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RESUMEN EN ESPANOL

El término Enfermedad Fungica Invasora (EFI) fue recientemente definido e
incorporado por El Grupo Colaborativo de Infecciones Fungicas Invasoras de la
Organizacion Europea para la Investigacion y Tratamiento del Cancer en
conjunto con su par de Estados Unidos de América, el Grupo de Estudio de
Micosis del Instituto Nacional de Alergias y Enfermedades Infecciosas
conocidos por la sigla EORTC/MSG para resaltar la condicion de enfermedad
producida por la infecciéon causada por hongos (11), por lo cual este término se
incluye en esta revision. Asi, la EFl es una patologia con alta letalidad, su
incidencia ha aumentado notablemente en los ultimos afios, por lo que el
diagnéstico oportuno permite un tratamiento temprano. Igualmente, la
EORTC/MSG clasifico los episodios de infeccidn fungica en categorias posible,
probable o demostrada, dentro de esta Ultima categoria el método diagndstico
incluye las tinciones y/o cultivos que demuestren levaduras u hongos
filamentosos en sangre o muestra clinica de cavidad estérii o estudio
histol6gico con evidencia de invasién fangica. Estas técnicas presentan
diversas limitaciones por lo que se viene incrementando el desarrollo de
meétodos de identificacion molecular basados en la amplificacion de acidos
nucléicos del microorganismo responsable de dichas micosis; dentro de estos
métodos se encuentra la Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
gPCR (quantitative polymerase chain reaction) que ha demostrado tener una
alta sensibilidad y especificidad para detectar diferentes microorganismos.

El presente estudio evalu6 el valor diagndstico de este método para detectar
hongos de los géneros Candida, Histoplasma y Cryptococcus en muestras
biolégicas humanas realizando una revisidén sisteméatica de la literatura y el
correspondiente metandlisis. La busqueda de la informacion se realiz6 en

diferentes bases de datos electronicas utilizando las palabras claves



Cryptococcus, Histoplasma, Candida, Real Time Polymerase Chain Reaction,
gPCR, en espafol, inglés y portugués. Para garantizar la calidad de la
informacion, los estudios debian describir la poblacion, la muestra clinica, la
cantidad de muestra analizada, la técnica utilizada para la extraccion del acido
nucléico, el disefio de los cebadores, la descripcion del gen o de la secuencia
blanco, el estudio de comparaciéon con metodo de referencia, la descripcion del
grupo control, y los datos para calcular la sensibilidad y especificidad; el
namero de muestras clinicas analizadas debia ser superior a 25 en cada
estudio. La busqueda inicial arrojé un total de 3.263 referencias, a las que se
les aplico criterios de inclusion y exclusion. Diez articulos originales cumplieron
las caracteristicas mencionadas.

Se obtuvo una sensibilidad clinica global de 0,850 (0,780-0,900); una
especificidad global de 0,980 (0,970-0,990) con un intervalo de confianza de
95%.

Conclusion: el método de deteccidbn de hongos agentes causantes de EFI,
debe ser aquel que sea capaz de detectar el microorganismo en fases
tempranas de la enfermedad, para que se reduzca la alta mortalidad en los
pacientes inmunocomprometidos y en particular los neutropénicos. Los valores
predictivos en este caso juegan un papel muy importante; en este estudio la
gPCR presenté valores superiores a 0,80 utilizando casos probados, por lo que
no se puede inferir a los casos que define la EORTC/MSG, como probables y

posibles.

PALABRAS CLAVES: Cryptococcus, Histoplasma, Candida, Real Time
Polymerase Chain Reaction, gPCR, EFI.

INTRODUCCION

La incidencia de la Enfermedad Fangica Invasora (EFI) se ha incrementado en
los ultimos afios (12, 13), ésta afecta principalmente y de forma directa a
personas con compromiso en su inmunidad (14, 15), como es el caso de los
pacientes infectados con el virus de la inmunodeficiencia humana VIH (16-18),
pacientes con enfermedades hematolégicas malignas (19), o se presentan

después de tratamientos quirdrgicos mayores (20), terapia antirretroviral,



quimioterapia, trasplantes de oOrganos solidos (21), tratamientos
antimicrobianos de amplio espectro (22) o por la implantacion de alimentacion
parenteral (23, 24). Es asi como un numero importante de hongos,
considerados como simbiontes (25), se vienen identificado como agentes
causales de infecciones en el humano.

Junto a estas micosis invasoras u oportunistas, coexisten otras micosis,
causadas por hongos muy adaptados a la supervivencia en los tejidos
infectados. Algunas de ellas se comportan como micosis profundas, y se
caracterizan porque se distribuyen en determinadas zonas geogréficas, donde

resultan endémicas (26).

Este tipo de micosis ocasionan cuadros dificiles de reconocer, debido a que los

signos clinicos, y sintomas son a menudo inespecificos (27).

El diagndstico microbioldgico convencional de las EFI se basa en el aislamiento
e identificacion de los hongos responsables, empleando medios de cultivo
idoneos (28-30), este método puede requerir entre 48 y 72 horas o varias
semanas antes de ofrecer un resultado dependiendo del microorganismo
implicado (31). Debido a esta limitacion se han desarrollado métodos de
deteccion de antigenos y anticuerpos, deteccion de metabolitos como el D-
arabinitol, D-manitol, 1-3-B-glucano y métodos enzimaticos que permiten
mejorar la oportunidad del diagndstico fungico; sin embargo, cada una de éstas
técnicas presentan diversas limitaciones, presentando resultados falsos
positivos y negativos que deben tenerse en cuenta para obtener su maximo
rendimiento (28).

De igual forma desde hace mas de dos décadas se vienen reportando estudios
que utilizan los principios de la biologia molecular para amplificar el material
genético de dichos microorganismos (3, 32-34). Dentro de estos métodos se
encuentra la Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, Polymerase Chain
Reaction), que se caracteriza por su rapidez, sensibilidad y robustez, sin
embargo, la normalizacion y la validacion todavia no se han alcanzado para

estas plataformas (11, 35, 36).



A pesar de esta limitacion, se ha observado que dichas técnicas presentan una
sensibilidad, especificidad y oportunidad diagndstica superior a los métodos de
referencia tradicionales, pudiendo ademas cuantificar la cantidad del
microorganismo en la muestra analizada. Es por eso que con el presente
Metandlisis se pretende determinar el valor diagndstico del método molecular
Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real (qPCR) para
detectar hongos de los géneros Candida, Histoplasma y Cryptococcus

causantes de EFI.



OBJETIVO GENERAL

Determinar el valor diagndstico de la técnica molecular gPCR para identificar la
presencia de hongos de los géneros Candida, Histoplasma y Cryptococcus en
muestras clinicas de pacientes humanos segun lo reportado en la literatura
cientifica en el periodo 2000-2012.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Describir y evaluar los resultados obtenidos en los estudios sobre la
utilidad del método molecular gPCR en el diagnéstico de EFI
ocasionada por hongos de los géneros Candida, Histoplasma y
Cryptococcus en muestras biolégicas.

2. Calcular la sensibilidad, especificidad y valores predictivos positivo y
negativo del método molecular qPCR utilizado en el diagndstico de
EFI utilizando los datos reportados en la literatura cientifica entre el
periodo 2000 y 2012.



MARCO TEORICO
1. Enfermedad Fungica Invasora (EFI):

El Grupo EORTC/MSG en su primera version publicada en 2002 (37), clasifico
los episodios de infeccion fungica en categorias posible, probable o
demostrada, definiendo un lenguaje homogéneo para ser usado en el disefio y
resultado de estudios clinicos. Estos criterios de consenso fueron
recientemente revisados (11) e incorporaron el término enfermedad fungica
invasora (EFI) para resaltar la condicion de enfermedad producida por la
infeccion causada por hongos, por lo que en esta revision se incluye este

término.

Los criterios del consenso EORTC/MSG recientemente revisados se resumen

en la tabla 1.

Tabla 1. Resumen de criterios diagnosticos revisados de enfermedad Fangica

invasora segun consenso EORT/MSG (11)

Factores del Historia de Neutropenia reciente
Receptor de trasplantes de precursores
hospedero "
hematopoyéticos

Uso de corticosteroides por mas de tres semanas
Uso de inmunosupresores en los ultimos tres meses
Inmunodeficiencia primaria

Criterios clinicos Enfermedad respiratoria baja: con al menos uno de los
siguientes criterios: nédulos con o sin halo, creciente
aéreo o cavidad
Tragqueobronquitis
Rinosinusitis

Criterios

micoldgicos

Sinusitis en estudio de imagenes con al menos uno de
los siguientes criterios: dolor agudo, escara nasal,
compromiso de paredes 0seas, cavidad paranasal
Infeccion del sistema nervioso central con al menos uno
de los siguientes criterios: lesiones focales o
reforzamiento meningeo

Candidiasis diseminada (al menos uno de los siguientes
criterios post candidemia): lesion en “ojo de buey” en
higado/bazo o exudados en la retina

Directos: tinciones o cultivos positivos
Indirectos: galactomanano, 1-3-R-Dglucano, antigeno
Cryptococcocico



Infeccion probada

Infeccion probable

Infeccion posible

Micosis endémica

probada

Micosis endémica
probable
Micosis endémica

posible

Nota: las micosis

Tincién y/o cultivo que demuestre levaduras u hongo
filamentosos en sangre o muestra clinica de cavidad
estéril o estudio histolégico con evidencia de invasién
fungica.

Factores de hospedero mas criterios clinicos y criterios
micolégicos

Factores del hospedero mas criterios clinicos sin
criterios micoldgicos

Criterios microbiolégicos:

Directos: tinciones o cultivos positivos

Indirectos: presencia de anticuerpos anti-Coccidioides en
liquido cefalorraquideo, banda de paracoccidioidina en
suero, antigeno de Histoplasma en orina, sangre o
liquido cefalorraquideo.

Presencia de un factor del hospedero, ademas de un
cuadro clinico compatible con micosis endémica y
criterios microbiologicos

Este término no se define, debido a que los factores del
hospedero y los criterios clinicos no son suficientemente
especificos.

endémicas incluyen histoplasmosis, blastomicosis,

coccidioidomicosis, paracoccidioidomicosis, esporotricosis, y la infeccion por

Penicillium marneffei.



2. Enfermedad Fungica Invasora ocasionada por distintas especies de

los géneros Candida, Histoplasmay Cryptococcus

2.1 Candida spp:

El Género Candida comprende mas de 200 especies, ampliamente distribuidas
en la naturaleza. Son clasificadas como levaduras, las cuales corresponden a
hongos con un modo de desarrollo predominantemente unicelular.

En aproximadamente el 95-97% de las infecciones invasoras estan implicadas
cinco especies, C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata y C.
krusei, siendo estas dos Ultimas resistentes a los azoles, asi como a los
antimicéticos utilizados cominmente (38, 39).

En Latinoamérica (40), C. albicans se presenta en una frecuencia del 34,3%,
seguida de C. parapsilosis (21%) y C. tropicalis (17%) . En Colombia esta
prevalencia es de (43,6%) para C. albicans seguida de C. tropicalis (23,4%), C.
parapsilosis (13,9%), C. glabrata (9,5%), C. guillermondii (3,6 %), C. krusei
(3,3%) (41, 42).

Generalmente, se comportan como organismos comensales y patdogenos
oportunistas, frecuentemente aisladas de mucosas donde habitualmente son
consideradas como colonizadoras (43, 44). 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 (45), presentando un
mayor riesgo los que se encuentran en la unidad de cuidados intensivos (UCI)
(34, 46) y pacientes con cancer (47, 48). La tasa de mortalidad ha sido
estimada entre 40 y 54% (49, 50).

La principal fuente de infeccion del humano es la microflora endégena, cuando
aumenta la poblacién de levaduras debido al compromiso inmune, la alteracién
de la piel o las mucosas debido al uso de dispositivos intravasculares,
guemaduras graves o cirugias recientes o de forma secundaria a tratamientos
antimicrobianos de amplio espectro ocurre sobrecolonizacion e invasion (51).
La invasion de los tejidos implica activacion enzimatica de fosfolipasas, lipasas,

proteasas, adhesinas y el cambio morfoldgico de blastoconidia o seudohifa e
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hifa que posibilitan la angioinvasién y la diseminacion hematbgena (44, 52).
Ademas, tiene la capacidad de formar biopeliculas, que las hacen menos
vulnerables a la accién de los antimicéticos, debido a que la matriz extracelular
excluye o limita el acceso de éstos (53). Las fuentes de infeccion exdgenas son
las manos del personal de la salud, el contacto con material contaminado como
soluciones parenterales, soluciones oftalmicas, manejo postoperatorio,
dispositivos médicos como catéteres, valvulas cardiacas, respiradores, entre
otros (46, 54, 55).

Diagnostico:

El diagnéstico de candidiasis invasora se basa en métodos microbiolégicos
como el directo, el cultivo y la histopatologia que permiten demostrar la
presencia del hongo en el tejido y en la deteccion de un ndmero de
biomarcadores como anticuerpos, antigenos y DNA de la levadura (28, 56). El
diagnéstico de la candidiasis invasora es dificil, porque generalmente no hay
signos ni sintomas especificos de la infeccién (27), es dificil diferenciar la
infeccion de la colonizacion (44, 57), ademas en estos enfermos coexiste la
infeccion fungica con otras morbilidades, por lo que se comprende que en la
practica clinica haya que sospechar la enfermedad en situaciones de riesgo
elevado (58). Presenta un reto microbiologico, ya que los procedimientos
tradicionales tienen escasa capacidad diagndstica y se positivizan tardiamente

en el curso de la enfermedad (59).

Pruebas microbiol6gicas:

Examen directo: provee un resultado rapido que confirma la presencia del
hongo en el nivel de género. Se basa en el empleo de colorantes o
fluorocromos que se unen inespecificamente a la pared fungica (60), como la
tincion de Gram (61) la tincion con blanco de calcofldor, o las tinciones
adecuadas (Grocott-Gomori methenamine-silver stain, GMS), acido periddico-
Schiff (PAS) que permiten diferenciar entre colonizacion e invasion, por lo que
las biopsias son prueba definitiva de invasion tisular (28, 62) Las levaduras son

faciles de observar, pudiéndose apreciar las blastoconidias redondas, ovaladas
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o alargadas de 4-8mm, unigemantes, de pared delgada con seudohifas o hifas

a excepcion de C. glabrata que sélo produce blastoconidias.

Cultivo: permite el aislamiento del agente causal, lo que es indispensable para
una correcta identificacion del mismo y, en caso de estar indicados, hace
posible la practica de estudios de sensibilidad o estudios epidemioldgicos. Las
levaduras del género Candida son poco exigentes, crecen con facilidad en 24-
48h a 35-37°C en medios habituales como el agar dextrosado de Sabouraud
con/sin cloranfenicol, y en medios utilizados para bacterias.

Otra forma de probar una candidiasis invasora es el aislamiento de Candida
spp. en un hemocultivo coincidiendo con un cuadro clinico compatible (37).

Identificacion de las especies de Candida

La identificacion de los hongos levaduriformes se puede llevar a cabo
atendiendo a criterios morfolégicos, bioquimicos, inmunologicos o genéticos
(63). Los criterios morfolégicos pueden ser, macro o0 microscopicos. Los
macroscopicos tienen en cuenta el aspecto de las colonias al crecer en los
diferentes medios de cultivo usados en el laboratorio de microbiologia. Ciertas
caracteristicas microscopicas son muy Utiles para la identificacion de algunas
especies de levaduras. Las mas utilizadas son las pruebas del tubo germinal, la

formacion de hifas, blastoconidias, clamidosporas y artrosporas (28).

Entre los criterios bioquimicos o enziméticos se destacan los medios
cromégenos, diseflados para el aislamiento e identificaciébn presuntiva de
algunas especies de Candida. El fundamento de los mismos se basa en la
deteccién de determinadas actividades enzimaticas de las levaduras, mediante
la hidrélisis de un sustrato cromdgeno en presencia de un indicador de la
enzima. Una de las principales ventajas de estos medios es que permite
detectar la existencia de infecciones causadas por varias especies de Candida
e incluso hacer una presuncion de especie, Util a la hora de implantar la terapia
antifangica inicial (64).

No obstante, para la identificacion de la mayor parte de las especies de
levaduras deben utilizase técnicas basadas en la asimilacion de diferentes

fuentes de carbono o nitrégeno (auxonograma), que se realiza sobre un medio
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sintético base. También se han desarrollado técnicas inmunoldgicas para la
identificacion de levaduras (65), que se basan en la aglutinacion de particulas
de latex utilizando un anticuerpo monoclonal especifico de C. albicans, C.

krusei o C. dubliniensis, respectivamente (66).
Pruebas inmunoldégicas

Dentro de estas técnicas se utiliza la deteccion de antigenos y anticuerpos o de
componentes fangicos estructurales o metabélicos como el (1-3)- B-D-glucano,
el D-arabinitol o el ADN. Estas técnicas hasta ahora presentan importantes
limitaciones y ninguna tiene la suficiente fiabilidad para su uso habitual en el

laboratorio de microbiologia clinica (67).
Deteccion de manano y anti-manano

La deteccion, mediante ELISA, de antigeno manano y de anticuerpos frente a
este antigeno de Candida esta disponible comercialmente desde hace afios.
Recientemente se ha evaluado la utilidad de esta técnica en sujetos
neutropénicos, comprobandose que en estos pacientes un resultado negativo
permitiria excluir una Candidiasis Invasora, debido a su elevado valor predictivo
negativo (95%) (68). Ademés, se ha constatado que la presencia de
anticuerpos anti-manano se asocia a un mayor riesgo de Candidiasis Invasora
en pacientes neutropénicos, y que se adelanta a la aparicion de
manifestaciones clinicas (69). Sin embargo, debido a la alta prevalencia de
anticuerpos anti-manano en la poblacién sana o colonizada, se han investigado
otros anticuerpos mas especificos de Candidiasis Invasora. Entre ellos,
destacan los dirigidos contra antigenos expresados en la fase micelial de C.

albicans (anti-micelio) y contra los antigenos citoplasmaticos.
Deteccion de anticuerpos antimicelio

Este método detecta anticuerpos contra antigenos expresados en la fase
micelial de C. albicans pero que también es positiva en los pacientes con
Candidiasis Invasora por C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. glabrata, C.
guillermondii o C. dubliniensis. La técnica presenta buenos resultados de
sensibilidad (84,4%) y especificidad (94,7%) para el diagnostico de Candidiasis

Invasora, cuando se utiliza un titulo de anticuerpos antimicelio > 1:160 (70).
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Deteccion de (1-3)-B-D-glucano (BG)

El (1-3)-B-D-glucano es un componente abundante de la pared celular de los
hongos, donde tiene una funcion estructural muy importante. Se libera durante
la infeccion por la mayoria de los hongos de importancia clinica (candidiasis,
aspergilosis, neumocistosis) y no se encuentra en los mamiferos, la mayoria de
las bacterias o los virus. Actualmente existen cuatro pruebas comercializadas
para su deteccion con fines diagndsticos, aunque las cuatro pruebas detectan
BG, presentan diferencias en su limite de deteccion y, por tanto, son
necesarios puntos de corte diferentes en cada una de las pruebas
comercializadas (71). Se trata de un marcador panfungico por lo que un
resultado positivo no permite identificar la especie; ademas, su deteccion
presenta resultados falsos positivos debido a la contaminacién de materiales de
laboratorio con BG, en tratamientos con inmunoglobulinas humanas
intravenosas, polisacaridos antitumorales (lentinano y polisacarido K),
albumina, factores de coagulacion, proteinas plasmaticas, quimioterapia
antitumoral, amoxicilina- acido clavulanico y piperacilina-tazobactam (72) . Los
sueros hemolizados, algunas bacteriemias por gram positivos (Streptococcus
spp.) y gramnegativos (Alcaligenes spp. y Pseudomonas aeruginosa) son otras
causas conocidas de resultados falsos positivos; los falsos negativos se
asocian con la existencia de sueros hiperpigmentados (bilirrubina y triglicéridos
elevados), el tratamiento empirico o profilaxis antifingica y con especies que
liberen poca cantidad de BG durante la infeccion (72, 73).

Pruebas moleculares

Las técnicas basadas en la amplificacion de &cidos nucléicos como la PCR, la
PCR anidada (Nested PCR), la PCR en tiempo real (Real time PCR, gPCR) la
hibridizacion in situ (in situ Hybridization), la hibridizacién in situ con
fluorescencia (Fluorescence in situ Hybridization (FISH)) y la secuenciacion de
los productos del DNA amplificados se cuentan entre las técnicas disponibles
qgue 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. Muchos de estos estudios se

realizan con muestras que son inoculadas con diferentes especies de Candida
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(74), comprobando posteriormente la capacidad de deteccion del
microorganismo inoculado, asi como la correcta identificacion de la especie.
Algunos de estos trabajos incluyen ademas la aplicacion del método
previamente ensayado, en muestras clinicas de pacientes hospitalizados (75),

y solo unas pocas se realizan Unicamente con muestras clinicas sospechosas

de candidiasis (76).
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2.2 Cryptococcus spp. :

Cryptococcus neoformans y Cryptococcus gattii, son levaduras patdégenas para
el hombre (77). Los miembros del complejo C. neoformans/C. gattii se pueden
agrupar en dos especies relacionadas, C. neoformans, conformadas por las
variedades grubii (serotipo A) y neoformans (serotipo D), un hibrido de C.

neoformans serotipo AD; y C. gattii, con los serotipos By C (78).

La criptococosis es adquirida fundamentalmente por inhalacion de las celulas
levaduriformes. La infeccion pulmonar primaria es frecuentemente asintomatica
y puede ser contenida y erradicada dentro de un granuloma; sin embargo,
dependiendo de los factores de riesgo del hospedero, el tamafio del inéculo y la
virulencia de la cepa, el microorganismo puede diseminarse de forma aguda o
luego de un periodo de latencia a sitios extrapulmonares, teniendo particular
predileccion por el sistema nervioso central (79).

Los factores responsables de la patogenicidad de las especies de
Cryptococcus se encuentran en la cipsula (80, 81), la capacidad de adherencia
y las proteinas con actividad enzimatica, como las proteinasas (81), las

fosfolipasas, la fenoloxidasa y la ureasa (81, 82)

La mortalidad reportada por estas levaduras varia entre el 10% y el 30% en
regiones donde el tratamiento es limitado (79, 83). C. neoformans es uno de los
principales microorganismos responsables de infecciones en individuos
inmunocomprometidos, como los pacientes con leucemia, linfomas,
sarcoidosis, lupus eritematoso sistémico, sindrome de Cushing’s y los
pacientes que consumen altas dosis de corticoesteroides como los
transplantados, sin embargo, la poblacion mas susceptible es la infectada por
el VIH (16, 84). Aunque ambas especies de levaduras infectan el sistema
nerviosos central, C. gattii tiene mayor tropismo por el parénquima cerebral
comparado con C. neoformans, lo cual se asocia con una terapia que a
menudo debe ser suministrada por un periodo mas largo de tiempo (85, 86),
ademas se ha aislado principalmente de personas inmunocompetentes (87,
88).
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En 2007, Lizarazo y colaboradores publicaron un estudio clinico y
epidemidlogico de la Criptococosis en Colombia, donde se encontré que el
97,5% de los casos entre 1997 a 2005 correspondian a neurocriptococosis, el
82,7% fueron hombres con predominio de adultos jovenes, la infeccion por el
VIH fue de 78,1%, la incidencia promedio anual fue de 2,4 casos en un millén
de habitantes, pero en los pacientes con VIH se aumenté a 3 casos por mil
habitantes (89).

Diagnostico

Los métodos de diagndstico de rutina son generalmente invasivos y no
discriminan los grupos genotipicos de estas levaduras (90). El diagndstico de la
criptococosis se realiza por examen directo con tinta china, por ensayos de

histopatologia o por deteccion del antigeno polisacarido capsular (84, 91, 92)
Pruebas microbiolégicas:

Examen directo: El examen directo en fresco se realiza rutinariamente
utilizando tinta china. Se mezcla una gota del sedimento del liquido
cefalorraquideo con una gota de tinta china, y la levadura aparece sobre un
fondo oscuro envuelta de una zona no tefiida que es la cdpsula. Su tamafio es

variable y puede tener un didmetro doble o triple al de la célula(84) .

Examen histologico: En el examen histolégico se observa la presencia de
levaduras capsuladas. Para ello se utilizan una serie de tinciones como la de
plata-metenamina (Grocott-Gomori) o0 mucicarmina que tifie la pared de las
levaduras (93, 94).

Cultivo: El aislamiento de la levadura por cultivo de sangre vy liquido
cefalorraquideo se realiza por cultivo preferencial en el medio de agar de
Sabouraud al que se le ha afladido antibacterianos como el cloranfenicol para
evitar el crecimiento de bacterias. No se debe usar cicloheximida (Actidiona) ya
gue las especies de Cryptococcus se inhiben en su presencia (95). La
temperatura 6ptima de crecimiento es de 37°C, aunque también crecen a 25°C.
Las especies de Cryptococcus se desarrollan bien en medios bacteriolégicos

generales como agar sangre, Ruiz Castafieda y medios liquidos para
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Hemocultivos, o en medios que contienen extractos acuosos de semilla de
girasol que promueven la sintesis de la enzima fenoloxidasa que cataliza la
oxidacion de unos sustratos difendlicos en productos similares a la melanina
(80), estos sustratos hacen que las colonias queden de un color pardo que
permite diferenciarlas de otras levaduras como Candida u otras especies como

Cryptococcus laurentii.
Identificacion de las especies de Cryptococcus:

La identificacién especifica de C. neoformans requiere de estudios fisiolégicos
como son el crecimiento a 37°C, y pruebas de asimilacién y utilizacion de
azucares como el inositol, la asimilacion de la creatinina, y la produccién de
ureasa (96), antes de 15 min mientras que otras especies de levaduras ureasa
positivas tardan mucho mas tiempo en producirla. Se han descrito algunas
excepciones, de C. neoformans que no producen ureasa (97). El uso de agar
canavanina glicina azul de bromotimol (CGB) diferenciara a C. neoformans de
C. gattii porque las colonias de C. gattii conducen a un cambio en el color del
material de amarillo a azul resultante de la asimilacion de glicina. C.

neoformans no produce cambio de color en el agar CGB (98).

Pruebas inmunologicas

la deteccion del antigeno capsular de Cryptococcus es uno de los métodos
alternativos al cultivo que ha demostrado una mayor utilidad diagnostica en el
campo de las enfermedades infecciosas. Esta técnicas pueden emplear
anticuerpos policlonales o monoclonales antiglucuroxilomanano (99). La mayor
parte de ellas estan basadas en la aglutinacion de particulas de latex o en el
enzimoinmunoanalisis, y se emplean en muestras de LCR, hematoldgicas,
secreciones respiratorias y orina. Los falsos positivos son infrecuentes, aunque
se han descrito en presencia de factor reumatoide, infecciones por

Trichosporon spp., algunas bacterias y neoplasias (100).

En enfermos VIH positivos con criptococosis, la sensibilidad de esta técnica es
cercana al 100% en LCR y alrededor del 95% en sangre, cifras superiores a las

del examen microscopico y el cultivo. Los titulos que se consideran positivos
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dependen de la técnica empleada, pero generalmente titulos de 1/8 indican
enfermedad activa (101, 102). Asimismo, la técnica puede emplearse para
evaluar la evolucion de los enfermos, realizando determinaciones seriadas del
antigeno. Titulos en LCR superiores a 1/1.024 son indicativos de mal
prondstico y de posible fallo terapéutico. Tras la aparicion de la terapia
antirretroviral combinada, la criptococosis ha disminuido significativamente en
enfermos con sida;sin embargo, se ha empezado a detectar como una micosis
emergente en otros grupos de enfermos. En enfermos inmuno- deprimidos no
VIH positivos, la criptococosis suele aparecer como una infeccion diseminada,
con fiebre, pérdida de peso y alteraciones de conciencia, con tendencia a la
focalizacion pulmonar. En estos enfermos la sensibilidad de la deteccion
antigénica es solo del 75% en LCR o sangre, e incluso menor si sélo presentan
una infeccion pulmonar localizada (103).

Pruebas moleculares

Hay pocos estudios publicados con un numero significativo de muestras
(104);no obstante, se utilizan técnicas moleculares para la identificacion de

Cryptococcus en cultivo, asi como para su clasificacion y tipificacion (105-107).
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2.3 Histoplasma:

La histoplasmosis es una micosis sistémica causada por el hongo dimérfico
Histoplasma capsulatum (108), patégeno primario que es endémico en
América; sin embargo hay reportes de caso en areas no endémicas causada
por dicho hongo (1, 109). Este puede diseminarse a todo el sistema reticulo-
endotelial por via hematégena a través de los macréfagos que contienen las
levaduras fagocitadas (110); sin embargo, cuando los pacientes tienen alterada
Su respuesta inmune, como en el caso de pacientes infectados con el virus de
la inmunodeficiencia humana (VIH) y en aquellos que se encuentran recibiendo
tratamiento con inmunosupresores, la infeccibn se puede reactivar, ocasionar
enfermedad y llevar a la muerte si no es tratada a tiempo (111, 112). También
se han descrito algunos casos de histoplasmosis diseminada en individuos

inmunocompetentes (113, 114).

Recientemente se publicé un estudio de cohorte retrospectivo realizado en
Colombia sobre Histoplasmosis en pacientes con VIH, clasificados segun el
protocolo de 1993 del Centro para el Control de las Enfermedades CDC
(Atlanta, Estados Unidos) (45). En dicho estudio se identificd la infeccion por
H.capsulatum en 44 casos (6,2%) de 709 pacientes, en los tres primeros
meses posterior al diagnostico de VIH; la mortalidad reportada en dicho estudio
fue de 47,4% en los pacientes que no alcanzaron a recibir o no completaron la

terapia antifungica (115).
Diagnostico:
Pruebas microbioldgicas:

El diagndstico confirmatorio de dicha patologia se realiza aislando H.
capsulatum a partir de las muestras clinicas; sin embargo, esta técnica posee
la gran limitacion del tiempo requerido para el diagndstico debido al crecimiento
lento del hongo (108, 116). Ademas, esta técnica tiene una sensibilidad
discreta y debe realizarse en instalaciones que cumplan con los criterios de
bioseguridad para manejo de patégenos del grupo 3, instalaciones que no
estan disponibles en muchos laboratorios asistenciales (117).
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Pruebas serolégicas

La deteccién de anticuerpos tiene una utilidad limitada en el diagnéstico de esta
micosis. Los anticuerpos aparecen entre la segunda y la sexta semana de
infeccion y, por tanto, no suelen servir para detectar la infeccion aguda aunque
pueden ayudar a diagnosticar las complicaciones cronicas de esta infeccion,
asi como la meningitis (118). En enfermos VIH positivo con histoplasmosis so6lo
son detectables en el 50% de los casos y la presencia de un titulo aislado sélo
indica que el paciente ha tenido contacto con H. capsulatum.

La deteccion de un antigeno polisacarido de Histoplasma capsulatum en suero
y orina se ha convertido en una técnica alternativa al cultivo de gran utilidad
diagnéstica. Su principal limitacién es que no se encuentra disponible fuera de
zonas endémicas, no se ha comercializado (119) y puede presentar reaccion
cruzada con antigenos similares de otros hongos como Paracoccidioides
brasiliensis, Penicillium marneffei y Blastomyces dermatitidis, favoreciendo los
falsos positivos (120, 121). La sensibilidad es mas elevada en orina (80-90%)
gue en suero y lavado broncoalveolar (50-80%), y ha sido validada para
enfermos VIH positivos con infeccion diseminada. Recientemente se ha
observado que en pacientes no VIH, la antigenuria y la antigenemia son de
menor cuantia, por lo que la sensibilidad de esta prueba desciende al 60-75%.
Por ello, en enfermos inmunocompetentes con histoplasmosis aguda pulmonar,
se recomienda realizar las determinaciones de antigeno en lavado

broncoalveolar, donde ha mostrado una sensibilidad del 93% (122, 123).
Pruebas moleculares:

El desarrollo de la biologia molecular y las técnicas de PCR (polymerase chain
reaction) han permitido la deteccibn del ADN de H. capsulatum. Varios
protocolos de PCR anidada (nested PCR) se han desarrollado para dicho
propdsito, estas incluyen un nimero de secuencias blanco de interés del DNA
del hongo (124-127). Tambien se han desarrollado plataformas de PCR en
tiempo real que minimizan el contacto con el hongo por parte del operario y

determinan la cantidad del hongo en muestras biolégicas (7, 128).
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3. Reaccion en cadena de la Polimerasa en tiempo real:

La reaccion en cadena de la polimerasa, PCR (Polymerase Chain Reaction), es
una técnica de biologia molecular desarrollada en 1986 por Kary Mullis cuyo
objetivo es obtener un gran numero de copias de un fragmento de ADN molde
(129).

Esta técnica se fundamenta en la propiedad natural de las ADN polimerasas
para replicar hebras de ADN, para lo cual se emplean ciclos de altas y bajas
temperaturas alternadas para separar las hebras de ADN recién formadas
entre si tras cada fase de replicacion y, a continuacion, dejar que vuelvan a

unirse las hebras de ADN para que vuelvan a duplicarlas.

El proceso de deteccion de un agente infeccioso por amplificacion genética se
desarrolla de manera habitual en tres etapas. La primera consiste en la
extraccion y purificacion de los acidos nucleicos del microorganismo de la
muestra biologica, seguido de la amplificacion de un segmento seleccionado
del genoma del microorganismo mediante reaccibn en cadena de la
polimerasa, es decir, la PCR propiamente dicha. Finalmente, en la tercera
etapa se lleva a cabo la deteccion de los fragmentos amplificadosen la PCR

(amplicones) (130).

Para realizar esta técnica se necesitan los 4 desoxirribonucledsidos-trifosfato
(dNTP), sustratos para polimerizar nuevo ADN; dos cebadores o iniciadores
(primers), oligonucledtidos que son, cada uno, complementarios a una de las
dos hebras del ADN. Son secuencias cortas, de seis a cuarenta nucleotidos,
normalmente de 18 a 22, que permiten que la polimerasa inicie la reaccion.
Deben estar situados enfrentados y a poca distancia. Delimitan la zona de ADN
a amplificar, es decir, corresponden a los nucleétidos que definen los extremos
de la secuencia que se desea replicar; iones divalentes como el magnesio
(Mg?"), agregado comtnmente como cloruro de magnesio (MgCls), o algin otro
cation divalente. También se puede emplear manganeso (Mn?®), para
mutagénesis de ADN mediante PCR, ya que altas concentraciones de Mn?*
incrementan la tasa de error durante la sintesis de ADN. Actian como

cofactores de la polimerasa; iones monovalentes, como el potasio; una solucién

22



tampon (buffer) que mantiene el pH adecuado para el funcionamiento de la
ADN polimerasa; ADN polimerasa o mezcla de distintas polimerasas con
temperatura 6ptima alrededor de 70°C (la mas comun es la polimerasa Taq);
ADN molde, que contiene la region de ADN que se va a amplificar y un equipo
o Termociclador, que mantiener la temperatura necesaria en cada una de las

etapas que conforman un ciclo (129).

En la PCR en tiempo real, los procesos de amplificacion y deteccién se
producen de manera simultanea en el mismo vial cerrado, sin necesidad de
ninguna accién posterior. Ademas, mediante deteccion por fluorescencia se
puede medir durante la amplificacion la cantidad de ADN sintetizado en cada
momento, ya que la emision de fluorescencia producida en la reaccion es
proporcional a la cantidad de ADN formado. Esto permite conocer y registrar en

todo momento la cinética de la reaccién de amplificacion (131).
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4. Revision sistematica (RS) y Metandlisis:

La revision sistematica es un tipo de estudio que recopila todas las
investigaciones publicadas sobre un tema determinado, las evalla criticamente
para obtener conclusiones que resumen hacia donde se dirigen
predominantemente las evidencias existentes sobre la pregunta de interés.
Estos estudios sintetizan todas las investigaciones realizadas en el pasado
sobre un tema concreto, se llevan a cabo siguiendo de forma rigurosa pasos

l6gicos que tienen en cuenta la calidad de los estudios.

El enfoque sistematico implica la planeacion y su consignacién en un protocolo,
por tanto, este tipo de investigacidbn se consideran estudios secundarios,
porque para Su construccion se utilizan como fuentes la informacion ya

consignada en estudios primarios (132).

La construccion de una pregunta de interés y la planificacion anticipada de
todos los pasos que se llevan a cabo, descritos detalladamente en un protocolo
garantizan que la RS se realice con el rigor caracteristico de un proyecto de

investigacion.
Los pasos que se siguen para realizarla son:

i) identificacion de un problema,

i) definicién de la pregunta de investigacion,

iii) elaboracion de criterios de inclusion y exclusiéon para la localizacién de
estudios relevantes,

iv) valoracion critica de la calidad de las investigaciones,

V) recopilacion de datos de los estudios individuales,

vi) interpretacion y presentacion de los resultados, y

vii) formulacién de conclusiones y recomendaciones (132).

Las RS se aplican en la evaluacion de ensayos clinicos de vacunas y

medicamentos y recientemente en la evaluacion de pruebas diagnésticas.

El Metanalisis corresponde a un conjunto de técnicas estadisticas mediante las

cuales se combinan los resultados de la RS para obtener parametros de
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medida globales, contribuyen a buscar siempre la mejor evidencia disponible
para tomar decisiones acerca de la pregunta o tema de interés. Es un proceso
en dos etapas. En un primer paso se calcula un estadistico que resume los
datos de cada estudio. En los estudios de evaluacion de pruebas diagnosticas
cada estudio es resumido, no por un indice como en los de evaluacion de
tratamientos, sino por dos indices que describen la validez de la prueba.
Habitualmente, estos dos indices son sensibilidad y especificidad. En un
segundo paso se calculan los indices globales como promedios ponderados de
los indices individuales. El Meta-analisis deberia realizarse sélo si los estudios
se han realizado con pacientes clinicamente similares, han evaluado pruebas
comparables y han usado pruebas de referencia (“gold standard”) también

comparables (133).

5. Evaluacion de las pruebas diagnodsticas:

Una prueba diagnéstica es considerada de buena calidad si es capaz de
clasificar correctamente a los miembros de la poblacion a la que se aplica,
dando resultados positivos en las personas enfermas y negativos en las

carentes de la enfermedad de estudio (134).

La calidad de una prueba diagndstica se mide en términos de validez y
seguridad. La validez de una prueba es el grado en que mide lo que se supone
debe medir y para determinarla se debe comparar con otra prueba de probada
eficacia en la enfermedad de estudio o con el verdadero resultado en el caso
de que pueda ser conocido. Estos términos de comparacion se denominan
patron aureo, “gold standard” o criterio de referencia. La validez se mide a
través de la sensibilidad y la especificidad de la prueba. La seguridad de una
prueba es la capacidad para predecir la presencia o ausencia de enfermedad y

se mide en términos de los valores predictivos, positivo y negativo (134).

Para calcular la validez de la prueba se escoge un grupo de pacientes que
segun el criterio de referencia padecen la enfermedad y a otro grupo de

individuos que segun el mismo criterio estan sanos.
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METODOLOGIA

Estrategias de busqueda de la informacion

Primera etapa: Se realiz6 una busqueda electronica en PubMed®, LILACS®,
Scielo®, ScienceDirect® y SpringerLink® y en Bases de Datos Cochrane entre
octubre de 2011 y enero de 2012 sin ninguna restriccion de lengua ni limites de
fecha, utilizando palabras claves y, cuando fue apropiado, los términos MeSH
(Medical Subject Headings) oportunos.

La estrategia de busqueda se adapté a cada base de datos para poder
encontrar los estudios primarios que utilizaran la técnica qPCR con fines
diagnosticos.

No se incluyeron en esta revision datos no publicados ni resumenes de

congresos.

Segunda etapa: se analizo en detalle los titulos, resimenes y palabras claves
de todas las referencias encontradas en la primera etapa, verificando que estos
apartados tuvieran las palabras claves Cryptococcus, Histoplasma, Candida,
Real Time PCR, y gPCR en inglés, espafiol o portugués.

Tercera etapa: En las listas de referencia de los estudios identificados y de las
revisiones relevantes se buscaron manualmente otros trabajos susceptibles de

ser incluidos.

Seleccion de la informacién:

Para disminuir los sesgos de seleccion de la informacién, uno de los
investigadores realizdé un primer cribado de las referencias recuperadas en la
basqueda en funcion de si el titulo de las mismas se ajustaba a los criterios de
inclusion previamente establecidos. Se eliminaron aquellas referencias cuyo
titulo no correspondia a los objetivos del estudio y que no cumplian los criterios

de inclusion (tabla 2), ademas de descartar las duplicadas. Asi, de un total
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inicial de referencias de 3.263, tras la exclusion de 3.173 (exclusion primaria)
guedaron 126 preseleccionadas (inclusion primaria).
Posteriormente, se procedié a la lectura del resumen de estas 126 referencias

y se seleccionaron 10 (diagrama 1).

Criterios de Exclusion:

Como criterios de exclusion se definieron los siguientes:

-Estudios relacionados con la identificacion de micosis ocasionadas por
Candida, Histoplasma o Cryptococcus con metodologia diferente a qPCR.
-Estudios con muestras clinicas provenientes de sitios no estériles.

-Estudios con menos de 25 muestras clinicas analizadas.

-Estudios que utilicen casos sospechosos de infeccion y que no utilicen un
método de referencia para comparar el diagnostico molecular.

-Estudios en modelos animales o que incluyan hongos de impacto ambiental.
-Estudios que utilicen la gPCR para epidemiologia molecular o estudios
geneéticos de los hongos de interés en este estudio.

-Estudios relacionados con gPCR, que no incluyan estudios con muestras
clinicas o que las hayan falseado con cepas de referencia.

-Estudios que determinen la validacion del método a través de la determinacion
de sensibilidad y especificidad analitica y no clinica

-Reportes de caso, revisiones de tema o capitulos de libro.

Tabla 2:
Criterios de inclusion considerados para la seleccion de articulos en la revisidon

sistematica y Metanalisis

1. Referencias con estudios originales en espafiol, inglés o
portugués que suministren datos primarios que utilicen la

técnica gPCR

2. Referencias que describan la poblacién seleccionada, la
muestra clinica utilizada, el disefio del estudio
(prospectivo, retrospectivo), la cantidad de muestra

utilizada y la técnica de extraccién del acido nucleico, el
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disefio de cebadores, descripcion del gen y/o secuencia

blanco.

3. Referencias que realicen estudio de comparacién con el

método de referencia o “gold standard”

4. Referencias con, al menos, un numero de sujetos
humanos, no en experimentacion, de 25 y que incluyan un

grupo control.

Manejo de la informacion

La informacion seleccionada fue almacenada en el administrador de
referencias bibliograficas Mendeley Desktop 1.3®, las caracteristicas de calidad
asi como los datos de identificacion de cada articulo seleccionado fueron

tabuladas en el procesador de datos Microsoft Excel®.

Para el calculo de la sensibilidad, especificidad y valores predictivos, se utilizé
el programa estadistico Meta-DISc (ES) ® version 1.1.1 de la Unidad de

Bioestadistica Clinica del Hospital Ramén y Cajal de Madrid Espafia.

Analisis estadistico: Metanalisis

En cada estudio incluido en la RS se calcularon la Sensibilidad (Se),
especificidad (Sp) y valores predictivos (VPP, VPN) con un intervalo de
confianza del 95%, estos mismos indicadores se calcularon de forma global.
Los estudios que no presentaban datos con bastante detalle como para
calcular la Se y la Sp fueron excluidos de la sintesis estadistica. La Se y la Sp
fueron agregadas al mismo tiempo.

Se incluyo el grafico SROC (summary receiver operating characteristic) donde
se representa de forma grafica los diferentes estudios incluidos con su Se (0
tasa de verdaderos positivos) sobre el eje «y» y la 1-Sp (o tasa de falsos
positivos) sobre el eje «x». Cada punto representa la tasa de verdaderos
positivos/falsos positivos para un estudio dado. Los puntos a lo largo de la

diagonal indican estudios que muestran pruebas diagndsticas no valorables (la
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tasa de verdaderos positivos igual a la de falsos positivos, y la prueba no fue
capaz de discriminar entre enfermos y sanos).

Sin embargo, los puntos en la esquina superior izquierda indican estudios que
muestran una exactitud diagnéstica mas valorable (una tasa de verdaderos
positivos que se aproxima a 1,0 y una tasa de falsos positivos que se aproxima
a 0,0).

Consideraciones Eticas

Este estudio se encuentra clasificado en la legislacion local como una
investigacion sin riesgo para los pacientes (Resolucién del Ministerio de Salud

8430 de 1993). No se realiza intervencion alguna sobre pacientes. Dada su
naturaleza documental (Estudio secundario, basado en informacion de estudios
primarios) no se registran problemas relacionados con la seguridad de sujetos,
ni conflictos mayores con las consideraciones éticas dispuestas en la

declaraciéon de Helsinki.
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RESULTADOS

Analisis cualitativo:

Identificacion y seleccion de los estudios:

En la busqueda inicial se recolectaron 3.263 articulos que fueron filtrados

teniendo en cuenta los criterios de

inclusion y exclusion explicitados

anteriormente. Se obtuvo un total de 126 articulos a los que se les revis6 con

detalle los criterios de calidad de la informacién. Posteriormente, tras eliminar

las referencias que no cumplian estrictamente dichos criterios quedaron 10

referencias originales que fueron sometidas a metanalisis para calculo de la

sensibilidad, especificidad y valores predictivos (Diagrama 1).

Diagrama 1: Proceso de seleccién de lainformacion

La busqueda inicial arrojé como resultado un
total de 3.263 referencias

\ 4

126 referencias potenciales para ser

A

3.173 referencias fueron excluidas por ser
revisiones de tema, articulos cortos o articulos de
reflexion, protocolos, reportes de casos, capitulos
de libro, o estudios con informacién incompleta o
parcializada y que relacionaban a gPCR con virus,
bacterias y parasitos.

sometidas a criterios de inclusion.

A 4

Se excluyeron 116 referencias,

83 referencias relacionadas con Candida,
Histoplasma y Cryptococcus con técnicas diferentes
a gPCR.

12 referencias relacionadas con epidemiologia
molecular o genética de los hongos de interés.

3 referencias con modelos animales.

3 reportes de caso.

2 referencias idiomas diferentes a los
seleccionados en el estudio (arabe, chino)

3 revisiones de tema.

2 referencias con datos insuficientes

2 referencia relacionada con hongos ambientales.
2 referencias con muestras falseadas

1 referencia con muestras de tejido utilizado en
trasplante

1 referencia con modelo de candidiasis cutanea

1 referencia con menos de 10 muestras

1 referencia con muestras provenientes de sitios no
estériles

10 referencias incluidas en el metanalisis. (1-10) <
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Caracteristicas de los articulos seleccionados:

Las 10 referencias seleccionadas utilizaron la técnica gPCR para detectar los
hongos Candida spp e Histoplasma capsulatum (tabla 2). No se encontré
ningun estudio que validara la técnica utilizando como unidad de analisis las
especies de Cryptococcus y que cumplieran los criterios de inclusion
explicitados en esta revision. Un estudio realizado por Veron y colaboradores
(104) desarrollé la técnica molecular para detectar esta levadura pero solo

utilizé 7 muestras clinicas, por lo que no fue incluido en esta revision.

El 90% de las referencias realizaron estudios de sensibilidad y especificidad
analitica, en conjunto se evalué un total de 1.884 muestras, provenientes de
pacientes con enfermedad fungica invasora probada segun los criterios de
clasificacion de la EORTC/MSG para candidiasis e histoplasmosis, y de
personas sanas que actuaron como grupo control. Las muestras evaluadas
fueron liquido cefalorraquideo, fluido pulmonar, sangre total, lavado
broncoalveolar, medula ésea, suero, bilis, biopsias de tejido de higado y
pulmdn, humor acuoso y vitreo, a las que se les extrajo el material genético con
métodos caseros y comerciales, siendo el mas representativo el método de
extraccion QIAmp DNA Minikit (Qiagen. Hilden. Germany) (tabla 3). Para el
analisis de sensibilidad clinica no se incluyeron las muestras que provenian de

sitios no estériles con el fin de garantizar la homogeneidad de los datos.

Los 10 estudios reportaron la utilizacion del cultivo como método de referencia;
aunque Buitrago y colaboradores (3) utilizaron en 4 de 14 pacientes, la
deteccién de anticuerpos contra Histoplasma capsulatum para el diagndstico de
la infeccion, en cuyo caso no fueron tenidos en cuenta para el célculo de la
sensibilidad clinica en esta revisién. Por otro lado la mayoria de los estudios
utilizaron la técnica qPCR para detectar concomitantemente el DNA de otros
microorganismos responsables de EFI como Aspergillus spp, en estos casos se
extrajo la informacién necesaria para calcular la sensibilidad y especificidad de
la técnica molecular para detectar las especies de Candida e Histoplasma, es
por eso que algunos datos reportados por los autores (2, 4, 8), no corresponden

a los calculados en este metanalisis.
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El rango de sensibilidad analitica, oscil6 entre 5 fg y 10 fg de DNA por microlitro
de muestra analizada, la especificidad analitica reportada en todos los estudios
fue de 100% y la secuencia de amplificacion que mas se utilizé se encuentra en

la region ITS 1, ITS 2 de las subunidades 18S y 28S del rRNA (tabla 3).
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Tabla 3. Resumen cualitativo de los articulos seleccionados.

Gen/secuencia

Ref Titulo revista Titulo del estudio Autor Pais/ afio Muestra utilizada blanco de Instrumento utilizado
interés
(1) European journal of Detection of imported histoplasmosis in serum of HIV-infected ~ Buitrago. M Espafia Suero Region ITS1 LightCycler 2.0 System (Roche)
clinical microbiology e patients using a real-time PCR-based assay. y col 2006
infectious diseases
(2) Clinical microbiology Molecular detection and identification of Candida and Klingspor L Suecia Sangre total 18S rRNA The real-time PCR LightCycler System.
and infection Aspergillus spp. from clinical samples using real-time PCR y col 2006
(3) Clinical infectous Evaluacion de una técnica de PCR cuantitativa para el Buitrago. M Espafia Sangre, M.O; SR ITS del ADN LightCycler 2.0 (Roche Applied Science),
disease diagnéstico clinico de la histoplasmosis importada y col 2007; ribosémico
(4) Journal of clinical Development of novel real time PCR assays for detection and Schabereit Austria Sangre total, , Region ITS2 LightCycler instrument (Roche
Microbiology differentiation of eleven medically important Aspergillus and er-y col 2007 LBAyLCR Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany)
Candida species in clinical specimens.
(5) Clinical infectous A Prospective Clinical Trial of a Real-Time Polymerase Chain McMullan Irlanda del Norte Suero 18S rRNA Light-Cycler (Idaho Technologies
disease Reaction Assay for the Diagnosis of Candidemia in Ry col 2008 Bio/gene®)
Nonneutropenic, Critically IIl Adults
(6) Diagnostic Detection and identification of Candida spp. in human serumby  Dunyach, C Francia Sangre total, ITS1,ITS2 delas LightCycler® FastStart DNA master
Microbiology and LightCycler® real-time polymerase chain reaction ycol 2008 suero subunidades 18S SYBR green kit
Infectious Disease y 28S (Roche, Meylan, France®)
(7) Diagnostic Detection of Histoplasma capsulatum DNA in human samples ~ Simon. S'y Guayana LBA, biopsia de Region ITSH, 7300 Real-Time PCR System (Applied
Microbiology and by real-time polymerase chain reaction. col Francesa higado, sangre 5.8S IRNA, ITS2 Biosystems).
Infectious Disease 2010 total, M.O, LCR
(8) Archives of Iranian Assessment of A Real-time PCR Method to Detect Human Non- ~ Badiee P.y Irén Suero y LCR 18S rRNA Gene Amp 7500 sequence detection
medicine Cryptococcal Fungal Meningitis. col 2011 system (Applied Biosystems).
9) Graefe's archive for Detection of Candida and Aspergillus species DNA using Sugita.Sy Japon Humor acuoso y 18S rRNA the Amplitag Gold and the Real-Time
clinical and broad-range real-time PCR for fungal endophthalmitis col 2011 vitreo PCR
experimental 7300 system (Applied Biosystems, or
ophthalmology Light Cycler 480 Il (Roche, Switzerland).
(10) Journal of clinical Detection of Blastomyces dermatitidis and Histoplasma Babady. N EEUU LBA, fluido Gen GAPDH de Light-Cycler 2.0 (Roche Applied
Microbiology capsulatum from Culture Isolates and Clinical Specimens by y col 2011 pleural, tejido, H. capsulatum Sciences).

Use of Real-Time PCR

lavado pulmonar,
sangre, M.O.

Convenciones: LCR Liquido cefalorraquideo; LBA: Lavado broncoalveolar; M.O: médula dsea; S.R: secreciones respiratoria
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Anélisis Cuantitativo: Metanélisis:

Andlisis individual de la validez diagndstica en los estudios seleccionados:

1. Detection of imported Histoplasmosis in serum of HIV-infected

patients using a real-time PCR-based assay (1) (Buitrago M y col,
2006).

La técnica gPCR disefiada en este estudio fue capaz de detectar
especificamente DNA de H. capsulatum, en 7 de 10 muestras de suero
provenientes de 4 pacientes con histoplasmosis probada, el calculo de la
especificidad se realizé con 15 muestras de individuos sanos y 10 de
pacientes con aspergillosis; sin embargo, para el calculo de la
sensibilidad y especificidad clinica de esta revisién solo las primeras 25
fueron tenidas en cuenta. La sensibilidad analitica fue de 5 fg de DNA

por ul de muestra.

La sensibilidad clinica fue de 70% (7/10) y la especificidad fue de 100%
(15/15) (Tabla 4). Cabe resaltar que solo uno de los cuatro pacientes
presentd anticuerpos detectables por inmunodifusién (banda M) contra

H. capsulatum.

. Molecular detection and identification of Candida and Aspergillus
spp. from clinical samples using real-time PCR (2) (Klingspor L y
col, 2006).

Los autores analizaron 1.650 muestras de 379 pacientes con sospecha
de infeccién fangica, y de pacientes para los que la confirmacion de la
infeccion fangica antes, durante y después del tratamiento era
necesaria; 114 muestras provenientes de 74 pacientes fueron positivas
con la técnica qPCR, de estas 86 correspondian a varias especies de
Candida y 28 a Aspergillus spp. La sensibilidad analitica fue de 2
UFC/ML.

Esta revision, tuvo en cuenta para el calculo de sensibilidad 48 muestras

de las 86 que fueron detectadas con la técnica molecular, debido a que
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fueron confirmadas con cultivo y provenian de sitios estériles (sangre,
lavado broncoalveolar, liquido cefalorraquideo y bilis).

La sensibilidad clinica fue de 100% (39/39); las 9 restantes fueron
negativas por el método de referencia (5 muestras de sangre, 2 de
lavado broncoalveolar, 1 liquido cefalorraquideo, 1 muestra de bilis). La
especificidad no fue calculada debido a que no se evidencié muestras
negativas confirmadas por cultivo que hubieran sido detectadas por la
técnica molecular (tabla 4). Este estudio no fue incluido en el calculo de
la especificidad global debido a la ausencia de datos.

. Evaluacién de una técnica de PCR cuantitativa para el diagnostico
clinico de la histoplasmosis importada (3) (Buitrago A y col, 2007)
Los autores analizaron 22 muestras clinicas procedentes de 14
pacientes diagnosticados con histoplasmosis probada y 30 muestras
control, procedentes de enfermos con otras micosis, de pacientes con
neutropenia febril y de voluntarios sanos.

El diagnostico de la histoplasmosis se realiz6 por medio de cultivo,
histologia y deteccion de anticuerpos; 4 pacientes que fueron
diagnosticados con esta ultima técnica no fueron tenidos en cuenta para
el célculo de la sensibilidad en esta revision, por lo que se excluyeron las
4 muestras provistas por estos participantes, ademas se realizé dicho
analisis en 2 muestras provenientes de sitios no estériles por lo que
tampoco fueron tenidas en cuenta. Al final quedaron 16 muestras de
pacientes con EFI probada y 10 muestras de voluntarios sanos que
aportaron los datos necesarios para ser los calculos reportados en esta
revision.

La sensibilidad analitica fue de 1 fg de ADN flngico por ul de muestra.
La técnica molecular detect6 DNA de H. capsulatum en 14 de 16
muestras respiratorias, médula 6sea y suero. El 100% de las muestras
respiratorias y de los aspirados de médula Gsea fueron positivos, pero
so6lo el 70% de los sueros.

La técnica gPCR fue positiva en suero de 3 enfermos por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), en los que la deteccion de anticuerpos

por inmunodifusion fue negativa.
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5.

La sensibilidad y especificidad clinica fue de 87,5% (14/16) 100%(10/10)
respectivamente (tabla 4).

Si se tiene en cuenta los pacientes que fueron diagnosticados utilizando
como método de referencia la deteccion de anticuerpos de Histoplasma
capsulatum, la sensibilidad clinica disminuye a 77,3%.

Development of novel real time PCR assays for detection and
differentiation of eleven medically important Aspergillus and
Candida species in clinical specimens (4) (Schabereiter C y col,
2007).

Se analizaron por medio de cultivo y gPCR 31 muestras clinicas (lavado
broncoalveolar, secrecion bronquial y traqueal, bolas fungicas y sangre)
provenientes de pacientes con sospecha de infeccion fungica; de éstas
solo se tuvo en cuenta 25 muestras que provenian de cavidades
estériles.

La sensibilidad analitica fue de 5 a 10 UFC por mL de sangre, 10 UFC
por 200 uL de liquido cefalorraquideo 6 0,02 gramos de tejido.

La sensibilidad y especificidad clinica fue de 53,8% (7/13) y 16,7% (2/12)
respectivamente.

Se considerd concordancia en los aciertos cuando las dos técnicas

detectaron el mismo microorganismo en la muestra analizada.

A Prospective Clinical Trial of a Real-Time Polymerase Chain
Reaction Assay for the Diagnosis of Candidemia in
Nonneutropenic, Critically 1l Adults (5) (McMullan Ry col, 2008).
Este ensayo se condujo en dos etapas, en la primera se evalud la
sensibilidad, especificidad y los valores predictivos analizando 515
muestras de 145 participantes con sospecha de enfermedad fungica
invasora, asi como pacientes negativos. En la segunda, se calcularon
los mismos indices en solo 12 muestras de 12 participantes con
candidemia probada.

La sensibilidad y especificidad clinica de la técnica molecular en la
primera etapa fue de 90,9%(20/22) y 100% (491/491) respectivamente
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(tabla 4). El dato de sensibilidad disminuy6 a 75% (9/12) en la segunda

etapa.

. Detection and identification of Candida spp. in human serum by
LightCycler® real-time polymerase chain reaction (6) (Dunyach, Cy
col 2008).

En este ensayo el hemocultivo dividié la poblacion (n=23) en dos grupos.
El grupo con candidemia probada (n=13) y el de infeccion probable
(n=10), de los que se obtuvo 58 muestras, ademas, 10 muestras de
suero de individuos sanos. Para el célculo de sensibilidad y especificidad
de esta revision se escogieron 32 muestras provenientes del grupo
probado, 3 muestras fueron excluidas porque no fueron identificadas con
el cultivo ni con la técnica molecular.

Se utilizaron dos juegos de cebadores L18 e ITS en el desarrollo del
proceso.

La sensibilidad y especificidad clinica teniendo en cuenta los casos
probados, sospechosos y los controles negativos fue de 72,7% (8/11) y
88,9% (48/54) respectivamente, utilizando los cebadores ITS; con L18
fue de 87,5% (7/8) y 80,7% (46/57) respectivamente.

En los pacientes con candidemia probada, la sensibilidad fue igual a la
del proceso donde se utilizaron los cebadores ITS, pero la especificidad
aumento a 95,2% (20/21) (tabla 4)

Con los cebadores L18 la sensibilidad fue de 90,9% (10/11) y la
especificidad de 76,2 (16/21).

La sensibilidad analitica con los cebadores ITS y L18 fue 100 fg de
DNA/PCR (10 UFC) and 10 fg de DNA /PCR (1 UFC), respectivamente.

. Detection of Histoplasma capsulatum DNA in human samples by
real-time polymerase chain reaction (7) (Simon. Sy Col, 2010).

En este estudio se cultivaron 348 muestras provenientes de pacientes
con sospecha de micosis sistémicas. De las cuales 71 fueron positivas
para Histoplasma capsulatum var capsulatum y 277 fueron negativas
para este hongo. De las 71 muestras positivas, 5 presentaron inhibidores

en la gPCR, y de las negativas 2; en consecuencia para los calculos de
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8.

sensibilidad clinica se utilizaron 66 muestras y para la especificidad 275.
Estos dos indices fueron de 95,5% (63/66) y 96,6 (264/275) (tabla 4).
La sensibilidad analitica fue de 10 fg de DNA de H. capsulatum por

microlitro, lo que corresponde a 50 fg de DNA por ensayo.

Assessment of A Real-time PCR Method to Detect Human Non-

Cryptococcal Fungal Meningitis (8) (Badiee. Py Col, 2011).

Los autores utilizaron 20 muestras (LCR 10 y suero 10) de 10 pacientes
con factores de riesgo y sospecha de meningitis ocasionada por hongos
y 20 muestras de pacientes sin factores de riesgo para la infeccion. De
estas solo dos muestras de liquido cefalorraquideo fueron positivas para
C albicans en el cultivo.

La sensibilidad y especificidad clinica utilizando dichos datos fue de
100% (2/2) y 81,6% (31/38) respectivamente (tabla 4). La sensibilidad
analitica fue de 10 copias por ensayo.

Detection of Candida and Aspergillus species DNA using broad-
range real-time PCR for fungal endophthalmitis (9) (Sugita, S y col,
2011).

Los autores utilizaron un total de 40 muestras (humor acuoso 20 y
humor vitreo 20) obtenidas de pacientes que no tenian ningun tipo de
inflamacion ocular, 46 de pacientes con endoftalmitis/uveitis idiopatica y
7 positivas para Candida albicans detectadas por qPCR (cultivo positivo
2, cultivo negativo 5)

La sensibilidad clinica y especificidad clinica teniendo en cuenta toda la
poblacién estudiada es de 100% (2/2) y 94,5% (86/91), y cuando solo se
tiene en cuenta la EFI probada la sensibilidad se mantiene y la
especificidad disminuye a 88,9% (40/45) (tabla4).

10.Detection of Blastomyces dermatitidis and Histoplasma capsulatum

from Culture Isolates and Clinical Specimens by Use of Real-Time
PCR (10) (Babady Ny col 2011).
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Un total de 797 muestras clinicas recolectadas durante un periodo de
doce meses de pacientes con sospecha de infeccién fungica fueron
evaluadas por cultivo y qPCR. La sensibilidad y especificidad clinica de
este ensayo para H. capsulatum fue de 73% (11/15) y 100% (782/782),

respectivamente (Tabla 4).
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Tabla 4. Resumen de las variables: sensibilidad, especificidad y valores predictivos de los estudios seleccionados.

Re Microorganismo Titulo del estudio Autor Niumero de Sensibilidad Especificidad Valor Valor
f. muestras (intervalo de (intervalo de predictivo predictivo
confianza 95%) confianza 95%) positivo negativo
W) Histoplasma Detection of imported Histoplasmosis in serum of HIV-infected Buitrago. My 25 0,70 1,00 1,000 0,833
capsulatum patients using a real-time PCR-based assay. col (0,348-0,933) (0,782-1,00)
(2) Candida spp Molecular detection and identification of Candida and Aspergillus ~ Klinspor L y 48 1,00 Dato no 0,813 Dato no
Aspergillus spp spp. from clinical samples using real-time PCR Col. (0,937-1,000) calculado calculado
(3) Histoplasma Evaluacion de una técnica de PCR cuantitativa para el Buitrago, Ay 26 0,875 1,000 1,000 0,833
capsulatum diagnéstico clinico de la histoplasmosis importada col (0,617 -0,984) (0,692-1,000)
(4) Candida Development of novel real time PCR assays for detection and Schabereiter, 25 0,538 0,167 0,412 0,250
Aspergillus differentiation of eleven medically important Aspergillus and Cy Col (0,251-0,808) (0,021- 0,484)
Candida species in clinical specimens.
(5) Candida spp. A Prospective Clinical Trial of a Real-Time Polymerase Chain McMullan, Ry 503 0,917 1,000 1,000 0,998
Reaction Assay for the Diagnosis of Candidemia in col (0,615 - 0,998 (0,993 -1,000)
Nonneutropenic, Critically |1l Adults
(6) Candida spp Detection and identification of Candida spp. in human serum by~ Dunyach, Cy 32 0,727 0,952 0,889 0,870
LightCycler® real-time polymerase chain reaction col (0,390- 0,940) (0,762 - 0,999)
) Histoplasma Detection of Histoplasma capsulatum DNA in human samples by Simon. Sy 341 0,955 0,960 0,851 0,989
capsulatum real-time polymerase chain reaction. Col (0,873 - 0,991)  (0,930-0,980)
(8) Candida albicans. Assessment of A Real-time PCR Method to Detect Human Non- Badiee. Py 40 1,000 0,816 0,222 1,000
Aspergillus spp Cryptococcal Fungal Meningitis. Col (0,158 - 1,000  (0,657-0,923)
(9) Candida albicans Detection of Candida and Aspergillus species DNA using broad- ~ Sugita, S y col 93 1,000 0,889 0,286 1,000
range real-time PCR for fungal endophthalmitis (0,158 - 1,000) (0,759-0,963)
(1 Histoplasma Detection of Blastomyces dermatitidis and Histoplasma Babady. Ny 797 0,733 1,000 1,000 0,995
0) Capsulatum capsulatum from Culture Isolates and Clinical Specimens by Use col (0,449 -0,922) (0,995 - 1,000)

of Real-Time PCR
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Evaluacion de la Validez del método qPCR en el diagnéstico de la
Enfermedad fangica invasora ocasionada por los hongos Candida,

Histoplasma.
Sensibilidad clinica global:

La sensibilidad global del método gPCR fue de 0,85 IC (0,780 0,900); este valor
corresponde a la probabilidad que tiene la técnica qPCR de arrojar un resultado
positivo en presencia de la enfermedad fungica invasora ocasionada por
especies de Candida e Histoplasma (figura 1 A)

Especificidad clinica global:

La especificidad global fue de 0,980 IC (0,970 0,990), esto significa que el
método g-PCR tiene una probabilidad de 0,97 de arrojar un resultado negativo
dada la ausencia de la enfermedad fungica invasora ocasionada por especies
de Candida e Histoplasma (figura 1 B).
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! . Badiee. Farisa 100 {0,16-1,00)
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|
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Especificidad (35% Cl)
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Figura 1: Sensibilidad, especificidad. Graficos Forest plotted que representan la sensibilidad
(A) y especificidad (B) de la prueba Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
(gPCR ) en el diagnoéstico de enfermedad fungica invasora ocasionada por hongos de los
géneros Candida e Histoplasma en humanos, mediante revisidn sistematica y Metanalisis.

El punto central azul, determina la media y la linea transversal determina el intervalo de
confianza (CI) del 95%. El extremo rojo inferior de la linea punteada que atraviesa todos los
datos del estudio representa la suma de los promedios obtenidos y la linea punteada el
intervalo de confianza de ese promedio.

Evaluacién de la seguridad de la técnica gPCR en el diagnéstico de la EFI

ocasionada por hongos Candida e Histoplasma.
Valor predictivo positivo: VPP

El VPP es la probabilidad de que un individuo tenga la enfermedad, dado que
presenta un resultado positivo. En esta revision el 60% (n=6/10) (tabla4) de los
estudios tienen un VPP superior a 0,8 este valor indica la probabilidad de que
un individuo tenga enfermedad fangica invasora, causada por especies de

Candida, Histoplasma, dado que tiene un resultado positivo con la gPCR.
Valor predictivo negativo: VPN

El VPN es la probabilidad de que el individuo no tenga la enfermedad, dado

que presenta un resultado negativo, el 89% (n=8/9) (tabla 4) de los estudios
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tienen un valor predictivo negativo superior a 0,8. Este valor indica la
probabilidad que tiene un individuo no tenga la enfermedad dado que tiene un

resultado negativo.

C. Sensibilidad y especificidad de los estudios seleccionados, mediante
Curva SROC

Sensibilidad Curva SROC

———

L
04 r Curva SROC simétrica
ALC=08762
. » SE(AUC) = 0.0530
08 7 0% - 0,066
SE(QM = 0,0590
L
0.7 " /

0.6

1

05

/ %
i/
| /

0 0z 04 06 0.8 1
1-Especificidad

Las curvas SROC son una representacion gréfica de los diferentes estudios incluidos con su
Sensibilidad (o tasa de verdaderos positivos) sobre el eje «y» y la 1-Especificidad (o tasa de
falsos positivos) sobre el eje «x». Cada punto representa la tasa de verdaderos positivos/falsos
positivos para un estudio dado. Los puntos a lo largo de la diagonal indican estudios que
muestran pruebas diagnosticas no valorables (la tasa de verdaderos positivos igual a la de
falsos positivos, y la prueba no fue capaz de discriminar entre enfermos y sanos).

Sin embargo, los puntos en la esquina superior izquierda indican estudios que muestran una
exactitud diagndstica mas valorable (una tasa de verdaderos positivos que se aproxima a 1,0 y

una tasa de falsos positivos que se aproxima a 0,0).

Se puede evidenciar que el 89% de los estudios presentan una tendencia a 1,
(area bajo la curva AUC=0,8762).
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

El principal reto del diagnostico micolégico continuard siendo la identificacion
rapida y eficiente de un nimero cada vez mayor de hongos patégenos para el
ser humano.

En la actualidad, un numero importante de estudios demuestran la alta
capacidad diagnostica que tiene la qPCR para detectar hongos que causan
Enfermedad fungica invasora (EFI) en humanos como Candida, Histoplasma,
Aspergillus asi como en bacterias, virus y otros microorganismos de
importancia clinica (135, 136), estos resultados muestran la utilidad de este
método, como alternativa cuando por los métodos tradicionales, como en el
caso del cultivo no se obtenga un diagnéstico oportuno, o cuando la carga del
microorganismo en la muestra biolégica no se pueda recuperar por el método
tradicional, como en los casos de seguimiento donde el paciente éste tomando

tratamiento contra la infeccion (137).

En este estudio se encontré que el método gPCR presenta una sensibilidad y
especificidad global de 0,85 IC (0,78-0,90) y 0,98 IC (0,97-0,99)
respectivamente; pero al comparar los datos de sensibilidad clinica con las
reportadas por Buitrago y col ; Schabereiter y col (4); Dunyach y col (6) y
Babady y col (10) se observa de forma generalizada disminucién en este indice
(tabla 4). Al examinar las posibles causas que afectan este valor se encontré
que en los estudios de Buitrago y col (3) y Dunyach y col (6) el 43% (3/7) y el
100% (2/2) de las muestras de suero positivas por el método de referencia no
lograron ser amplificadas con la técnica gPCR; en los 2 estudios restantes
utilizaron diferentes tipos de muestras y no describen cuales fueron
especificamente amplificadas con dicha técnica molecular por lo que no se
puede relacionar si la causa de la baja sensibilidad sea la utilizacion de
muestras de suero para detectar los microorganismos, en donde generalmente
hay menor cantidad de DNA fungico. Una situacion que apoye que el tipo de
muestra influye directamente en la sensibilidad de la muestra es la relacionada
con el estudio de Buitrago y col en 2006, donde encontraron una sensibilidad
de 77,3% en muestras respiratorias y aspirados medulares y en un estudio

posterior realizado por ellos mismos, ésta disminuy6 a 70% utilizando muestras
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de suero en pacientes con histoplasmosis comprobada por cultivo. Debido al
tamafio muestral de los dos estudios es necesario realizar mas ensayos que
apoyen lo encontrado por estos autores, especificamente en la deteccién de

enfermedades invasoras ocasionadas por hongos.

Los datos de sensibilidad y especificidad clinica global de este estudio son
similares a los reportados por otros autores utilizando este método para la
deteccion hongos, bacterias y virus de importancia clinica (135, 136, 138). Sin
embargo, este resultado de sensibilidad clinica varia cuando se analizan casos
posibles o sospechosos de EFI. En esta revision se encontré que la
sensibilidad clinica calculada solo con los casos probados 0,85 IC (0,78-0,90)
es menor que cuando se utilizan también los casos posibles 0 sospechosos,
0,93 (0,895 - 0,956). Este incremento podria explicarse porque en los casos
sospechosos se utilizan muestras que no provienen de sitios estériles donde
hay mayor probabilidad de encontrar los microorganismos de interés, ya sea

por contaminacion o por colonizacion.

La especificidad en general fue muy bien valorada, 0,980 IC ( 0,970 0,990),
este valor es similar al reportado por Musher y col. utilizando g-PCR para el
diagnostico de aspergillosis invasora en lavado broncoalveolar, donde la
sensibilidad de la prueba es de 1,00 con un intervalo de confianza de 95%
entre 0,93y 1,0 (139).

Esto demuestra la buena calidad del disefio de los cebadores que se utilizaron
en cada uno de los estudios, incluso en el estudio de Dunyach y col (6) donde
se utilizaron dos pares de cebadores diferentes (ITS y L18) presentando mejor
rendimiento el primero. Solo el estudio de Schabereiter y col (4) presenté una
especificidad de 0,17 donde se utilizaron varias especies de Candida y
Aspergillus, en este caso se debe verificar el disefio y la afinidad de los

cebadores por la secuencia de interés en las especies de hongos utilizadas.

La relaciéon de sensibilidad frente a la especificidad que permite corroborar el
valor diagndstico de la prueba evaluada, se puede evidenciar que el 89% de los
estudios presentan una tendencia a 1, (area bajo la curva AUC=0,8762). Este

valor. Ademas permite tomar decisiones frente a la metodologia que se utilizé
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en cada estudio, por lo que podemos inferir que el estudio de Schabereiter y col
(4), no debe utilizarse como modelo para el diagndstico de infeccion fungica
invasora.

En este estudio, mas del 50% de los estudios poseen valores predictivos
positivos y negativos superiores a 0,8 lo que indica que con la técnica
molecular gPCR se puede predecir en un 80% la probabilidad de que los

individuos sean diagnosticados correctamente segun su condicion.

La informacién presentada en esta revision permite establecer la validez y
seguridad de la técnica molecular gqPCR en el diagndstico de la enfermedad
fungica invasora ocasionada por los hongos Candida e Histoplasma; sin
embargo, no es suficiente porque solo describe el valor diagnéstico de la
prueba y los aspectos de fiabilidad del método de medicion se muestran de
forma parcial con el calculo de la sensibilidad y especificidad analitica. En este
orden de ideas, es necesario estandarizar aspectos importantes como la
seleccion de la secuencia blanco, la utilizacion de cebadores especificos, el
meétodo de extraccion del material genético, la(s) plataforma(s) donde se realiza
la medicion, la necesidad o no de purificar las muestras de interés, la seleccion
de las secuencias blanco, las concentraciones optimas a evaluar en el proceso
de medicidn, los tiempos y temperaturas de incubacion, la concentracion y pH
de tampones, MgCl,, dNTP, entre otros. La caracterizacion de dichos
pardmetros de control es crucial para la identificacién de los puntos criticos que
deben controlarse correctamente en el ensayo asi como la inclusion de un

sistema de garantia y control de la calidad.

Apoyados en la informacion reportada en la literatura cientifica relacionada con
la validez diagnostica de las pruebas moleculares, la Sociedad Espafola de
Enfermedades Infecciosas y Microbiologia (SEIMC), realizé una actualizacion
de las recomendaciones sobre el diagnostico de EFI donde expone los grados
de evidencia empleados para realizar las técnicas diagnésticas de esta entidad;
segun este consenso las pruebas de deteccion de acidos nucléicos para el
diagnéstico de Candidiasis invasora, se encuentran dentro de la categoria B-lI
que corresponden a técnicas de utilidad moderada, que hace recomendar su

uso en algunas ocasiones, con evidencia obtenida de = 1 estudio de casos y
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controles o de cohorte realizado en un solo centro, de multiples series o de
resultados de series no controladas. En el caso de la Histoplasmosis se definio
la categoria B-lll, que corresponde a técnicas de utilidad moderada, evidencia
obtenida de opiniones de expertos, basadas en experiencias clinicas o estudios
descriptivos; y para Cryptococcosis, aun no se ha resuelto la categoria en que
deben quedar las técnicas de acido nucléico para detectar este microorganismo
(28).

Es importante resaltar que en este estudio no se encontraron referencias que
cumplieran los criterios de inclusion y que describieran como causante de EFI
especies de Cryptococcus, por lo que las conclusiones descritas aplican solo a

los estudios que incluyeron a los hongos Candida e Histoplasma.

En conclusién, el método de deteccion de hongos agentes causantes de EFI,
debe ser aquel que sea capaz de detectar el microorganismo en fases
tempranas de la enfermedad, para que se reduzca la alta mortalidad en los
pacientes inmunocomprometidos y en particular los neutropénicos. Los valores
predictivos en este caso juegan un papel muy importante; en este estudio la
gPCR presentd valores superiores a 0,80 utilizando casos probados, por lo que
no se puede inferir a los casos que define la EORTC/MSG, como probables y

posibles.

El diagndstico molecular combinado con otros marcadores moleculares como el
manano, el B-1,3-D-glucano, la deteccién de anticuerpos antimicelio y la
antigenuria en los casos de histoplasmosis podrian fortalecer el diagnostico
oportuno de la enfermedad fungica invasora causada por los hongos Candida e
Histoplasma y apoyar el seguimiento del tratamiento instaurado, mientras el
paciente tenga un alto riesgo de tener la micosis.
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