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Resumen.

“Validacién de indices de prediccion y uso de biomarcadores serologicos para el
diagnéstico de la Candidiasis Invasora (Cl) en pacientes criticamente enfermos en la

Unidad de Cuidados Intensivos (UCI)”

Introduccion.

Las enfermedades fungicas invasoras (EFI) son cada vez mas frecuentes en los
pacientes de la unidad de cuidados intensivos (UCI) y se asocian con una duracion
prolongada de la hospitalizacion y un aumento de la mortalidad. La Candidiasis
Invasora (Cl) es la EFI mas comun entre los pacientes hospitalizados, la Cl comprende
tanto la candidemia como la candidiasis profunda, donde las especies de Candida se
encuentran entre las causas mas comunes de infecciones del torrente sanguineo (ITS)
nosocomiales, y se considera como un problema epidemiolégico y clinico en las UCI
alrededor del mundo. Una CI es dificil de predecir ya que no tiene signos ni sintomas
especificos de la infeccion, y su diagnéstico precoz sigue siendo un reto, ya que la
documentacién microbiolégica a menudo se produce tarde en el curso de la infeccidn,
los hemocultivos siguen siendo la piedra angular del diagndstico pero tienen
sensibilidad subdptimas (30%-50%) y la necesidad de tiempos de incubacion largos,
donde el definitivo de una ClI requiere de una biopsia del tejido implicado para tincion,
cultivo e histopatologia, que trae como consecuencia el retraso en la instauracion de la

terapia antifungica (TAF), disminuyendo la sobrevida de los pacientes de alto riesgo.

En los ultimos afos, se han recomendado pruebas no basadas en el cultivo para el
diagnéstico para compensar los desafios de diagnéstico y mejorar el manejo del
paciente, el uso de indices de prediccion pueden seleccionar aquellos pacientes de
alto riesgo que se beneficiarian de una TAF temprana, asi mismo, el uso de
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biomarcadores, permiten una aproximacion diagnostica eficiente de una Cl, que junto
al uso de indices de prediccion, establecen la probabilidad real de una CI que
justificarian ese inicio temprano de TAF, que junto con la implementacion de
programas institucionales de administracién de antifungicos tiene el potencial de
promover la utilizacién adecuada de agentes antifungicos y mejorar significativamente

la atencion de los pacientes con infeccion por Candida.

Objetivos

Objetivo General.

Validar el uso de los modelos predictivos de la Cl en pacientes hospitalizados en la
UCIl de la Fundacion Hospital San Pedro-Pasto, como una herramienta para
diagnéstico anticipado, mediante la evaluacion de indices de prediccion clinica, por
medio de la ejecucién de cultivos micologicos utilizando “Score Candida” y

biomarcadores Antigeno Manano (Mn) y Anticuerpos Anti-Manano (Anti-Mn).

Objetivos Especificos.

1. Establecer el perfil epidemiolégico de las EFI, por especies de Candida,
mediante la busqueda activa de colonizacién multifocal.

2. Determinar el indice “Score Candida” (ScC), como un apoyo real para el
diagnéstico de una Cl, en el paciente de alto riesgo hospitalizado en la UCI.

3. Cuantificar los niveles séricos de Mn y Anti-Mn y su relacion con la multi-
colonizacion candidiasica y el desarrollo posterior de una Cl, en pacientes de
alto riesgos hospitalizados en la UCI.

4. Evaluar el rendimiento diagnostico de los niveles séricos del Mn y Anti-Mn

como herramienta predictora de una Cl en base a los criterios EORTC



5. Correlacionar los niveles séricos de Mn y Anti-Mn en relacién a la TAF

instaurada.

Materiales y Métodos.

Se realiz6é un estudio observacional prospectivo y analisis de concordancia Kappa en
pacientes adultos ingresados en la UCI del Hospital de San Juan de Pasto, entre junio
de 2017 y abril de 2018, tiempo definido en base en la disponibilidad de reactivos.
Durante el periodo de estudio ingresaron a la UCI, un total de 1028 pacientes adultos,
de los cuales se identificaron 64 pacientes (6.2%) que cumplian con los criterios de
alto riesgo de Cl, criterios definidos mediante Candida Score. Se les tomaron muestras
clinicas de espacios anatémicos no estériles, junto con muestras séricas seriadas,
minimo 3 muestras por paciente, tomadas el dia 1, dia 3, dia 6 y sucesivo cada 3 dias
segun permanencia en la UCI, a partir del dia 5 de estancia en UCI, simultaneo a la

toma de hemocultivos, hasta el egreso del paciente, o hasta el dia 14 de TAF.

Se evalué la colonizacion multifocal y el ScC, un indice que incluye datos clinicos, que
se les asigna un puntaje (nutricion parenteral total [NPT], cirugia abdominal y sepsis
grave) y la colonizacion multifocal por Candida spp., junto con la deteccion sérica

cuantitativa de Mn/Anti-Mn.

Resultados.

La media de edad de los pacientes fue de 58.3 anos, (DS 22.30), 33 hombres
(51.56%) y 31 mujeres (48.44%), con un tiempo promedio de estancia hospitalaria de
16.51 dias (DS 11.56). En 17 pacientes (26,5%) se presentaba una enfermedad

crénica asociada al ingreso en la UCI.
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Colonizaciéon Multifocal y ScC

El 70,5% de la poblacién en estudio presentd una colonizacion multifocal de alto
grado, (mas de 3 sitios colonizados), asociado a NPT (n=14, 21,8%), cirugia
abdominal (n=19, 29,6%) y sepsis grave (n=61, 29,69%). De un total de 171
aislamientos de Candida spp., la especie mas frecuente fue Candida albicans (59%),
seguido de Candida glabrata (21.6%). ElI 75% de los pacientes tenian antecedentes de
TAF durante los 6 meses anteriores a su hospitalizacion, y en 33 pacientes (51,56%),
se le inicio una TAF al inicio del periodo de riesgo, con un promedio de 6.4 dias (DS
2.56) de TAF con fluconazol (FCZ) y de 8.1 dias (DS 2.71) de TAF en los casos con
caspofungina (CAS). De los 64 pacientes, 17 (26,5%), tuvieron una puntuacion ScC
considerada como positiva. La mortalidad cruda de los pacientes en estudio fue del
35,9% (n=23 paciente), y en 12 pacientes (75%) se inicié una TAF dirigida, asociada al
alto riesgo de infeccion (p=0.010), donde en 10 pacientes (43.4%) se asoci6é con un

ScC positivo (P=0,030).

Biomarcadores Mn/Anti-Mn

Un total de 178 muestras séricas tomadas a partir de los 64 pacientes, se les realizo la
determinacion serolégica de Mn/Anti-Mn, donde la primera muestra se tomo el dia 1
considerado como de alto riesgo de Cl, y luego cada tercer dia hasta el egreso (o
fallecimiento) del paciente o la finalizacion de TAF. Simultaneamente, el 26,7 % (n=17)
de los pacientes tuvieron una puntuacidon ScC, considerada como positiva. La
mortalidad cruda de los pacientes en estudio fue del 35,9% (n=23), donde en 9 (31%)
se diagnostico una CIl probable, asociada a la positividad de al menos uno de los
biomarcadores (Mn/Anti-Mn), falleciendo 2 pacientes (14,2%, p=0.470); y en 18 (62%)
pacientes se diagnosticé una CI posible asociada a un ScC positivo, falleciendo 10

pacientes (565.56 %, p=0.049). En cuanto al rendimiento diagnéstico de la prueba
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Mn/Anti-Mn, 36 pacientes tuvieron al menos uno de los biomarcadores positivos, con
una prevalencia de Cl del 28% (IC95% 18-40.8), con una sensibilidad (S) del 77.8%
(IC95% 52.4-93.6), una especificidad (E) del 21.7% (IC95% 10.9-36.4), un Valor
Predictivo Positivo (VPP) del 28% (IC95% 16.2-42.5), y un Valor Predictivo Negativo

(VPN) del 71.4% (IC95% 41.9-91.6).

Discusién y Conclusiones.

Se establecid, que la presencia de una colonizacion multifocal pesada junto con las
caracteristicas clinicas asociadas al ScC, pueden llegar a estratificar al paciente de
alto riesgo de una CI, asociada a la alta mortalidad, lo que puede determinar el
beneficio del inicio de TAF temprana. El uso de las escalas de prediccién puede llegar
a ser una herramienta util para determinar que se beneficiaria del inicio de una TAF,
sin embargo, debe considerarse cuidosamente la conducta terapéutica inicial, para

evitar el uso inadecuado de una TAF temprana.

El uso de biomarcadores puede ayudar a diferenciar una colonizacion de una
verdadera infeccion, y lograr optimizar el diagndstico de una Cl (Cl probable). La
prueba en combinacion Mn/Anti-Mn, asociada a su VPN, podria ser util para detectar
una infeccion temprana. En nuestro estudio su utilidad como biomarcador temprano de
la Cl, fue considerada incierta, aunque podria llegar a ser util para descartar una Cl, en

un paciente de alto riesgo, debido a su alto VPN.
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Introduccion

Las enfermedades fungicas invasoras (EFIl) son cada vez mas frecuentes en los
pacientes de la unidad de cuidados intensivos (UCI) y se asocian con una duracion
prolongada de la hospitalizacion y un aumento de la mortalidad. La Candidiasis
Invasora (Cl) es la EFI mas comun entre los pacientes hospitalizados, la Cl comprende
tanto la candidemia como la candidiasis profunda, donde las especies de Candida se
encuentran entre las causas mas comunes de infecciones del torrente sanguineo (ITS)
nosocomiales. y se considera como un problema epidemioldgico y clinico en las UCI
alrededor del mundo. Una ClI es dificil de predecir ya que no tiene signos ni sintomas
especificos de la infeccion, y su diagndstico precoz sigue siendo un reto, ya que la
documentacion microbiolégica a menudo se produce tarde en el curso de la infeccion,
los hemocultivos siguen siendo la piedra angular del diagndstico pero tienen
sensibilidad subodptima (30%-50%) y la necesidad de tiempos de incubacién largos,
donde el definitivo de una ClI requiere de una biopsia del tejido implicado para tincion,
cultivo e histopatologia, que trae como consecuencia el retraso en la instauracion de la

terapia antifungica (TAF), disminuyendo la sobrevida de los pacientes de alto riesgo.

En los ultimos afos, se han recomendado pruebas no basadas en el cultivo para el
diagnoéstico para compensar los desafios de diagndstico y mejorar el manejo del
paciente, el uso de indices de prediccién pueden seleccionar aquellos pacientes de
alto riesgo que se beneficiarian de un TAF temprano, asi mismo, el uso de
biomarcadores, permiten una aproximacion diagndstica eficiente de una CI, que junto
al uso de indices de prediccion, establecen la probabilidad real de una Cl que
justificarian ese inicio temprano del TAF, de igual forma, la implementacion de
programas institucionales de administracion de antifungicos tiene el potencial de
promover la utilizacion adecuada de agentes antifungicos y mejorar significativamente

la atencion de los pacientes con infeccion por Candida.
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1. Generalidades sobre las especies de Candida

Clasificacion taxonémica

En los ultimos afios y debido al creciente desarrollo en las técnicas de biologia
molecular y secuenciacion de ADN, la taxonomia de los hongos causantes de
infecciones en humanos ha tenido cambios constantes y significativos lo que ha
permitido avanzar en el conocimiento de las relaciones filogenéticas entre estos
microorganismos. El numero de especies fungicas potencialmente patégenas ha
sufrido un espectacular aumento, siendo muchas de ella especies cripticas, y forman
parte de complejos de especies que has sustituido a lo que antes eran consideradas

como simples morfoespecies (1).

La clasificacion taxondmica del género Candida lo incluye en: el Super reino Eukariota;
Reino Fungi; Division Ascomycota; clase Saccharomycetes; orden

Saccharomycetales; familia Endomycetaceae.(1).

Aspectos generales

El género Candida se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza, es posible
recuperarlo del medio ambiente, humanos y otros mamiferos. Es un hongo polimérfico
debido a que puede presentar morfologia de levadura o bien, crecer como hongo
filamentoso formando hifas verdaderas. En el ser humano se encuentra como
comensal en el tracto respiratorio e intestinal, en sistema genitourinario, en mucosa
bucal, y también en piel, donde reside con mayor frecuencia en los pliegues naturales
debido a la condicién habitual de humedad. Este microorganismo tiene la facultad de
adquirir una condicion patégena, desde un estado de saprofitismo simple, pasando por

el comensalismo hasta la situacidon de patégeno. Bajo ciertas condiciones y en el
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hospedero susceptible, es capaz de causar infecciones superficiales y sistémicas,

siendo el hongo patdgeno principal del ser humano.

1.1 Distribucion Geografica

En todo el mundo, C. albicans continua siendo el aislamiento mas frecuentemente
encontrado en muestras clinicas sin exclusion geografica. Sin embargo, entre las
diferentes especies no albicans que en los ultimos anos han demostrado un importante
crecimiento , se describen variaciones significativas en cuanto a la frecuencia de los
aislamientos dependiendo de la zona geografica, es asi que en E.U.A y Europa existe
un claro predominio de C. glabrata, en cambio, en América Latina los aislados mas

frecuentes son Candida parapsilosis y Candida tropicalis (2)

Especies de Candida

En los ultimos anos, y mucho tiene que ver la introduccion de nuevos farmacos
antifungicos, se ha observado un cambio en la epidemiologia de las infecciones por
Candida, con un aumento de las especies no-albicans en infeccion fungica invasora.
Aunque hay mas de 150 especies, pocas son patdgenas para el ser humano (3) Sin
embargo, C. albicans todavia se considera como el principal patégeno asociado
representando mas de la mitad de todos los casos, C. glabrata se ha convertido en la
segunda causa mas comun de Cl en los Estados Unidos, igualmente es evidente que
estan emergiendo varias especies de Candida menos comunes que exhiben
resistencia a los triazoles y anfotericina B (AmB) (4). Se ha informado que mas de 17

especies de Candida son agentes etiologicos de Cl en humanos (5) (6).

A pesar de que mas del 90% de las infecciones invasivas de Candida spp. se
atribuyen a cinco especies: C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis y C.

krusei; la lista de especies notificadas sigue creciendo. Aunque las tasas de
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crecimiento de especies como C. krusei C. guilliermondii, C. kefyr, C. lusitaniae y C.
famata, no varian significativamente, las especies resistentes a FCZ C. rugosa, C.
inconspicua y C. norvegensis registran un aumento significativo en su distribucion (7).
Ahora bien, la descripcion de una especie emergente como Candida auris, cuya
importancia clinica evidentemente esta asociada a la alta mortalidad, y opciones de
tratamiento limitadas debido a la multiresistencia a antifungicos, nos obliga a realizar

un seguimiento del comportamiento epidemioldgico

1.2 Descripcién Fisiologica

Son hongos unicelulares, eucariotas y poseen un nucleo con un genoma de 16 Mb
(haploides) organizado en 8 cromosomas (diploides), se reproduce principalmente a
través de una division clonal asexual. No obstante, ha conservado gran parte de la
maquinaria necesaria para el apareamiento y la meiosis, aunque nunca se ha
observado la meiosis (8). Aunque la comparacion de los genomas de diferentes cepas
de C. albicans ha producido datos muy valiosos, la genética comparativa de
diferentes cepas de especies emergentes de Candida hasta ahora nunca se ha

realizado (9).

Para tener en cuenta dada su implicacion en el diagnéstico y tratamiento:

Pared celular

La pared celular siendo la estructura de presentacién del hongo establece el primer
contacto con las células y el sistema inmune del hospedero. Es fundamental en su
viabilidad y patogenicidad, le provee morfologia celular, facilita el intercambio de iones,
la filtracion de proteinas y participa en el metabolismo y catabolismo de nutrientes

complejos, y es responsable de: (1) Entrar en contacto con las células hospedero; (2)
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portar importantes determinantes antigénicos del hongo; (3) se encarga de la
adherencia del patdégeno; (4) establece una diafonia con el anfitrion, que depende de
lo que se conoce como “el cédigo de glucano”, que incluye modificaciones en la
composicion quimica y en los enlaces de los polisacaridos de la pared celular. A
partir de estas interacciones, el resultado sera el desarrollo de un estado patogénico, o

el desarrollo de una reaccion resistente por parte de hospedero. (10)

Desde el punto de vista estructural estda compuesta por: polisacaridos (80 al 90%) ,
proteinas (6 a 25%) , lipidos (1 a 7%) (11), pigmentos y sales inorganicas en

cantidades menores.

Las investigaciones a nivel estructural han descrito cinco capas dentro de la pared
celular del hongo las cuales son (de adentro hacia afuera): Manoproteinas, B-Glucan-

Quitina, B -Glucan, Manoproteinas y una capa de fibrillas.

Los componentes mayores:

e La quitina: polimero no ramificado formado por unidades de N-acetil-
glucosamina (GLcNAc) unidos por enlaces B--1,4. La asociacion antiparalela
de las cadenas de quitina y su formaciéon de microfibrillas a través de enlaces
de hidrégeno la convierten uno de los productos naturales mas insolubles, y
esto explica porque sus enlaces a B--1,3-glucano forman el andamiaje basico
de la pared celular al que las manoproteinas se asocian covalentemente.

e EIl glucano: son los polisacaridos mas abundantes presentes en la pared
celular de los hongos en general, son polimeros de restos de glucosa unidos
por enlaces - 3-1,3 y/o 3-1,6 glicosidicos (12). También enlaces 3-1,4, a-1,3
y a-1,4. El B-1,3-D-glucano es el componente estructural mas importante de la
pared celular(13). Los glucano participan en el plegamiento correcto,
estabilidad, conformacion, vida media circulatoria y funcion de las proteinas;
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esto ultimo al formar parte del sitio activo de la proteina o bien como elemento
regulador de la interaccion glicoproteina-ligando(14) (15)

El manano: Se componen por manosas, unidas por enlaces glucosidicos de
los tipos; a-1,6, a-1,2, a-1,3 y B-1,3. Dentro de ellos se encuentra el
galactomanano formado por unidades de B-D-manopiranosa unidas por
enlace 1,4 con ramificaciones a a-D galactopiranosa unidas por enlace 1,6
(13) (15). Los polimeros de manosa (mananos) que no existen como tales
pero que se encuentran en asociacion covalente con proteinas
(manoproteinas), representan aproximadamente el 40% de del polisacarido
total de la pared celular y son el material principal de la matriz de la pared
celular (11) (16). Estan implicadas en la adherencia a los tejidos del hospedero
y son diferentes en su expresion, secrecion y localizacion dentro de la

estructura de la pared.

Los componentes menores:

Las proteinas: La mayoria de las proteinas estan asociadas a glucidos por
enlaces O - N, formando glicoproteinas. Las proteinas de la pared tienen
diversas funciones, participando en el mantenimiento de la forma celular,
interviniendo en los procesos de adhesion (Als y Hwp1), protegiendo a la célula
de sustancias extrafas, participando en la absorcibn de moléculas,
transmitiendo sefales al citoplasma y sintetizando y remodelando los
componentes de la pared (13).

Los lipidos: Constituyen componentes menores de la pared celular de los
hongos en general. Un lipido interesante de la pared celular de C. albicans es
el fosfolipomanano, que reacciona con anticuerpos especificos para B-1,2-
oligomandsidos. Se ha sugerido que este compuesto pueda tener cierta

relevancia en la adhesion, proteccion y sefalizacion en C. albicans (10)

18



Membrana celular

La membrana celular es una estructura que reviste gran interés ya que es portadora
de sitios diana sobre los cuales actuan un grupo importante de antifungicos, ademas
de contener las enzimas responsables de la sintesis de la pared celular. Presenta una
doble capa de lipidos y posee invaginaciones, que se observan como surcos de 200 a
300 nandmetros de longitud, por 35 a 40 nanémetros de espesor. Ademas de los
lipidos, la membrana citoplasmatica estda compuesta por grandes cantidades de
proteina y carbohidratos en menor proporcién (17)

Cabe destacar por su relevancia clinica y su papel fundamental en la respuesta

terapéutica:

e El ergosterol: es el componente lipidico de la membrana sobre el cual actua la
mayoria de los farmacos antifungicos. Es el esterol que predomina en las
células fungicas vy, entre sus funciones, da fluidez e integridad a la membrana,
permite la funcién adecuada de muchas enzimas unidas a ella y, al favorecer la
funcién de la quitina sintetasa, permite el crecimiento y la division celular. Las
levaduras y los hongos filamentosos, presentan, gemaciones o células hijas,

por lo que es preciso que la membrana sea bastante dinamica (18)

Desarrollo y Crecimiento

Respecto a las concentraciones de oxigeno para su crecimiento, generalmente las
levaduras del género Candida se desarrollan en condiciones aerobias, sin embargo,
pueden crecer como anaerobios facultativos y expresar las formas de seudohifas y
clamidosporas en ambientes de elevada concentracion de CO. y bajas

concentraciones de O, en donde se favorece la formacion de estas estructuras.
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Con amplios rangos de crecimiento en temperatura (10 °C a 40 °C) y poco exigentes
en cuanto a pH (2 a 9) (11) las levaduras de Candida son de relativamente facil
aislamiento.

Las diversas especies de Candida crecen en la mayor parte de medios de cultivo
habituales, como: sabouraud agar, sangre TSA, infusion de cerebro-corazoén y extracto
de levadura. Es importante saber que C. albicans y C. dubliniensis crecen en los
medios de sabouraud mas antibidticos, sin embargo, algunas otras especies son
inhibidas por la cicloheximida (C. fropicalis, C. parapsilosis, C. krusei y C.

zeylanoides)(19)

Estados morfolégicos de Candida

Los estudios relacionados a la virulencia atribuida a las diferentes morfologias del
género Candida se han realizado en C. albicans teniendo en cuenta que es el principal
patogeno fungico humano como lo refieren muchos autores. C. albicans, experimenta
una transicion morfolégica desde células de levadura unicas en gemacion ovoide
(blastoconidias), hasta filamento como células elipsoidales alargadas, que
permanecen unidas en un sitio de separacion restringido (seudohifas), o como células
alargadas unidas de extremo a extremo (hifas). El hongo también puede formar
clamidosporas, estructuras parecidas a esporas, producidas en distintas condiciones,

de funcion biolégica aun desconocida (20).

Se sabe que esta transicion ocurre en respuesta a la variedad en sefales inductoras
presentes en el entorno del hospedero, que incluye suero, temperatura corporal
(37°C), pH neutro, aminoacidos y ciertas hormonas humanas. Uno de los mas fuertes
conjuntos de condiciones inductoras de filamento es la combinacién de temperatura
corporal (37°C) y suero. Estas condiciones desencadenan una via de transduccién de
sefiales que finalmente resulta en la activacion de un complejo programa
transcripcional importante para el crecimiento filamentoso y la virulencia (21).
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Debido a que las infecciones tipicas de C. albicans contienen una mezcla de estas
morfologias, durante muchos afios ha sido dificil evaluar la contribuciéon de cada forma
a la virulencia. Ademas, los mecanismos reguladores que determinan el crecimiento

en las morfologias seudohifal e hifal son en gran parte desconocidos.

A pesar del hecho de que los fenotipos de C. albicans hifas y seudohifas se han
caracterizado bien, se sabe mucho menos sobre los determinantes genéticos para el

crecimiento en cada forma o cémo estas formas difieren a nivel molecular (22).

Las células de levadura tipica pueden inducirse a formar verdaderas hifas, que crecen
por extensién apical continua seguido por septacidon. Las seudohifas crecen de
manera diferente a las verdaderas hifas, por gemacion unipolar: los brotes se
desarrollan alargando las células, que permanecen unidas a la célula madre, se
detienen en su crecimiento y reinician en ciernes. Las clamidosporas por su parte, son
células esféricas de paredes gruesas y se desarrollan en seudohifas como células de

soporte (23).

Es importante considerar que, asi como estos distintos estados morfolégicos
contribuyen a la virulencia, son determinantes también en los diferentes momentos de

patogenicidad del hongo. (Ver tabla 1)

Tabla 1. Papel de la morfologia de Candida spp. En el proceso de colonizacion y

diseminacion a tejidos del hospedero.

Morfologia Funciones

Levadura 1. Colonizacion de superficies mucosas,
adhesion a superficies del hospedero y
produccién de biofilm

2. Diseminacion a los tejidos del hospedero.
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Seudohifa

—_

Mejor asimilacion de nutrientes
2. Probable motilidad

Hifa 1. Invasién de tejido del hospedero y de la capa
mucosa de las células epiteliales

Deterioro de las células endoteliales

Lisis de macréfagos y neutréfilos
Tigmotropismo

Variacién antigénica

aoRrwN

Factores de virulencia de Candida.

Candida spp. Considerado como uno de los hongos patégenos mas oportunistas,
puede pasar de un estado saprdfito inofensivo a patdégeno agresivo. El debilitamiento
de los mecanismos de defensa del hospedero y la capacidad del hongo de adaptarse
rapidamente al entorno que prevalece en los tejidos del hospedero convergen para

desarrollar un estado infeccioso.

Los hongos no son agentes pasivos en un proceso infeccioso. La interaccién entre el
hongo y el medio ambiente esta afectada por su variabilidad genética, el cambio
fenotipico y la transicion dimérfica (24). Este agente es capaz de invadir tejidos y
evadir la fagocitosis; lo cual, denota un arsenal amplio de factores de virulencia, que
se manifiestan en infecciones a tejidos profundos. Entre esos factores se citan la
expresion de enzimas invasivas (proteinasas, esterasas, proteasas asparticas
secretoras y fosfolipasas) (25), la capacidad de adherencia a la superficie de las
células del hospedero (biomoléculas de reconocimiento del hospedero-adhesinas), la
transicion de fase-morfogénesis (o la transicion reversible de células de levadura a
crecimiento filamentoso) y la produccion de tubo germinativo (24) (25), tolerabilidad a
las condiciones del medio ambiente y finalmente, la capacidad de formar biofilms
(comunidades microbianas estructuradas con altos niveles de resistencia a los

medicamentos).

Entre los que se destacan estan:
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Enzimas
e Proteinasas: Enzimas como la proteinasa acida o carboxilproteina
extracelular, su secrecion estd asociada con la capacidad de adherirse y
colonizar el tejido del hospedero habiéndose demostrado su papel en la

invasion y destruccion del tejido del hospedero (26)

e Proteasas: Las levaduras médicamente importantes del género Candida
secretan proteasas asparticas (Saps) codificadas por los genes de la familia
SAP que cuenta con diez miembros. La contribucion de las Saps se ha
demostrado ampliamente, y son de particular interés debido a que son el factor
clave al causar dano en la mucosa del hospedero en las etapas iniciales de la
invasion del microorganismo en el epitelio (27), proporciona al hongo un
sistema proteolitico eficiente y flexible que puede garantizar su éxito como

patdgeno oportunista.

La presencia de los genes de la familia SAP es uUnica en las especies
patdogenas de Candida y esta ausente en las levaduras no patégenas S.
cerevisiae, lo que apoya que estas proteinasas estan implicadas en su

virulencia (24)

e Esterasas: Los estudios realizados sobre una esterasa de C. albicans A-714
que existe predominantemente en el espacio extracelular, demostraron que el
nivel de induccion de la actividad esterasa se correlacionaba bien con el
crecimiento fungico. Aunque las propiedades fisiologicas de esta esterasa aun
no son claras, se descubrié que era crucial para el crecimiento de hongos en

condiciones especifica (28)
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o Fosfolipasas y lisofosfolipasas: Se han identificado cuatro fosfolipasas (PLA,
PLB, PLC y PLD), de las cuales la PLB1 ha demostrado ser necesaria para la
virulencia en modelo animal de candidiasis. Tiene actividad de hidrolasa y de
lisofosfolipasa-transacilasa. Se detecta y secreta en la punta de las hifas
durante la invasibn de los tejidos. La presencia de fosfolipasas y
lisofosfolipasas son muy importantes para el crecimiento de la levadura y para
la remodelacién de la membrana celular, de igual forma también implicadas en

el mecanismo de invasion del tejido del hospedero (24)

Cabe destacar que la presencia de fosfolipasas se detecté unicamente en C.
albicans dentro de un grupo de cepas de diferentes especies analizadas, por
lo que se reafirma su mayor potencial de virulencia frente al resto de especies

(29)

Expresion diferencial de genes en respuesta al medio ambiente

Candida es un conocido tolerante de diferentes ambientes dependiendo de las
condiciones provistas por los tejidos del hospedero, son variadas sus ubicaciones
como comensal sin causar invasion o infeccion. Es asi que Candida expresa genes
que codifiquen para factores de virulencia que reflejan la adaptacion a un amplio rango

de condiciones ambientales, en las que el hongo se encuentra en crecimiento in vivo.

Candida muestra expresion diferencial de genes en respuesta al pH del medio, lo que
puede ser importante para su patogénesis. EI gen PHR1 codifica para una
glicoproteina de superficie y se expresa cuando el pH del medio de crecimiento es
mayor a 5.5, su principal funcién se asocia con la sintesis de la pared, cuya expresion
es Optima en pH cercanos a la neutralidad, como el que existe en el torrente
sanguineo o en los tejidos. En cambio, para pH mas &acidos cercanos a 4.0 se
identifico el gen PHR2. Con esta informacion se demostré6 que Candida asegura su
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supervivencia en el medio ambiente hostil de la sangre y como el hongo escapa del

torrente circulatorio como paso esencial en su diseminacion sistémica (24) (30)

Morfogénesis

Si consideramos que la mayoria de los patdégenos fungicos sistémicos humanos son
dimérficos, el papel de la morfologia en la virulencia es supremamente relevante en
la patogenia fungica. Teniendo en cuenta, que en las infecciones causadas por
Candida es tipico encontrar no solo células levaduriformes sino también estados

seudohifal e hifal.

Durante mucho tiempo se pensd que la forma de hifa podia representar el estado
patdgeno de Candida y que la forma de levadura era avirulenta. Sin embrago, estudios
posteriores revalidaron la capacidad virulenta dependiendo del estado morfolégico y
concluyeron que la capacidad de cambiar entre las formas de levadura y de hifa, en
lugar de las morfologias individuales, per se, es el principal determinante en el
desarrollo de la enfermedad. Sin embargo, a pesar de esta aceptacion generalizada,
“actualmente no hay datos moleculares que establezcan inequivocamente un papel
para la morfogénesis de levadura a hifa como factor de virulencia en Candida” (22)
(31). La forma de levadura puede, de hecho, representar la forma diseminadora del
organismo (al menos del torrente sanguineo) y, por lo tanto, juega un papel critico en

las primeras etapas del proceso de infeccion (31)

Biomoléculas de reconocimiento del hospedero-adhesina

Conceptualmente la adherencia del microorganismo a los tejidos del hospedero debe
ser uno de los primeros pasos en el proceso de la enfermedad. Mucho se ha debatido
acerca de la cuestion sobre los mecanismos que median la adherencia del hongo,
incluido factores ambientales y biofisicos que influyen en la unién de la levadura a las
células epiteliales, entre estos estan; la hidrofobicidad de la superficie celular, pH y el
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nivel de CO (32). La interaccion del organismo con las células de la mucosa es el
evento critico inicial en el desarrollo de candidiasis, adicional a esto, la adhesion a

dispositivos médicos permite la formacion de biopeliculas.

Los componentes proteicos de la pared celular involucrados en esta unién, se han
designado como adhesinas y el componente que es reconocido en el hospedero por

este microorganismo se conoce como ligando o receptor (33)

Entre los genes mejor caracterizados que codifican adhesinas en C. albicans estan: 1.
La familia de genes ALS (agglutinin-like secuence) que codifica un grupo de proteinas
de superficie celular unidas a glicosil-fosfatidil-inositol (GPI) y 2. Los genes HWP1
(hyphal wall protein) codifican otro tipo de adhesinas especificas de hifas (34)

El reconocimiento de las células epiteliales se realiza a través de manoproteinas de
superficie (adhesinas) que se unen a receptores que contienen carbohidratos. Entre
las manoproteinas identificadas y descritas estan: MP37, MP42, MP55, MP58, MPG60,
MP66, MP67, MP70, MP130 y MP165, entre otras. También es claro que, Candida
reconoce Mmultiples tipos de células del hospedero como queratinocitos, células
endoteliales y algunas proteinas de la matriz extracelular, entre ellas: fibronectina,
laminina, colageno, C3 complemento, fibrinégeno y entactina y, por tanto, parece

poseer una adhesina de superficie tipo integrina (35)

Los estudios realizados sobre estas moléculas de adhesion a una variedad de células
hospedadoras ligandos de células hospedero y plasticos han sido descritas
ampliamente y demuestran ser diversas, lo que refleja la capacidad del organismo
para colonizar e invadir una variedad de células y tejidos del hospedero (36). Los
ligandos de la célula hospedero reconocidos también son diversos; pero parecen estar

ampliamente clasificados en al menos dos tipos, glucdsidos (fucosido u otro), y en
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parte, los péptidos (acido arginina-lisina-aspartico) de varias proteinas de la matriz

celular (37) (38) (39)

Formacion de biofilm

El agente etiolégico mas comun de infeccion por biofilm relacionado con hongos es C.
albicans, comunmente se adhiere a dispositivos médicos implantados, creciendo como
una biopelicula resistente, capaz de soportar concentraciones antifungicas

extraordinariamente altas.

Dispositivos médicos permanentes, tales como catéteres intravasculares, pueden
colonizarse con Candida permitiendo el desarrollo de estructuras de biofilm adherentes
a partir de las cuales las células pueden desprenderse y causar una fungemia aguda
y/o infeccion diseminada. Se ha demostrado que las células que se desprenden de la
biopelicula se asocian con una mayor mortalidad (40)

Quorum sensing

Se trata del factor de virulencia que precede al cambio de morfologia y a la produccion
de Saps. Es un mecanismo que sirve de comunicacion entre las células fungicas y con
el medio ambiente fisico y quimico que permanece. Lo que permite desarrollar un
comportamiento de tipo cooperativo, la deteccién del quérum no solo regula la
morfologia (paso de levadura a hifa), sino que también puede dirigir la invasion

profunda de los tejidos, paralela casi sincronizada de las hifas (41)

Moduladores de la respuesta inmune

Las proteinas de Candida expresan similitud antigénica y funcional a los receptores del
complemento C3 y C4, que son analogos de integrinas. Asi, debido a que, Candida
tiene receptor para estos componentes del complemento, puede evadir la fagocitosis

(42). Ademas, Candida induce inmunosupresion a través de liberacion de IL-10
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mediada por TLR2 lo cual lleva a generaciéon de CDs y CD2sT, reguladores con

potencial inmunosupresor (43)

1.3 Patogénesis

Aspectos generales de la infeccion por Candida

Partiendo del hecho de que las infecciones causadas por hongos revelan una elevada
tasa de morbimortalidad y conllevan a un consumo elevado de recursos para su
prevencion, diagnéstico y tratamiento, es de vital importancia conocer la patogenia del

hongo y la respuesta del hospedero frente al invasor infeccioso.

Candida spp.es un microorganismo con gran capacidad de adaptacion a diferentes
ambientes y ésta es una propiedad que le brinda la posibilidad de transformarse de un
comensal inofensivo a un agente patdgeno. C. albicans puede colonizar la piel y las
superficies de mucosas de personas saludables a menudo causando infecciones
superficiales. Ademas, puede ingresar al torrente sanguineo por penetracion directa
del epitelio después de un dafo tisular o, por diseminacion de biofilms formados en los
dispositivos médicos instalados en el paciente (catéteres, implantes dentales,
endoprotesis, derivaciones de articulaciones artificiales o del sistema nervioso central).
Luego las células de levadura se diseminan con el flujo de sangre e infectan érganos

internos causando fungemia y sepsis (44) (45)

Para que la infeccion fungica se instale en el hospedero es necesario que éste
atraviese por una alteracion del estado inmunoldgico defensivo, dafio en sus barreras
naturales (piel y mucosas) y/o el tamafo del inéculo fungico. Un desequilibrio entre la
inmunidad del hospedero y el patéogeno oportunista desencadena una infecciéon

fungica.
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La infeccion por Candida se desarrolla siguiendo una serie de etapas, iniciando con
colonizacién, adhesion, invasion y finalmente dafo, describiendo asi la patogénesis de
Candida spp. Durante estas etapas se desata un proceso de inflamacion,
caracteristico de la enfermedad fungica. Sin embargo, no es absolutamente claro, cual
de estas etapas es verdaderamente caracteristica para la patogenia y se puede tomar
como representativa de la transicién desde una interaccion comensal a una parasita

con el hospedero (41).

Describiendo paso a paso:

e Colonizacion
Candida spp., es un patdégeno fungico que coloniza la piel y superficies de la mucosa
de la mayoria de las personas sanas, siendo un comensal inocuo y sin representar
algun riesgo de infeccion. Debido en gran parte, a los avances en la industria
farmacéutica con la produccién de antibidticos de amplio espectro, asi como los
trasplantes de érganos y la utilizacién de potentes inmunosupresores, a estados de
inmunodepresion primaria o adquirida, al uso prolongado de esteroides y a la
aparicion de enfermedades muy debilitantes, como es el caso de los pacientes
infectados por el Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) y posterior SIDA, la
poblaciéon esta a merced de una posible infeccién limitada y localizada o lo que es

peor, susceptible a una infeccion generalizada.

En el ambito hospitalario, la colonizacién se define como la presencia de una o mas
cepas de Candida spp., en una o0 mas muestras no estériles (mucosa oral, hisopado
rectal, hisopado vaginal, pliegues cutaneos, orina, catéteres), con o sin signos de

infeccion diseminada.
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No es claro si la proliferacién comensal de C. albicans en la superficie de las mucosas
se produce principalmente en la capa mucosa, como otros miembros de la flora
microbiana, o si las células fungicas estan en contacto fisico con células epiteliales

(41)

e Adhesion
La adherencia de la célula fungica al epitelio del hospedero constituye en si, el primer
paso importante del proceso de patogenia de Candida; ya con un proceso inflamatorio
iniciado en la etapa de colonizacion. Esta adhesion se produce por la interaccion entre

la levadura y los receptores de las células epiteliales (46) (47)

¢ Invasién
La invasion del hongo a las células hospedadoras es clave en la patogenia de la
infeccién por Candida, es en este escenario donde el hongo sobrepasa las barreas
naturales del hospedero y se consolida como patégeno oportunista. En esta etapa, se
activan factores de virulencia que permiten la invasién de los tejidos y la prevencién de
los mecanismos de defensa del hospedero. Las enzimas hidroliticas cumplen un papel
determinante en esta etapa de la patogénesis, dentro de estas, las proteinasas
asparticas secretadas (Saps) contribuyen a la invasién del tejido al digerir o destruir las
membranas celulares y al degradar las moléculas de la superficie del hospedero,
también se ha documentado que estas enzimas hidroliticas pueden atacar las células
y las moléculas del sistema inmune del hospedero para evitar o resistir la accién

antimicrobiana (48)

La invasién en células endoteliales o epiteliales también beneficia al hongo ocultandolo

de fagocitos profesionales, como neutréfilos y macrofagos (49)
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El paso activo de la célula fungica en fase de levadura a las células del hospedero
esta mediado por dos mecanismos diferentes: La endocitosis inducida y la penetracion
activa (41) (49) aunque algunos investigadores adicionan a este proceso un tercer
mecanismo, a través de una ruta paracelular que implica la digestion proteolitica de las

uniones estrechas entre las células epiteliales (50)

e Daio
El dafio se ocasiona cuando las hifas del hongo invaden a profundidad o a través de
las células del hospedero, y se ve potenciado por los factores de virulencia de éste.
Sin embargo, el dafo del tejido no solo ocurre por la actividad directa del hongo,
ademas de este, otro elemento a tener en cuenta es la respuesta inadecuada del
sistema inmune, por ejemplo; la infiltracion masiva de neutréfilos, o tal vez, una
respuesta sistémica desequilibrada que amenaza la vida. Hecho que deja entrever que
el dano y la enfermedad son consecuencia de una participacion dual patégeno-

hospedero.
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2. Epidemiologia de la Candidiasis Invasora

2.1 Comportamiento global

La presentacion continua de casos de candidemia en pacientes criticos en UCI,
demuestra el aumento significativo de las micosis invasoras, con una prevalencia
global del 19% es considerada como la 42 causa de ITS en Estados Unidos y Europa
en estas unidades y representa entre el 70%-90% de todas las EFI (2) (4) (51) (52)

(53)

Se estima que la candidemia/Cl afecta a mas de 250.000 pacientes en el mundo y se

determina como la causa de muerte en mas de 50.000.

La incidencia de candidemia oscila entre 2 y 6.7 por 1.000 admisiones (53). Europa
reporta incidencias entre 1.4-5-7 por cada 100.000 habitantes (0.2-0.38 casos por
1000 admisiones), excepto Espafia y Dinamarca donde las cifras son superiores. El
estudio CANDIPOP realizado entre mayo de 2010 y abril de 2011 en 29 hospitales en
Espafia, reveld una incidencia de 0.89 por 1000 admisiones (54). Estado Unidos
reporta una incidencia de 6-10 casos por 100.000 habitantes (0.28-0.96 casos por
1000 admisiones) (4). Australia y Canada reportan cifras de 1.8 y 2.9 casos por

100.000 habitantes respectivamente (52) (55).

En América Latina la incidencia es variable; en un estudio realizado por Nucci y col.,
entre los afios 2008 y 2010 en 21 hospitales en 7 paises que incluia a Argentina,
Brasil, Colombia, Chile, Ecuador, Honduras y Venezuela, se observd una incidencia
global de 1.18 por 1000 admisiones, observandose la menor incidencia en Chile con
0.33 por 1000 admisiones y la mas alta del grupo estudiado, en Colombia con 1.96 por

1000 admisiones (2).
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En el estudio SCOPE, Candida es el tercer microorganismo aislado de hemocultivo en
UCI y su mortalidad atribuible llega a ser del 25-38% (51). En la mayoria de estudios

demograficos, la candidemia se situa entre la séptima y la décima ITS.

En Colombia, la prevalencia de candidemia en UCI reportada por Cortes y col. fue de
1.4-5.2%, con tasas de infeccién de 2.3 casos por 1.000 dias de hospitalizacién (56)
(57). El grupo GREBO, reporté que, los aislamientos de Candida spp. ocuparon el
sexto lugar en prevalencia, adicionalmente, establecié una mortalidad global de 36%,
asociada a la edad y a la presencia de choque séptico, al momento del diagndstico de

la candidemia (57)

Es importante tener en cuenta que las variaciones en la incidencia de acuerdo a la
localizacion geografica probablemente se relacionen con las caracteristicas
demograficas y con el manejo médico propio de cada unidad de cuidado critico como:
guias de manejo en cuanto a dispositivos médicos y terapia antimicrobiana y

antifungica de manejo de infeccién y/o profilactica.

Otro aspecto de consideracién que explica esta variacion en la incidencia es la
frecuencia con que son solicitados estos analisis al laboratorio clinico y la
disponibilidad de pruebas que arrojen resultados inmediatos sobre el riesgo de una
micosis invasora, y causar demoras en la toma de decisiones en cuanto a tratamiento

anticipado.

2.2 Distribucién de especies

Aunque C. albicans sigue siendo la especie que con mayor frecuencia es reportada
(38-70% de los casos) y relacionada como la principal causa etiolégica de candidemia

y Cl, el comportamiento observado a nivel mundial es el constante y progresivo
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aislamiento de especies no albicans. Los resultados obtenidos por el estudio de
vigilancia Sentry en el que se incluyen centros médicos de Estados Unidos, Canada y
Suramérica realizado hacia fines de la década de 1990 mostraron que la distribucion
de especies de Candida en los aislamientos obtenidos en ITS fue del 53.3% para C.
albicans, del 15,7% para C. parapsilosis, del 15.0% para C. glabrata, del 7.8% para C.
tropicalis, del 2.0% para C. krusei, 0.7% para C. guillermondi, y 5.8% para Candida

spp. Sin embargo, la distribucidén de las especies, varid marcadamente por pais (58).

Recientemente el centro CIDEIM y colaboradores, en un estudio realizado en
Colombia entre el 2010 y 2013 en el cual participaron 20 instituciones de tercer nivel
de atencion, muestra datos sobre el cambio en la distribucion de especies que viene
presentando la epidemiologia de la Cl en Colombia. Si bien es cierto, el 48.3% de los
aislamientos corresponden a C. albicans, el 51.3% pertenecen a aislamientos de
Candida no-albicans discriminados de la siguiente manera: C. tropicalis 20%, C.
parapsilosis 14.7%, C, glabrata 7.5%, C. haemulonii 1.9%, C. lusitaniae 1.7%, C.

krusei 1,4%, C. guilliermondii 0.8% y Candida spp. 3.7% (59)

El grupo Germen, reportd que de 22.630 hemocultivos tomados entre 2010-2011, se
obtuvo aislamiento de Candida spp. en un 3.3% de los casos, siendo C. albicans la
mas prevalente (38,7%), seguido por C. parapsilosis (20,9%), C. tropicalis (16,1%)y C.
glabrata (12,2%). El grupo GREBO (57) reporté que en general, los aislamientos de
Candida spp., ocuparon el sexto lugar en prevalencia, con una tendencia de
aislamientos por C. no-albicans, adicionalmente, establecié o una mortalidad global de
36%, asociada a la edad y a la presencia de choque séptico, al momento del

diagndstico de la candidemia. (60)
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De especial interés, Candida auris, una especie criptica que ha surgido como especie
emergente, considerada como una amenaza global por su capacidad de desarrollar
resistencia a multiples antifungicos y con un gran potencial para la transmision a nivel
nosocomial, su prevalencia puede estar subestimada, debido a que los métodos
automatizados convencionales, no logran identificarla correctamente, por lo que son
necesarios métodos moleculares o protedmicos; la aparicion de una candidemia por C.
auris depende probablemente de las condiciones de los pacientes, el control de la

fuente de infeccion y el inicio de una adecuada terapia antifungica.

2.3 Poblaciones de riesgo

En general, las poblaciones susceptibles son principalmente aquellas que advierten
caracteristicas de alto riesgo como: Pacientes con neoplasias hematoldgicas, los
inmunocomprometidos (HIV-Sida y otros), pacientes en edades extremas de la vida
(neonatos de bajo peso y los pacientes de edad avanzada), pacientes post
operatorios de cirugias extensas (principalmente abdominal), pacientes sometidos a
procedimientos diagndsticos y terapéuticos invasores (hemodialisis, quimioterapias,
etc.) y aquellos que en condicién critica requieren soporte multisistémico e internacién
en unidades de cuidado intensivo. Sin embargo, una poblacion de consideracion
especial son los pacientes quemados y aquellos con trasplante de 6rganos y tejidos.

(Ver Tabla 2)
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Tabla 2. Factores condicionantes y poblaciones de riesgo Cl/candidemia

e Gravedad de la enfermedad aguda.

Factores de riesgo e Edad: <1 afio o > 65 afios.
generales: Comorbilidades: Diabetes mellitus, cirrosis,

malnutricion, etc.

Cirugia (gastrointestinal) previa.

Estancia prolongada en UCI.

Dispositivos invasivos.

Transfusiones multiples.

Nutricion parenteral.

Catéter vesical.

Ventilacion mecanica.

Uso prolongado de CVC.

Antibiéticos de amplio espectro.
Colonizacioén previa por Candida spp.
Insuficiencia renal y/o hemodialisis.
Neutropenia.

Quimioterapia, corticoides e
inmunosupresores.

Pancreatitis, perforacion visceral, etc.
Politraumatismo.

Gran quemado.

Neonato con corta edad de gestaciéon, Apgar
bajo, uso de anti-H,, malformaciones
congénitas, enfermedad gastrointestinal o
choque.

UCI: Unidad de cuidados intensivos; CVC: Catéter venoso central.
Adaptado de: Peman J y col. Enferm Infecc Microbiol Clin. 2012; 30(2):90-8

Condicionantes
interindividuales o
poblaciéon de mayor
riesgo:

2.4 Impacto en paciente critico

Los pacientes criticos son mas susceptibles de adquirir una CI debido a su condicion
de soporte multisistémico (ventilacién mecanica, catéter venoso central, nutricion
parenteral total, etc.), son pacientes que requieren el uso de antibiéticos de amplio
espectro y por tiempos prolongados, ademas de inmunosupresores y citostaticos
segun su patologia. Por todo esto, el paciente critico representa un reto a la hora de
prevenir una infeccién fungica invasora, debido a que su diagndstico temprano se basa

en una alta sospecha clinica.

La Cl es una patologia importante en el paciente critico, dada su elevada frecuencia,
mortalidad y su asociacion a una estancia hospitalaria prolongada con incremento en

costos de atencion.
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En un estudio SENTRY realizado entre 1997 y 1999 en el cual se evaluaron las ITS en
Estados Unidos, Canad4, Latinoamérica y Europa encontraron que las candidemias
constituian el 3% de todas las infecciones sanguineas comunitarias y el 9% de las
nosocomiales. Ilgualmente vieron que Candida spp. ocupaba el 4° lugar de los agentes

etiolégicos mas frecuentes (61)

Mas recientemente en 2012 en un estudio realizado en Espafa, revelé una tasa de
candidemia de 0,5 a 1,5 episodios por cada 1.000 ingresos. Aproximadamente un
tercio de las candidemias que se diagnostican en un hospital tienen lugar en pacientes
que fueron ingresados a UCI. En general, se admite que la incidencia en la UCles 7 a

10 veces superior a la de las salas generales, médicas o quirurgicas (62) (63)

Las micosis invasoras revelan una mortalidad cruda muy elevada, descrita entre el 40

al 70% e incluso al 100% , y una mortalidad atribuible del 20 al 40% (51) (64)
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3. Espectro Clinico de la EFI

La EFI se considera como una infeccién de tipo oportunista que se presenta en un
grupo especifico de pacientes, aquellos con caracteristicas de inmunosupresién
independiente de la causa de origen y en los pacientes criticos, revelando una
morbimortalidad cada vez mas preocupante ya que su presentacion es de dificil
reconocimiento debido a que tanto los sintomas como los signos clinicos son
inespecificos. De aqui, la importancia de establecer definiciones, criterios y factores de
riesgo, que en conjunto nos orienten a un diagnéstico sin demora o a tomar decisiones
en cuanto a tratamiento. Recientemente, la EORTC/MSG (European Organization for
Research and Treatment of Cancer/Mycoses Study Group) y el NIAID (National
Institute of Allergy and Infectious Disease) han considerado tres pilares para el
diagnéstico de las EFls.

e Factores predisponentes en el hospedero

e Elementos clinico-radiolégicos

e Hallazgos de laboratorio

Definicién de EFI
La EFI se define como la infeccion causada por especies flungicas oportunistas. Por su
caracter de oportunista es necesario tener claridad al estratificar la condicién del
hospedero (65)
e EFI Posible: Cuando existen factores de riesgo del hospedero y evidencia
clinica de EFI sin criterios micologicos positivos. Existe, al menos, un
criterio relativo al hospedero mas un criterio microbioldgico. (ver Tabla 3)
e EFI Probable: Cuando existe al menos, la suma de, un criterio relativo al

hospedero mas un criterio micolégico mas un criterio clinico. (ver Tabla 3)
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e EFI Probada: Cuando existe evidencia por histopatologia. Es decir,
histopatologia positiva con hifas o esporas a partir de una biopsia o de un
aspirado con aguja, con evidencia de lesién histica asociada o con cultivo
microbioldgico positivo de una zona estéril con clinica o radiologia

compatible con infeccion.

Existen numerosas especies fungicas oportunistas capaces de colonizar e infectar al
hospedero si las condiciones de este son propicias, dentro de las principales EFls

destacamos la Cl que es el objeto de nuestro estudio.

3.1 Candidiasis Invasora
La infeccién invasora por Candida spp., puede presentarse como profunda localizada y

diseminada. En los dos casos es secundaria a un episodio de candidemia

Definicion de Candidiasis

Definida como una infeccion primaria o secundaria, causada por levaduras del género
Candida, con gran variedad en sus manifestaciones clinicas, de evolucién aguda,
subaguda, crénica o episddica, y causante de lesiones cutaneas, muco cutaneas,
profundas o diseminadas. Es pertinente, hacer énfasis en el entorno clinico que rodea

al hospedero al momento de clasificar su situacién sobre una CI.

La CI contempla dos situaciones distintas, la invasién confinada al torrente sanguineo
o candidemia y la invasion multiorganica o candidiasis diseminada. La candidemia
constituye la 3% causa de ITS en la infeccion nosocomial y la 4® de todas las

infecciones (66)
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Tabla 3. Criterios de EORTC y MSG para el diagnéstico de EFI probable y posible

FACTORES DEL HOSPEDERO

e Neutropenia < 500 neutroéfilos/mm? durante mas de 10 dias

e Trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos

e Corticoides a dosis >= a 0.3 mg/kg/dia (equivalentes a prednisona) durante mas de 3
semanas.

e |Inmunosupresores anti linfocitos T como ciclosporina, anti-TNF, alentuzumab o analogos
nucledsidos durante los tres meses previos.
Inmunodeficiencia grave congénita (IDSC, enfermedad granulomatosa crénica)

CRITERIOS CLINICOS

o Enfermedad fungica del tracto respiratorio inferior:
Presencia de 1 de los 3 signos en el TAC toracico:
o Lesién densa bien definida con o sin signo del halo
o Signo de la media luna (air crescent sign)
o Cavitacion
e Traqueobronquitis:
o Ulceracion traqueobronquial, nédulos, seudomembranas, placas o escaras vistas
en la broncoscopia.
o Infeccion sinonasal
e Imagen de sinusitis mas 1 de los 3 signos siguientes:
o Dolor agudo localizado
o Ulcera nasal con escara negruzca
o Invasion ésea incluida la érbita
e Infeccién del SNC: 1 de los 2 signos:
o Lesiones focales en la radiologia
o Refuerzo meningeo en la RMN o TAC

e Candidiasis diseminada: 1 de los 2 hallazgos después de un episodio de candidemia en las

dos semanas previas:
o Pequenos abscesos (en ojo de buey) en higado o bazo
o Exudados retinianos

CRITERIOS MICOLOGICOS

e Test directos (citologia, examen microscépico directo, cultivos), Hongos filamentosos en
esputo, LBA, cepillado bronquial, aspirado sinusal)

e Test indirectos (deteccion de antigenos o constituyentes de la pared celular)
Aspergilosis: galactomanano positivo en plasma, suero, LAB o LCR
EFI (excepto criptococosis y zigomicosis) 8 glucano positivo en suero

*TNF: Factor de necrosis tumoral, IDSC: Inmunodeficiencia severa combinada, TAC: Tomografia axial
computarizada, SNC: Sistema nervioso central, RMN: Resonancia magnética, LBA: Lavado bronco
alveolar, LCR: Liquido cefalorraquideo,

Adaptado de: Nadal y col. (66)
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Definicion de Candidemia
Basicamente se define como el hallazgo de Candida spp. en muestras de
hemocultivos sin cambios inmunolégicos en el hospedero, sin evidencia de

compromiso de 6rgano solido, exceptuado la localizacion cutaneo-mucosa.

Candidiasis profunda localizada

La infeccion invasora focal en la mayoria de los casos se produce por siembra

hematdgena, aunque no se descarta la posibilidad de que se instale por alteraciones

de las barreras naturales que permitan su entrada o por la presencia de cuerpos

extrafios como sondas o protesis.

¢ Infeccién Urinaria: En el paciente critico es habitual el hallazgo del hongo en
muestras rutinarias de orina, por lo que es menester hacer una diferenciacion
entre un episodio de colonizacién o infeccion de la via urinaria y la afectacion
renal de la candidiasis diseminada.

¢ Infeccién Intraabdominal: Partiendo del hecho de que Candida spp. hace parte
de la microbiota endégeno del tracto digestivo, puede encontrarse como habitual
en cualquier tipo de infeccion abdominal.

o Endoftalmitis: Ante el riesgo inminente de afectacién, es rutinario realizar
examen de fondo de ojo en pacientes criticos con factores de riesgo de CI.

¢ Infeccién Tracto Respiratorio: La mayoria de aislamientos de Candida spp. en
muestras provenientes del tracto respiratorio obedecen a contaminacién desde la
orofaringe.

¢ Meningitis: El aislamiento de Candida spp. en liquido cefalorraquideo es
sindnimo de infeccion y no requiere ningun otro parametro de evidencia para la
instauracion de TAF.

¢ Infeccidon Osteoarticular: El hallazgo de Candida spp. en liquido articular es

diagndstico inmediato de infeccion y es mandatorio el tratamiento.
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Candidiasis diseminada
Se refiere a multiple localizacién visceral demostrable por histopatologia, a partir de la
siembra hematoégena hay infeccion a diferentes érganos a distancia. Puede también

presentarse con afectacién de un solo 6rganos asociado con candidemia persistente.

¢ Candidiasis Diseminada Aguda: El sintoma caracteristico es la persistencia de
fiebre a pesar del tratamiento antibiético.

e Candidiasis Diseminada Cronica: Casi exclusiva de pacientes neutropénicos,
También se la ha denominado candidiasis hepatoesplénica, aunque también
puede tener localizaciones en rifidn y pulmon.

¢ Aislamientos multifocales: Es probablemente la forma mas frecuente de

presentacion en el paciente critico.

Criterios diagnésticos

Definitivamente el hecho que hace mas dificil determinar si estamos frente a una
infeccién por Candida spp., es que hace parte de la microbiota endégeno en diferentes
sitios anatémicos, por lo que muchas veces su aislamiento es desestimado cuando
proviene de muestras clinicas consideradas “no significativas” del tracto digestivo, piel
y aparato genitourinario. En este escenario, la evidencia clinica implica distinguir entre
colonizaciéon e infeccién con la demostracion de la invasién tisular por el hongo, a
diferencia del hallazgo de Candida spp., en muestras “significativas” como liquidos
estériles (articular y cefalorraquideo) y tejidos donde hace diagndstico de infeccion Per

Se.

3.2 Prediccion Clinica de Candidiasis Invasora

La EFI en general estd asociada a una alta mortalidad en el paciente critico, y el

prondstico en la evolucidn depende en gran medida del diagnéstico y tratamiento
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precoz. La Cl es la mas comun de las EFl y es una entidad de dificil prediccion
diagnéstica debido a que sus signos y sintomas no se presentan
patognomdnicamente, su sintomatologia no es orientativa e incluso indistinguible de
una infeccion bacteriana. Sus manifestaciones clinicas son muy variadas; desde una
presentacion indolente que no evidencia signos clinicos, hasta un sindrome de sepsis
que representa una respuesta sistémica a la infeccion. Los pacientes pueden
presentar: taquicardia, taquipnea, hipotension prolongada, hipotermia (<36°C) o

hipertermia (>38.5°C) entre otros signos de infeccion.

Una alta sospecha basada en factores de riesgo y el diagnéstico temprano son
determinantes para mejorar el pronéstico de la Cl, para lo cual se han formulado
diferentes reglas de prediccion o Score basados en factores de riesgo, colonizacion,
gravedad de la enfermedad, etc. y que, consideran tanto criterios clinicos como
microbioldgicos que permiten la identificacion de pacientes con riesgo de Cl que se

beneficien de TAF anticipada.

Scores predictivos de Candidiasis Invasora

Todos los Scores predictivos publicados hasta el momento (Candida Score, regla de
Ostrosky-zeichner, Playford, Nebraska Score, y Paphitou) tienen en comuin un alto
valor predictivo negativo (95-97%) y valores predictivos positivos muy bajos que no
llegan al 20% (67) (68)

La colonizacién por Candida se documenta casi en el 50% al 70% de los pacientes
criticos no neutropénicos que permanecen mas de una semana en UCI. No obstante,
solo del 5% al 20% desarrollan candidiasis invasora, la mayoria de ellos tiene

aislamientos multifocales que preceden a la infeccién invasora.
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indices de colonizacién

e indice de Pittet: Descrito por Pittet y col. Se fundamenta en un sistema de
puntuacion basado en la presencia de colonizacion por Candida, fue descrito en
los pacientes quirdrgicos y requiere la ejecucion de cultivos cuantitativos. Consiste
en la toma de cultivos para Candida de varios sitios (Orina, rectal, piel, etc.). Este
indice es positivo cuando la mitad de los cultivos tomados son positivos para una
misma especie de Candida (>= 0.5). Tiene una sensibilidad del 100% y una

especificidad del 69% (62) (69)

e indice de Colonizacién corregido de Pittet (ICC): Piarroux y col. confirmaron
la eficacia del TAF anticipado para prevenir la Cl probada en paciente quirdrgicos
criticos, utilizando el ICC. Este indice se determina tomando el ndmero de
muestras con alta colonizacion/numero de muestras total analizadas. Cuantifica la
intensidad de la colonizacién de mucosas por Candida. Los pacientes con un ICC
>=0.4 recibieron TAF anticipado con FCZ y la incidencia de candidiasis probada
intra UCI disminuy6 de forma significativa del 2.2% al 0%. Tiene una sensibilidad y

especificidad del 100% (62) (69)

Reglas Ostrosky-Zcheiner

Este modelo estadistico demostré un riesgo particularmente elevado de Cl en los
pacientes tratados con antibiéticos de amplio espectro (1 a 3 dias), o portadores de
catéter venoso central (1 a 3 dias) y con al menos dos de los siguientes factores de
riesgo: Nutricion parenteral total (1 a 3 dias), cualquier tipo de didlisis (1 a 3 dias),
cirugia mayor (-7-0 dias), ventilacion mecanica >=48 horas, corticoides (-7-3 dias) u
otros tratamientos inmunosupresores (-7-0 dias). Este indice tiene una sensibilidad del

50% y una especificidad del 83% (62) (69) (70). No incluye criterios microbioldgicos.
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Regla Nebraska Medical Center

Esta regla considera la estancia en UCI por cuatro dias o mas, terapia antibidtica de
amplio espectro, presencia de catéter venoso central, cirugia abdominal, tratamiento
con corticoides, nutricién parenteral total (NPT), media de duraciéon de estancia antes
de ingreso en UCI. El punto de corte es de 2.45. Revela una sensibilidad de 84.1% vy

una especificidad de 60.2%.(62). Este indice no incluye criterios microbioldgicos.

Score Candida

Ledn y col. evaluaron el uso del Score Candida, un indice que incluye datos clinicos y
colonizacién multifocal por Candida spp. Este sistema evalla la situacién de pacientes
criticos en UCI y discrimina aquellos para los cuales la Cl es altamente improbable, de
aquellos con alto riesgo y decidir el inicio de terapia antifungica empirica justificada.
Este puntaje identifica tres variables a las que asigna un punto (nutricion parenteral
total (NPT), cirugia abdominal, colonizacién por Candida) y una variable que tiene un
valor de dos puntos (sepsis grave). El punto de corte es positivo para >=3.0, tiene una

sensibilidad del 77.6% y una sensibilidad de 66.2% (62) (69) (70)

Regla Paphitou y col

Esta regla busca definir y aplicar criterios para diagnosticar formas medicamente
relevantes de Cl en UCI quirdrgica y se basa solo en datos rutinariamente disponibles
en o antes del tercer dia en UCI, no incluye criterios microbiolégicos. Los factores de
riesgo incluyen el uso de dispositivos médicos (Catéteres, ventilacion mecanica,
nutricion parenteral, hemodialisis de nuevo inicio, cirugia y cirugia abdominal), trauma
abdominal con perforacién de 6rgano y uso de terapias coadyuvantes ( corticoides,
medicamentos inmunosupresores, antibioticos, agentes antifungicos y agentes de la

disminucion de la acidez gastrica) (69) (71)
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Modelo Dupont y col.

Este modelo de puntuacién de factores de riesgo para Cl se orienta hacia una
subpoblacion especifica; pacientes en UCI con peritonitis secundaria severa, teniendo
en cuenta que el aislamiento y la patogenicidad de levaduras recuperadas en liquido
peritoneal siguen siendo controvertidos. Se identificaron cuatro factores riesgo
independientes del aislamiento de levaduras en liquido peritoneal: 1. Sexo (femenino),
2. Origen de la peritonitis (tracto gastrointestinal superior), 3. Falla cardiovascular
(intra-operatorio), 4. Terapia antimicrobiana previa (en al menos 48 horas). Esta
puntuacion se construyd de acuerdo al numero de factores de riesgo, asi: 1. Grado A:
Cero o un factor de riesgo, 2. Grado B: Al menos dos factores de riesgo, 3. Grado C: al

menos tres factores de riesgo, y 4. Grado D: Cuatro factores de riesgo (69) (72)

Modelo Michalopoulos y col.

Este modelo predictor fue disefiado de forma independiente para pacientes de UCI
provenientes de cirugia cardiotoracica y contempla cuatro factores de riesgo para
candidiasis invasora. La ventilacién mecanica invasiva por 10 dias o mas, infeccion
bacteriana o sepsis asociada a la hospitalizacién, by-pass coronario mayor de 100

minutos y diabetes mellitus (69)

Modelo Shorr y col.

En este modelo de Score incluye a todo tipo de pacientes ingresados a UCI, e
identifica seis variables como los mejores discriminadores de riesgo para Cl en
pacientes criticamente enfermos; edad menor de 65 anos, temperatura cuantificada
menor o igual a 36.6 °C o alteracion del estado mental, caquexia, previa
hospitalizacién (menor de 30 dias), traslado desde otra institucion de salud y

ventilacién mecanica invasiva. Todos los criterios considerados son clinicos (69) (73)
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3.3 Diagnostico de la CI

Por muchos afios el método diagnéstico de referencia de la Cl ha sido a través del
cultivo micolégico mediante el hallazgo de Candida spp., en muestras clinicas de sitio
estéril y/o la evidencia histolégica de la invasion tisular por elementos fungicos. Sin
embargo, su sensibilidad es muy baja y no permite hacer un diagnéstico temprano, por
consiguiente, el riesgo de fracaso terapéutico debido al retraso en la instauracion del
tratamiento es sumamente alto. Teniendo en cuenta esta limitante se han desarrollado
técnicas alternativas de diagnéstico precoz como la deteccion de biomarcadores que
se anticipan al estado infeccioso permitiendo una terapia anticipada con éxito en la

resoluciéon de la entidad.

Segun los criterios de EORTC/MSG (65). La Cl probada se define como:

e La presencia histo/citoplasmatica de levaduras y/o seudohifas procedentes de
puncion-aspirado con aguja fina o biopsias de zona estéril (excluyendo mucosas)

e  Cultivo positivo procedente de una muestra obtenida por procedimiento estéril de
una localizacion habitualmente estéril donde existan datos clinicos o radiolégicos
compatibles (excepto orina, senos paranasales y mucosas)

e Hemocultivo positivo para Candida spp. en pacientes con signos y sintomas

clinicos relacionados con el tiempo y compatibles con el hongo.

Diagnéstico convencional por cultivo

Sin lugar a dudas la ventaja de este método diagndstico es que permite la
identificacion del hongo a nivel de especie y la posibilidad de realizar pruebas de
susceptibilidad a antifungicos. Si bien es cierto, el aislamiento de levaduras del género
Candida es poco exigente en requerimientos nutricionales en medios de cultivo ya que
se pueden obtener en medios usados rutinariamente en micologia como agar

sabouraud - dextrosa, la gran limitacion que presenta este método es el tiempo de
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espera para desarrollar el crecimiento. Las diferentes especies del género Candida

pueden tardar en crecer desde 24 a 48 horas incluso hasta 72 horas para la expresiéon

de estructuras morfolégica importantes.

La identificacion a nivel de especie se realiza mediante criterios morfolégicos y

pruebas fisioldgicas y bioquimicas. Los ensayos mas utilizados son las que se basan

en la asimilaciéon (auxonograma-degradacion aerobia) y fermentacion (zimograma-

degradacién anaerobia) de carbohidratos. (Ver Tabla 4)

Tabla 4. Métodos automatizados para la identificacion de hongos levaduriformes

Método Fundamento Comentario
Panel Paneles de identificacion | ®  Identificacion de 64
Yeast ID® basados en pruebas especies de hongos
bioquimicas levaduriformes y
convencionales, organismos afines.
cromogeénicos, e Requiere establecer el
fluorogénicas. medio de cultivo de donde
procede el aislamiento
fungico, para definir
caracteristicas morfologicas
secundarias.
e El tiempo de identificacion:
16 horas
Tarjetas Tarjetas de analisis con 63 | e Identificacion de 51
YST Vitek 2® pocillos, para deteccion del especies levaduriformes y
metabolismo fuangico. organismos afines, incluye
mediante fluorescencia. * Requiere pruebas
adicionales
(fundamentalmente
morfoldgicas), en los casos
de identificaciones con baja
discriminacion.
e Tiempo de identificacion: 15
horas.
Panel Placa de microdilucion de e Identificacion rapida de 40

RYI MicroScan®

96 pocillos que utiliza 27
sustratos deshidratados.

La identificacion se realiza
mediante pruebas
convencionales y
cromogeénicas.

especies de hongos
levaduriformes y
organismos afines.

Puede requerir pruebas
adicionales
(fundamentalmente
morfolégicas), en los casos
de identificaciones con baja
discriminacion.

Tiempo de identificacion: 4
horas.
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Sistema e Paneles de identificacion de | ®  Identifica hasta 267
YT MicroPlate® 94 pruebas bioquimicas. especies diferentes
pertenecientes a 53
generos.

e Tiempo de identificacién:
hasta 72 horas

*Informacion adaptada de los insertos del fabricante

Otra opcion disponible para la identificacion primaria de especies de levaduras del
género Candida es el uso de agares cromogénicos, basados en métodos enzimaticos
que desarrollan un color caracteristico dependiendo de la actividad enzimatica que

presenta cada especie, ver Tabla 5.

Tabla 5. Caracteristicas de las colonias de especies de Candida en medios
cromogénicos

Microorganismo | Crecimiento Color de
la Colonia
C. albicans Bueno Verde
C. parapsilosis Bueno Rosa palido
C. tropicalis Bueno Azul oscuro o azul grasaceo (con un halo rosa en el
agar)
C. glabrata Bueno Rosa (de aspecto brillante)
C. krusei Bueno Rosa palido a purpura (de tono intenso y bordes
mas palidos y de textura seca)

Diagnéstico basado en marcadores bioldgicos

Ante la elevada morbimortalidad, la Cl se ha convertido en un problema importante en
hospitales de tercer y cuarto nivel en todo el mundo. La mala evolucion de la EFI se
debe, en parte, a las dificultades para su diagnostico microbioldgico en sus primeros
estadios. Los hemocultivos solo son eficaces en el 50% de las EFI por Candida. Por
ello, el desarrollo, validacién y uso de biomarcadores como herramientas de
informacion para la evaluacion del riesgo de EFI se ha incrementado y cada dia toma

mayor importancia teniendo en cuenta que, podrian influir en la instauracion de una
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TAF anticipada o no. Los marcadores bioldgicos pueden ser de utilidad en el

seguimiento de la eficacia terapéutica.

¢ Como se define un biomarcador?

El término “Biomarcador’ se utiliza para medir una interaccion entre un sistema
biolégico y un agente fisico, quimico o bioldgico, la cual es evaluada como una
respuesta funcional o fisiolégica y ademas estd asociada con la probabilidad de

desarrollar una enfermedad (74)

Los biomarcadores son parametros bioldgicos que proveen informacion sobre el
estado normal o patolégico de un individuo. Tienen la caracteristica de ser versatiles
en su uso ya que pueden ser utilizados para mejorar el entendimiento de la
enfermedad en diferentes aspectos como: la prevencién, diagndstico, progresion vy
respuesta farmacolégica a wuna intervencién terapéutica. El desarrollo de
biomarcadores cada vez mas especificos permite la elaboracién de estrategias para
mejorar las condiciones de vida de los pacientes y la comunidad, al generar
informacion que permite realizar correctivos para disminuir la mortalidad y morbilidad

de los individuos.

Es asi que, se han desarrollado biomarcadores basados en métodos inmunoldgicos
como la deteccion de antigenos y anticuerpos (Mn, Anti-Mn y Ac. Anti-micelio o Anti-
tubo Germinal), en la deteccion de componentes fungicos estructurales o metabdlicos

como el (1-3)- B-D-glucano (BG) y el D-arabinitol, y en la deteccion del ADN fungico.
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Biomarcadores basados en métodos inmunolégicos

Deteccién de manano y anti-manano

El manano es un polisacarido de alto peso molecular de mas de 260 kDa (75)
formado por uniones de moléculas de manosa, presente en el 7% de la pared celular
de Candida spp. y es uno de los principales antigenos circulantes durante la infeccion

(76). Es el antigeno mayoritario e inmunodominante de la pared celular.

Estos polisacaridos de manosa se encuentran conjugados con proteinas formando
manoproteinas que se situan en la parte mas externa de la pared celular de las células
de Candida. La existencia de estas manoproteinas como un componente mayoritario
en la pared celular y la liberacién de los polisacaridos de manano en suero u otros
liquidos bioldgicos, brindan la posibilidad de ejecutar pruebas cuyo objetivo sea su
deteccién con el fin de orientar al diagnéstico y seguimiento de las infecciones

profundas por Candida.

Su capacidad inmunogénica es tan fuerte que los anticuerpos anti manano estan
presentes en practicamente todas las personas y forman complejos con el manano
cuando pasan a la sangre. La liberacién del manano de los inmunocomplejos que
forma con los anticuerpos es probablemente el paso mas critico de la prueba de
deteccion vy, junto con la transitoriedad de la mananemia, son la causa de la baja
sensibilidad de la prueba que se describe entre el 40 y el 70% (77). Ante esta
limitacion de las pruebas por separado, se recomienda realizar de forma conjunta la
prueba de deteccién de antigeno y anticuerpo en el paciente con riesgo de Cl,
estudios demuestran que la deteccién combinada de las pruebas es superior a la de

cada una por separado, sensibilidad del 83% y especificidad del 86% (78)
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Actualmente, la deteccién del antigeno manano y anticuerpo anti manano mediante
una técnica de ELISA esta disponible en PLATELIA™ Candida Ag Plus y PLATELIA™

Candida Ab Plus (Bio-Rad).

PLATELIA™ Candida Ag Plus es una técnica inmunoenzimatica de tipo sandwich
realizada en una etapa, sobre microplaca, que permite detectar el antigeno circulante
manano de Candida en el suero o en el plasma humano. El anticuerpo monoclonal de
rata EBCA-1, dirigido contra los a 1-5 oligomanosidicos de Candida se utilizan para
sensibilizar los pocillos de la microplaca y unirse al antigeno manano que luego es

revelado a través del anticuerpo monoclonal marcado con peroxidasa (79).

PLATELIA™ Candida Ab Plus es una técnica inmunoenzimatica indirecta en dos
etapas, sobre microplaca, que permite detectar los anticuerpos anti manano en el
suero o plasma humano. Los pocillos de la microplaca son sensibilizados con manano
purificado a partir de C. albicans, la reaccién se revela con la adicion de un conjugado

(anticuerpo policlonal de cabra anti-IlgG/IgA/IgM humano) marcado con peroxidasa.

Durante la tercera reunién de ECIL (European Conference on Infections in Leukemia)
de septiembre de 2009 se analizé la realizacidon de pruebas de diagnostico no
invasivas para infecciones flungicas, entre ellas Mn y Anti-Mn. Este documento se

centra en el uso de Mn y Anti-Mn en el diagnéstico de CI.

Deteccion de anticuerpos anti tubo-germinal

C. albicans es dimorfa y expresa crecimiento en gemacion o en forma filamentosa
(iniciadas por un tubo germinal o seudohifa), ambos tipos de crecimiento se
encuentran en el tejido infectado. Ensayos de adherencia in vitro entre C. albicans y

células epiteliales bucales humanas han demostrado que el grado de adhesién a
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células hospedadoras se correlaciona con la formacion de tubos germinales (80). Los
anticuerpos anti tubo germinativo van dirigidos a antigenos de Candida que se
expresan mayoritariamente en la superficie de la pared celular de la fase micelial del

hongo (hpw1) y que se asocia con la invasién tisular (77) (81)

El anticuerpo especifico para el tubo germinativo de C. albicans CAGTA
(Inmunoglobulina G [IgG], Vircell Microbiologist SL, Granada, Espana) es una prueba
de inmunofluorescencia indirecta disponible comercialmente, que permite la deteccion
de anticuerpos antimicelio contra varias Candida spp., revela una sensibilidad de
84.4%-96% y una especificidad del 94.7%-100% en muestras de pacientes con
candidemia y/o candidiasis invasora. Igualmente es estudios sobre pacientes
criticamente enfermos con riesgo de Cl demostré una sensibilidad de 84%-87% y

especificidad del 94.7-95% (82).

Deteccién de B -1,3-D glucano
El glucano es un componente de la pared celular fungica formado por monémeros de
glucosa, unido por enlaces B-1,3 y B-1,6. El B-1,3-glucano se libera durante la
infeccién y puede detectarse en liquidos bioldgicos de pacientes con distintos tipos de
micosis invasoras.(77). Su presencia en sangre y fluidos corporales normalmente
estériles puede ser un marcador de infeccion fungica invasiva (EFI) que incluye
infeccién con los hongos patégenos mas comunes Aspergillus y Candida. Aunque hay
métodos comerciales actualmente disponibles para detecciéon de BG: FungiTec G,
Seikagaku Kogyo Corp, Tokio, Japdn; prueba de B-D Glucano Wako, Wako Pure
Chemical Industries, Tokio, Japon; BG Star, Maruha Corp, Tokio, Japdn), hay poca
experiencia en el uso de este marcador fuera de Japdén. Recientemente se ha
documentado una prueba que muestra gran potencial para el diagnéstico de EFI, es

una prueba cromogénica para deteccion de BG (Glucatell [Fungitell], Associates of
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Cape Cod, Falmouth, Massachusetts, Estados Unidos) (83). Fungitell presenta una

sensibilidad del 64.4% y una especificidad del 92,4% (77)
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4. Antifungicos

La mortalidad relacionada a la infeccién debida a Cl sigue siendo alta, en particular en
pacientes gravemente enfermos en la UCI y cuando la TAF se retrasa. La alta
morbilidad y mortalidad relacionadas con las infecciones con la infeccion asociada con
Cl, combinadas con herramientas de diagndstico subéptimas, han impulsado el uso
excesivo de farmacos antifungicos en el tratamiento y la profilaxis de la Cl. De acuerdo
a la declaracién de la politica de Antimicrobial Stewardship of the Society for
Healthcare Epidemiology of América (SHEA), The Infectious Diseases Society of
América (IDSA) y Pediatric Infectious Diseases Society (PIDS), la administracién de
antimicrobianos se define como un programa con intervenciones coordinadas para
mejorar y medir el uso apropiado de agentes antimicrobianos. Al respecto, la
Antifungal Stewardship (AFS) se refiere a un programa o serie de intervenciones para
monitorizar y dirigir el uso de antifingicos en una institucion de salud. La optimizacion
del uso de agentes fungicos disponibles actualmente no solo esta influenciada por las
propiedades de los farmacos antifungicos, sino también por su alto costo y toxicidades
relacionadas con los farmacos. Sin embargo, la reduccion en los costos de atencion

médica debe considerarse solo como un objetivo secundario de la AFS (84)

Estudios previos han demostrado que el uso inapropiado de medicamentos
antifungicos puede llegar al 67-74% en hospitales de tercer nivel de atencion, la
reduccion del uso innecesario de antifungicos debe ser uno de los principales objetivos

de los programas AFS.

4.1 Clasificacion general de los Antifungicos

La clasificacion tradicional de los antifungicos se basa en dos principios

fundamentales: Su sitio blanco y mecanismo de accién. (ver Tabla 4) (85)
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Es importante que al momento de decidir sobre TAF mas adecuada haya una

adherencia tanto a las guias clinicas locales basadas en un estudio epidemiolégico de

influencia poblacional local como a las guias internacionales con gozan de basta

evidencia cientifica.

4.2 Estrategias de Tratamiento Antifungico

Tratamiento profilactico

Determinados grupos de pacientes, entre ellos neoplasias hematolégicas, trasplante

de 6rgano sdlido y algunos pacientes de cuidado critico, son de muy alto riesgo de

infeccién fungica por lo cual el uso de TAF profilactico aun sin presentar signos ni

sintomas de infeccidn esta indicado con el fin de evitar el desarrollo de una EFI (86)

(87)

Tratamiento anticipado

Es aquel que se inicia en forma precoz y dirigido en pacientes que presentan factores

de riesgo para desarrollar una ClI, con evidencia de un indice de prediccién como el

Score Candida positivo, colonizacion multifocal por Candida spp. o el resultado de

biomarcadores (Ag Mn/Anti-Mn) hayan sido positivos (86) (87) (88) pero sin llegar a

concluir una enfermedad clinica o definida.

Tabla 6. Clasificacion de los antifungicos segtn su sitio blanco

Diana

Clase

Mecanismo de accion

Antifungico
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Membrana | Azoles Inhiben la 14 a- desmetilasa Imidazoles:
Celular Ketoconazol
Miconazol
Triazoles: Fluconazol
Isavuconazol, ltraconazol,
Posaconazol, Voriconazol.
Polienos Union al ergosterol, alterando la | Anfotericina B
permeabilidad de la membrana
Alilaminas Inhiben la escualeno Terbinafina
epoxidasa, por tanto, el
ergosterol
Pared Equinocandinas | Inhiben la sintesis de (1.3)-p-D- | Anidulafungina
Celular glucano Caspofungina
Micafungina
Nucleo Antimetabolito de | Inhiben la sintesis de acidos 5-Flucitosina
pirimidina nucleicos.
Antitubulina Bloquea la tubulina inhibiendo Griseofulvina
la divisién celular del hongo

Adaptado de: Lewis RE. Current Concepts in Antifungal Pharmacology. Mayo Clin Proc. 1 de

agosto de 2011; 86(8):805-17

Tratamiento empirico

Es el tipo de tratamiento precoz que permite iniciar la administracion del antifungico
ante la presencia de fiebre potencialmente relacionada con una EFI, dirigido a
pacientes con factores de riesgo y caracteristicas clinicas de una EFI, o pacientes con
cultivos positivos para Candida spp. previo a la identificacion de la especie o a la

determinacion de su sensibilidad frente a antifungicos (86) (87) (89)

Tratamiento dirigido

Se aplica a pacientes con mayor evidencia de EFI, definida por los criterios de
consenso del EORTC/MSG y en la que existan pruebas definitivas e indiscutibles del
patdégeno. El tratamiento dirigido es finalmente la terapia ajustada a la identificacion

del hongo y si es posible, a la informacion provista por test de sensibilidad ante el
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farmaco. El mayor problema de este tipo de tratamiento es que se instaura de forma

tardia con consecuencias pronosticas negativas (87)

Cual es el tratamiento farmacolégico antifiungico éptimo para Cl/candidemia?

En todos los pacientes con una Cl/candidemia documentada, la TAF debe iniciarse
dentro de las 24 horas después de que un hemocultivo o cultivo de espécimen tomado
de una localizacion estéril sea positivo para Candida spp. La version mas reciente de
las pautas de ECIL recomienda el tratamiento inicial para la candidemia y otras
enfermedades sistémicas por Candida spp. con equinocandinas (Anidulafungina,
Caspofungina o Micafungina) para todos los pacientes y para todas las situaciones
reservando azoles para la desescalada en pacientes estables con aislados que
muestren susceptibilidad a los agentes, el FCZ no se considera como primera opcion
en pacientes criticos, y no debe usarse como terapia empirica en este grupo de
pacientes ademas que, su uso puede verse restringido por una prevalencia cada vez
mayor de infecciones causadas por especies de Candida con resistencia intrinseca o
adquirida a FCZ (C. glabrata y C. krusei). Las guias recientes favorecen la clase de
antifungicos como las equinocandinas como terapia de primera linea en pacientes con
inestabilidad hemodinamica, en aquellos con exposiciéon previa a azoles y en sitios
donde haya alta prevalencia de infecciones por cepas resistentes a FCZ. Los Polienos
deben reservarse para infecciones de odrganos terminales como meningitis,
endocarditis u osteomielitis 0 para pacientes donde se documente o esté documentada

una confeccién con otros patégenos fungicos (68)
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5. Justificacion

Teniendo en cuenta el panorama actual de la infeccién nosocomial de la Fundacién
Hospital San Pedro, de acuerdo al comportamiento epidemioldgico y la frecuencia y
distribucion de especies de Candida spp., es imperativo tener un conocimiento real
sobre la situaciéon de la candidemia/Cl de nuestros pacientes, y los porcentajes de
pacientes colonizados y cual es la incidencia de esta colonizacién en el desarrollo
posterior de una ClI, ya sea candidémica y/o candidiasis profunda en el paciente de
alto riesgo en condiciéon critica, condiciones que se reflejan es el aumento del
aislamiento de especies de Candida no-albicans, junto con el dramatico aumento del

uso de antifungicos como profilaxis o tratamiento temprano.

Debido al tiempo de estancia hospitalaria promedio de los pacientes ingresados en la
UCI, se hace necesario establecer cuales son los factores condicionantes que
permiten la manifestacién de una multicolonizacion candidiasica que junto a factores
de riesgo asociados como: ventilacion mecanica, uso de dispositivos médicos como
sondas o catéteres, exposicién a antibiéticos de amplio espectro, terapia profilactica
con azoles, cirugias extensas o patologias complicadas podrian ser determinantes
para el desarrollo de una candidemia/Cl, y el impacto de uso de indices de prediccion
como ScC, para estratificar los pacientes que se beneficiarian de una TAF temprana.

No existe una base documentada sobre la prevalencia de la colonizacién por Candida
spp. en pacientes que ingresan a la UCI de la Fundacion Hospital San Pedro, asi
como tampoco se cuenta con estudios sobre los factores de riesgo asociados en esta
poblacion de pacientes, que puedan orientar sobre el alto riesgo de desarrollar una
candidemia/Cl y ventaja de la consideracion de TAF temprana, ante la falta de
documentacion micolégica probada. Tampoco se cuenta con datos que establecen el

valor real de uso de pruebas no convencionales de diagndstico, como el uso de
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biomarcadores seroldgicos, para primero establecer una aproximacién diagndstica
precoz de la EFl, y segundo permita hacer un seguimiento de TAF y determinar el

prondstico de la Cl en nuestro entorno hospitalario especifico.
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6. Problema

La CI carece de signos patognomodnicos de infeccidn, y su presentacion clinica es
inespecifica en cuanto a sus signos y sintomas e indistinguible de una infeccion
bacteriana. Estudios observacionales prospectivos han sugerido que una TAF
temprana basada sobre los sintomas clinicos, resultados de los cultivos de sitios
anatomicos no estériles o el resultado de biomarcadores se asocia con una
disminuciéon de la mortalidad entre pacientes con alto riesgo de una CI, donde el
empleo temprano de TAF y el control de la fuente de infeccién son los principales

determinantes de supervivencia.

La alta mortalidad de la Cl se asocia a la dificultad que supone realizar un diagnéstico
precoz, por lo tanto, para mejorar el pronéstico de estos enfermos seria aconsejable
considera el uso herramientas de aproximacion diagndstica como el uso de la
deteccién de antigeno y anticuerpo (Mn y Anti-Mn) especificos de Candida, que
usadas en combinaciéon con indices de prediccion como el ScC podrian ser

determinantes en la decisién de una TAF precoz.
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7. Hipétesis

El uso de biomarcadores serologicos y cultivos micoldgicos de sitios anatdmicos no
estériles, son una estrategia diagnéstica para una candidemia/Cl en pacientes en

condicién critica en la UCI, que permitiria la instauracion de una TAF temprana.
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8. Objetivos

Objetivo General.

Validar el uso de los modelos predictivos de la Cl en pacientes hospitalizados en la
UCI de la Fundacion Hospital San Pedro-Pasto, como una herramienta para
diagnéstico anticipado, mediante la evaluacion de indices de prediccion clinica,
mediante cultivos micologicos utilizando “Score Candida” y biomarcadores Antigeno

Manano (Mn) y Anticuerpos Anti Manano (Anti-Mn).

Objetivos Especificos.

1. Establecer el perfil epidemiolégico de las EFI, por especies de Candida,
mediante la busqueda activa de colonizacién multifocal.

2. Determinar el indice “Score Candida” (ScC), como un apoyo real para el
diagnéstico de una Cl, en el paciente de alto riesgo hospitalizado en la UCI.

3. Cuantificar los niveles séricos de Mn y Anti-Mn y su relacion con la multi-
colonizacion candidiasica y el desarrollo posterior de una ClI, en pacientes de
alto riesgos hospitalizados en la UCI.

4. Evaluar el rendimiento diagndstico de los niveles séricos del Mn y Anti-Mn
como herramienta predictora de una Cl en base a los criterios EORTC.

5. Correlacionar los niveles séricos de Mn y Anti-Mn en relacién a TAF instaurada.
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9. Materiales y Métodos

Metodologia

El presente estudio tuvo la aprobacion el comité de Etica de Investigacion de La
Fundacion Hospital San Pedro y todos los pacientes y/o sus familiares cercanos
ingresados en el estudio dieron su consentimiento libre e informado, documentado por

escrito (Anexo B).

Poblacién

La Fundacién Hospital San Pedro es una institucion de salud de tercer nivel de
atencion con servicios de mediana y alta complejidad, con 184 camas en
hospitalizaciéon que atiende a una poblacién promedio de 2386 pacientes por mes. La

UCI cuenta con 16 camas habilitadas que reciben en promedio 92 pacientes por mes.

El presente estudio incluyé a 64 pacientes ingresados a la UCI con alto riesgo de
desarrollo de CIl, que cumplieran con los criterios de inclusion y exclusién, en el
periodo comprendido entre junio de 2017 y abril de 2018. Es importante mencionar
que el numero de pacientes incluidos obedece a la disponibilidad del reactivo y al
caracter donativo de este por parte de la casa distribuidora del mismo en el pais ya

gue no se cuenta con respaldo econdémico para la ejecucién de esta investigacion.
Los criterios de inclusion fueron los siguientes: pacientes adultos, con estancia en UCI

mayor o igual a 5 dias y con sospecha de CI. Los criterios de exclusion fueron los

siguientes: IC conocida y comprobada en la inclusion.
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Especimenes Clinicos

Se obtuvieron especimenes clinicos de los pacientes con permanencia igual o mayor a
5 dias, y en ellos se inicidé la busqueda de colonizacion multifocal por Candida,
mediante el cultivo de muestras de orina, hisopado rectal, hisopado cavidad oral,
hisopado vaginal (en poblacién femenina), hisopado de inglés (en poblacion
masculina) e hisopado de axilas, eventualmente se tomaron muestra diferente a orina
en casos especificos de pacientes anuricos en los cuales no fue posible obtener
muestra. Simultaneamente se tomaron muestras de sangre comenzando el dia 1 de la
toma de los cultivos micolégicos y continuando con la toma cada tercer dia hasta el

egreso del paciente, o hasta el dia 14 de TAF.

Las muestras de sangre se tomaron en dos tubos sin anticoagulante, se centrifugaron
a 2500 RPM por 10 minutos, se separaron bajo campana de flujo laminar en alicuotas
y se almacenaron a -20°C, ninguna muestra pasé por mas de un ciclo de congelacién-

descongelacion hasta la fecha de analisis.

Como protocolo de UCI, se tomaron hemocultivos seriados (3 muestras) para
descartar una EF| probada, los hemocultivos se procesaron utilizando el sistema
automatizado BD BACTEC™ FX Blood Culture System (Becton, Dickinson and

Company).

Variables

Se tuvo en cuenta los dias de ingreso del paciente en UCI (minimo 5 dias),
considerando los factores condicionantes y las poblaciones de riesgo para desarrollar
una CI (Tabla 2). Las variables demograficas como edad, sexo, fecha de ingreso a
UCI se extrajeron del sistema general de informacion SIOS SALUD de la Fundacion
Hospital San Pedro y se diligenciaron en el formato Hoja de Recoleccién de Datos
(Anexo A)
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Las variables correspondientes al comportamiento clinico del paciente al momento de
la admision en UCI, se clasificaron en: patologia crénica, patologia infecciosa y

patologia oncoldgica.

Las variables de antecedentes farmacolégicos como el uso de antibidticos y
antifungicos se consideraron en un periodo de hasta los seis meses previos, a la
admision en la UCI, junto con la administracién actual del antifungico, tiempo de

administracién y dosis.

Pruebas diagnésticas

Cultivos micolégicos
Se realizaron cultivos micoldgicos en los siguientes medios de cultivo: Sabouraud
Gentamicin Chloranphenicol 2 agar (bioMeérieux), Columbia CNA Agar with 5% sheep

blood (Becton, Dickinson and Company) y CHROMID ® Candida (bioMérieux)

A todos los aislados clinicos se les realizd6 un examen directo, para verificar la
morfologia fungica. La identificacion final a nivel de género y especie se realizaron por
método automatizado BD Phoenix™ Automated Microbiology Sistem (Becton,
Dickinson Diagnostic) con el panel de identificacion BD Phoenix ™ YEAST ID (Becton,
Dickinson Diagnostic), ademas del analisis de caracteristicas fenotipicas en CHROMID

®Candida (bioMérieux) y la prueba de formacion de tubo germinal.

Detecciéon de Manano y Anti-manano

Las pruebas serologica Mn/Anti-Mn se remitieron siguiendo las estrictas normas de

garantia de transporte de especimenes biolégicos a la Facultad de Medicina,
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Departamento de Microbiologia de la Universidad Nacional de Colombia donde se

procesaran las muestras en cuestion.

La deteccién de Mn y Anti-Mn se realizaron mediante la técnica comercial ELISA
disponible Platelia™Candida Ag Plus y Platelia™Candida Ab Plus (Bio-Rad) siguiendo
las recomendaciones del fabricante, el procedimiento de determinacién se describe en

los anexos Cy D.

Los puntos de corte segun recomendaciones de la casa comercial fueron los
siguientes: Manano positivo >125 pg/mL, indeterminado <125 — 62.5 pg/mL, negativo
<62.5 pg/mL; Anti manano positivo >10 AU/mL, indeterminado <10-5 AU/mL, y

negativo <5 AU/mL.

Andlisis Estadistico

Estudio observacional prospectivo y analisis de concordancia Kappa. Se realiz6 el
analisis estadistico para el componente descriptivo, donde se utilizaron medias y
desviaciones estandar (DS) para las variables continuas y porcentajes para las
variables categodricas. Se evalud la asociacion entre categorias de las variables

utilizando la prueba exacta de Fisher.

Se evaluaron las caracteristicas operativas de las pruebas diagnésticas calculando el
valor de sensibilidad (S), especificidad (E), valores predictivo negativo (VPN) y positivo
(VPP) y para dichos estimados se calcularon los intervalos de confianza (IC 95%).
Como pruebas diagndsticas se marcaron de manera aislada como en combinacion.

Para el analisis estadistico se empled el paquete STATA realase.15
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Definiciones
Paciente Critico: Se define por la existencia de una alteraciéon en la funcién de uno o
varios 6rganos o sistemas, situacion que puede comprometer su supervivencia en

algun momento de su evolucién, por lo que la muerte es una alternativa posible.

Candidiasis invasora: Se define como el aislamiento de alguna especie de Candida,
en hemocultivos (candidemia) y/o en algun otro sitio estéril infectado por este

patégeno (64)

Candidiasis posible (Cl posible): Segun los criterios de EORTIC se define Cl posible
cuando existen factores de riesgo del hospedero y evidencia clinica de EFI sin criterios
micolégicos positivos. Para nuestro estudio, definiremos como CI posible la existencia
de factores de riesgo del hospedero mas la evidencia micoldgica positiva, es decir,

cuando el ScC es positivo (23.0 puntos)

Candidiasis probable (Cl probable): Se define como la sepsis severa sin respuesta
al tratamiento antibiético y colonizacion multifocal por Candida spp. (Candida spp.
aislada de al menos 2 localizaciones no estériles (+ 3 dias)) y/o ITU sintomatico por
Candida spp., sin otro diagndstico microbiolégico y/o esofagitis visualizada por
endoscopia o por biopsia. Para nuestro estudio, Cl probable ademas esta definida por
la positividad de los biomarcadores Mn o Anti-Mn, cuando al menos uno, o ambos

estan positivos segun puntos de corte del fabricante.

Candidiasis probada (Cl probada): Se define como el hallazgo de hemocultivos
positivos para Candida spp., (candidemia) o positividad en los examenes
histopatoldgicos, citopatoldégicos o microscopicos de muestras clinicas normalmente
estériles obtenidas mediante biopsia o aspiracion con aguja y/o la recuperacion de
Candida spp. por cultivo microbioldgico de muestras obtenidas por procedimientos
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estériles de Ilugares normalmente estériles mostrando ademas clinica de

anormalidades radiolégicas consistentes en un proceso de enfermedad infecciosa (90)

Neutropenia: Se define como un recuento absoluto de neutréfilos de menos de 0.5 x

10%/L, o una disminucién de 1.000 x 10%L a 0.5 x 10°%/L en 48 horas (91)

Fiebre: Temperatura oral unica > 38,3°C (101°F) o temperatura oral > 38,0°C (104 .4

°F) durante un periodo sostenido de una hora (90)

Patologia crénica: Se define como un trastorno organico funcional que obliga a una
modificacion de los estilos de vida de una persona y que tiende a persistir a lo largo de
la vida de esta. Frente a la etiologia son varios e influyen factores como ambiente,
estilo de vida y habitos, herencia, niveles de estrés, calidad de vida entre otro. Hay
muchos tipos de enfermedades crénicas, desde la hipertension arterial (HTA), diabetes

mellitus (DM), enfermedad renal cronica (ERC), lupus eritematoso sistémico (LES) (90)

Patologia infecciosa: Se define como aquel proceso que ocurre concomitante con la
evidencia de wun agente infeccioso como: bacteriemia (BAC), virus de

inmunodeficiencia humana (VIH) entre otros.

Patologia oncolégica: Se define como una neoplasia maligna que tiene su origen en
la proliferacién acelerada, desordenada e incontrolada que se originan en estirpes
celulares de origen epitelial o glandular, y no a las que son generadas por células de

estirpe mesenquimal (sarcomas).

SIRS: Sindrome de respuesta inflamatoria sistémica. Se define como un proceso

inflamatorio no especifico, generalizado e independiente del factor causal. Es la
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respuesta sistémica a diferentes estimulos, manifestada por dos o mas de los

siguientes criterios., (ver Tabla 7)

Manano (Mn): Antigeno de la pared celular de Candida spp.

Anti-manano (Anti-Mn); Anticuerpo dirigidos contra el antigeno manano

Mananemia: Circulacién en sangre del antigeno manano de Candida.

Tabla 7. Criterios diagndsticos de sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS)

Criterio Valores
e Frecuencia cardiaca Mas de 90 latidos por minuto
e Frecuencia respiratoria Mas de 20 respiraciones por minuto o bien

menos de 32 mmHg de CO en una
gasometria arterial20/min. O PaCO; menor

de 32 mmHg.
e Temperatura Mas de 38 °C o menos de 36 °C
e Leucocitos Leucocitos de mas de 12.000/mm?3 o

leucopenia menor de 4000/mm?o bien mas
de 10% de bandas.

SIRS: Sindrome de respuesta inmune sistémica

Adaptado de Mota JD. Sindrome de respuesta inflamatoria sistémica, Aspectos fisiopatologicos. Rev. Med
Critica y Terapia Intensiva 2009, XXIII (4), 225-233
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10. Resultados

Variables Demograficas: Durante el periodo de estudio ingresaron a la UCI un total
de 1028 pacientes, de los cuales se identifico 64 pacientes objeto de estudio, que
cumplian con los criterios de alto riesgo para desarrollar una CI, (ver Tabla 6). La
media de edad fue de 58.3 afios (Min.14 - Max. 91), con respecto al sexo no hubo una
diferencia significativa asociada al sexo del paciente. Con un tiempo promedio de
estancia hospitalaria de 16.51 (DS 11.56) dias.

Tabla 8. Caracteristicas demograficas de los pacientes ingresados a UCI con factores
de riesgo para Cl

Caracteristica N=64 % DS
Edad (Media en afios) 58.3 22.3
Sexo

Hombre 33 51.5
Estancia hospitalaria en dias
(Mediana) 11.5 16.5

DS: Desviacion estandar, UCI: Unida de cuidado intensivo, Cl: Candidiasis invasora

Co-morbilidades y factores de riesgo: Se determiné una patologia se origen
infeccioso evidenciada en 34.3% de los pacientes, seguida de las cronicas con 26.5%.
Cabe destacar que el 95.3 % de los pacientes tenian un diagnéstico de SIRS y un
17.1% de los pacientes, tenia durante su estancia en UCI un diagndstico de una
neutropenia febril. Dentro de los antecedentes terapéuticos se encontré que el total de
los pacientes tenia antecedentes de tratamiento antibidético de amplio espectro antes

de su ingreso en la UCl y el 33% de ellos habian estado expuestos a TAF, (ver tabla.)
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Tabla 9. Co-morbilidades y factores de riesgo para candidiasis invasora

Co-morbilidades n %

Edad: Mayor a 65 afnos 28 43.7
Patologia crénica (HTA, DM, LES) 17 26.5
Patologia infecciosa (Sepsis) 22 34.3
Patologia oncoldgica 12 18.7
Otras (IAM, SDRA, ECV) 13 20.3
Insuficiencia renal y/o hemodialisis 7 10.9
Pancreatitis, perforacion visceral, etc. 8 12.5
Politraumatismo 9 14.0
Quimioterapia, corticoides e inmunosupresores 12 18.7
Neutropenia 11 171
Neutropenia febril 11 171
Estancia en UCI > 5 dias 64 100
CvC 64 100
NPT 14 21.8
CX ABD 19 29.6
AB amplio espectro 64 100
SIRS 61 95.3
Antecedente de TAF previo 6 meses 48 75.0
TAF al dia 0 de ingreso a UCI 33 51.5

HTA: Hipertension arterial, DM: Diabetes mellitus, LES: Lupus eritematoso sistémico. IAM: Infarto
agudo de miocardio, SDRA: Sindrome de dificultad respiratoria del adulto, ECV: Enfermedad cerebro
vascular, CVC: Catéter venoso central, NPT: Nutricién parenteral central, CX ABD: Cirugia abdominal,
AB: Antibiético, SIRS: Sindrome de respuesta inflamatoria sistémica, TAF: Tratamiento antifungico

Colonizaciéon y distribucion de especies: Se tomaron un total de 5 cultivos
micoldgicos por cada paciente, de las localizaciones anatdomicas establecidas, con un
total de 320 cultivos. De estos cultivos de rastreo se obtuvieron 171 aislamientos de
especies de Candida. El 70.3% de la poblacion del estudio presento cultivos positivos
para especies de Candida. Se evidencié que, entre los sitios muestreados para la
busqueda de esta colonizacion multifocal por Candida, el que presentdé mayor
porcentaje de positividad fue el hisopado de cavidad oral con el 31.5%, las muestras

de orina resultaron positivas en un 5.2 % con 9 pacientes colonizados, (ver Tabla 10)
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Tabla 10. Colonizacién multifocal, indice de Pittet e indice de Biotipificacion (indice de
colonizacién corregido)

Multicolonizacioén

indice de Pittet

indice de
Biotipificacién

2 2 sitios | = 3 sitios <05 20.5 <04 20.4
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
51 (79.6) | 45 (70.3) 19 (29.6%) | 45(70.3%) | 25(39.0) | 39 (60.9%)

En cuanto a la distribucién de especies, del total de aislamientos levaduriformes, la

mayor en frecuencia fue C, albicans un 59% de los aislamientos, seguido de C.

glabrata con 21.6%, otras especies encontradas como colonizantes dentro de la

poblacién de estudio fueron: C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei, C. dubliniensis, C.

inconspicua y C. melibiosica. La tabla 9 muestra la frecuencia por especies de

Candida y sitio anatémico de aislamiento se resumen en la tabla 11. En 23 casos se

documentd una infeccion mixta, y en 5 casos correspondié a infecciones asociadas a

C. albicans y C. glabrata.

Tabla 11. Frecuencia de las especies de Candida y asociacion por sitio anatdomico de

aislamiento
Especie f % HCO HR HA HI HV ORI

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
C. albicans 101 | 59 | 36(66.6) | 26(60.5) | 9(52.9) | 15(57.7) | 11(50) | 4(44.4)
C. glabrata 37 | 21.6 | 9(16.6) | 10(23.2) | 2(11.8) | 7(26.9) | 7(31.8) | 2(22.2)
C. parapsilosis 6 3.5 1(1.8) 0 5(29.4) 0 0 0
C. tropicalis 17 | 9.9 5(9.2) 4(9.3) 0 3(11.5) | 3(13.6) | 2(22.2)
C. krusei 6 | 35 2(3.7) 1(2.3) 1(5.9) 1(3.8) 1(4.5) 0
C. melibiosica 2 1.1 0 1(2.3) 0 0 0 1(11.1)
C. dubliniensis 1 0.5 0 1(2.3) 0 0 0 0
C. inconspicua 1 0.5 1(1.8) 0 0 0 0 0
Total 171 | 100 | 54(31.5) | 43(25.1) | 17(9.9) | 26(15.2) | 22(12.8) | 9(5.2)

f: Frecuencia, HCO: Hisopado cavidad oral, HR: Hisopado rectal, HA: Hisopado axilar, HV: Hisopado

vaginal, ORI: Orina

Score Candida:

De los 64 pacientes identificados de alto riesgo de Cl, el 26.5% (17

pacientes) tuvieron un ScC positivo, con un valor de 4.0 puntos fueron 13 (20.3%) y
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con un valor de 5.0 puntos fueron 4 (6.25%). Un porcentaje importante de pacientes,
tuvieron un valor de 3.0 puntos en el ScC, que corresponden a 16 casos (25%) con

categoria de inconcluso, que no descarta la colonizacion multifocal.

Dentro del grupo de pacientes clasificados como Cl Posible de igual forma se obtuvo
un resultado inconcluso en el 77.7% (14 casos). El grupo de CIl posible revelé una

diferencia estadisticamente significativa (p = 0.000). (Ver Tabla 12)

Tabla 12. Analisis de CI posible y Cl probada frente a resultados de ScC

Global ScCl ScCP P
n=64 n=16 (%) n=17 (%)
Cl Posible 16 (25) 15 (23.4) 0.000
Cl Probada 0 2(3.1) 0.060

ScCl: Score Candida inconcluso, ScCP: Score Candida positivo, Cl: Candidiasis invasora

En el analisis se muestran también datos estadisticamente significativos entre los
resultados del ScC frente a TAF (p = 0.010). De la misma manera, al comparar la
mortalidad mostrada entre los pacientes con ScC Positivo, inconcluso y negativo se

observaron diferencias estadisticamente importantes (p = 0.030). (Ver Tabla 13)

Tabla 13. Analisis de TAF precoz y mortalidad cruda frente a los resultados del ScC

Global ScCN ScCl ScCP P
n=64 (%) n=31 n=16(%) n=17(%)
(%)
TAF 33 (561.5) | 10 (30.3) | 11 (33.3) 12 (36.3) 0.010
Mortalidad | 23 (35.9) | 7 (30.4) 6 (26) 10 (43.4) 0.030
cruda

ScC: Score Candida, ScCN: Score Candida negativo, ScCl: Score Candida inconcluso, ScCP:
Score Candida positivo, TAF. Terapia antifungica
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Mortalidad: La mortalidad cruda fue del 35.9% (n=23 pacientes) sin evidencia
microbioldgica post mortem de una CI, y solo en 2 paciente, se confirmé una Cl,
asociada a la positividad de los hemocultivos, durante su ingreso en la UCI, sin
evidencia presumible del foco infeccioso aparte del hematdégeno, aunque posiblemente
asociado al antecedente de cirugia abdominal; el primer paciente presentaba patologia
oncoldgica con sepsis abdominal, choque séptico y peritonitis con evidencia de
aislamientos bacterianos en liquido peritoneal y sin aislamientos micoldgicos
documentados, excepto en hemocultivo (positivo para C.albicans) y el segundo
paciente presento falla renal, choque séptico y peritonitis, no se encontré evidencia
microbiolégica documentada excepto el hemocultivo positivo para C. albicans. Solo en
3 pacientes (4.6%) se documentdé una causa de muerte infecciosa con evidencia

microbioldgica.

Se establecié en 48,4% una Cl posible, en 14% una CI probable y en 3.1% una CI
probada, con una relacion significativa entre la muerte de paciente y el diagnostico de
una CI Posible (p =0.041), (ver tabla 13). El 34.3% de los pacientes, fueron negativos
en colonizacion multifocal y/o biomarcadores seroldgicos, sin embargo, la mortalidad

cruda fue de 9.0%.

Tabla 14. Analisis de mortalidad en Cl Posible, Cl Probable y Cl Probada

Global Fallece No fallece P
n=64 (%) n=23 (%) n=41 (%)
Cl Posible 18 (28.1) 10 (43.4) 8 (19.5) 0.041
Cl Probable 9 (14.0) 2(8.7) 7 (17.0) 0.299
Cl Probada 2(3.1) 2(8.6) 0 0.125

Cl: Candidiasis invasora

Terapia antifungica (TAF): El 75% de los pacientes tenian antecedentes de TAF seis
meses anteriores a su hospitalizacion en UCI y en 33 pacientes (51.5%) pacientes se

le inicié un TAF al inicio del periodo de riesgo, con un promedio de 6.4 dias (DS 2.5)
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de TAF con FCZ y de 8.1 dias (DS 2.7) de TAF con CA, y algunos pacientes con

manejo con ANI. (Ver tabla 15)

Tabla 15. Descripcion de TAF en los pacientes de UCI

Antifangico Numero | Frecuencia Dosis y duracion de Promedio dias de
de % tratamiento TAF (DS)
pacientes

Fluconazol 14 21.88 Dosis de carga 800 mg/dia 6.4 (2.5)
seguido 400 mg/dia, por 7-
14 dias.

Caspofungina 14 21.88 Dosis de carga 70 mg el 8.1 (2.7)
primer dia, seguido de 50
mg/dia. Hasta que los
signos y sintomas de Cl
hayan desaparecido y en
general por 14 dias mas del
ultimo hemocultivo positivo

Anidulafungina 10 15.63 Dosis de carga 200 mg el 8.9 (4.9)

primer dia, seguido de 100
mg/dia. Hasta que los
signos y sintomas de Cl
hayan desaparecido y en
general por 14 dias mas del
ultimo hemocultivo positivo

En 5 pacientes (7.8%) se hizo cambio de TAF luego de la identificacion de especie, de

FCZ a CA en 3 pacientes y en 2 de FCZ a ANI. La mortalidad cruda de los pacientes

con TAF fue de 39.3%, aunque no hubo una relacién significativa (p= 0.370), (ver

Tabla 16)
Tabla 16. Analisis de mortalidad en UCI de pacientes con TAF
No Fallece n (%) Fallece n (%) P
Sin TAF 21 (67.9) 10 8 (32.2) 0.609
Con TAF 20 (60.6) 12 (39.3) 0.370

UCI; Unidad de cuidados intensivos, TAF; Tratamiento antifungico

Biomarcadores (Mn y Anti-Mn): La determinacion seroldgica de los biomarcadores

Mn/Anti-Mn se realizé en 178 muestras séricas seriadas, en 21 (32.8%) pacientes, se

procesaron 3 muestras. La positividad del Mn o Anti-Mn, se determiné cuando al

menos una muestra fuera positiva, (ver Tabla 17)
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Tabla 17. Biomarcadores Mn/Anti-Mn en determinaciones seriadas

Resultado Mn Anti-Mn Mn/Anti-Mn

n=178 Dia0 | Dia3 | Dia6 | Dia0 | Dia3 | Dia6 | Dia0 | Dia3 | Dia6
N(%) | n(%) | n(%) | n(%) | Nn(%) | n(%) | Nn(%) | n(%) | n(%)

Positivo 2 8 5 29 23 11 31 26 18
(3.1) | (15.6) | (14.2) | (45.3) | (45.0) | (31.4) | (48.4) | (50.9) | 51.4)

Indeterminado 0 0 2 14 9 7 14 8 7
(5.7) | (21.8) | (17.6) | (20.0) | (21.8) | (15.6) | (20.0)

Negativo 62 43 28 21 19 17 19 17 10
(96.8) | (84.3) | (80.0) | (32.8) | (37.2) | (48.5) | (29.6) | (33.3) | (28.5)

Total 64 51 35 64 31 35 64 31 35

Mn: Manano, Anti-Mn: Anti manano. Se tomdé un n= 178 muestras, de las cuales 150
corresponden a determinaciones hasta el dia 6 y 28 que corresponden a pacientes en los
cuales se hizo determinaciones mayores posteriores (Dia 9, Dia 12, y mayor a Dia 12).

En 62 (96.8%) pacientes, el Mn al dia 0 (Dia 5 de hospitalizacion en UCI) fue negativo,
y en 43 (67.1%) pacientes, el Anti-Mn fue positivo o indeterminado al dia 0, que tiene
relacion con la colonizacién del paciente durante su hospitalizacién. Los resultados
seroldgicos reflejaron un comportamiento lineal progresivo del dia 0 al dia 6, en los
casos positivos de Mn, pasando de un 3.1% el dia 0, aun 15.6 y 14.2% en los dias 3 y
6 respectivamente. De igual manera, con los resultados de Anti-Mn se refleja la
disminucion en la positividad de un 45.3% el dia 0 a un 31.4% el dia 6, asociado al
TAF temprano. Los resultados del Mn/Anti-Mn en combinacion, reflejaron la estimacién
de casos positivos desde el dia 0 con un 48.4% y sin mayor variabilidad al dia 6 con el

51.4%, que se explica como el mejor rendimiento de la prueba.

En la tabla 18 se muestra el rendimiento diagnostico de las pruebas de Mn, Anti-Mn,
solas y en combinacion en Cl posible. Para una prevalencia de 28% (IC95% 18 -
40.8), la sensibilidad del Mn estuvo en 11.1%, (IC 95% 1,38-34.7), para Anti-Mn la
sensibilidad fue de 77.8% (IC 95% 52.4-93.6), la especificidad para Mn 86.2%, y para
Anti-Mn 23.9%, VPP 20% y 28.6 respectivamente y VPN de Mn 70.4 % y Anti-Mn
73.3%. Al analizar estos datos, la sensibilidad mejora si se usan en combinaciéon Mn y
Anti-Mn por otro lado, la especificidad mostrdé una caida significativa. EI VPN tanto de

Mn como de Anti-Mn tuvo un desempefio importante.
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En la tabla 19 se muestra el rendimiento diagnéstico de las pruebas de Mn, Anti-Mn,

solas y en combinacion en Cl probable. Para una prevalencia del 14%, la sensibilidad

tanto de Mn como de Anti-Mn estuvo en 100%, mientras que la especificidad de Mn es

bastante alta 98.2%, la de Anti-Mn estuvo en 27.3%. Con respecto a VPP, Mn indicd

un 90% mientras que el rendimiento de Anti-Mn es bajo 18.4%, el VPN tanto de Mn

como Anti-Mn estuvo en 100% consolidando la prueba como un marcador importante

para descartar la enfermedad.

Tabla 18. Biomarcadores Mn/Anti-Mn en Cl Posible

BM =64 (%) | LR® | LRY | St@R) | E*() | VPP*(%) | VPN' (%)

O5%1C) | (95%1C) | (©5%10) | (95%1C) | (95%IC) | (95%IC)

Mn Positio | 10(156) | o639 | 108 | 114 826 20 704

Negativo | 54 (844) | (0.15273) | (0.8724.09) | (1.38:347) | @86922) | o sp556) | (56.462)

Ol Posibe Anti-Mn  [Positio | 49(766) | 102 0929 718 29 2.6 73.3
Negatio | 15(234) |(0.761-1.37)| (0.34254) | (524936) | (126:388) | (16.643.3) | (44.9922)

Mn/Anti-Mn_[Positio | S0(781) | 0,994 1,082 718 217 2 714
Negatio | 14(21.9) |(0.744-1.13) | (0.367-2.84) | (52.4936) | (10.0364) | (16.2425) | (41.99156)

* Prevalencia de 28%. Mn: Manano, Anti-Mn: Anti-manano, CIl: Candidiasis invasora, BM:
Biomarcador, IC Intervalo de confianza, LRP: Like ratio positivo, LRN: Like ratio negativo, S:

Sensibilidad, E: Especificidad, VPP: Valor predictivo positivo, VPN: Valor predictivo negativo
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Tabla 19. Biomarcadores Mn/Anti-Mn en CI Probable

BM n=64(%) | LR | LR | ST() | E*(%) | VPP*(%) | VPN (%)
(95% 1) | (95%10) | (95%1C) | (95%1C) | (95%IC) | (95% IC)

Mn Positio | 10(156) |55 (789 o | %2 % 100

Negatio | 54 (844) | 3%4) 0 | (e64100) | Q0100) | 555097) | (@3.4-100)

Ol Probeble Anti-Mn [Positivo 49 (76.6) 1.8 100 9273 184 100
Negato | 15(234) |(117-162) | 0 | (66400) | (16.141) | (87632 | (78:2:100)

Mn/Anti-Mn- |Positivo 50(78,1) 134 100 %55 10 100

Negafvo | 1429 |(L15157) | 0 | (664-100) | (147-39) | (8.5831.4) | (76.8100)

* Prevalencia de 14%. Mn: Manano, Anti-Mn: Anti-manano, Cl: Candidiasis invasora, BM:
Biomarcador, IC Intervalo de confianza, LR+: Like ratio positivo, LR-: Like ratio negativo, S:

Sensibilidad, E: Especificidad, VPP: Valor predictivo positivo, VPN: Valor predictivo negativo

En la tabla 20 se muestra la relacion entre ScC y Biomarcadores (Mn/Anti-Mn), no se

encontré una relacion estadistica significativa (p=0.508)

Tabla 20. Relacion ScC /Mn y Anti-Mn

ScC
Sl NO p
n (%) n (%)
MN/Anti-Mn 39 (84.7) 7 (15.2) 1.000
Negativo
Mn/Anti-Mn 16 (88.8) 2(11.1) 0.508
Positivo

ScC: Score Candida, CI.

Candidiasis invasora, Mn: Manano, Anti-Mn: Anti-manano
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11. Discusion

Epidemiologia y distribuciéon de especies

La infeccion fungica se presenta como un verdadero desafio para el equipo médico e
instituciones hospitalarias actualmente, no solo por la gran cantidad de factores de
riesgo que han venido en aumento en las ultimas décadas, sino también, por las
limitaciones en su diagndstico debido no solo a la baja sensibilidad de los cultivos, el

estandar de oro, sino también, a la demora en obtener resultados positivos.

Son cada vez mas frecuentes en los pacientes de UCI y se asocian con una estancia
prolongada de la hospitalizacién y un aumento de la mortalidad. Se considera como la
72a 108 causa de ITS entre los pacientes hospitalizados y, el 30% al 35% de los

episodios de candidemia ocurren en pacientes de la UCI

En el estudio realizado por Horn D.L. y colaboradores, sobre 2019 pacientes con
candidemia probada, la distribucién de especies mostrd que C. albicans fue aislada en
45.6 %, C. glabrata 26.0 %, C. parapsilosis 15.7 %, C. tropicalis 8.1% y C. krusei 2.5
%. Sin embargo, al agrupar las especies C. no albicans la prevalencia es mayor

54.4 % que la de C. albicans (92)

La distribucién de especies que nuestro estudio muestra, da cuenta de la situacién
expuesta por numerosas publicaciones sobre la prevalencia de C. albicans, y el
aumento progresivo de las infecciones por C. no albicans que tiene importancia en el
momento en que el clinico decide instaurar una terapia profilactica que no esta exenta
de riego, ya que, podria incurrir en la presion de seleccidon de cepas resistentes a
azoles como C. glabrata y C. krusei, o una terapia antifungica anticipada basado en el

perfil epidemioldgico sin evidencia micoldgica.
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Las cinco especies de Candida mas comunes son C. albicans, C. glabrata, C.
tropicalis, C. parapsilosis y C. krusei. C. albicans fue anteriormente la especie
predominante aislada en pacientes con ClI, representando el 65-70% del numero total
de aislados de Candida. Sin embargo, la epidemiologia ha cambiado en los ultimos
afos, con especies no albicans ahora responsables de aproximadamente la mitad de
los casos en algunos centros. C. parapsilosis tiende a ser mas frecuente en el sur de
Europa, Australia y América Latina que en cualquier otro lugar y C. glabrata es mas

frecuente en la poblaciéon de mayor edad.

Nuestro estudio muestra que la mayoria de pacientes presentaba colonizacién
multifocal por especies de Candida al momento del rastreo, lo cual podria tener
implicacion diagnéstica y terapéutica. Se ha documentado que ademas de la
identificacion de la presencia de factores de riesgo, la colonizacién por Candida spp.
es un evento que habitualmente precede a la infeccidn sistémica y que del 2 al 15% de
los pacientes colonizados por C. albicans desarrollan candidiasis diseminada casi

siempre de origen endégeno (91).

indices de prediccion: Score Candida (ScC)
La colonizacion e infeccion por Candida son dos acontecimientos estrechamente

relacionados y sucesivos en la historia natural de la enfermedad.

La colonizacién multifocal es comun en la UCI, en particular en los pacientes
ingresados durante mas de 7 dias, y puede oscilar entre el 56 y el 70%. La mayor
frecuencia de colonizacion de sitios no estériles se reporta en aspirados gastricos
(45,6%), seguido de las muestras orofaringeas (34,3%), aspirado traqueal (23,4%),

hisopos perirrectales (21,2%), y la orina (18,7%).
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Con respecto a la relacién entre la localizacion anatémica de la colonizacion por
Candida spp vy el riesgo para la ClI, un estudio reciente ha demostrado que el Riesgo
Relativo (RR) para la CI fue significativamente mayor en los pacientes con cultivos
positivos de vigilancia de las heces o hisopos rectales que en aquellos con cultivos
negativos (7,5 frente a 3,2%, p = 0,019), asi como en pacientes con cultivos positivos

que en aquellos con cultivos negativos de orina (9,2 vs. 5,2%, p = 0,032)

Nuestro estudio demuestra esa mayor frecuencia de colonizacién reportada por
diferentes estudios, encontramos el mayor porcentaje de colonizaciéon en hisopado de
cavidad oral con 31.5% seguido de hisopado rectal con 25.1%, e igualmente

reportamos la mas baja colonizacion en cultivos de orina con solo el 5.2%.

Se han propuesto varias reglas y puntajes de prediccion basados en parametros
clinicos, de laboratorio y microbiolégicos para ayudar a los médicos a identificar a

pacientes con alto riesgo de desarrollar EFI.

En 2006 Ledn y col. reportd un estudio prospectivo, observacional y multicéntrico en
1669 pacientes admitidos en UCI de 73 UCI espafiolas médico quirdrgicas entre mayo
de 1998 y enero de 1999. Ellos identificaron 4 factores independientes asociados con
un mayor riesgo de infeccion invasiva comprobada por Candida. El sistema de
puntuacion se construyd asi: Candida Score = 0.908 (Nutricion parenteral total) +
0.997 (cirugia) + 1.112 (colonizacién multifocal por Candida) + 2.030 (sepsis severa),
una puntuacion > 2.5 con precision identificd pacientes con mayor riesgo de infeccion

invasiva por Candida (sensibilidad 81%, especificidad 74% y VPP 16%).

En 2009 Ledén y col. en un estudio prospectivo sobre 1107 pacientes adultos
ingresados en UCI entre abril de 2006 y junio de 2007 en 36 UCI médico quirurgicas
en Espafa, Francia y Argentina, utilizaron una puntuacién en valores absolutos sin
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decimales y lo determinaron asi: “Score Candida” = 1 (nutricion parenteral total) +
1(cirugia) + 1 (colonizacion multifocal) + 2 (sepsis severa), Demostraron una
asociacion significativa entre los valores crecientes de Candida Score y la tasa
creciente de CIl. La tasa de incidencia fue de 2.3, 8.5, 16.8 y 23.6 cuando la
puntuacion fue <3,3,4 y 5, respectivamente. Concluyeron que la Cl es altamente

improbable en pacientes con “Score Candida” < 3. (93).

En nuestro estudio se muestra que, un poco mas de la mitad de los pacientes 51.5%
podrian tener riesgo importante de sepsis por Candida. Si analizamos los casos en los
cuales el “Score Candida” nos da un resultado concluyente positivo y aquellos en los
que el puntaje no lo es, los de puntuacion de 3.0 (25%) pero que no descarta tampoco
el riesgo, nos damos cuenta que este indice de prediccion aporta de manera efectiva.
informacion que determinaria una decision hacia la conducta terapéutica iniciada como
profilaxis antes de su aplicacion o la retirada del tratamiento instaurado como terapia
anticipada si el resultado es de bajo riesgo y disminuir la tasa de uso de antifungicos

gue en muchos casos resulta ser innecesario.

Teniendo en cuenta que toda la poblacion estudiada tuvo exposicién a antifungicos de
manera previa, de al menos 6 meses, era de esperarse que la probabilidad de
colonizaciéon por Candida fuera baja y por ende los resultados del “Score Candida” no
reflejaran una situacion de riesgo en la mayoria de los casos, contrario a esto, la
busqueda activa de colonizacidon mediante cultivos de rastreo y la adopcién de un
indice de prediccion de CIl como lo es el “Score Candida” que combina aspectos
clinicos y de colonizacién, nos da la posibilidad de conocer con certeza la situacion
real de la poblacion y promover conductas mas asertivas para formulacion de guias

locales de manejo de paciente critico en situacion de riesgo de Cl.
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Las puntuaciones/reglas de prediccion permiten la estratificacion y la seleccion de
pacientes de alto riesgo para una CIl, que pueden beneficiarse de una terapia

antifungica temprana.

Rendimiento de Biomarcadores Mn, Anti-Mn y combinacién Mn/Anti-Mn

El diagndstico mediante biomarcadores tienen el potencial para avanzar en la atencién
al paciente, pero es necesario entender las fortalezas y limitaciones de las pruebas. El
uso de pruebas inmunoldgicas permite una aproximacion diagndstica eficiente, lo que

hace posible plantear el inicio de una TAF especifica.

Con algunas probabilidades pre-test para una CI, un biomarcador seria util porque un
resultado positivo aumentaria la probabilidad de la enfermedad, por encima del umbral

del 15-30%, y un resultado negativo, practicamente excluiria el diagnéstico.

Se necesitan nuevos marcadores de la infeccion por Candida con sensibilidad y
especificidad mejoradas para permitir un diagnodstico mas temprano, a ser posible,

para proporcionar informacion sobre el pronéstico y/o monitorizacién terapéutica.

El diagnéstico de micosis invasivas causadas por especies de Candida representa un
desafio permanente ante el paciente critico, su diagndstico “Estandar de oro” basado
en la confirmacion histopatoldgica y cultivos de tejidos profundos, requiere un enfoque
agresivo que en muchos pacientes no es posible realizar o estan contraindicados
debido a su condicidon critica. Para superar estas limitaciones, los ensayos de
deteccién de antigenos y anti cuerpos de Candida han sido desarrollados y evaluados

desde distintos escenarios para el diagnéstico de ClI.

El antigeno manano expone caracteristicas que hay que tener presentes como:
e Es un polisacarido que se encuentra en la pared celular de la mayoria de
especies del género Candida de importancia clinica y es claro que cada
especie tiene diferente contenido de este por lo que la determinacion
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serolégica es variable, las especies que se relacionan con niveles bajos o
negativos en la determinacién de antigeno manano son C. krusei y C.
parapsilosis.

Normalmente, esta presente formando inmunocomplejos con los anticuerpos
anti-manano presentes en el suero de la mayoria de los pacientes, su
naturaleza polisacarida permite su disociacién de estos complejos utilizando
enzimas proteoliticas o calentamiento que destruyan los anticuerpos y dejan el
antigeno libre para ser detectado

Es rapidamente eliminado de la circulacién, por lo que es necesario hacer
determinaciones seriadas en un paciente para aumentar las posibilidades de
deteccion.

Dado que la antigenemia en los pacientes con Cl es transitoria, es posible que
se necesite la combinacién de técnicas para mejorar la sensibilidad

diagnostica

Los estudios iniciales demostraron que la deteccién de manano en pacientes con ClI

permitieron un diagnéstico especifico, pero poco sensible debido a la duracion de la

mananemia.

Con respecto a los anticuerpos anti-manano, tiene dos limitaciones basicamente: 1.

Titulos altos en pacientes que se encuentran colonizados por Candida spp. y 2. La

respuesta de anticuerpos esta determinada por el estado inmunoldgico del paciente,

puede estar disminuida o ausente en pacientes neutropénicos y/o inmunosuprimidos.

Valores esperados

De acuerdo al fabricante los datos de la efectividad de la prueba de Mn y AMn para

una prevalencia (intermedios considerados como positivos) de 22.7%, 95% IC (19.4-

Platelia™ Candida Ag plus presenta una sensibilidad (intermedias
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consideradas como positivas) de 76.2%, 95% IC (52.8-92.8) y para una prevalencia de
40.8%, 95%IC (36.9-44.8%) Platelia™ Candida Ab plus (intermedias consideradas

como positivas) de 71.4, 95% IC (47.8-88.7).

En un meta-analisis de 14 estudios publicado por Mikulska y col. (94) que incluyd un
numero variable de pacientes por estudio de 7 a 105, con una media de 25, se
observd una poblacion diversa, 4 estudios tomaron casos de neoplasias
hematolégicas, 3 casos de cancer y 7 en casos de UCI y cirugia, la mediana de la
sensibilidad de todos los estudios fue del 62%, desde el 31% del estudio de Prella y
col. (78) a 100% en el estudio de Senddi y col. , que informaron siete casos de
candidemia por C. tropicalis (95). La sensibilidad global agrupada por paciente de Mn
se evalud los 14 estudios, en 453 pacientes y arrojé una sensibilidad del 58% (IC del
95%, 53-62), la prueba de anticuerpos se realizd en 10 estudios con un total de 284
pacientes, y la sensibilidad del ensayo de anticuerpos fue del 59% (ID 95%, 54-65),
con una mediana de 57%, que va del 44 al 100% (96) (78). La mediana de la
sensibilidad de las pruebas combinadas Mn/Anti-Mn (es decir, cuando al menos uno
de las dos eras positivas) fue de 86%, variando de 71% a 100%. La sensibilidad global
combinada de Mn y Anti-Mn para la Cl fue del 83% (IC 95%, 79-87). Once estudios
incluyeron un grupo de control, que permite la evaluacion de la especificidad y el
calculo de DOR. La especificidad de la prueba de Mn se realiz6 en los once estudios y
resultdé con un rango del 65% en el estudio de Ellis y col. (78) a 100% en el estudio
informado por Allam y col. (97), con una especificidad combinada global de 93% (IC
95%, 91-94). Para la prueba de Anti-Mn la especificidad se evalu6 en siete estudios y
con un resultado global agrupado de 83% (IC 95%, 79-97), que varié del 38% al 100%.
La especificidad global del ensayo combinado Mn/Anti-Mn fue del 86% (IC 95%, 82-
90). La mayoria de los datos son para diagnéstico de candidemia, Para candidiasis

Intraabdominal y candidiasis profunda de otro origen, en un estudio multicéntrico tanto
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el Mn como en Anti-Mn demostraron una baja sensibilidad (40% y 25%,

respectivamente).

Validez de la prueba diagnéstica: Sensibilidad y Especificidad.

Se necesita mas investigacion clinica para establecer el papel de los biomarcadores
en el estudio de pacientes con alto riesgo de CI. Se sugirié que los desencadenantes
diagnésticos podrian ser; pacientes con alto riesgo de Cl, con probabilidades pre test
de 15-35% para Cly pacientes de la UCI identificados como de riesgo intermedio de

Cl.

La mayoria de estudios reportan una sensibilidad de la prueba que suele estar entre el
40% vy el 60% (76) y una especificidad de 70% al 88%, se logra mejorar en la
sensibilidad a un 76% mediante la combinacién de los antigenos y anticuerpos contra
Candida (92). Las causas probablemente se atribuyen al comportamiento y
caracteristicas del antigeno explicadas anteriormente. La prevalencia que muestra
nuestro estudio en los dos escenarios planteados de candidiasis posible y candidiasis
probable, 28% y 14% respectivamente nos permite determinar que, la sensibilidad en
la deteccién del antigeno de manano es baja en Cl posible (11.1%) mientras que, en
Cl probable es elevada (100%). En el caso de anticuerpo anti manano la sensibilidad
en Cl posible es del 77.1%, y de igual forma que en la determinacién de antigeno
manano en Cl probable, la prueba de anticuerpo anti manano sigue mostrando una
sensibilidad del 100%. Si analizamos las pruebas combinadas la sensibilidad que se
muestra es del 77.8% en CI posible y 100% en CI probable. A pesar de que no se
encontraron altos niveles de sensibilidad en CI posible, y los resultados difieren de lo
referido en estudios antes mencionados, cabe destacar que solo un estudio incluido
en el meta-andlisis de Mikulska y col., fue prospectivo (78), y los resultados obtenidos

difirieron de forma importante de los otros estudios.
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Nuestro estudio revela que si bien es cierto, una sola determinacion de manano resulta
en una baja sensibilidad, la determinacion seriada minimo en dos muestras, aumentan
la frecuencia de casos probables de Cl, como lo describe en su estudio Ellis M, y col.

(78).

El estudio publicado por Alam y col. (2007) sugiere que la determinacion combinada
de Mn y Anti-Mn mejora considerablemente el diagnéstico de Cl. De igual forma,
nuestro estudio muestra un aumento en la sensibilidad cuando se apoya la
determinacion del antigeno manano con el anticuerpo anti manano, las cinéticas de las
pruebas fueron complementarias. Tanto en CIl posible como en Cl probable se
obtienen buenos resultados en sensibilidad para la prueba combinada manano/anti
manano, pero es claro que, la sensibilidad baja de la prueba de manano por si sola no
la perfila como un buen biomarcador, probablemente en nuestro estudio, una de las
limitaciones que mejor podria explicar los resultados es la intervencién de terapia

antifungica empirica.

Ahora bien, si analizamos la especificidad mostrada por nuestro estudio tanto de
manano 82.6%, como de anti manano 98.6%, los resultados indican que de forma
independiente son un buen marcador de enfermedad, y que la combinacion de ellos
disminuye desfavorablemente ese valor de especificidad, restandole fuerza a la validez
de la prueba. Muy seguramente las caracteristicas clinicas de nuestra poblacion de
estudio y el numero limitado de muestras probadas influyan en los resultados, que
difieren sustancialmente de los informados por Mikulska y col. (2010). Esto refleja las
dificultades para comparar los resultados de estudios con diferentes criterios

diagnésticos en diversas poblaciones.

Seguridad de la prueba diagnéstica: Valores predictivos. En las diferentes
poblaciones definidas como de alto riesgo para de desarrollar CI como nuestra
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poblacion (paciente critico en UCI), los estudios prospectivos estan garantizados para
confirmar las ventajas de las pruebas de manano y anti manano en la practica clinica
diaria. La ECIL en 2005, recomienda estudiarse por separado cada grupo (pacientes
con neoplasias hematolégicas, pacientes con cirugia abdominal, paciente en UCI, etc.)
para sacar conclusiones confiables sobre el valor predictivo positivo (VPP) y negativo

(VPN).

The Cava Trem Study Group y col. en 2016 publicaron resultados de su estudio
prospectivos en 233 pacientes no neutropénicos con condicion de sepsis abdominal
severa internados en UCI. Las determinaciones de las pruebas de Mn y Anti-Mn para
su grupo de riesgo fueron evaluadas en sensibilidad, especificidad, VPP y VPN.
Evidenciaron una VPN para Mn de 88.7, IC 95% (85-0-91.6%) y para Anti-Mn de 88.6,
IC 95% (86.2-90.6), mientras que en VPP reportaron 16.7, IC 95% (11.3-24.7%) para
Mny 26.7, IC 95% (15.1-42.6%). Nuestro estudio aporté un VPN y VPP comparable a
pesar de que nuestra poblacion fue heterogénea en cuanto al origen de la posible o
probable Cl. Nuestros resultados mostraron un 70.4%, 73.3% y 71.4% con un IC 95%
respectivamente en Cl posible en Mn, ANTI-MN y combinacion de Mn/Anti-Mn,
mientras que en CI probable fue del 100% con un IC 95% en cualquiera de los
biomarcadores incluso en combinacién, el VPP en CIl posible fue de 20%, 28% y
28.6% con un IC 95% en Mn, Anti-Mn y combinacién de Mn/Anti-Mn respectivamente y

en Cl probable fue de 90%, 18.4% y 10% con un IC 95% respectivamente.

Nuestro estudio aportd un VPN de 70.4%, 733% y 71.4% con un IC 95%
respectivamente en CIl posible en Mn, ANTI-MN y combinaciéon de Mn/Anti-Mn,
mientras que en CI probable fue del 100% con un IC 95% en cualquiera de los
biomarcadores incluso en combinacion, el VPP en CI posible fue de 20%, 28% y
28.6% con un IC 95% en Mn, Anti-Mn y combinacion de Mn/Anti-Mn respectivamente y
en Cl probable fue de 90%, 18.4% y 10% con un IC 95% respectivamente.
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En cuanto a valores predictivos, el VPP del ensayo de Platelia en el estudio de Ellis y
col. (2009) fue bajo, estos datos se reproducen en nuestro estudio si tenemos en
cuenta la baja prevalencia de la enfermedad en nuestro grupo poblacional. Igualmente,
encontramos concordancia con el VPN eficientemente alto cuando hay baja
prevalencia. Por lo tanto, coincidimos en que la fortaleza de la prueba de Platelia esta

en excluir la Cl en la poblacion estudiada.

Impacto de una TAF, temprana y adecuada

Las enormes dificultades para el diagnéstico de Cl y en particular en los pacientes con
hospitalizaciéon en UCI, conlleva a que la gran mayoria de pacientes con sospecha de
infeccién fungica reciban TAF empirica y/o anticipada. La TAF empirica representa
alrededor del 42% del uso de antifungicos en hospitales de tercer nivel, una TAF
empirica para la sospecha de Cl en la UCI puede conducir al uso excesivo de

medicamentos antifungicos

El uso racional de los antifungicos sistémicos es una necesidad latente en pro del
bienestar del paciente teniendo en cuenta que son tratamientos de administracién
prolongada, que los efectos secundarios de TAF para el paciente ya sea por su
naturaleza toxica o por los efectos adversos son condiciones que hay que tener en
cuenta, que el desarrollo de resistencia de Candida frente a antifungicos de uso
continuo es de evolucion constante por la desmedida exposicion., que el aumento del
valor de la concentracion inhibitoria minima para sensibilidad es una alerta que no
debemos desestimar, todo esto sumado a los altos costos que acarrea para una

institucion hospitalaria el hecho de una prolongada estancia en hospitalizacion.

En nuestro estudio la TAF temprana se utilizé en el 51.5% de casos y en general
consisti6 en monoterapia con FCZ o CAS en una proporcion de 42.4% en ambos
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casos. Se realiz6 cambio de terapia en 15.1% de casos hacia anidulafungina (ANI),
motivado ya sea por la identificacién de especies en la busqueda de colonizacién
multifocal, por la disponibilidad del antifingico o por la evolucién clinica poco

satisfactoria a pesar de estar bien dirigido.

Por lo tanto, la disponibilidad de pruebas alternativas diferentes al cultivo, que sean
evaluadas por el centro antes de que se introduzcan en la practica podrian apoyar el
inicio o la interrupcion de la TAF temprana. Los estudios acerca del uso combinado de
biomarcadores de Candida para diagnéstico de Cl y seguimiento de TAF son muy
limitados, y si nos referimos a la combinacién de Mn y Anti-Mn mas aun vy la literatura
es escasa. Un estudio interesante de Ledn y col. (2016) muestra una serie en la cual el
porcentaje de pacientes (51%) recibieron TAF temprano, de los cuales 76.5% no
tenian una Cl documentada (98),. Este es un estudio, prospectivo, de cohortes,
observacional y multicéntrico en pacientes adultos no neutropénicos con
hospitalizacion en UCI con condicién abdominal severa y una estancia esperada de =7
dias, pero que difiere del nuestro en la eleccién de biomarcadores ellos prueban
biomarcadores como BDG (1-3 B D-glucano), CAGTA (Candida albicans germ tube
Antibody), C-PCR (Reaccion en cadena de polimerasa para deteccion de ADN de
Candida), el MN y Anti-Mn. En la primera combinacién de BDG y CAGTA, el TAF
estaba indicado por el médico siempre y cuando dos determinaciones de un
biomarcador era positiva o lo estuviera dentro de las primeras 48 horas, o podia
suspender TAF cuando cualquiera de los biomarcadores era negativo incluso en una
sola muestra debido al alto valor predictivo de las pruebas en combinacion. Sin
embargo, los resultados mostrados por estos investigadores en el caso de la segunda
combinacion de biomarcadores de C-PCR y Mn y Anti-Mn fueron de poco valor para

discriminar una Cl de una colonizacion por Candida spp.
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Martinez-Jiménez y col. (2015) (99) igualmente en su estudio de Combinacion de
biomarcadores de Candida en pacientes que reciben terapia antifungica empirica
sugiere una reduccion en la duracion del tratamiento mediante el uso de esta
herramienta. La determinacion seriada y combinada de BDG y CAGTA durante el TAF
empirico tiene una alta sensibilidad y VPN. Asi, esta estrategia podria utilizarse para
interrumpir el TAF de manera segura en el dia 5 en al menos el 31% de los pacientes
como una herramienta complementaria en los programas administracion de

antifungicos.

De otro lado, en el estudio de Bailly y col. (2015) (100) en el que incluyeron un nimero
de 647 pacientes, en 142 pacientes (22%) se hizo desescalada temprana al dia 5 del
inicio del TAF y concluyeron que en una poblacién de adultos no neutropénicos
criticamente enfermos con Cl documentada o sospechada la disminucién del TAF en 5
dias no se relacioné con una mayor mortalidad en el dia 28 de seguimiento, pero se
asocié con un menor consumo de antifingicos sistémicos. Estos resultados sugieren

por primera vez que la disminucidon de TAF puede ser segura en estos pacientes.

En nuestro estudio, el impacto del TAF frente a la mortalidad cruda no mostro
resultados estadisticamente significativos (p= 0.609). Sin embargo, el 69.9% del
absoluto de mortalidad mostré un indice de prediccién positivo como es el ScC que

recomienda la continuacion de TAF por el riesgo alto de CI.

Nuestros resultados muestran que el problema en la UCI de alta sospecha y
relativamente baja prevalencia de infeccion entre los pacientes tratados podria
influenciar en las decisiones con respecto al tiempo de permanencia del tratamiento. El
manejo de Cl en el contexto de la UCI ha sido foco de amplia discusion en las
directrices internacionales. Tanto las directrices europeas como las de EE. UU hacen
especial énfasis en la necesidad de intentar un diagndstico rapido y la instauraciéon de
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una terapia temprana y empirica basada en la identificacién de pacientes con alto

riesgo que realmente podrian beneficiarse de esta directriz.
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Conclusiones

Siempre se ha asociado a pacientes con caracteristicas especiales de
inmunosupresion al riesgo de candidiasis invasora, sin embargo, hay poblaciones que
presentan riesgo como consecuencia de las patologias que requieren ingreso en UCI.
En consecuencia, el paciente critico asume una condicion de especial riesgo tal como
se ve en nuestro estudio, en el cual la patologia que se asocié con mayor frecuencia

fue la de origen infeccioso evidenciado con manifestaciones de SIRS.

Las infecciones causadas por Candida han aumentado en niamero y en diversidad en
los ultimos anos, principalmente debido al aumento de los pacientes con riesgo de
infecciones invasoras. Aunque C. albicans continia siendo la especie mas
frecuentemente aislada, sin marcar demasiada diferencia con respecto a las especies
no albicans, estas alcanzan un porcentaje significativo para la epidemiologia local,
siendo C. glabrata la especie que mas se rescata en los cultivos de rastreo de

colonizacion.

Aunque el “Score Candida” no es una escala dirigida a medir el riesgo de mortalidad,
La aplicacion en nuestro estudio obtuvo una significancia estadisticamente importante
en este sentido, mas de la mitad de los casos presentaron resultado positivo o
intermedio en el Score, tomando los casos intermedios como positivos, lo que refleja el
valor prondstico del indice de prediccién y la instauracion de los cultivos de rastreo de
colonizacién por Candida spp., en la UCI. Seria importante el seguimiento de los
pacientes con la aplicacién de “Score Candida” como una herramienta para disminuir

mortalidad.

El empleo de los biomarcadores Mn y Anti-Mn para el diagnéstico precoz de una Cl

parece convertirse en un apoyo real y necesario; sin embargo, es imperativo destacar
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que se prefiere el uso de Mn/Anti-Mn en determinacién seriada y en combinacion para
obtener mejor rendimiento. El resultado mas interesante en nuestro estudio fue el VPN
que demuestra la efectividad de la prueba para descartar una Cl. Seria importante
incluir otros elementos clinicos en la definicion de Cl probable para hacerla mas

sensible, de esta manera ver si se llega a la misma conclusion.

La heterogeneidad en el rendimiento segun especie, presentando el mejor desempefio
en pacientes con infeccién por C. albicans, C. glabrata o C. tropicalis, nos da un
amplio rango de seguridad frente a la sensibilidad de la prueba teniendo en cuenta que
son las especies que se encuentran con mayor frecuencia en nuestra epidemiologia

local.

Los métodos diagndsticos independientes del cultivo para la ClI tienen el potencial de
transformar la atencion del paciente. La optimizacion del uso de ensayos y la
interpretacion de los resultados en cada unidad debe ser planeada y probada antes de
la formulacion de estrategias de diagndstico y tratamiento, de lo contrario pueden ser

poco utiles teniendo en cuenta las limitaciones de la prueba.

Los estudios prospectivos podrian confirmar los beneficios en términos de resultado si
el TAF preventivo se inicia temprano sobre la base de resultados positivos de Mn o
Anti-Mn, de igual forma, los resultados negativos habrian permitido detener la terapia

antifungica con total confianza.

La reduccion del uso innecesario de antifungicos debe ser uno de los principales

objetivos de los programas de AFS.
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ANEXOS

Anexo 1. Hoja de Recoleccion de Datos

FUNDACION HOSPITAL SAN PEDRO
LABORATORIO CLINICO
AREA DE MICROBIOLOGIA

CION Y USO DE BIOMARCADORES SEROLOGICOS PARAEL DIAGNOSTICO DE CANDIDIASIS INVASORA (Cl) PARAEL PACIENTE CRITICAMENTE ENFERMO EN LA
HOJA DE RECOLECCION DE DATOS PREVIOS AL CULTIVO

NUMERO DE | INICIALES HISTORA | IMPRESION | NUMERO DE | DIAS DE CIRUGIA VENTIL ORIGEN DE LA MUESTRA TRATAMENTO RELEVANTE TOMA DE MUESTRA
ACION | HISOPA HISOPA | HISOPA
VC | ecani| DO [HSOPA|HSOPA| DO | DO
ca [FARNG| DO DO | INGUIN| VAGIN HEMO ANTI ANTI
MUESTRA DENTIFICACIO CLINICA |DIAGNOSTICAl CAMA  PERMANENCIA PREVIA

RESPON
SABLE

EO [RECTAL|AXILAR| AL AL __|ORINA[ CULTIVO | BIOTICOS [FUNGICOS| OTROS | FECHA

OBSERVACIONES
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Anexo 2. Consentimiento informado

Consentimiento informado
Validacién de indices de prediccidon y uso de biomarcadores
serologicos para el diagndstico de la candidiasis invasora (Cl) para el
paciente criticamente enfermo

En calidad de usuario, representante legal o familiar que ejerza como tal, autorizo mi participacion
en el presente proyecto de investigacion que tiene por objetivo evaluar la rentabilidad diagnéstica del
uso de marcadores de prediccion de candidiasis invasora (Cl) en pacientes de Unidad de Cuidados
Intensivos (UCI) mediante la evaluacion de marcadores serologicos (Antigeno Manano y Anticuerpos
Anti-manano) y cultivos micolégicos. Se me ha explicado que la participaciéon en dicho estudio
consistira en el permiso para la toma seriada de sangre total a partir del quinto dia de estancia en
UCI y en adelante cada tercer dia hasta el egreso, junto con muestras de especimenes clinicos para
cultivos micolégicos (orina e hisopados).

Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos, inconvenientes, molestias
y beneficios derivados de mi participacion en el estudio, que son los siguientes:

e Riesgos y molestias; Aquellas que se puedan generar durante el procedimiento en la toma
de la muestra. Los riesgos relacionados con la puncién venosa son leves: Sangrado
moderado (dependiendo de la condicién clinica del paciente), o sensacién de mareo,
hematoma (acumulacién de sangre debajo de la piel) e infeccion (un riesgo leve en cualquier
momento que se presente ruptura de la piel. Cabe aclarar que las muestras seran tomadas
por personal de UCI altamente entrenado en paciente critico. Los riesgos relacionados con
la toma de hisopados son leves considerando una ligera molestia en el momento de la toma
de la muestra.

e Beneficios: Estudios adicionales a los requeridos que pueden ayudar a la toma de
decisiones terapéuticas que no conllevaran a costos adicionales.

La interpretacion de los resultados y el manejo clinico del paciente no son pertinencia de esta
investigacion.

Entiendo que conservo el derecho de retirarme o retirar mis muestras bioldgicas del estudio en
cualquier momento en que lo considere conveniente, sin que ello afecte la atencién médica que
recibo en la Fundacion Hospital San Pedro. Asi mismo, se me ha informado que el investigador
principal se ha comprometido a responder cualquier pregunta y aclarar las dudas que le plantee
acerca de los procedimientos que se llevaran a cabo, los riesgos, beneficios o cualquier otro asunto
relacionado con la investigacion.

El investigador principal ha dado seguridad de que no se me identificara en las presentaciones o
publicaciones que deriven de este estudio y que los datos relacionados con mi privacidad seran
manejados en forma absolutamente confidencial.

Datos de la investigadora principal a los cuales puede comunicarse en caso de dudas o preguntas
relacionadas con el estudio: Bacteridloga: Elina Paredes Diaz, Laboratorio Clinico Fundacién
Hospital San Pedro de la ciudad de Pasto teléfono 7336000 Ext.125 Asi mismo, Dr. Jorge Martinez
Coordinador Unidad de Cuidados Intensivos 7336000 Ext. 202. En caso de tener dudas acerca de
este protocolo de investigacion puede solicitar informacién al Comité de Etica en Investigacion
Hospital San Pedro con la Doctora Janeth Rubiano soto presidente del comité al teléfono 736600
Ext.394.

Paciente: Testigo

Fecha:
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Anexo 3. Procedimiento de deteccién de Antigeno Manano de Candida spp. BioRad

PLATELIA Candida Ag Plus

Procedimiento para la detecciéon de Antigeno Manano de Candda spp. BioRad

PLATELIA Candida Ag Plus

1. | Pretratamiento de la muestra con EDTA en presencia de calor

2. | Distribuir 100 ul de sobrenadante de muestra en la microplacay afiadir 100 ul

del conjugado

3. | Cubrir la microplaca con pelicula adhesiva e incubar a 37°C (£1 °C) en

incubadora seca durante 90 + 10 minutos.

4. | Lavarla microplaca 5 veces con soluciin de lavado

5. | Adadir 200 ul del cromégeno en cada pocillo

6. | Incubar la microplaca en oscuridad a temperatura ambiente (+18-30 °C)

durante 30 + 5 minutos

7. | Ahador 100 ul de solucién de parada en cada pocillo

8. | Lectura de la densidad éptica con un espectrofotometro regulado a 450 nm
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Anexo 4. Procedimiento de deteccién de Anticuerpo Anti-Manano de Candida spp.

BioRad PLATELIA Candida Ab Plus

Procedimiento para la deteccion de Anticuerpo Anti-Manano de Candida spp

BioRad PLATELIA Candida Ag Plus

1.

Predilucion de la muestra 10 ul de suero + 190 ul de diluyente de muestra 1

2. Distribuir 190 ul del diluyente de muestra 2 en los pocillos y afiadir 10 ul de
las muestras pre diluidas, mezclando cuidadosamente mediante aspiracion 3
veces

3. Cubrir la microplaca con pelicula adhesiva e incubar a 37°C (£ 1°C) en
incubadora seca durante 60 + 5 minutos

4. Lavar la microplaca 4 veces con solucién de lavado

5. Anadir 200 pl del conjugado en cada pocillo

6. Cubrir la microplaca con pelicula adhesiva e incubar a 37 (x 1 °C) en
incubadora secar durante 60 minutos + 5 minutos

7. Lavar la microplaca 4 veces en solucion de lavado

8 Anadir 200 pl del cromogeno en cada pocillo

9. Incubar la microplaca en oscuridad a temperatura ambiente (+18-30 °C)
durante 30 + 5 minutos

10. | Adadir 100 pl de solucion de parada en cada pocillo

11. | Lectura de la densidad 6ptica en un espectrofotometro regulado a 450 nm
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