuencia (#) Porcentaje (%)
Neutropenia 26 31
Trombocitopenia 47 56

Candidiasis Invasiva:

De acuerdo a resultados de cultivos, 27 pacientes tuvieron uno o mas cultivos positivos, con 41
cultivos positivos en total, cumpliendo la definicion de infeccion fungica probada, de los cuales
41.4% fueron candidemia, seguida de candiduria con 38%, candidiasis mucocutanea en 14.6% vy
7% de aspirado endotraqueal.

Se definid 32.1% (27/84) de los pacientes con candidiasis probada. Ningun paciente se clasific
como probable, ya que de acuerdo a los criterios que hemos tomado para el estudio



(EORTC/MSG) no se realiz6 1-3 - D glucano por no contar con dicha prueba en nuestro
laboratorio. Los pacientes restantes, 67.9% (57/84) se definen como Candidiasis posible.

De manera general Candida albicans se aislé en 23 muestras de diferentes fuentes, en 7
aislamientos provenientes de hemocultivos, 11 aislamientos de urocultivos, 2 aislamientos de
muestras de mucosas de cavidad oral, 2 muestras obtenidas por puncién aspiracion y 1 de
aspirado endotraqueal. Las especies de Candida no albicans se aislaron en total en 18
especimenes, con 10 de estos provenientes de hemocultivos, 4 aislamientos en urocultivo, 3 de
aspirado endotraqueal y 1 de mucosa de cavidad oral. (Ver Grafico No.1) Las especies de
Candidas no albicans aisladas fueron en orden de frecuencia C. tropicalis (12/18),

C.parapsilosis(2/18), C.glabrata (1/18) y 3 especies solo fueron reportadas como Candidas no
albicans.

Grafico No.1. Sitios de aislamiento microbioldgico de Candida spp.
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Constructo: “Sospecha clinica de Infeccién por Candida”

El 51.2% de los pacientes cumplieron con los criterios de “sospecha de infeccion por Candida”
generados en este constructo. Todos estos pacientes mostraron respuesta clinica adecuada y
desenlace favorable con la administracion del tratamiento antimicético, independiente de los
resultados de las pruebas de laboratorio.

Antigeno Manano como prueba diagnéstica:



Sensitivity

Los valores de esta prueba variaron de 0 a 682 pg/ml. El 30% (27/84) de los pacientes con
sospecha de candidemia tuvo resultado de Antigeno Manano positivo. Entre los valores positivos,
el valor promedio fue 335 pg/ml y de los valores negativos el promedio fue 37pg/ml.

Se obtuvo la curva ROC (comparando el antigeno manano contra el hemocultivo) con un area
bajo la curva de 0.54 (IC 95% 0.47 — 0.71). Tomando el punto de corte de 125 pg/ml, que es el
que habitualmente se utiliza en nuestra Institucion de acuerdo a la recomendacion del fabricante,
la sensibilidad es de 31.1% y la especificidad de 71.4%. (Ver grafico No.1)

Grafico No. 2 Curva ROC de antigeno manano considerando fungemia como estandar de
oro.
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Se realizé un segundo analisis tomando como estandar de oro el constructo clinico de “Sospecha
de infeccion por Candida”. Se obtuvo una area bajo la curva de 53.1 (IC 95% 0.40 - 0.65) con una
sensibilidad de 34% y una especificidad de 73%. (Ver grafico No.3)

Grafico No. 3 Curva ROC de antigeno manano considerando el constructo “Sospecha
clinica de infeccion por candida’ como estandar de oro.
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La razon de verosimilitud negativa para la prueba fue de 0.90 y la razén de verosimilitud positiva
fue de 1.09.

PCR como prueba diagnoéstica:

Esta prueba fue positiva en el 19% de los pacientes (16/84). Cuando se tomd candidemia
confirmada como estandar de oro, la prueba de PCR mostré una sensibilidad de 18.1% vy
especificidad de 71.4%, con Valor Predictivo Positivo (VPP) de 87.5% y un Valor Predictivo
Negativo (VPN) de 7.3%. Las razones de verosimilitud negativa y positiva para esta prueba
fueron 1.15 (IC 95% 0.71-1.85) y 0.64 (IC 95% 0.18- 2.25) respectivamente.

Al evaluar la prueba con el constructo de “Sospecha de infeccién por Candida” se obtuvo una
sensibilidad de 19.1%, especificidad de 81.0%, VPP 56.2% y VPN de 44.1%. Las razones de
verosimilitud negativa fue de 1.00 y las razones de verosimilitud positiva fue de 1.01. (Ver tabla
No.4)

Tabla No. 4. Frecuencias de los resultados obtenidos del antigeno manano de Candida,
PCR para Candida y el Constructo clinico de sospecha clinica de infeccion por Candida.

POSITIVO NEGATIVO
FREC. % FREC. %
IFl PROBADA 27 32.1 57 67.9
ANTIGENO MANANO 27 32.1 o7 67.9
PCR DE CANDIDA 16 19.04 68 80.95
CONSTRUCTO 41 48.8 43 51.2




Tratamiento:

De todos los pacientes, 82.1% (69/84) recibié tratamiento antifungico, de estos el 63.7%
recibieron Anfotericina B desoxicolato, 27.5% recibié anfotericina de complejos lipidicos, 7.2%
Fluconazol y 1.4% recibi6 Caspofungina como esquemas de primera linea. De estos 16.6%
recibieron un segundo esquema antibiético, se indicé Anfotericina B de Complejos lipidicos en
57.14% de los casos, Caspofungina 21.43%, Voriconazol 14.29% y Fluconazol 7.14%. (Ver

grafico No. 4)

Grafico No. 4. Tratamiento antimicético recibido por pacientes con sospecha clinica de infeccion

por Candida.
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Desenlace:

En el 90% de los pacientes incluidos se documentd una resolucion de la infeccion, mostrando
adecuada respuesta clinica. 10 % fallecieron o sufrieron complicaciones no relacionadas a la
infeccion fungica. Solo en un caso se asocio la defuncion a la infeccion fungica.




DISCUSION

El diagndstico oportuno y manejo adecuado de las infecciones fungicas invasoras sigue
siendo un reto para la practica médica. En nuestro pais, las caracteristicas de las infecciones
invasoras por Candida spp, asi como las cuestiones relacionadas con su diagnéstico, han
sido estudiadas de manera insuficiente, particularmente en la poblacién pediatrica.

El pronéstico de los pacientes con candidemia depende en gran medida del inicio temprano
de un tratamiento adecuado. Ya que el hemocultivo -que es el estandar de oro para el
diagnéstico de candidemia-tiene una sensibilidad baja, son necesarias otras herramientas
diagnésticas que permitan la instauracién de un tratamiento oportuno.

En el presente estudio se han identificado los pacientes con sospecha de Infeccion por
Candida con base en los factores de riesgo ya ampliamente descritos en la literatura y
algunas manifestaciones clinicas sugestivas que orientan al clinico en este sentido, a
quienes se le realiza como parte del abordaje diagnostico hemocultivos y cultivos de
especimenes pertinentes a cada caso, asi como nuevas técnicas diagnosticas para soportar
esa sospecha diagnostica de infeccion fungica por Candida.

La mayoria de la literatura y estudios acerca de las infecciones fungicas invasivas se han
realizado a través del tiempo en poblaciones de pacientes oncolégicos, por factores
inherentes a su patologia de base y tratamiento que reciben. En estos pacientes la incidencia
de estas infecciones son particularmente mas altas que en el resto de los pacientes
pediatricos, asi como la mortalidad. En nuestra poblacion de analisis este fue el grupo de
pacientes mas frecuente, seguido de pacientes con cardiopatias, en estos y los demas
grupos de pacientes la sospecha de infeccion fungica se relacion6 mas a los factores de
riesgo presentes, mas que con su patologia de base.

Se observo que los factores de riesgo que se documentaron en los pacientes del estudio en
orden de frecuencia fueron: 1. El contar con dispositivos invasivos, esto ha sido descrito
como un factor importante para el desarrollo de infecciones invasivas nosocomiales no solo
de origen bacteriano, ya que en las ultimas décadas ha quedado establecida la capacidad
del genero Candida para formar biopeliculas en estos dispositivos que de manera evolutiva
sera capaz de generar candidemias periédicas y/o transitorias. En pacientes
inmunocompetentes se ha observado una capacidad del sistema inmune para aclarar esta
fungemia sin permitir el dafio sistémico o su siembra en un érgano especifico®, sin embargo
esto no siempre es posible en pacientes con estados de inmunosupresién, principalmente
aquellos con una disminucién de la actividad o funcién de neutréfilos y macréfagos™. 2.
Haber sido admitidos en una unidad de terapia intensiva, lo que en las ultimas décadas se ha
reportado como un factor importante, reportandose en el grupo de pacientes admitidos en
terapia intensiva candidemia como la tercera y cuarta causa de infeccion del torrente
sanguineo4°; esto se debe a la mayor sobrevida de los pacientes inmunocomprometidos, el
uso de terapias avanzadas en este grupo de pacientes en estado grave, que en muchos
casos implica el uso de dispositivos invasivos ya citados*°.3. Estancia hospitalaria mayor a 2
semanas, esto tiene relacién con la exposicion del paciente al medio hospitalario y equipo



colonizado, la presién antibiética y los procedimientos y dispositivos invasivos nuevamente,
este factor no ha mostrado una relacién independiente en la incidencia de
candidemia."""*Tener apoyo ventilatorio invasivo se ha reportado como un factor
independiente que incrementa el riesgo de candidemia e IFl en pacientes criticamente
graves®3**° neoplasia como patologia de base es un factor claramente descrito en el
presente trabajo, lo que ha sido ya documentado por multiples autores, demostrando
ademas que en los pacientes oncoldgicos tanto la morbilidad como la mortalidad por
candidemia es mayor que en cualquier otro grupo de riesgo, asi como el pronéstico, que es
mas pobre para estos pacientes®’? las intervenciones quirdrgicas con una cirugia mayor ya
sea abdominal u otro tipo, sobre todo en pacientes que ingresan a salas de terapia intensiva
posterior al procedimiento, se han reportado en algunas series descriptivas como factores de
riesgo para infeccion fungica especificamente del genero Candida® con incidencia de 9 a
10%, siendo la candidemia y la infeccion relacionada a CVC las infecciones mas frecuentes
en estos pacientes, lo que parece estar en relacion no solo al procedimiento en si, sino a la
estancia en UTIP y los dias de estancia hospitalaria debido a complicaciones por la cirugia.*?

Dentro de los datos clinicos analizados se tomd en cuenta la fiebre o hipotermia, aunque es
sabido que la presentacion clinica de la infeccidon fungica es muy inespecifica y variable. En
este estudio se observé fiebre en mayor frecuencia, la cual persistia o reaparecia a pesar del
adecuado empleo de terapia antibiotica empirica de amplio espectro, o que hacia sospechar
la posibilidad de candidemia.

En los estudios que describen el cuadro clinico de infeccion por Candida este es
inespecifico.”’En un estudio de casos y controles realizado por Jordan y colaboradores
sefialan la presencia de fiebre en 43% de los pacientes con candidemia vs 29.8% en el
grupo control*,la presentacion clinica mas cominmente documentada en estos pacientes es
sepsis y choque séptico, sus datos clinicos fueron muy similares a sepsis/choque séptico de
etiologia bacteriana. Un estudio reciente demostré que candidemia tiene el mismo
comportamiento clinico que la bacteriemia por S. aureus y comunmente se asocia a
disfuncién de uno o mas 6rganos;* en este estudio se encontré poco mas de una tercera
parte con choque séptico que es lo que se ha reportado en la literatura. Esto es importante,
ya que se ha reportado un incremento de la mortalidad de estos pacientes en relacion a su
estado de gravedad, alcanzando en casos de choque y falla organica multiple una mortalidad
entre 63-76%.%'*3*

Los datos de laboratorio, al igual que la sintomatologia en la infeccién fungica, son
inespecificos, en este estudio se observé neutropenia en una tercera parte de los pacientes y
trombocitopenia en un poco mas de la mitad de ellos, si bien es cierto la neutropenia ya se
ha descrito como un factor de riesgo importante que incrementa la incidencia de estas
infecciones, existen otros factores igual de importantes que incrementan el riesgo del
paciente de cursar con candidemia en presencia o no de neutropenia. Se habia asociado en
algun momento la presencia de trombocitopenia con una probable infeccidon por hongos en
pacientes hospitalizados, sin embargo esto ya no es del todo cierto, pues en pacientes muy
graves, con factores de riesgo la presencia de este dato puede deberse a multiples causas, y
su presencia tampoco incrementa el grado de sospecha de fungemia.'"#*3241



En un tercio de los pacientes participantes del estudio se documento por cultivo de muestra
adecuada la presencia de infeccion por Candidas, de los cuales menos de la mitad fueron
candidemias, esto corrobora todo lo que se ha descrito acerca de la baja sensibilidad y
especificidad del cultivo como método diagnostico confirmatorio de IFl. La especie mas
frecuentemente aislada fue C. albicans, pero no en la misma proporcion que se ha descrito
en la literatura, mas bien se constata el incremento ya descrito de las especies no albicans 'y
su papel importante en este tipo de infecciones, asi, llama la atencion que de acuerdo al tipo
de infeccién, en candidemias predominaron las especies no albicans mientras en orina
C.albicans fue la mas frecuente, posiblemente como resultado de una colonizacion previa a
través de sondas urinarias u otros dispositivos.

Con el fin de correlacionar la clinica con las pruebas diagnosticas a evaluar y en vista de la
baja especificidad y sensibilidad del cultivo como estandar de oro en el diagnostico de
candidiasis invasiva, se generd un Constructo de sospecha clinica tomando en cuenta las
caracteristicas del paciente y del cuadro infeccioso actual y principalmente su respuesta
clinica al tratamiento antimicético instaurado de manera empirica ante esta sospecha,
independientemente del resultado de los hemocultivos. A pesar de que todos los pacientes
analizados habian cumplido los criterios de inclusion y por lo tanto de sospecha clinica de
candidiasis, la mitad de ellos presentaron una evolucion clinica adecuada con el tratamiento,
aunque solo uno presentdé complicacién relacionada a la infeccion fangica, los demas que
fueron negativos al constructo se ubican en dos escenarios, pacientes en quienes no se
inicio terapia empirica pero evoluciond hacia la mejoria y pacientes que no cumplieron con
todos las caracteristicas clinicas que exigia el constructo.

Con respecto a los resultados de las pruebas de laboratorio a evaluarse, ambas pruebas
(antigeno manano y PCR para Candida) mostraron baja sensibilidad (31%) y especificidad
(71%) para el diagnostico de infeccion por Candida. En el caso del antigeno mamano los
reportes han sido variables, algunos similares a lo reportado en el presente trabajo, Mayr
Astrid y cols. reportan una sensibilidad y especificidad para el manano de 50% y 60%
respectivamente, haciendo notar que estos valores pueden incrementar alrededor del 90% si
se combina esta prueba con la deteccién de Anticuerpos anti-manano, o realizando la prueba
de manano de manera seriada.?” estos datos pueden variar en dependencia del tipo de
estudio que se use y del valor de corte tomado para el estudio. Usando la misma prueba
comercial que hemos empleado en este trabajo, con los puntos de corte ya definidos, el
estudio previo y otros como Mikulska M. y cols. reportan sensibilidad de 58% y especificidad
de 93%.°Esto nos permite considerar que en nuestra poblacién la prueba no es lo
suficientemente confiable para la toma de decisiones terapéuticas en pacientes con
sospecha de infeccion micotica.

Respecto al rendimiento inferior del antigeno manano en nuestra poblacién, podriamos
considerar como limitantes la heterogeneidad de la poblacion (pacientes oncoldgicos,
cardidépatas, gendpatas, neonatos, pacientes en terapia intensiva, etc). En razén al tipo de
poblacion, se ha descrito que en pacientes oncoldgicos que reciben quimioterapia la
incapacidad de montar una adecuada respuesta inmunoldgica puede disminuir la
sensibilidad de dicha prueba. Por otro lado, desconocemos si el volumen sanguineo extraido



para los hemocultivos fue el recomendado segun la edad y peso del paciente. Esto podria
generar una subestimaciéon de la sensibilidad y especificidad si el volumen inadecuado de
sangre condicionara un falso negativo del hemocultivo.

Los valores predictivos varian de acuerdo a la probabilidad pre-prueba de candidemia, por lo que
es importante tomar en cuenta el tipo de poblacién que se esta estudiando, y los factores de
riesgo especificos para candidemia. Ya que al no definir de manera estricta estos factores, o si se
realiza la prueba a pacientes que no cumplen realmente con criterios para la sospecha de
infeccién por Candidas, estos valores pierden exactitud. Otro punto a considerar respecto a los
valores predictivos de la prueba es que se basan en la prevalencia de la enfermedad en la
poblacion estudiada y dado que la incidencia de candidemia corroborada por cultivo fue muy baja
en nuestra poblacién, estos valores deben tomarse con reserva.

En cuanto al punto de corte, el fabricante de la prueba (PlateliaCandidaAg de Bio-Rad®)
considera los valores de antigeno manano menores a 62.5 pg/ml como negativos, entre 62.5 y
125 pg/ml como intermedios, y aquellos mayores o iguales a 125 pg/ml equivalen a un resultado
positivo de la prueba®. Sin embargo, algunos autores han empleado distintos puntos de corte
para considerar la prueba positiva, usualmente entre 250 pg/ml y 500 pg/ml. De acuerdo a lo
observado en las Curvas ROC obtenidas, al incrementar el punto de corte del resultado, seria
posible, tedricamente, mejorar el rendimiento de la prueba, es algo que debe considerarse para
la realizacion de estudios futuros en nuestro medio.

Actualmente el grupo de investigadores del EORTC/MSG no contemplan al manano de Candida
dentro de los estudios de laboratorio que apoyen la sospecha de infeccion fungica invasora.
Nuestro estudio apoya la concepcién de este grupo, ya que no generamos evidencia de que
tenga una buena utilidad en nuestra poblacién.

La PCR especifica para Candida es una prueba que actualmente no se utiliza para decisiones
clinicas y cuya aplicacion durante el diangéstico y tratamiento del paciente continua en estudio.
La gran mayoria de los estudios publicados sobre esta prueba se basan en reportes del
rendimiento de la prueba diagndstica comparada con otros métodos no basados en micologia
molecular.

En nuestro estudio la PCR para Candida demostré de la misma manera valores de sensibilidad
muy bajos (13%), con niveles de especificidad apenas aceptables (71%), lo que difiere mucho
con la literatura revisada, donde la prueba ha mostrado un desempefio muy bueno,
practicamente tanto en sensibilidad como especificidad arriba del 80%-85.% para ambas. Las
razones de haber obtenido estos resultados pueden ser varias. En primer lugar la prueba se
compara contra el estandar de oro (hemoculivo) que nos traduce una infeccién invasora por
Candida, por lo que en las infecciones por Candida donde no hay diseminacién hematégena,
como una infeccién urinaria o una candidiasis orofaringea, esperariamos un resultado negativo
aunque se tuviera corroborada la infeccién por Candida. Esto ocurrié en 24 pacientes. Por otro
lado, la prueba de PCR que se utilizé fue una prueba cualitativa y aunque se describe que puede
detectar minimas cantidades del ADN del hongo, es posible que el umbral para reportar una
prueba como positiva no se haya superado en algunas de las muestras enviadas al laboratorio.



Por ultimo, otro factor importante es el hecho de que esta prueba no esté estandarizada en los
laboratorios. Si bien, el personal que la realizd esta técnicamente capacitado para su ejecucion,
tendrian que revaluarse algunos aspectos de la técnica para corroborar su adecuada realizacion.



CONCLUSIONES

En el presente estudio se reportd sensibilidad y especificidad para el Antigeno manano de
Candida de 31% y 71% respectivamente. El PCR de Candida mostré sensibilidad de 18.1% al
tomar el hemocultivo como estandar de oro en el diagnostico de candidemia y fue de 19.1% al
tomar el Constructo clinico de “Sospecha de infeccion por Candida con especificidad de 71.4% y
81% en cada circunstancia respectivamente.

Con los valores obtenidos tanto el manano de Candida como la PCR para Candida no son
pruebas utiles en nuestra poblacion para detectar pacientes con infeccion invasora por Candida.

Dada la importancia que se ha demostrado en el inicio temprano de la terapia antimicética en
pacientes pediatricos y la necesidad de establecer un diagnostico temprano de la infeccién para
mejorar las estrategias de manejo y procurar esquemas dirigidos para evitar la resistencia
creciente a los agentes antifungicos, se hace necesario y urgente la evaluacién e implementacion
de otras pruebas diagndsticas no basadas en cultivos (biomarcadores) que permitan alcanzar
estas metas en nuestra poblacion.
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ANEXO 1
HOSPITAL INFANTIL DE MEXICO FEDERICO GOMEZ

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Se invita a su hijo(a) para que participe en el
proyecto de investigacion titulado:“Correlacién Clinica del Antigeno Manano y PCR en tiempo
real para Candida en el Diagnéstico de Candidiasis Invasiva en Pacientes Pediatricos
Oncoldgicos”, cuyo objetivo principal es conocer si existen alteraciones en algunas moléculas
de la sangre de su hijo, que puedan sugerir una infeccion por hongos y que podrian ayudar a
orientar el tratamiento infeccioso de forma rapida.

Los procedimientos consisten en permitir que utilicemos en el laboratorio de investigacién 5ml
de sangre de su hijo para realizarle cultivos y medicion de sustancias. En caso de que se
sospeche que la probable infeccion se encuentre particularmente en alguna parte de cuerpo de
su hijo, se tomaran muestras de orina, secreciones o de algun otro sitio estéril para cultivarlas.
Estos estudios se realizan de manera rutinaria para el diagnéstico clinico de la infeccién y los
investigadores solo utilizaremos la informacion de los resultados que se obtengan.

Los beneficios de este estudio no seran directamente para su nifio(a) ni para usted, seran para
ayudar a ampliar el conocimiento sobre si los nifios con esta enfermedad tienen alteraciones en
sus moléculas que puedan orientar en futuras ocasiones a dar un tratamiento de manera mas
rapida y que esto pudiera tener alguna repercusion positiva en el desenlace de su enfermedad.
Los riesgos de este estudio para su nifio(a) consisten en un posible malestar en el momento de
sacar la muestra de sangre, aunque esto se hara con equipo especial para minimizar el posible
malestar.

La participacion en este estudio es voluntaria. Usted es libre de retirar a su hijo(a) de esta
investigacion en el momento que lo desee, sin que esto afecte o le sea negada la atencién
necesaria para su tratamiento en esta Institucién. Se le entregara una copia de esta hoja de
consentimiento.

Yo he leido y comprendido Ia
informacion anterior y mis preguntas han sido respondidas de manera satisfactoria. He sido
informado y entiendo que los datos obtenidos en el estudio pueden ser publicados o difundidos
con fines cientificos. Convengo en participar en este estudio de investigacion. Recibiré una copia
firmada y fechada de esta forma de consentimiento.

Firma de la madre/padre o tutor:

Nombre del nifio(a):

Numero de expediente:
Diagndstico:

1. Testigo: Fecha:
Direccién:
Relacién con el paciente:




2. Testigo: Fecha:
Direccién:
Relacién con el paciente:

Esta parte debe ser completada por el Investigador ( o su representante):

He explicado al Sr(a). la naturaleza y los
propositos de la investigacion; le he explicado acerca de los riesgos y beneficios que implica su
participacién. He contestado a las preguntas en la medida de lo posible y he preguntado si tiene
alguna duda. Acepto que he leido y conozco la normatividad correspondiente para realizar
investigacion en seres humanos y me apego a ella.

Una vez concluida la sesion, de preguntas y respuestas, se procedio a firmar el presente
documento.

Nombre y firma del Investigador:
Direccion:

Teléfono:

Fecha:




ANEXO 2

HOSPITAL INFANTIL DE MEXICO FEDERICO GOMEZ
CARTA DE ASENTIMIENTO DEL MENOR

Si tu deseas platicar con el doctor del estudio en privado, por favor pideselo. Este formato puede
contener palabras o informacion que tu no entiendas. Por favor pidele al doctor del estudio o al
personal del estudio que te explique cualquier cosa que no entiendas.

A ti se te ha pedido participar en un estudio de investigacién que se llama: ”Correlacién Clinica
del Antigeno Manano y PCR en tiempo real para Candida en el Diagnodstico de Candidiasis
Invasiva en Pacientes Pediatricos Oncoldgicos”.

Te han pedido que participes porque posiblemente tienes una enfermedad en la sangre o en
alguna otra parte de tu cuerpo causada por un pequefo microorganismo que es un hongo y se
llama Candida y queremos estudiar algunas moléculas de tu sangre que puedan ayudarnos a
identificar esta infeccion. El doctor del estudio te explicara mas acerca de esta enfermedad si
tuvieras alguna pregunta.

Si decides que deseas participar en este estudio, tu participacion consiste en permitirnos
analizar una muestra de sangre que los médicos te tomaron. Si los médicos deciden que
requieren tomar una muestra de orina o de algun otra parte de tu cuerpo para cultivarlos y poder
hacer el diagnéstico, nosotros solamente utilizaremos la informacion de los resultados que se
obtengan.

El objetivo de participar en el estudio, es obtener resultados que a futuro nos permitan identificar
algunas moléculas que de manera mas temprana, nos puedan orientar a la presencia de una
infeccién por hongos.

Cualquier duda que tengas por favor preguntale a tu doctor o a tus padres.

Si decides participar en el estudio, es posible que puedas tener molestias o dolor en el sitio de
puncién donde te tomaron la sangre. Si tuvieras alguna molestia por favor dile a tu doctor. Si no
entiendes algo, por favor pide al doctor que te lo vuelvan a explicar.

Si tu decides que no quieres participar en el estudio, no hay problema, puedes decirselo al
doctor. Tu puedes terminar tu participacion en el estudio en cualquier momento. Tu recibiras el
mismo tratamiento y atencion médica del doctor que recibias antes y no se te tratara de manera
diferente.

Si tu firmas abajo con tu nombre, significa que entiendes la informacién que se te presento
acerca del estudio, que todas tus preguntas fueron contestadas y que te ofreces como voluntario
para participar en este estudio. Puedes hacer preguntas en cualquier momento.

Nombre o firma del nifo:
Fecha y hora:
Nombre y firma del investigador:
Fecha y hora:




Testigo 1:

Nombre y firma:

Direccidn:

Fecha:

Relacién con el paciente:

Testigo 2:

Nombre y firma:

Direccion:

Fecha:

Relacién con el paciente:
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