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RESUMEN

La candidemia es una de las micosis oportunistas mas frecuentes en todo el mundo. El escaso nimero
de estudios epidemiolégicos llevados a cabo en América Latina indica que las tasas de incidencia en esta
regién son mayores que las descritas en el hemisferio norte. A menudo el diagnéstico de la infeccién se
establece tardiamente, lo que afecta al inicio del tratamiento antimicético. Por esta razén, para el diag-
noéstico y el manejo de la candidemia esta justificada una estrategia mas cientifica, basada en parametros
especificos.

Recomendaciones para el diagnéstico y manejo de la candidemia constituye una serie de articulos preparados
por miembros del grupo Latin America Invasive Mycosis Network. Su objetivo es proporcionar las mejores
evidencias disponibles para el diagnéstico y el manejo de la candidemia.

El presente articulo, Recomendaciones para el diagnéstico de la candidemia en América Latina, ha sido
redactado con el objetivo de brindar asesoramiento a los profesionales de la salud en lo referente al
diagnéstico de la candidemia en pacientes que la padecen o estan en riesgo de padecerla.

Mediante la base de datos PubMed se emprendi6 una bisqueda informatizada de los estudios publicados.
Los miembros del grupo revisaron y analizaron exhaustivamente los datos. El grupo también se reunié
en 2 ocasiones para proponer preguntas, abordar los puntos de vista conflictivos y deliberar sobre las
recomendaciones terapéuticas.

Recomendaciones para el diagnéstico de la candidemia en América Latina incluye diversas recomendacio-
nes sobre aspectos relacionados con los métodos diagnésticos para la detecciéon de la candidemia, la
identificacién de las especies de Candida y las pruebas de sensibilidad antifiingica. Se expone también la
disponibilidad de los métodos, sus costes y el marco en el que se aplican los tratamientos.

Este manuscrito es el primero de los articulos de esta serie dedicada al diagndstico y tratamiento de
las candidiasis invasoras. Otras publicaciones de esta serie son Recomendaciones para el diagnéstico de
la candidemia en adultos en América Latina, Recomendaciones para el manejo de la candidemia en nifios en
América Latina, y Recomendaciones para el manejo de la candidemia en neonatos en América Latina.

Este articulo estd publicado en inglés en este mismo niimero. Puede encontrarlo en http://dx.doi.org/

10.1016/j.riam.2013.05.008
© 2013 Revista Iberoamericana de Micologia. Publicado por Elsevier Espafia, S.L. Todos los derechos
reservados.

Véase contenido relacionado en DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.riam.2013.05.008
* Cémo citar este articulo: Colombo AL, et al. Recommendations for the diagnosis of candidemia in Latin America. Rev Iberoam Micol. 2013;30:150-7.

* Autor para correspondencia.

Correo electrénico: colomboal@terra.com.br (A.L. Colombo).

1130-1406/$ - see front matter © 2013 Revista Iberoamericana de Micologia. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L. Todos los derechos reservados.

http://dx.doi.org/10.1016/j.riam.2013.05.009


dx.doi.org/10.1016/j.riam.2013.05.009
http://www.elsevier.es/reviberoammicol
http://dx.doi.org/10.1016/j.riam.2013.05.008
http://dx.doi.org/10.1016/j.riam.2013.05.008
http://dx.doi.org/10.1016/j.riam.2013.05.008
mailto:colomboal@terra.com.br
dx.doi.org/10.1016/j.riam.2013.05.009

A.L. Colombo et al / Rev Iberoam Micol. 2013;30(351):150-157 151
Recommendations for the diagnosis of candidemia in Latin America

ABSTRACT

Keywords: Candidemia is one of the most frequent opportunistic mycoses worldwide. Limited epidemiological

Recommendations studies in Latin America indicate that incidence rates are higher in this region than in the Northern

gé,‘“d'de,m'a Hemisphere. Diagnosis is often made late in the infection, affecting the initiation of antifungal therapy. A
iagnosis

more scientific approach, based on specific parameters, for diagnosis and management of candidemia in
Latin America is warranted.

‘Recommendations for the diagnosis and management of candidemia’ are a series of manuscripts that
have been developed by members of the Latin America Invasive Mycosis Network. They aim to provide a
set of best-evidence recommendations for the diagnosis and management of candidemia.

This publication, ‘Recommendations for the diagnosis of candidemia in Latin America’, was written to
provide guidance to healthcare professionals on the diagnosis of candidemia, as well as on the usefulness
and application of susceptibility testing in patients who have a confirmed diagnosis of candidemia.
Computerized searches of existing literature were performed by PubMed. The data were extensively
reviewed and analyzed by members of the group. The group also met on two occasions to pose questions,
discuss conflicting views, and deliberate on a series of management recommendations.
‘Recommendations for the diagnosis of candidemia in Latin America’ includes diagnostic methods used to
detect candidemia, Candida species identification, and susceptibility testing. The availability of methods,
their costs and treatment settings are considered.

This manuscript is the first of this series that deals with diagnosis and treatment of invasive candidiasis.
Other publications in this series include: ‘Recommendations for the management of candidemia in adults
in Latin America’, ‘Recommendations for the management of candidemia in children in Latin America’,
and ‘Recommendations for the management of candidemia in neonates in Latin America’.

Latin America

This article is also published in English in this issue. It can be found in http://dx.doi.org/10.1016/j.riam.

2013.05.008

© 2013 Revista Iberoamericana de Micologia. Published by Elsevier Espaiia, S.L. All rights reserved.

Desafios en el diagnéstico de la candidiasis invasiva

El diagnéstico de la candidiasis invasiva a menudo se efectia
tardiamente, lo que causa una demora en el inicio de la terapia
antimicoética. El diagnéstico tardio puede ser el resultado de signos
y sintomas clinicos inespecificos'®, como la precisién variable de las
pruebas diagnésticas disponibles?’, la demora en el crecimiento de
los cultivos de Candida'®, de que los hemocultivos no sean positi-
vos hasta las etapas avanzadas de la infeccién'®2°, del inadecuado
volumen de la muestra para los hemocultivos2°, o de los resulta-
dos negativos falsos debido al uso de agentes antimicéticos en la
profilaxis®>.

La superacién de estas dificultades para el diagnéstico puede
mejorar el tiempo requerido hasta instituir el tratamiento de la
infeccién por Candida. Aqui se brindan recomendaciones para el
diagnéstico de la candidiasis invasiva, incluyendo métodos para
detectar la infeccién, identificacién de las especies de Candida y
pruebas de sensibilidad in vitro a los antiftingicos.

Métodos para detectar la infeccion hematégena por Candida

Se puede alcanzar el diagnéstico a través de métodos convencio-
nales como el hemocultivoy la detecciéon de marcadores serolégicos
como el 1-3--D-glucano (BDG), el manano o anticuerpos antima-
nano. Los métodos diagnésticos mas nuevos incluyen lareaccién en
cadena de la polimerasa (PCR, Polymerase Chain Reaction) en mues-
tras de sangre o biopsia de tejido, y el enzimoinmunoensayo (ELISA,
Enzyme-Linked Inmunoabsorbent Assay) para detectar Candida.

Hemocultivo

El hemocultivo es el mejor método disponible para el diag-
néstico de la candidemia; sin embargo, es un procedimiento que
requiere mucho tiempo. Esto puede afectar el momento de ini-
cio de la terapia antimicética y contribuir a un incremento de
la morbimortalidad*°. El tiempo hasta la deteccién puede estar

influido por la especie de Candida. En un estudio retrospectivo,
el tiempo promedio hasta tener cultivos positivos de Candida
albicans y Candida glabrata fue de 35,3+18,1 y 80,0+£22,4h,
respectivamente!®. El tipo de medio utilizado para el cultivo
también puede influir sobre el tiempo hasta la deteccién. Una com-
paracién de un medio selectivo para hongos y un medio aerobio
estandar para el diagnéstico de candidemia mostré un ahorro sig-
nificativo de tiempo cuando se utilizé el medio especifico para
hongos, con un ahorro promedio de tiempo de 8,8 h para C. albicans
y 43,7 h para C. glabrata*®.

Como se menciond previamente, el hemocultivo es el gold
standard para el diagnéstico de la candidemia. Sin embargo, su sen-
sibilidad es variable>!. A fin de optimizar este método se deben con-
siderar cuidadosamente factores que pueden influir sobre la sensi-
bilidad (por ejemplo, el volumen de sangre, el nimero de cultivos
y el tiempo hasta la deteccion), asi como el tamafio del in6culo y el
tipo de frascos y medios de cultivo utilizados. En un estudio con 15
especies de Candida, los in6culos de mayor tamafio (10, 100, 1.000
células por frasco) brindaron una tasa de deteccién de crecimiento
del 70, 73 y 79%, respectivamente?’. Se ha observado una tasa simi-
lar de deteccién de Candida en frascos aerobios y micolégicos®274°,
que es mayor que la observada en frascos anaerobios®?’. El Grupo
de Trabajo recomienda el uso de frascos aerobios para el diagnés-
tico de la candidemia mediante hemocultivo dado que este es el
procedimiento estandar en todos los hospitales.

Sistemas de hemocultivo

Actualmente se dispone de varios sistemas de hemocultivo con
diferente sensibilidad. Hay métodos convencionales (manuales),
automatizados, y de lisis-centrifugacién. El uso de medios bifasicos
parece ser ligeramente mejor o equivalente al caldo de cultivo con-
vencional paralarecuperacion de levaduras®?. La sensibilidad de los
sistemas automatizados de hemocultivo, como BacT/ALERT, BAC-
TEC e Isolator esta influida por el tipo de medios y frascos de cultivo
utilizados?846, La técnica de hemocultivo con lisis y centrifugacién
es el método disponible mas sensible. Tiene un mejor rendi-
miento diagnéstico comparado con los sistemas de hemocultivo
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convencionales y reduce el tiempo de obtencién del resultado®®. Sin
embargo, la lisis-centrifugacién implica una alta carga de trabajo,
es de alto coste y tiene una alta tasa de contaminacion'®. Por este
motivo el Grupo de Trabajo considera que los sistemas de hemocul-
tivo automatizados constituyen la mejor opcién para el diagnéstico
de la candidemia.

Serologia

Actualmente se encuentran en desarrollo varias pruebas sero-
légicas para la deteccion de candidemia. Debido a la limitada
informacién sobre su valor diagnéstico, el Grupo de Trabajo no
puede efectuar recomendaciones sobre su uso. Estos métodos
incluyen el ensayo BDG®° y los ensayos de deteccién de manano y
de anticuerpos antimanano'#’. Una reciente revisién de métodos
serolégicos para el diagnéstico de candidemia en pacientes criticos
mostré una mayor sensibilidad diagnéstica con el uso combinado
de antigenos y anticuerpos’!.

BDG es un componente estructural de la pared celular de Can-
dida que podria ser de utilidad como biomarcador de candidemia.
Estudios que utilizaron el ensayo sérico de BDG para el diagnéstico
de candidemia informaron de tasas del 57 al 100% de sensibi-
lidad y del 44 al 92% de especificidad, superiores a las de los
hemocultivos®>. Sin embargo, el test de BDG es proclive a brin-
dar resultados falsos positivos por la contaminacién de (3-glucanos
con algunos antibiéticos y materiales2°. Las fuentes de B-glucanos
incluyen membranas de didlisis y filtros hechos de celulosa, produc-
tos especificos de inmunoglobulinas, restos de algoddon y esponjas
utilizadas en cirugias, asi como algunos farmacos (por ejem-
plo, lentinan, crestina, escleroglucano y esquizofilano)3°37°0.63 L3
deteccion de BDG ha sido ampliamente utilizada en investigacién
y aprobada por las agencias regulatorias de EE.UU. y Europa para
el diagnéstico de la infeccion por Candida. Sin embargo, debido a la
falta de disponibilidad y a los elevados costes es probable que muy
pocos centros de América Latina utilicen este ensayo. Teniendo en
cuenta su elevado valor predictivo negativo, la repeticién de las
pruebas con resultados negativos puede ayudar a descartar la can-
didemia. De todas maneras, por el momento no esta demasiado
claro de qué manera este test puede ser utilizado en la practica dia-
ria con el fin de ayudar al médico a decidir si se debe o no prescribir
un antimicético a un paciente conriesgo de desarrollar candidemia.

Deteccion de infecciones profundas por Candida

Estudios de imagen

La ecocardiografia ha demostrado ser una herramienta efec-
tiva para el diagnéstico de la endocarditis inducida por especies
de Candida', y las imagenes de resonancia magnética (RM) y
de tomografia computarizada (TC) han mostrado ser efectivas
como herramientas no invasivas para la identificacién de infec-
ci6n hepatoesplénica?®43. Aunque la RM y la TC son sensibles para
detectar microabscesos micéticos asociados a la candidiasis dise-
minada crénica (CDC), el requerimiento de imagenes repetidas
durante el curso de una infeccién limita su empleo. La ecogra-
fia asistida por ordenador ha mostrado ser exitosa para detectar
microabscesos en el higado o en el bazo, y puede ser repetida tan-
tas veces como sea necesario, lo que la convierte en un método
atil para la deteccion de CDC y el seguimiento de pacientes con la
mencionada candidiasis>®.

Biopsia

El diagndstico de infecciones por Candida a partir de muestras de
tejidos puede ser dificil. Estos microorganismos colonizan comun-
mente la piel y las membranas mucosas de los seres humanos y, por
lo tanto, el aislamiento de muestras superficiales (esputo, secrecio-
nes traqueales y orina) no es necesariamente una demostracién

de invasion®3. La infeccién organica profunda por Candida puede
requerir la biopsia de tejidos para establecer el diagnéstico, tal
como sucede en la neumonia producida por Candida; sin embargo,
las muestras de tejido pueden contener pocos microorganismos y
brindar un cultivo negativo®. La CDC se diagnostica a través de la
identificacién de estructuras micéticas en el microscopio o el creci-
miento de hongos en materiales de biopsia, dado que los cultivos de
sangre son positivos en menos de 20% de los pacientes con CDC*3,
Sin embargo, no siempre se puede detectar la presencia de Candida
en la biopsia, y en algunos pacientes no seria factible efectuar una
biopsia debido al riesgo de complicaciones*3. En pacientes en riesgo
que desarrollan lesiones cutaneas se utiliza la biopsia para confir-
mar el diagnéstico de infeccion diseminada; al igual que una biopsia
pulmonar confirmara el diagnéstico de neumonia mediante laiden-
tificacién de elementos micéticos invadiendo el tejido pulmonar.

Nuevas perspectivas

Recientemente se desarrollé un ELISA para la deteccién de un
antigeno de 65 kDa producido por C. albicans, Candida tropicalis y
Candida parapsilosis. En este estudio, esta nueva prueba diagnés-
tica detect6 el antigeno de 65 kDa en el 80% de los pacientes con
candidemia®. La aparicién de la PCR para la deteccién de acidos
nucleicos ha brindado un método alternativo mas rapido y mas
preciso que el hemocultivo para la deteccién de especies de Can-
dida en las muestras de sangre*!. Ademas, se ha utilizado la PCR
para la deteccién de Candida en muestras de biopsia en pacientes
con CDC%2:39,

Un reciente metaandlisis que incluyé 54 estudios encontrd
resultados positivos por PCR en el 85% (78-91%) de los pacientes
con candidemia confirmada o posible, en comparacién con apenas
un 38% (29-46%) de aquellos con hemocultivos positivos®. Se ha
mejorado la sensibilidad de la PCR para detectar la candidemia con
el uso de muestras de suero y plasma en comparacién con sangre
entera. En un estudio se detect6 ADN de Candida en el 71% de las
muestras de sueroy en el 75% de las muestras de plasma, en compa-
racién con el 54% de las muestras de sangre entera*'. Una limitacién
de este ensayo es la incapacidad para detectar ADN fiingico en el
25% de las muestras de sangre entera obtenidas al mismo tiempo
que las muestras positivas de hemocultivo*!.

Se han informado resultados que eran falsamente positivos o
negativos cuando se utilizé la PCR para la deteccién de Candida en
muestras clinicas de sangre, orina y liquido peritoneal’. Otro estu-
dio describi6 resultados positivos falsos en 2 pacientes que habian
sido tratados con antimicéticos azélicos, lo que puede indicar que la
PCR tenia capacidad de detectar microorganismos no viables que no
son recuperados por cultivo?!. Comparada con los métodos de anti-
genos y anticuerpos, la PCR tiene mejor sensibilidad y especificidad
diagnosticas'!. A pesar de esto, no existe una estandarizacion inter-
nacional para este método y no hay pruebas de PCR comercialmente
disponibles para el diagndstico de las candidiasis. En consecuencia,
los ensayos de PCR no son una herramienta fiable para ser usa-
dos en los laboratorios clinicos con el fin de identificar de manera
temprana a los pacientes con candidemia.

Métodos para la identificacién de Candida

Es importante la identificacién precoz de la especie para iniciar
la terapia antimicética apropiada o para modificar la terapia anti-
fingica en curso. Se puede identificar la especie mediante uno o
mas de los siguientes métodos: tincién y examen directo conven-
cional, identificacién mediante la prueba del tubo germinativo o
colonias crecidas en medios cromogénos, panel de identificacién de
MicroScan Yeast, sistemas comerciales manuales (por ejemplo, API
20Cy API 32C), sistemas comerciales automatizados (por ejemplo,
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Sumario de recomendaciones para métodos de
diagnéstico en la candidiasis invasiva

1. EI hemocultivo es el gold standard como método para el
diagnostico de candidiasis invasiva.

2. Se recomiendan los frascos aerobios y los sistemas de
hemocultivo automatizados para una 6ptima sensibilidad.

3. Debe identificarse la especie a la que pertenecen los aisla-
mientos clinicos de Candida.

Otras recomendaciones sobre métodos diagnésticos

1. Los estudios de imagenes (por ejemplo, ecocardiografia,
RM y TC) pueden desempenar un papel en el diagndstico
de la endocarditis y la CDC.

2. Se puede considerar la histopatologia y/o la microscopia
directa para el diagndstico de infecciones profundas por
Candida, tanto para CDC o neumonia. En caso de CDC un
examen microscopico negativo no indica la ausencia de
enfermedad.

VITEK 2), identificacién molecular con PCR, Matrix-Assisted Laser
Desorption Ionization Time-Of-Flight (MALDI-TOF) o hibridizacién
fluorescente in situ de acidos nucleicos peptidicos (Peptide Nucleic
Acid-Fluorescent In Situ Hybridization [PNA-FISH]).

Tincién y examen directo convencional

En general, la microscopia directa, utilizando diferentes tincio-
nes, es un método relativamente rapido y barato para identificar
inicialmente un patgeno como una levadura o una bacteria'”. En
pacientes con infecciones profundas por Candida la identificacién
microscépica de elementos micéticos en el material de biopsia o
el crecimiento de hongos a partir de dichas biopsias se considera
el gold standard para el diagnéstico de CDC32 o de la neumonia
por Candida. También puede ser (til para el diagnéstico de candi-
diasis hematdgena en pacientes que desarrollan lesiones cutaneas
secundarias a la diseminacién de Candida.

El diagnéstico microbiolégico de infecciones filingicas por
microscopia directa de cortes de tejidos se realiza generalmente
utilizando preparaciones en fresco (con hidréxido de potasio o
blanco de calcofluor) y tinciones de Gram, Wright o Giemsa*®. En
las muestras se debe examinar la presencia de levaduras pequeiias,
redondas u ovales, con gemaciones de pared delgada, que se obser-
van agrupadas y con ramificaciones de seudohifas®?; sin embargo,
otros tipos de hongos también pueden mostrar esta morfologia. Por
tal motivo, puede ser necesaria la realizacién de otros examenes
para excluir otros géneros de hongos. La capsula de Cryptococcus
puede ser visualizada como un halo rojizo evanescente con la tin-
cién de Gram, y la observacion de artroconidias puede indicar la
presencia de Trichosporon®3. Es importante tener en cuenta que
un examen microscépico negativo no excluye necesariamente una
infeccién?38,

Peptide nucleic acid-fluorescent in situ hybridization

El PNA-FISH es un novedoso método molecular que ayuda a la
rapidaidentificacién de las especies mas relevantes clinicamente de
Candida®®. Después de realizada una tincién de Gram para compro-
bar la presencia de Candida, se pueden estudiar las preparaciones
con PNA-FISH: se observara una fluorescencia que es especifica para
determinadas especies de Candida. A pesar de que es un test 1til,
la necesidad de emplear microscopia fluorescente y el coste de los
reactivos limita el uso de este ensayo en los laboratorios clinicos en
América Latina.

Examen fenotipico del cultivo

Deteccion rdpida
El examen de la produccién del tubo germinativo es un método
facil y rapido para la identificacién presuntiva de C. albicans®’.

Medios cromégenos

En América Latina, el Grupo de Trabajo recomienda el uso del
medio CHROMagar Candida para la identificacién de Candida dado
que es mas preciso, aunque también se dispone de otros medios
cromdégenos de menor coste (por ejemplo, el medio comercializado
por Oxoid). En un estudio, el medio CHROMagar Candida permiti6
la identificacién de la especie en el 93% de los cultivos obteni-
dos, con una precision de hasta el 92% a las 48 h. El coste de esta
técnica fue similar al de los métodos convencionales, por lo que
es un método de examen que puede ser sufragado por laborato-
rios de paises con recursos limitadosC. Una restriccién del método
CHROMagar Candida es la falta de un amplio rango de colores, lo
que reduce la identificaciéon a un ndmero limitado de especies.
Esto incluye C. albicans (indistinguible por este método de Can-
dida dubliniensis), C. tropicalis y Candida krusei. Los aislamientos de
C. glabrata, C. parapsilosis, Candida guilliermondii, Candida kefyr y
Candida lusitaniae tienen tonos variables en CHROMagar Candida,
desde un blanco grisdceo hasta el rosa que son dificiles de definir
dado que son tonos pasteles muy similares y no son especificos
de ninguna de las especies®®. Esta limitacién subraya la necesi-
dad de métodos alternativos para una identificacién mas exacta de
las especies de Candida®. Al realizar el cultivo de muestras biologi-
cas o de levaduras previamente aisladas en medios cromégenos es
importante comprobar la presencia de cultivos mixtos que podrian
indicar infecciones por mas de un hongo patégeno.

CHROMagar Candida se prepara de acuerdo a las instrucciones
del fabricante y se vierte en tubos de ensayo o placas de Petri esté-
riles, permitiendo que se convierta en un gel. Las placas preparadas
con el medio de cultivo pueden ser guardadas durante 24 h a tempe-
ratura ambiente o durante un mes si se conservan en refrigeraciéony
protegidas de la luz y la deshidratacién®. Si son refrigeradas, las pla-
cas deben ser calentadas hasta alcanzar la temperatura ambiente
hasta lainoculacién de la muestra, efectuada mediante surcos sobre
la placa e incubacién a 30-37 °C durante 48 h°. La identificacién de
las especies se basa en el color de las colonias (tabla 1)29°2,

Pruebas fenotipicas para la identificacion de Candida

Es esencial que se identifiquen la especie de todos los aislamien-
tos que causan infecciones flingicas invasivas. La identificacién de
las especies puede ser determinada mediante los siguientes méto-
dos.

Meétodos cldsicos caseros

Es posible verificar el perfil bioquimico de los aislamientos de
levaduras utilizando pruebas caseras de fermentacién y asimila-
cién de azicares. Varios laboratorios en América Latina preparan
sus propios paneles de pruebas bioquimicas, que incluyen de 7 a
12 azicares diferentes para asimilacién y fermentacién. Los resul-
tados de dichos ensayos pueden ser comparados con los descritos

Tabla 1
Color de las colonias segiin la especie tras incubacién durante 2 dias en medio
CHROMagar Candida a 37°C

Especies Color y morfologia>?

Verde

Azul oscuro a azul grisaceo (con un halo rosa en el agar)
Rosa palido a ptrpura (de tono intenso y bordes mas
palidos) y de textura seca

Candida albicans
Candida tropicalis
Candida krusei
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endiferentes bases de datos existentes en libros de texto para deter-
minar la especie.

Sistemas comerciales manuales

El perfil bioquimico de los aislamientos clinicos que se desea
identificar puede ser comprobado mediante pruebas comercia-
les. Varios sistemas brindan diferentes parametros asociados al
crecimiento de las colonias y de la utilizacién de algiin sustrato par-
ticular. Algunos detectan cambios en la turbidez al comparar con
un pocillo de control (por ejemplo, API 20C AUX y API 32C), mien-
tras que otros utilizan la produccién o cambio de un determinado
color en una serie de pocillos (por ejemplo, API Candida, Auxacolor
y Uni-Yeast-Tek)'8. Estas pruebas brindan resultados precisos para
las especies mas comunes de Candida, pero no son tan fiables para
laidentificacién de las especies menos comunes. La precisién de los
resultados depende en gran medida del nimero de ensayos dispo-
nibles en cada sistema comercial, asi como de su base de datos (que
puede ser limitada o amplia).

Sistemas comerciales automatizados

VITEK 2 es un instrumento completamente automatizado que
utiliza una tecnologia fluorescente para la identificacién de levadu-
ras y seudolevaduras en 15 h?“. La tarjeta fluorométrica inicial ha
sidoreemplazada por una tarjeta colorimétrica con el fin de ampliar
la base de datos?. El panel de identificacion de levaduras MicroScan
es un sistema de microdilucién para la identificacién de levaduras
en 4 h. Tiene una tasa de éxito del 94% para la identificacién de 22
especies de Candida*>°.

Identificacion molecular

Como se mencioné previamente, la PCR puede ser utilizada para
la deteccién de acidos nucleicos flngicos. También puede servir
para identificar especies de Candida en muestras de sangre, con
una reduccion del tiempo de identificacion de las especies a 7h en
comparacién con una media de 3,5 dias con los métodos fenotipi-
cos habituales®®. Ademas, la PCR puede detectar la presencia de mas
de una especie de Candida en un mismo paciente, mientras que los
hemocultivos suelen demostrar solamente una especie. La capaci-
dad de detectar e identificar mas de una especie de Candida influye
sobre el tratamiento y los resultados, particularmente cuando una
de las especies es resistente a los compuestos azélicos'4.

Nuevas perspectivas (proteémica)

Se han utilizado sistemas de espectrometria de masa (MALDI-
TOF) para la identificacién de Candida en menos de 30 min con una
identificacién correcta de hasta el 91%20. Se ha demostrado que el
sistema MALDI-TOF tiene una tasa de éxito del 100% para la identifi-
cacién de aislamientos de Candida, frente al 92% utilizando métodos
bioquimicos (VITEK 2 y API C AUX)*2.

La disponibilidad de métodos especificos de diagndstico para la
deteccion e identificacién de una candidemia depende del marco
clinico. Para los hospitales pequefios que no atienden a pacien-
tes trasplantados ni tratan a muchos pacientes hematolégicos o
inmunodeficientes, el requerimiento minimo sugerido por el Grupo
de Trabajo para la identificacién de levaduras es la capacidad de
evaluar la micromorfologia de las colonias complementada con
la bisqueda de las principales especies de Candida utilizando
el medio CHROMagar Candida, alguna prueba comercializada o
un método casero para realizar las pruebas bioquimicas. En los
hospitales terciarios, ademas de la micromorfologia y del CHRO-
Magar Candida, se recomienda la identificacién mediante sistemas
comerciales manuales (API 20C, API 32C), sistemas comerciales
automatizados (VITEK 2) o métodos moleculares. Se debe con-
siderar el uso de métodos moleculares para la identificacion de

patégenos emergentes cuando las herramientas convencionales
brinden una identificacién inconsistente y cuando se debe iden-
tificar un brote de infecciones fiingicas.

Sumario de recomendaciones para la identificacion de
especies de Candida

1. El Grupo de Trabajo recomienda, como minimo reque-
rimiento, la observacion de la micromorfologia de las
colonias complementada con la macromorfologia utilizando
el medio CHROMagar Candida.

2. Para hospitales secundarios se recomienda la identifica-
cion de las especies utilizando uno o mas de los siguientes
métodos:

a) Micromorfologia de las colonias.

b) Macromorfologia (medio CHROMagar Candida).

c) Pruebas bioquimicas.

I) Métodos convencionales caseros.
1) Sistemas comerciales manuales con unabase de datos
limitada (por ejemplo, Auxacolor y Uni-Yeast-Tek).

3. Paralos hospitales de nivel terciario donde se tratan pacien-
tes trasplantados, hematolégicos o inmunodeficientes, el
Grupo de Trabajo recomienda como requerimiento minimo
lo siguiente:

a) Micromorfologia complementada por pruebas bioqui-
micas (APl 20C, API 32C, VITEK 2 o MicroScan Yeast
Identification Panel).

b) Métodos moleculares en situaciones especificas.

4. Se deben considerar los métodos moleculares (PCR y
MALDI-TOF) para laidentificacion de patdgenos emergentes
y cuando se investigan brotes de infeccion fungica.

Métodos para pruebas de sensibilidad in vitro a los
farmacos antifiingicos

Es importante tener en cuenta que la identificacién de las
levaduras siempre debe tener prioridad sobre las pruebas de
sensibilidad. El conocimiento local de la sensibilidad de los ais-
lamientos clinicos a los antimicéticos puede influir en la eleccién
del tratamiento. El Grupo de Trabajo alienta la colaboracién entre
laboratorios cuando se realizan pruebas de sensibilidad, ya que
esto se traduce en una reduccién de costes y un incremento de
la precision.

Si se efectian pruebas de sensibilidad se debe tener en cuenta
que todavia hay algunas controversias respecto a la definicién de los
valores de corte clinico para las equinocandinas y la anfotericina B.
Las pruebas de deteccion de resistencia a fluconazol brindan resul-
tados mads fiables en comparacién con otros agentes antiftingicos.
Existen varias pruebas de sensibilidad in vitro para Candida. Entre
estas se incluyen métodos como el M27-A del Clinical and Labora-
tory Standards Institute (CLSI) y el EDef 7.1 del European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST), métodos de difu-
sién de disco (por ejemplo, el M44-A del CLSI), sistemas comerciales
diversos (Fungitest, Sensititre YeastOne, Etest y Neo-Sensitabs) y
otros métodos como la citometria de flujo y el VITEK 2.

Meétodos de referencia para pruebas de sensibilidad de Candida

El método M27-A de dilucién en caldo fue aprobado por el CLSI
en 1997°4, y actualmente se le conoce como el método CLSI'. El
método de dilucién en caldo del EUCAST®! es conocido como EDef
7.1. Tanto el M27-A del CLSI como el EDef 7.1 del EUCAST espe-
cifican el tamafio del in6culo, los medios de cultivo, la duracién y
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temperatura de incubacién, y la lectura de los valores finales para
los farmacos examinados (tabla 2).

Aunque con el método EDef 7.1 se obtienen habitualmente valo-
res de concentracién inhibitoria minima (MIC, minimum inhibitory
concentration) ligeramente inferiores!®°°, ambos métodos brindan
similares resultados, lo que indica que ambas metodologias no tie-
nen dificultad para obtener estandares uniformados de pruebas de
sensibilidad antiftingica. Sin embargo, estos métodos son de alto
costey representan una elevada carga de trabajo. Por lo tanto, su uso
en los laboratorios de hospitales es actualmente limitado. Muchos
laboratorios hospitalarios prefieren utilizar productos comercial-
mente disponibles que parecen ser mas rapidos y mas precisos que
el método M27-A.

El método difusion de disco (M44-A del CLSI) brinda una zona de
inhibicién del crecimiento fiingico alrededor del disco, una medi-
ciéon que puede ser correlacionada con el valor de MIC. Para el
fluconazol se ha demostrado una buena correlacién entre las prue-
bas de sensibilidad basadas en disco y el método de referencia
M27-A%*>4 Este método no es muy utilizado en América Latina, ya
que los discos de fluconazol y voriconazol tienen una distribucién
limitada.

Pruebas de sensibilidad comerciales

Es importante tener en cuenta que algunos de los produc-
tos comerciales que se presentan en esta seccion quiza no estén
actualmente comercializados en América Latina. Los sistemas
comerciales de valoracién de MIC basados en caldos incluyen Can-
difast, Integral Systems Yeasts y Fungitest. Sin embargo, estos
métodos muestran una correlacién limitada con el método de refe-
rencia M2-7 A%,

El Sensititre YeastOne genera una respuesta colorimétrica. Este
método tiene una concordancia > 85% con el método de referen-
cia M27-A>4, y del 92% con el método de referencia EDef 7.1'3,
Un trabajo reciente mostr6 una alta concordancia entre Sensititre
YeastOne y el método del EUCAST, con una concordancia basica
(global) > 95,5%, segtin el antimicético examinado'2.

El E-test es una prueba de sensibilidad antimicrobiana que ha
sido adaptada para ser utilizada con agentes antifiingicos. En este
sencillo método el hongo es inoculado en la superficie de una
placa de agar sobre la que se coloca una tira plastica que contiene

Tabla 2

Caracteristicas de las pruebas de sensibilidad a los antiftingicos del CLSI'y del EUCAST

un gradiente de concentraciones del antimicético. Después de la
incubacién de un hongo sensible se puede observar una zona de
inhibicién y el valor de MIC se lee en el punto en el que la zona
intersecciona con la tira®!. Se ha descrito como aceptable la corre-
lacién entre el método E-test y los métodos de referencia M27-A
y EDef 7.1 para la mayoria de las especies de Candida y para los
antifiingicos azélicos!3°4,

Neo-Sensitabs es un sistema comercial basado en discos o table-
tas. Los resultados de este sistema no se correlacionan bien con los
métodos de referencia M27-A y EDef 7.1134,

Otros métodos para valorar la sensibilidad

Desde hace largo tiempo se reconoce el uso de la citometria de
flujo como una herramienta potencial para el estudio de la sensi-
bilidad a los antiftingicos, y se ha descrito que brinda resultados
rapidos en comparacion con los métodos de referencia®#°°. El sis-
tema VITEK 2, utilizado para la identificacién de levaduras, también
puede ser empleado para el estudio de la sensibilidad. Un estu-
dio comparativo encontré una excelente concordancia (del 92 al
98,2%) entre VITEK 2 y el método de referencia M27-A para la deter-
minacién de los valores MIC a los antimicéticos; sin embargo, se
observaron discrepancias entre las especiesS.

Sumario de recomendaciones para pruebas de sensibi-
lidad de Candida

1. La identificacion de las levaduras siempre debe tener prio-
ridad sobre las pruebas de sensibilidad.

2. Los laboratorios deben colaborar entre si a fin de reducir los
costes e incrementar la precision de las pruebas.

3. Se recomiendan las pruebas de sensibilidad al fluconazol
para los hospitales de atencion terciaria.
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Caracteristica M27-A3 de CLSI'®

EDef. 7.1 de EUCAST®!

Indicado para Levaduras
Inéculo 0,5x 10% a 2,5 x 103 UFC/ml

Levaduras fermentativas
0,5 x 10° a 2,5 x 10° UFC/ml

Estandarizacién del inéculo
Medio de prueba

Formato

Temperatura

Duracién de la incubacién
Resultado

Control de calidad de los
aislamientos y los farmacos

Espectrofotométrica, con estandar de referencia de
BaSO4 (turbidez de 0,5 en la escala de McFarland)
RPMI 1640, pH 7,0 con buffer MOPS 0,165 M

Macrodiluciéon o microdilucion

35°C

24-48h

Pocillo é6pticamente claro para anfotericina B,
reduccién de aproximadamente el 50% en crecimiento
visible (prueba de microdilucién con flucitosina,
equinocandinas y azoles®)

Dos aislamientos de Candida frente a anfotericina B,
flucitosina, azoles?, caspofungina y anidulafungina

Espectrofotométrica, con estandar de referencia de
BaSO4 (turbidez de 0,5 en la escala de McFarland)
RPMI 1640, pH 7,0 con buffer MOPS 0,165 M y glucosa
2% wWlv

Microdilucién

35°C

24 h (Candida)

Pocillo 6pticamente claro para anfotericina B,
reduccién de aproximadamente el 90% en crecimiento
visible; para anidulafungina, caspofungina, flucitosina
y azoles?

El resultado de MIC es la concentracion mas baja del
farmaco en el que se reduce el 50% o mas el
crecimiento de los aislamientos en comparacién con el
control (MIC-2 o >50%)

Candida parapsilosis ATCC 22019 y Candida krusei ATCC
6258

Adaptada de Rodriguez-Tudela et al.>®

CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute; EUCAST: European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing; MIC: concentracién minima inhibitoria; MOPS:
acido 3-(N-morfolino) propanosulfénico; RPMI: Roswell Park Memorial Institute; UFC: unidades formadores de colonias; w/v: peso/volumen.
2 Fluconazol, voriconazol, ketoconazol, itraconazol, ravuconazol y posaconazol.
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