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Fluorescenciadirectae
Inmunofluorescencia indirecta en
extension leucocitaria para
diagnéstico de candidemia en pacientes
pediatricos. estudio comparativo
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El diagnéstico de candidemia por hemocultivo tiene baja sensibilidad, lo que
conlleva que pacientes inmunodeficientes y con factores de riesgo reciban
tratamientos empiricos potencialmente toxicos. Con el fin de conseguir un
diagndstico rapido y mas sensible, se han desarrollado pruebas de
fluorescencia para el diagnostico de candidemia. El objetivo de este estudio fue
comparar una prueba de inmunofluorescencia indirecta y otra de fluorescencia
directa con blanco de calcofluor en extensién leucocitaria para el diagnéstico
de candidemia. La inmunofluorescencia indirecta tuvo unos valores de
sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y negativo del 60%, 86%,
33% y 95%, siendo los de la fluorescencia directa del 90%, 80%, 35% y 99%,
respectivamente.

Candidemia, Inmunofluorescencia indirecta, Blanco de calcofluor

Direct fluorescent and indirect immunofluor escent
assay in buffy coat for candidemia diagnosisin
pediatric patients. a compar ative study

The diagnosis of candidemia by blood culture has poor sensitivity; therefore,
immunossupresed patients and those with risk factors may receive empirical
antifungal therapy, wich is potentially toxic. Fluorescent tests have been
developed to obtain an early and more sensitive diagnosis than blood culture.
The aim of this study was to compare indirect immunofluorescence vs direct
calcofluor white fluorescence in buffy coat for candidemia diagnosis. Sensitivity,
specificity, predictive values, of positive and negative samples were 60%, 86%,
33%, 95% and 90%, 80%, 35%, 99%, for indirect immunofluorescence and
calcofluor white, respectively.

Candidemia, Immunofluorescent assay, Calcofluor white

La candidiasis invasora es la micosis oportunista
mas frecuente, ocupando entre el tercero y el séptimo lugar
como causa de infecciones nosocomiales [4,20,23,34].
Afecta a pacientes inmunodeficientes, sobre todo con
factores de riesgo. La mortalidad es del 38 a 73% v,
por tanto, al existir sospecha de infeccidn, se recomien-
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dainiciar € tratamiento empirico para evitar complicacio-
nes [13,19,22,27,28,31,35].

El método habitualmente utilizado para e diagnés-
tico de candidemia es el hemocultivo, cuya sensibilidad
se sitla del 10% al 43% en comparacion con la necrop-
sia [1,2,33]. Otros métodos utilizados son la deteccién de
anticuerpos en suero con diversas técnicas (ELISA, inmu-
nodifusion, hemaglutinacion, etc.), pero los pacientes
inmunodeficientes pueden tener una respuesta humoral
erratica [9,14,16,21,26,30,33]. La deteccion de compo-
nentes o antigenos fangicos como manoproteinas, indice
D-arabinitol/L-arabinitol, (1 -3)-3-D-glucano, tienen sen-
sibilidades del 13% al 87%, pero en pacientes colonizados
|as pruebas pueden ser positivas[5,8,10,12,17,24,29,30,33].
Los ensayos con reaccién en cadena de la polimerasa para
la deteccion de Candida permanecen limitados al ambito
de lainvestigacion [3,6,15,18].

Se han desarrollado técnicas de fluorescencia sobre
extensiones leucocitarias que permiten tener resultados en
1 a 3 h. La inmunofluorescencia indirecta en un modelo



animal tuvo una sensibilidad del 60% comparada con la
necropsia, mientras que en pacientes la sensibilidad fue del
55% [7]. Reddy y cols. [25] evaluaron la fluorescencia
directa con blanco de calcofluor en extensiones leucocita-
rias de neonatos con candidemia, obteniendo una sensibi-
lidad del 61%.

Para comparar la eficacia de la inmunofluorescen-
ciaindirectay la fluorescencia directa en extensiones leu-
cocitarias para € diagndstico de candidemia se realizé un
estudio en el Hospital de Pediatria del Centro Médico
Nacional Siglo XXI del Instituto Mexicano del Seguro
Socia (IMSS). Fue aprobado por los comités de Investi-
gacion y Eticay cont6 con financiamiento del Fondo de
Fomento parala Investigacion del IMSS. El grupo de estu-
dio incluia desde recién nacidos hasta pacientes de 16 afios
de edad con sospecha de infeccion fungica a los que se
tomaron muestras heméticas para hemocultivo y extensio-
nes leucocitarias. Con los neonatos se utilizd una técnica
de microhemocultivo [32] y en pacientes mayores se uti-
liz6 el sistema BACTEC. Para la extension leucocitaria se
centrifugd 1 ml de sangre en tubo de Wintrobe a 4000 rpm
durante 7 min. Con una pipeta Pasteur se extrgjo € plasma
y setomo el concentrado leucocitario; en los casos en que
no se apreciaba capa leucocitaria se tomo la interfase entre
el plasmay los globulos rojos. De cada muestra sanguinea
se realizaron extensiones en portaobjetos y se fijaron por
calor. Las muestras fueron procesadas por duplicado para
la fluorescencia directa y para la inmunofluorescencia
indirecta. Se prepar6 el reactivo blanco de calcofluor 0,1%
(Fluorescent Brightener 28 M2R Sigma, EE.UU.) con azul
de Evans 0,04% (Sigma) [11]. Las extensiones leucocita-
rias se lavaron por inmersion dos veces durante 2 min en
PBS (tamp6n fosfato salino pH 7,4, Amresco, EE.UU.) y
se aplicd una gota de blanco de calcofluor sobre la exten-
sion leucocitaria que se cubrid con un cubreobjetos para su
observacién en un microscopio de fluorescencia (Nikon,
Japon) con un filtro Epi-FL V2A (BA 450/BM 430/EX
380-425) a 40x. La inmunofluorescencia indirecta se rea-
lizd segln la técnica descrita por Diaz y cols. [7]. Se uti-
[iz6 un primer anticuerpo (IgG de conejo, Sigma) dirigido
a Candida spp y un segundo anticuerpo (1gG de cabra,
Sigma) marcado con fluoresceina y dirigido contra € pri-
mer anticuerpo. Para la observacion al microscopio se uti-
[iz6 un filtro Epi-FL B2A (BA 520/DM 510/EX 450-490).
Las pruebas de fluorescencia se consideraron positivas al
observar levaduras o seudomicelios con pared celular bien
definida e intensamente fluorescentes. Se realizaron con-

Tabla 1. Valores diagnosticos de las pruebas evaluadas.

Pruebas de fluorescencia para el diagnéstico de candidemia
Flores Ruiz EM, et al.

troles positivos y negativos en cada procedimiento. Se
considero la existencia de candidiasis invasora €l aisla-
miento de Candida sp en una 0 mas de las siguientes prue-
bas: hemocultivo (candidemia), cultivo de punta de catéter
intravascular o la observacién del microorganismo en estu-
dios histopatol dgicos. Se calcularon la sensibilidad y espe-
cificidad, los valores predictivos y |as razones de probabi-
lidad e interval os de confianza al 95% para ambas pruebas
de fluorescencia. Se realizd el céalculo del indice Kappa
para evaluar la concordancia considerandose adecuada una
concordancia mayor que 0,61y p < 0,05.

Se incluyeron 86 pacientes con 97 episodios de
sospecha de candidemia (seis pacientes tuvieron mas de un
episodio). Se confirmo el diagndstico en diez: cinco por
hemocultivo, cuatro por cultivo de catéter intravascular y
en un caso de necropsia con diagndstico de neumonia por
Candida con cultivos negativos. Las especies aisladas
correspondieron en cuatro casos a Candida albicans, en
dos a Candida glabrata, en dos a Candida krusei y en uno
a Candida tropicalis. La fluorescencia directa fue positiva
en 26 de 97 muestras (Figura 1). Todos los casos de hemo-
cultivo y cultivo de catéter intravascular positivos para
Candida spp. fueron positivos por fluorescencia directa.
Lapruebafue negativaen el caso de neumonia diagnostica-
dapor necropsia. La sensibilidad fue del 90% y |a especifi-
cidad del 80% (Tabla 1). Lainmunofluorescencia indirecta
fue positiva en 18 de 97 muestras (Figura 2), incluyendo
tres de los cinco aislamientos de hemocultivo y tres de los
cuatro aislamientos de catéter intravascular, y negativa en
el caso diagnosticado por necropsia. La sensibilidad fue
del 60% y la especificidad del 86% (Tabla 1). La concor-
dancia (k) entre ambas pruebas fue de 0,65 (p < 0,001).

El diagndstico de la candidemia es dificil, la sensi-
bilidad del hemocultivo es bgja[1,2] y las pruebas serol 6-
gicas pueden ser positivas en sujetos colonizados. En este
estudio se compararon dos pruebas de fluorescencia sobre
extensiones leucocitarias, encontrando una mayor capaci-
dad de deteccion que la de los cultivos, con un buen nivel
de sensibilidad y especificidad. La sensibilidad fue mayor
para la fluorescencia directa, probablemente debido a la
afinidad que tiene el blanco de calcofluor por la quitina'y
la celulosa de la pared fungica. Ambas pruebas son réapidas
y tienen mejor desempefio que el hemocultivo en € diag-
nostico de candidemia. La fluorescencia directa puede ser
una alternativa rapida para el diagnostico de la candidemia
si consideramos la mayor sensibilidad y 1a menor probabi-
lidad de error inherentes a la técnica.

Fluorescencia directa

Inmunofluorescencia indirecta

% IC 95% RV % IC 95% RV
Sensibilidad 90 72-100 4,5 60 30-90 4,2
Especificidad 80 72-88 0,12 86 79-93 0,46
Valor predictivo positivo 35 17-53 NC 33 12-54 NC
Valor predictivo negativo 99 97-100 NC 95 91-99 NC
Exactitud 81 74-88 NC 83 76-90 NC
Prevalencia 10 NC NC 10 NC NC

IC: intervalo de confianza
RV: razén de verosimilitud
NC: no calculado
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