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Candida y candidiasis invasora: un reto continuo
para su diagnostico temprano

Candida and candidiasis: the challenge continues for an early diagnosis

Catalina de Bedout', Beatriz L. GomeZz'

Resumen

La candidiasis invasora representa el 75% de las
infecciones por hongos en pacientes hospita-
lizados, con una mortalidad que alcanza cifras
hasta del 78%. La frecuencia de estas infeccio-
nes varia de acuerdo con el servicio de hospita-
lizacion y los factores de riesgo de los pacientes.
Paralelamente, se han venido observando cam-
bios en la epidemiologia de las especies de Can-
dida, variaciones en su prevalencia y en la resis-
tencia a los antimicoticos segun su localizacién
geogréfica. Por todo lo anterior, es imperativo
establecer un diagnostico temprano que lleve a
la identificacion correcta de la especie implicada
de manera que se instaure un pronto y adecua-
do tratamiento antimicotico. El diagnostico de la
candidiasis invasora continda siendo un reto, en
el cual combinar los diferentes métodos diag-
nosticos, los microbioldgicos, los inmunolégicos
y los nuevos moleculares, ain en desarrollo y
validacién, es la mejor estrategia para lograr un
dictamen oportuno. En esta revision se descri-
ben los métodos disponibles, sus limitaciones y
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las perspectivas de los que estan en etapa de
desarrollo y validacién. En la Ultima década se
cuenta con métodos de referencia para la medi-
cion de susceptibilidad in vitro a los antimicoti-
cos, lo cual ha permitido conocer los perfiles de
sensibilidad de las diferentes especies de Candi-
da a escala mundial y local.

Palabras claves: Candida, candidiasis, diag-
néstico convencional, diagnostico molecular,
susceptibilidad antimicéticos.

Abstract

Invasive candidiasis represents 75% of fungal
infections in hospitalized patients, with reported
mortalities up to 78%. The frequency of these
infections varies according to the hospital services
and the risk factors of the patients. In parallel,
changesinthe epidemiology of the Candida species
have been observed, in particular variations in their
prevalence and in their resistance to antifungals
according to geographic location. For these
reasons it is crucial to establish an early diagnosis
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that identifies the pathogen to the species level
in order to allow an appropriate therapeutic
decision. The diagnosis of invasive candidiasis
continues to be a challenge, where combining
the different available methods (microbiologic,
immunologic and new molecular approaches) is
the best strategy to achieve a prompt and accurate
diagnosis. We review the currently available assays
for conventional and molecular diagnosis, their
limitations, and the perspectives for assays that
are now in development and validation. In the
last decade, well established reference methods
have become available for testing antifungal
susceptibility and this has allowed worldwide and
regional sensitivity profiles to be established for
the different Candida species.

Key words: Candida, candidiasis, conventional
diagnosis, molecular diagnosis, antifungal sus-
ceptibility.

Introducciéon

En décadas recientes se ha comprobado un mar-
cado incremento de las micosis invasoras, de-
bido al aumento paralelo de pacientes de alto
riesgo, como los trasplantados, los que tienen
neoplasias, los inmunosuprimidos (HIV-sida y
otras), los recién nacidos de bajo peso, los pa-
cientes de edad avanzada, a los que se les han
practicado cirugias extensas y los hospitalizados
en las unidades de cuidado intensivo (UCI). En
estos grupos, estas infecciones predominan de-
bido a que la mayoria de los pacientes reciben
multiples tratamientos como antibioticos de am-
plio espectro, esteroides, citotoxicos, y requieren
uso de catéteres intravasculares y procedimien-
tos diagnosticos invasores #23. Se estima que
el 5% de los pacientes hospitalizados en las UCI
van a desarrollar una enfermedad por hongos,
especialmente candidiasis invasora (3%-6%) que
acarrea morbilidad y mortalidad altas .

La candidiasis invasora representa el 75% de las
infecciones invasoras por hongos en pacientes

hospitalizados en Estados Unidos; su frecuencia
varia de acuerdo con el servicio de hospitalizacion
y los factores de riesgo del paciente © 9. Paralela-
mente, se han venido observando cambios en la
epidemiologia de las especies de Candida y exis-
ten, ademas, variaciones en su prevalencia y en la
resistencia de algunas especies a los antimicéticos
segun su localizacion geografica 8. Por todo lo
anterior, es imperativo establecer un diagndstico
temprano que lleve a la identificacién correcta de
la especie implicada de manera que se instaure un
pronto y adecuado tratamiento antimicético.

El diagnostico de la candidiasis invasora con-
tinla siendo un reto, ya que incluye la demos-
tracion de la invasion tisular por el hongo y su
cultivo en muestras habitualmente estériles, el
que, ademas, suele ser tardio. Lo anterior re-
percute en forma directa en la supervivencia del
paciente por lo cual la rapidez en la instauracién
del tratamiento es el factor mas importante. Es
asi como se pasa de una tasa de mortalidad del
78%, si el tratamiento es tardio, a una del 40%
si se instaura precozmente ©101 |3 combina-
cién de los diferentes métodos diagnésticos, los
microbiologicos, los inmunolégicos (busqueda
de anticuerpos o antigenos circulantes y otros
metabolitos) y los nuevos métodos moleculares
aun en desarrollo y validacién, contintan siendo
la mejor alternativa para lograr un diagnostico
mas oportuno.

A partir de 1997 se cuenta con métodos de re-
ferencia para la medicidon de susceptibilidad in
vitro a los antimicoticos, que permiten conocer
los perfiles de sensibilidad de las diferentes es-
pecies y alternativas terapéuticas para cada una
de ellas, y ayudan a la seleccion de un trata-
miento adecuado, lo cual influye en una terapia
mas exitosa.

Epidemiologia y patogénesis

El género Candida contiene aproximadamente
200 especies, cifra que sigue en aumento gra-
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cias a los avances tecnoldgicos que afectan la
taxonomia existente y ayudan al descubrimien-
to de nuevas especies. No obstante, menos de
20 especies han sido implicadas en infecciones
clinicas, algunas con mas frecuencia que otras
(C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parap-
silosis, C. krusei) (tabla 1) #2119 Varias especies
de Candida forman parte de la flora enddgena
y son comensales de las mucosas, del tracto di-
gestivo y genitourinario del hombre, de la piel y
las ufias. La colonizacidn en piel y uiias es transi-
toria con predominio de las especies C. parapsi-
losis y C. guilliermondii. En mucosa oral, la preva-
lencia de especies de Candida varia entre el 2%
y el 37% en poblaciéon sana y entre el 13% vy el
76% en pacientes hospitalizados. La transmision
mano a mano o aun, a través de objetos inani-
mados, ha sido confirmada @>.

De las especies de Candida, C. albicans predomi-
na en candidiasis genital, oral y cutanea (>90%).
En candidemias y enfermedad invasora continda
siendo la causa mas frecuente, pero se ha obser-
vado una disminucion del 7%-10% (1997-2005) en
su prevalencia. También se ha anotado disminucion
de acuerdo con el incremento en la edad, después
de la exposicion a los azoles y en las UCI @617,

C. glabrata ha incrementado desde 1993, su fre-
cuencia como causa de candidemia en Norte
América, con lo cual se ubica como la segunda
especie mas frecuente, lo que la cataloga como
un importante oportunista emergente con gran
potencial para desarrollar resistencia a los anti-
micodticos, especialmente fluconazol. Se la asocia
a pacientes mayores de 60 afios, trasplantados
de 6rganos sélidos o con cancer. La profilaxis
con fluconazol es un factor predisponente. En
Latinoamerica esta especie tiene una baja inci-
dencia (4-6%) 1617,

El complejo C. parapsilosis esta conformado por
tres especies: C. parapsilosis, C. orthopsilosis y C.
metapsilosis; tal discriminacién en tres especies
esta soportada en su diversidad revelada por téc-
nicas moleculares ¥, El complejo es considerado
patégeno exdgeno y se encuentra como coloni-
zador transitorio de piel-ufias y, ocasionalmente,
de mucosas. Se asocia a infecciones adquiridas
a través de las manos y de los ambientes hospi-
talarios e, igualmente, también con nutriciéon pa-
renteral, cirugias recientes que requieran catéteres
intravenosos y uso de caspofungina en pacientes
con trasplante de células madre. En Latinoamérica
esta especie esta distribuida en todos los rangos

Tablal. Especies de Candida implicadas en infecciones invasoras y su frecuencia (%) en las especies mas comunes

Especies mas comunes

2-70%
; C. krusei (2-4%)

C. albicans (37-70%)
C. glabrata (15-25%)

C. parapsilosisv (20-30%)
C. tropicales (7-25%)

C. kefir (<1%)

Especies menos frecuentes

S C. metapsilosis
,1-6,6%

C. inconspicua
C. zeylanoides
C pelliculosa

C. guilliermondii (0.6-6.6%)

C. lusitaniae (<1%)

C. rugosa

C. dubliniensis
C. novegensis
C. famata

C. orthopsilosis
C. lipolytica

C. blankii

C. chiropterorum
C. fabianii
C.haemulonii

Especies raras
<0,1%

C. nirvariensis
C. pararugosa
C. pintolopesii
C. viswanathii

C. pseudohaemuloni

C. bracarensis C. catenulata

C. ciferri C. eremophila
C. fermentati C. freyschussii
C.intermedia C. magnoliae
C. palmioleophila C. valida

C. pseudorugosa C. utlis

C. pulcherrima C. thermophila
C. membranaefciens C. lambica
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de edad, incluyendo neonatos, grupo que es el
mas frecuentemente afectado por esta especie en
Norteamérica y otras regiones del mundo @417

C. tropicalis es considerada una causa importan-
te de candidiasis invasora en pacientes con can-
cer, especialmente con leucemia, neutropenia y
en trasplante de células madre. Se ha observado
disminucion de candidemias por esta especie
con el uso profilactico de fluconazol en pacien-
tes con cancer. Esta especie disminuyé como
agente de las candidemias en Norteamérica del
10%-12% en los afios noventa a 7%-8% en el
ano 2000. En América Latina y Asia, su incidencia
en candidemia es mayor del 15% @617,

C. krusei es una especie considerada emergente
debido al uso profilactico con fluconazol; igual-
mente C. tropicalis esta asociada a pacientes con
neutropenia. La colonizacién por esta especie
es un predictor de candidemia. Se trata de un
microorganismo multidrogo-resistente debido a
que tiene una resistencia intrinseca al fluconazol,
una susceptibilidad disminuida a la anfotericina
y la flucitocina que estd ademas, asociada a alta
mortalidad (80%-40%) (617,

El término Candidiasis comprende un espec-
tro clinico extremadamente variado desde una
infeccidon superficial hasta una diseminada, y
puede afectar cualquier érgano o sistema. La
principal fuente de infeccion del humano es
endogena; en el caso de C. albicans, en circuns-
tancias relacionadas con la pérdida del balance
de la flora normal o con el compromiso de las
defensas inmunes, cuando aumenta la pobla-
cién de levaduras, ocurre sobrecolonizacion
e invasion, por ejemplo, en el paso del tracto
digestivo al torrente sanguineo por medio de
la traslocacion. Las fuentes de infeccidon exo-
genas son las manos del personal médico o
paramédico, al nacer o con material contami-
nado como soluciones parenterales, soluciones
oftdlmicasdespués de una cirugia, dispositivos

médicos como catéteres, valvulas cardiacas y
respiradores, entre otros 1519,

El estado inmune del hospedero es el factor mas
importante para que Candida spp se transforme
en germen patoégeno. Por ello es considerada
como el oportunista por excelencia. Los facto-
res de virulencia que determinan su relacién con
el hospedero (patogenia) son numerosos; entre
ellos cuenta con la capacidad de adherirse a los
tejidos o a superficies de catéteres o protesis, lo
cual le permite colonizar estas superficies. Ade-
mas, tiene la capacidad de formar biopeliculas
que las hacen menos vulnerables a la accion de
los antimicoticos, debido a que la matriz extrace-
lular excluye o limita el acceso de éstos. En estas
formaciones también hay disminucion del meta-
bolismo y crecimiento del hongo, lo cual dismi-
nuye los sitios de accion de la mayoria de los an-
timicdticos. Igualmente se relaciona con aumento
de genes de resistencia presentes en las levadu-
ras en dichas biopeliculas. Otros factores que la
ayudan a invadir y diseminarse por los tejidos son
la capacidad de producir enzimas (proteasas, fos-
folipasas y lipasas) y el cambio morfologico de
blastoconidia o seudohifa e hifa @>1920,

Prevalencia de las diferentes especies de
Candida

En aproximadamente 95-97% de las infecciones
invasoras estan implicadas cinco especies (C. al-
bicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C.
krusei), de las cuales son verdaderamente nuevas y
emergentes sélo C. glabrata y C. krusei, que tienen
una resistencia intrinseca o adquirida a los azoles,
asi como a los antimicoticos utilizados comun-
mente 7 ®. Las infecciones restantes (3-5%) son
causadas por 15-18 diferentes especies que inclu-
yen a C. lusitaniae, C. guillermondii y C. rugosa. Es-
tas especies son consideradas como causa inusual
de candidiasis y estan asociadas a brotes, o bien
exhiben resistencia adquirida o innata a los antimi-
coticos de uso comun 2122,
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Existen variaciones en la prevalencia de las espe-
cies de Candida, aisladas de procesos invasores
segun localizacion geografica, edad y factor de
riesgo del paciente. La especie predominante si-
gue siendo C. albicans pero en los Ultimos afos
se ha producido un importante cambio epide-
miologico en la etiologia de la candidiasis inva-
sora: la presencia de las otras especies diferentes
a C. albicans, que representan el 35% y el 55%
de los aislamientos clinicos "®. En Latinoamé-
rica C. albicans se presenta en una frecuencia
del 34,3%, seguida de C. parapsilosis (21%) y C.
tropicalis (17%); a diferencia a lo observado en
Norte América y Europa, para esta region C. gla-
brata tiene una frecuencia menor al 6%, ademas
con el incremento de especies poco frecuentes
a nivel mundial como son C. guilliermondii (3%)
y C. rugosa (5%), se han considerado estas dos
especies como patdgenos emergentes en Lati-
noamérica (- 1617.2),

Datos de estudios locales provenientes de aisla-
mientos de especies de Candida de procesos in-
vasores en pacientes de las unidades de UCI de al-
gunos hospitales de la ciudad de Medellin, (2001
-2007), dan un acercamiento de lo que sucede en
Colombia, C. albicans es la especie mas frecuen-
temente aislada (43,6%), seguida de C. tropicalis
(23.4%), C. parapsilosis (13.9%), C. glabrata (9.5%)
C. guilliermondii (3.6 %), C. krusei (3.3%) y otras
especies diferentes como C. famata, C. lusitaniae,
C. lipolytica y C. pelliculosa (2.7%) @

Diagnéstico por el laboratorio

El diagndstico de candidiasis invasora se basa
en métodos microbioldgicos como son la de-
mostracién del hongo en el tejido por medio de
el examen directo, del cultivo y de la histopa-
tologia, en cultivar la candida de cualquier sitio
esteril y en la deteccién de un niumero de bio-
marcadores como anticuerpos, antigenos y DNA
de Candida.

Infectio. 2010; 14(S2): S159-5171

A pesar de los muchos avances en los metodos
diagnosticos la mejor estrategia para llegar a
un diagnostico y tratamientos tempranos con-
tinla siendo el emplear un bateria de pruebas
diagnosticas asociadas a los aspectos clinicos
del paciente @,

Para un diagndstico correcto es necesario se-
leccionar, obtener y enviar la muestra adecuada.
Existen condiciones importantes para tener en
cuenta, como sigue: las muestras deben ser re-
colectadas asépticamente en frasco estéril con
tapa rosca y se deben enviar al laboratorio a la
menor brevedad posible. Su recoleccidn y trans-
porte varian de acuerdo con el espécimen y sitio
de la infeccidn (tabla 2). Ademas, cada espécimen
debe estar bien rotulado, debe ir acompafiado de
los datos del paciente (nombre completo, sexo,
edad) y datos clinicos (factores de riesgo, trata-
miento con antibiéticos o antimicoticos, sospe-
cha clinica), examen solicitado y nombre, direc-
cion y otra informacién de contacto del médico
que lo solicita ®>2526),

Los aislamientos de Candida spp. provenientes
de sitios corporales no estériles (orina, secrecio-
nes respiratorias) presentan dificultades en su
valoracion pues no permiten establecer un diag-
néstico de candidiasis invasora y aun los cultivos
cuantitativos no logran diferenciar entre coloni-
zacién e infeccion; no obstante, tienen impor-
tancia como factor de riesgo.

Pruebas microbioldgicas

Para aumentar la probabilidad de observacién
y aislamiento de hongos, se utiliza el pre-
tratamiento de las muestras con procedimientos
como la centrifugacion, que permite concentrar
los hongos; la lisis centrifugacion, que favorece la
liberacion de los microorganismos intracelulares
en los hemocultivos; y la maceracién en el caso de
biopsias. Las pruebas de rutina son las siguientes:
a. Examen directo: suele dar un resultado rapi-
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Tabla 2. Muestras recomendadas para el diagnostico de candidiasis, su recoleccion y transporte.

Tipo de muestra y volumen

Sangre total/ médula osea

Recoleccion

Sistema automatizado

Bactec™ MycoF/lytic

Transporte

Menos de dos horas a temperatura ambiente; si es mas
de 24 horas, se debe mantener a 37°C.

Adulto: 10ml (Becton- Dickinson) Cuando se utiliza Lisis-centrifugaciéon no mas de 4 horas
a temperatura ambiente.
Nifos:1,5ml Bact Alert® (BioMerieux)
Lisis-Centrifugacion
(Isolator, Wampole)
LCR Tubo tapa rosca estéril A temperatura ambiente, nunca refrigerado.
Minimo 2 ml

Tejidos (biopsias o exudados)

Las muestras deben recolectarse

asépticamente en frasco estéril con tapa rosca.

Se deben enviar al laboratorio con la mayor brevedad
posible, a temperatura ambiente.

Si va a tardarse el envié de la muestra, se puede
adicionar solucion salina estéril siempre y cuando sélo
se abra la ampolla de la solucion al tomar la muestra

Muestras tomadas en cirugia

Las muestras deben recolectarse

asépticamente en frasco estéril con tapa rosca.

Se deben enviar al laboratorio con la mayor brevedad
posible, a temperatura ambiente.

Orina

Las muestras deben recolectarse en frasco
estéril con tapa rosca. Cumplir los requisitos
conocidos para cultivo de bacterias.

Se deben enviar al laboratorio con la mayor brevedad
posible, a temperatura ambiente.

do que confirma la presencia del hongo en el
nivel de género. Es el cultivo necesario para
identificar la especie y adoptar una terapia mas
adecuada; ademas, cuando existen pocos ele-
mentos fungicos los directos pueden ser nega-
tivos y se muestra mas sensible el cultivo.

Examen en fresco, con KOH o empleando
tinciones (Gram, Wright, Giemsa o blanco de
calcoflour): en el microscopio se observan
blastoconidias redondas, ovaladas o alarga-
das de 4-8mm, unigemantes o multigeman-
tes, de pared delgada con seudohifas o hifas
a excepcion de C. glabrata que solo produce
blastoconidias.

Histopatologia: el estudio de biopsias con el
empleo de tinciones adecuadas {hematoxi-
lina-eosina, plata metenamina de Gomori
(Grocott-Gomori methenamine-silver stain,
GMS), acido periddico -Schiff (PAS)} permite
diferenciar entre colonizacion e invasion, por
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lo que las biopsias son prueba definitiva de
invasion tisular; no obstante, no es posible
identificar la especie a menos que se utilice
metodologia de avanzada como el uso de
anticuerpos y sondas de ADN o se proceda al
aislamiento en cultivo de la especie de Can-
dida para su posterior identificacién.

. Cultivo: las levaduras del género Candida son

poco exigentes, crecen en los medios de cul-
tivo de rutina empleados en laboratorios de
micologia, como el Sabouraud, y en medios
utilizados para bacterias (agar sangre, agar
chocolate y caldos como el BHI); el Mycosel
no es Util por contener actidiona, compuesto
que inhibe el crecimiento de algunas espe-
cies de Candida. También estan disponibles
comercialmente medios cromégenos dife-
renciales como el CHROMagar Candida®
(Francia, distribuido por Becton Dickinson),
Fungiscreen 4H™ (BioRad) los cuales permi-
ten detectar infecciones causadas por varias
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especies de Candida e incluso identificar la
categoria, y son Utiles en el momento de
proceder a una terapia antimicotica rapida.
Estan disponibles también otros medios cro-
mogenos que sélo identifican rapidamente
C.albicans, CandiSelect® (Sanofi Diagnostic
Pasteur, Francia), Fluoroplate® (Merck, Ale-
mania), Murex CA 50® Diagnostic (USA) y Al-
bicans ID® (BioMerieux, Francia).

Las especies de Candida spp. crecen entre 48 y
72 horas, pero los cultivos se deben observar
hasta por dos semanas. Las colonias son cremo-
sas de color blanco o crema, brillantes o ligera-
mente opacas, de lisas a rugosas. Pueden ob-
servarse los filamentos que penetran en el agar.

Los hemocultivos para detectar candidemia han
mejorado recientemente y se cuenta ahora con
nuevos métodos que permiten monitorizacion
continua y botellas con medios de cultivos espe-
ciales para hongos como el BactT/Alert® (BioMe-
rieux, Francia), Bactec™ Myco/F lytic (Becton-
Dickinson) y Lisis- Centrifugacion (Isolator, Wam-
pole), pero aun asi la sensibilidad de los cultivos
estd entre 60-70%. El tiempo de crecimiento de
las diferentes especies es diferente: C. albicans, C.
parapsilopsis y C. tropicalis se detectan entre tres
y cuatro dias; C. krusei y C. glabrata toman mas
tiempo para crecer (hasta diez dias). Por ello, los
hemocultivos en los que se sospechen especies
de Candida deben ser evaluados por dos sema-
nas. Un hemocultivo negativo no descarta la in-
feccidn pero uno solo positivo confirma el diag-
nostico de candidemia @728 29,30,

En orina, los cultivos positivos con >1X10% ufc/
ml suelen sugerir infeccion, especialmente en
neonatos de bajo peso ya que en la mayoria de
los casos la candiduria puede significar candi-
diasis invasora @9,

Los cultivos de vigilancia en pacientes criticos tie-
nen valor para identificar el riesgo de candidiasis

Infectio. 2010; 14(S2): S159-5171

invasora (CI). El indice de Colonizacion (IC) se de-
fine como el nimero total de lugares anatomi-
cos colonizados, dividido por el nUmero total de
muestras. El IC >0,5 ayudaria a la prediccion de
Cl, o en el caso de aislamientos de C. tropicalis en
pacientes inmunocomprometidos, éste se asocia
al desarrollo de CI; también en aquellos casos en
los que se obtengan aislamientos de C. krusei o
C. glabrata, cuando se debe considerar el uso de
antimicotico diferente al fluconazol ©233.

Identificacion de las especies de Candida

En el laboratorio, la clasificacion de las levaduras
es una aproximacién polifacética, en la que se
debe contar tanto con las caracteristicas morfo-
l6gicas como con la produccion de tubo germinal
después de incubar a 36°C durante dos horas en
suero humano, y la formacién de seudomicelios
y clamidoconidias obtenidas en diferentes me-
dios (agar harina de maiz, agar Bilis de buey, en-
tre otros), elementos caracteristicos y de utilidad
para la identificacién de C. albicans y C. dubli-
niesis. Sin embargo, no hace una discriminacion
entre estas dos especies. Las caracteristicas fe-
notipicas (perfiles de asimilacion, fermentacion,
identificacion de metabolitos y crecimiento so-
bre medios diferenciales) tarda entre 15-72 ho-
ras (identifica multiples especies, grupo 3) o <24
horas (identifican una o varias especies, grupo 1
y 2) segun la prueba comercial utilizada (tabla 3).
Las pruebas de identificacion rapida hacen una
identificacién presuntiva (grupo 1-2) que hace
necesaria la confirmaciéon de la misma (grupo 3).
Generalmente los sistemas disefiados para iden-
tificar multiples especies son menos certeros en
la clasificacion de especies inusuales o para dis-
criminar aquellas con perfiles bioquimicos simi-
lares (especies cripticas), las cuales sélo logran
ser identificadas por métodos moleculares 11325,
Hay varios ensayos de investigacion reportados
en la literatura ® vy a la fecha sélo un kit comer-
cial estd aprobado por la FDA (Food and Drug
Administration, USA), el cual detecta acidos nu-
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cleicos fluorescentes mediante hibridizacion in
situ {peptic nucleic acid fluorescent in situ hybri-
dization (PNA-FISH)} directamente de muestras
clinicas: C. albicans PNA FISH® y C. albicans/C.
glabrata PNA FISH® (AdvanDx, Woburn, Mass,
distribuido por bioMerieux, Inc. en los Estados
Unidos). Esta prueba detecta secuencias espe-
cificas de C. albicans y C. glabrata del rRNA. La
prueba no reemplaza el subcultivo, pues muchos
hemocultivos pudieran contener infecciones
mixtas. La prueba detecta rapidamente (90 mi-
nutos) si C. albicans o C. glabrata estan presentes
en el hemocultivo positivo. Muchos estudios han
demostrado que la prueba es altamente sensible
(99%) y 100% especifica ¢9.

Pruebas Inmunoldgicas

El término diagndstico seroldgico corresponde a
una época en la cual el diagnostico de muchas in-
fecciones estaba basado sélo en la deteccion de
anticuerpos o antigenos en suero. Actualmente
pueden detectarse en cualquier liquido corporal,
por lo cual es mas adecuado referirse a métodos
inmunolégicos que detecten anticuerpos contra
antigenos de Candida o antigenos o metabolitos
especificos de Candida en los distintos liquidos
corporales dependiendo de las técnicas. A pesar
de que se ha trabajado muchisimo en métodos
no microbiolégicos para el diagnostico de la can-
didiasis hematogena, los resultados siguen sien-
do poco satisfactorios ®. Es importante tener en
cuenta que las especies de Candida son comen-
sales normales del intestino que causan infeccion
diseminada principalmente en pacientes con de-
fectos inmunes severos. Entre las razones mas
importantes que limitan el valor de estas pruebas
tenemos: i) muchos pacientes tiene anticuerpos
contra su flora comensal y es dificil distinguir entre
comensalismo y enfermedad i) encontrar molécu-
las de Candida en suero no indica que se puede
distinguir comensalismo de enfermedad iii) mu-
chos pacientes que presentan infeccion disemi-
nada no desarrrollan respuesta inmune y iV) los

antigenos circulantes y otros metabolitos a veces
son rapidamente retirados de la circulacion @*2),

Por muchas décadas, la investigacion se ha diri-
gido a descubrir moléculas de Candida spp que
pudieran distinguir entre enfermedad y comen-
salismo. Los componentes que forman parte de
la estructura basica del hongo, se encuentran
basicamente en dos localizaciones: la pared ce-
lular y el citoplasma. Los extractos citoplasmati-
cos contienen un gran nimero de antigenos y
dentro de ellos dos de los méas importantes para
el diagndstico de la candidiasis invasora son la
enolasa y un antigeno de 47 kDa, que es un frag-
mento de una proteina de choque térmico de 90
kDa (HSP90) ampliamente estudiada 46373839 | 3
pared celular también contiene numerosos an-
tigenos capaces de estimular potentes respues-
tas inmunoldgicas. El manano es el componente
principal y es un abundante polisacarido en las
levaduras y micelios de Candida albicans. Es un
antigeno de alto peso molecular (>260 kDa).
Mas recientemente y en un esfuerzo que con-
tinda tratando de encontrar marcadores de la
candidiasis sistémica, el grupo de Pittarch y co-
laboradores “%4D ha utilizado una aproximacion
inmunoprotedmica con la ayuda de la bioinfor-
matica. Se usa la espectrometria de masas por
desorcidon/ionizacion laser asistida por matriz
(MALDI-TOF-MS), y se ha encontrado que an-
ticuerpos anti Bgl2p (1,3-beta-glucosidase) y
anticuerpos anti Pgkl (phosphoglycerate kina-
se) entre otros, son una nueva herramienta que
puede utilizarse como biomarcadores de la can-
didiasis sistémica 404142,

En la actualidad se dispone de muchas pruebas
comerciales para la deteccidon de antigenos o
anticuerpos (tabla 3) *¥. La sensibilidad reporta-
da entre estos distintos métodos es de 59-91%
y para la especificidad de 29-79%. Las pruebas
basadas en aglutinacién con particulas de latex
son las menos sensibles. La interpertacién de
estas pruebas es a veces confusa pues los re-
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portes varian de acuerdo con los diferentes es-
tudios conducidos por los investigadores “42),
También existen varias pruebas en desarrollo
para la deteccién de B-1:3-glucan, componente
de la pared celular. Entre las pruebas comercia-
les més usadas figuran el Fungitec-G, (Seikagaku
Kogyo, Tokyo, Japan) y el Glucatell (Associates
of Cape Cod, E. Falmouth, USA). Es importante
tener en cuenta que este compuesto también
esta presente en la mayoria de los hongos paté-
genos, es decir que no es una prueba especifica
para Candida.

Pruebas moleculares

El diagnostico molecular se ha convertido en
una parte muy importante de todo laboratorio
clinico y juega un papel destacado en la practica
clinica. La biologia molecular ha revolucionado la
investigacion en el area bioldgica y biomédica y
pone a disposicion variedad de métodos y técni-
cas para identificar las enfermedades y entender
la predisposicién a ellas analizando el DNA o el
RNA de un organismo. Técnicas basadas en la
amplificacion de acidos nucleicos como la PCR,
la PCR anidada (Nested PCR), la PCR en tiempo
real (Real time PCR) la hibridizaciéon in situ (in
situ Hybridization), la hibridizacién in situ con
fluorescencia (Fluorescence in situ Hybridization
(FISH)) y la secuenciacién de los productos del
DNA amplificados se cuentan entre las técnicas
disponibles que ofrecen grandes ventajas como
alta sensibilidad y especificidad, rapidez y la

posibilidad de establecer en forma cuantitativa
la presencia o ausencia de agentes infecciosos
en el hospedero afectado. Para el diagnostico
molecular de infecciones por hongos, sin em-
bargo, los avances han sido mas lentos y, a pe-
sar de las multiples publicaciones disponibles
en las Ultimas décadas, ain no hay suficiente
estandarizacion y consenso entre los diferentes
grupos de investigadores, por lo que las pruebas
siguen siendo “caseras” (in house tests) @4, El
gran objetivo de los investigadores y grupos de
consenso es incluir estas pruebas en los parame-
tros de diagnéstico utilizados y recomendados
por la “European Organization for Research and
Treatment of Cancer y el Mycoses Study Group”
(EORTC/MSG) “9).

Dentro de las varias publicaciones disponibles en
la literatura se destaca el uso de la PCR en tiempo
real, ya que tiene la ventaja de reducir las posi-
bilidades de contaminacion durante el montaje
de la técnica y dar resultados mas rapidos que la
PCR convencional. Guiver y colaboradores " han
descrito una PCR en tiempo real que es capaz de
identificar C. albicans, C. glabrata, C. kefyr, C. kru-
sei, y C. parasilopsis utilizando la plataforma Ta-
gMan system (Perkin Elmer, Applied Biosystems,
USA). Los autores reportaron una especificidad
del 100% para las distintas especies “”. Otras pla-
taformas de PCR en tiempo real también han sido
usadas como el Light Cycler (Roche Molecular Sys-
tem, USA) utilizando como blanco secuencias de
las regiones del rDNA 18S y 28S que son capaces

Tabla 3. Pruebas comerciales para el serodiagnéstico de la candidiasis. Comparacion: sensibilidad,
especificidad, valores predictivos positivos y negativos

Sensibilidad % Especificidad%
59 63

Valor predictivo Valor predictivo

positivo% negativo%
Platelia® IgG
Virotech kit 77 42 44 76
Biomerica® 91 29 43 85
Platelia® Ag 86 79 70 91
*Own IgG 59 63 48 73

Reproduccién con autorizacion de Mycoses, John Wiley and Sons “3).
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de identificar por cebadores (primers) especificos,
C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. parasilopsis,
C. guillermondi y C. tropicales“®. El grupo de con-
senso de estandarizacion de PCR del Reino Unido,
en un estudio multicéntrico, evalué dos PCR en
tiempo real para el diagnostico molecular de can-
didiasis invasora con resultados promisorios “),
pero carecen aun de validacién clinica.

Otros grupos que recientemente han hecho
contribuciones importantes han publicado la
comparacién de diferentes métodos para op-
timizar la extraccion del DNA de las muestras
clinicas. También evaluaron si habia diferencias
importantes entre usar suero o sangre total y
determinaron que con el suero se logré una me-
jor sensibilidad en la PCR y la extraccion era mas
rapida o0, Autores de este mismo grupo pu-
blicaron luego un estudio prospectivo realizado
con pacientes criticamente enfermos con can-
didemia comprobada, en el que utilizaron tres
ensayos de PCR en tiempo real (Plataforma Ta-
gMan) que diferencian las especies de Candida
mas frecuentes en las infecciones C. albicans, C.
parasilopsis, C. tropicalis, C.dubliniensis, C. gla-
brata y C. krusei con una sensibilidad de 90,9%
y una epecificidad de 100% ©V. Este estudio ha
sido bien acogido, aunque una nota editorial
publicada en la misma revista por un experto
clinico dice que se necesita mas validacion clini-
ca, ya que el grupo de pacientes con candidemia
comprobada fue pequefio (n=23) ©2.

A la fecha el Unico kit comercial que utiliza un
sistema basado en la secuenciacién es el Mi-
croSEQ® D2 LSU rDNA Fungal Identification Kit
(Applied Biosystems, USA). Este sistema identi-
fica y compara las secuencias obtenidas con una
base de datos que contiene cerca de 1,000 espe-
cies entre levaduras y hongos filamentosos. Se
han reportado resultados que concuerdan hasta
un 98% con la identificacion de las especies de
Candida usando el API 20C AUX. Sin embargo,
algunos grupos que lo han usado informan que

no disntingue la C. dubliniensis y que ésta es
reportada como C. albicans ©¥. Otro avance re-
ciente e importante ha sido la estandarizacion
de métodos que permitan extraer el DNA fun-
gico y su identificacion mediante secuenciacion
de muestras de tejidos embebidos en formalina
y parafina. Muchas veces ésta es la Unica muestra
disponible para el diagnostico y la identificacion
molecular definitiva del agente casual de la in-
feccion. La histopatologia en muchisimos casos
sélo reporta presencia de levaduras o hifas que
por sus caracteristicas morfolégicas son muy
dificiles de identificar %, Algunas limitaciones
que se encuentran todavia con los sistemas de
secuenciacién son la exigencia de personal muy
especializado y los elevados costos para los labo-
ratorios de rutina.

Medicion de susceptibilidad in vitro a los
antimicoticos

El Instituto de Estandares Clinicos (Clinical Labo-
ratory Standards Institute, CLSI), antes conocido
como el Comité Nacional de Estandares Clini-
cos (National Committee for Clinical Laboratory
Standards, NCCLS), convocdé a un subcomité
para desarrollar el método de susceptibilidad
utilizando macro y micro dilucién en caldo (do-

Tabla 4. Guia internacional para la interpretacién de las pruebas de
sensibilidad in vitro a los antimicéticos para Candida spp

a /mL
I

Punto de corte CIM en

Antimicético

Fluconazol <8 16 -32 >64
Voriconazol <1 2 4
Itraconazol 0.125 0.25-0.75 1
Anidulofungina 2 = 2
Caspofungina 2 - 2

SDD: Sensible Dosis Dependiente, NS: no sensible

Tomado del documento: National Committee for Clinical Laboratory
Standards. 2008. Reference method for broth dilution antifungal
susceptibility testing of yeast. Third informational supplement. M27-
S3. Clinical Laboratory Standards Institute, Wayne, Pa.

Reproduccién con autorizacion del CLSI ©7.
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cumento M27-A3) ¢ y el de difusion en disco
(documento M44-A) 8 para levaduras. En los
correspondientes procedimientos (documento
M27-S3) 7 estan descritos los puntos de corte
para siete antimicoticos sistémicos (fluconazol,
itraconazol, voriconazol, flucitocina, anidulofun-
gina, caspofungina y micafungina). Estos puntos
de corte estan dados con base en la correlacion
de las pruebas in vitro (concentracién inhibi-
toria minima—-CIM), con la respuesta clinica del
paciente, con parametros de farmacocinética y
con la farmacodinamia del medicamento. Estos
métodos son reproducibles y proporcionan da-
tos importantes al clinico para el oportuno su-
ministro de un tratamiento adecuado. Paralela-
mente, se han desarrollado otros métodos como
el EUCAST (Comité Europeo para las pruebas de
susceptibilidad a los antimicéticos) y comercia-
les como Yeast One Colorimetric®, VITEK 2 Yeast
susceptibility test® y Etest®, que tienen una bue-
na reproducibilidad y correlacion con los méto-
dos de referencia (documento M27- A3) ©9,

A pesar de que hay datos epidemiolégicos a esca-
la mundial y se podria con base en esto predecir
el comportamiento de las especies de Candida, en
algunas ocasiones ciertos aislamientos se escapan
a dichas predicciones y por ello es importante re-
saltar que existen diferencias de comportamiento
de la susceptibilidad a los antimicoticos segun la
region geografica, lo que hace necesario conocer
los patrones caracteristicos para cada institucion,
ciudad o pais 75859,

Datos del estudio de susceptibilidad in vitro al
fluconazol (FCZ) y al voriconazol (VCZ) por el
método de difusion en disco (documento M-
44A) 49 en aislamientos de especies de Candi-
da provenientes de pacientes hospitalizados en
las UCI de algunos hospitales de la ciudad de
Medellin, permitieron un acercamiento a la si-
tuacion local. Con respecto a la susceptibilidad
a estos dos antimicéticos, 78,3% y 94,0% de los
aislamientos fueron susceptibles al FCZ y al VCZ,

Infectio. 2010; 14(S2): S159-5171

respectivamente. En los aislamientos estudiados
se observo que 12,2% fueron susceptibles dosis
dependientes (SDD) al FCZ y 2,4% SDD al VCZ.
En cuanto a la resistencia (R), ésta fue del 9,5%
para el FCZy 3,6% para el VCZ. Cuando lo ante-
rior se analizé en el nivel de especies, se encon-
tré que para el FCZ C. albicans fue susceptible
en el 95,2% de los casos, seguida por, C. tropi-
calis en el 86% de los casos, C. parapsilosis en el
59,6%; las otras especies tuvieron un porcentaje
mayor de aislamiento SDD o necesitaron dosis
mas altas del antimicotico para responder al tra-
tamiento y R como era de esperar. Con respecto
al voriconazol, todas las especies presentaron
una susceptibilidad mayor al 94%, con excep-
cion de C. krusei que mostré SDD en 36,4% y R
en 18,2% de los casos ¥, Los datos de C. parap-
silosis con fluconazol y los de C. krusei con vori-
conazol confirmaron la existencia de diferencias
de comportamiento a los antifingicos segun la
region geografica reiterando la importancia de
estos estudios en el nivel local.
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