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RESUMEN

Por la insuficiente confiabilidad del diagndstico de la candidiasis pulmonar a partir
de la muestra de esputo, se realiza la presente investigacion en el CPHEM de
Guantanamo. Se disefia la foma de muestra de esputo modificada y se utiliza de
forma concurrente con la tradicional, con el objetivo de su evaluacion en el
diagnéstico de candidiasis pulmonar. El universo de trabajo estd formado por 245
muestras de esputos. Se realiza cultivo micoldgico y examen microscopico del
esputo, determinando presencia de leucocitos y pseudohifas. Se evalia la validez y
rendimiento de la foma de muestra tradicional y modificada para utilizar la que
ofrezca mayor confiabilidad en el diagndstico. Se concluye que la toma de muestra
modificada es mds confiable para el diagnéstico de la candidiasis pulmonar, por ser
mds sensible y especifica, recomendando su uso.

Palabras clave: CANDIDIASIS/diagnéstico; CANDIDIASIS/microbiologia;
ESPUTO/microbiologia.

INTRODUCCION

El proceso de toma de muestra de esputos micoldgico no ofrece garantia para
el diagndstico de la candidiasis pulmonar, ya que el esputo queda contaminado
durante su paso por las vias respiratorias altas y bajas con exfoliaciones del
tronco traqueobronquial, secreciones nasales y de la gldndula salival y con la
flora normal de la cavidad oral, donde encontramos levaduras, todo lo que
puede interferir el crecimiento del microorganismo patdégeno e inducir a falsos
diagndsticos.
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La muestra de esputo, por su bajo costo e inocuidad es, en el dmbito mundial,
la muestra indicada para el diagndstico de la etiologia de las infecciones
respiratorias bajas, pero existen contradicciones en su interpretacién.’

Existen otros procederes para la obtencién de la muestra de esputo, tales
como: lavado bronquial, broncoscopia fibrodptica, aspiracién translaringea,
entre otros, que resultan métodos muy invasivos, que pueden comprometer la
vida de los enfermos y solo son indicados en casos extremos.*®

Partiendo de esta situacion problema, desarrollamos la presente
investigacidn, con el objetivo de disefiar, evaluar e implementar una toma de
muestra de esputo modificada, que permita un diagnéstico mds confiable de la
candidiasis pulmonar.

METODO

El estudio se realiza en el Laboratorio de Microbiologia del Centro Provincial
de Higiene, Epidemiologia y Microbiologia de Guantdnamo, con el objetivo de
disefiar, evaluar e implementar una toma de muestra de esputo modificada, que
permita un diagndstico mds confiable de candidiasis pulmonar.

El universo de trabajo estd formado por 245 muestras de esputos obtenidas
de pacientes de la ciudad de Guantdnamo, que acuden al laboratorio por
presentar sintomas respiratorios mantenidos durante mds de 14 dias.

Técnicas y procedimientos de laboratorio para la obtencion del dato
primario.

Se analiza el procedimiento de la toma de muestra tradicional, observdndose
que al ser fomada por el paciente en su domicilio, no se cumple con los
requisitos que plantea las normas generales para la toma de muestra.””

Se disefia la toma de muestra modificada, con el objetivo de mejorar la
calidad de la muestra, la que debe ser tomada por personal técnico
especializado.™



Se procede como se describe a continuacién:

1. Se cita al paciente al laboratorio a las 7:00 a.m., sin ingerir alimentos,
con cepillo y pasta dental.

2. Si el paciente porta prétesis, deberd retirarlas y cepilla vigorosamente
la cavidad bucal con cepillo y pasta dental, enjuagdndose con abundante
agua corriente y luego se enjuaga y hace gdrgaras con clorhexidina o
agua yodada.

3. El técnico realiza un hisopado bucal inoculdndolo en 2 tubos de cultivo
conteniendo medio de Agar Sabouraud mds cloranfenicol.

4. El paciente debe toser profundamente, expectorar, evitando recolectar
saliva y evitando ensuciar la superficie externa del frasco estéril con
cierre hermético, donde se deposita la muestra.

Se aplica la toma de muestra tradicional, donde el paciente toma la muestra en
frasco estéril en su hogar al levantarse en la mafiana y la modificada, de forma
concurrente para establecer comparaciones y determinar cual es la mds
sensible y especifica para este diagnéstico.

Procedimiento microbioldgico.

1. Siembra de la muestra de esputo en el medio de cultivo Agar Sangre,
Agar Chocolate, incubando durante 24 a 48 horas y Agar Sabouraud mds
cloranfenicol, incubando durante 7 dias.

2. Examen directo del esputo con KOH al 10 %, para observar presencia o
ausencia de pseudohifas con lente de 40 X

3. Coloracién de Gram directa de la muestra de esputo, para observar con
lente 10 X presencia o ausencia de leucocitos. Se revisan 25 campos,
para determinar la calidad de la muestra utilizando el sistema de
gradaciéon de Murray y Washintog. Con esta coloracién también se
pueden observar pseudohifas.”!!

Identificacion de Candlidd"’
» Presencia de tubo germinativo.

» Asimilacion y fermentaciéon de azdcares, (glucosa, maltosa, lactosa y
sacarosa).



Técnicas de anadlisis estadistico.

12,13

Para evaluar la foma de muestra de esputo modificada se determiné:
1. Confiabilidad o reproducibilidad: Mide nivel de concordancia entre
pruebas repetidas.
2. Vadlidez (sensibilidad y especificidad) y rendimiento (valor predictivo
positivo y negativo): Se utilizaron las férmulas correspondientes para
este finy se confecciond una hoja de cdlculo, donde se introdujeron los
valores de las categorias siguientes:

HISOPADO

CATEGORIAS BUCAL LEUCOCITOS | PSEUDOHIFAS CULTIVO
Verdaderos No crecimiento + 95 Positivo Crecimiento de
positivos de Candida Candida
Verdaderos No crecimiento Neaativo Neaativo No crecimiento
negativos de Candida 9 9 de Candida
Falsos nedativos No crecimiento +95 Positivo No crecimiento
9 de Candida de Candida
Falsos positivos No crecimiento Negativo Negativo Crecimiento de

de Candida

RESULTADOS Y DISCUSION

Candida

Se disefi6 la toma de muestra modificada y se implementé de forma
concurrente con la fradicional, para establecer comparaciones con 245
muestras de esputo de pacientes que manifestaron su conformidad en el
proceso, obteniendo mayor positividad a Candida con la toma de muestra
tradicional, debido a su baja sensibilidad y especificidad.

Lennete, plantea la critica a este método de recoleccion de la muestra de
esputo no confiable para el diagnéstico de micosis pulmonar, lo cual ha
provocado que algunos micélogos aconsejen el abandono de las pruebas basadas
en el esputo expectorado.™



Al utilizar la toma de muestra tradicional se obtuvo 179 pacientes positivos a
Candida en el cultivo para el 73.1 % y con la modificada se obtuvo 86 (35.1 %),
observdndose que la mayor positividad a Candida se obtiene con la toma de
muestra tradicional, lo que demuestra la interferencia de la flora bucal y la
proliferacion de Candida durante el trasporte de la muestra, desde el domicilio
del paciente al laboratorio® (Tabla 1).

Al determinar la presencia de pseudohifas y leucocitos se observé que en 91
muestras se obtuvo presencia de pseudohifas para el 37.1 %, lo que coincidié
con el cultivo; en 133 muestras se obtuvo leucocitos para el 4.2 %, de las cuales
solo 86 fueron positivas a Candida en el cultivo. Las 47 restantes fueron
positivas a Klebsiella pneumoniae (Tabla 2). Estas nuevas herramientas
permiten valorar la invasién y colonizacion producida por Candida al invadir la
célula epitelial emitiendo pseudohifas y de un mecanismo de resistencia celular
a nivel del pulmon que moviliza los leucocitos polimorfonucleares al sitio de
infeccion por sustancias quimiotdcticas producidas por el hongo. También se
movilizan macréfagos y monocitos.'*!

No se hubiera podido determinar la cantidad de muestras con la condicién de
verdaderos y falsos positivos y negativos utilizando la toma de muestra
tradicional, ya que esta solo cuenta con el cultivo. Al incorporar la
determinacion de leucocitos y pseudohifas, pudo establecerse estas
categorias, identificando 179 positivos al cultivo, de ellos 86 cumplian con las
condiciones de verdaderos positivos y, 93, aunque el cultivo era positivo, no se
observaron leucocitos y pseudohifas por lo que se identifican como falsos
positivos (Tabla 3).

Estos valores se introdujeron en las casillas correspondientes de la hoja de
cdlculo en Excel y se obtienen valores que me permiten comparar la validez y
rendimiento de la foma de muestra ftradicional y la modificada.

La toma de muestra tradicional exhibe un bajo valor de sensibilidad (67 %)y
especificidad (21 %), lo que indica que la prueba tiene baja capacidad para
identificar los que verdaderamente son positivos y negativos. El valor
predictivo positivo (VPP) es de 45 %, lo que indica que la proporcién de los
verdaderos positivos sobre el total de positivos que tiene la prueba es bajo.

El valor predictivo negativo (VPN) es de 39 %, que indica que la proporcion de
los verdaderos negativos sobre el total de negativos que tiene la prueba es



bajo (Ver Tabla 4). Estos valores confirman la desconfianza en el dmbito
mundial, sobre los resultados aplicando este tipo de toma de muestra,
mostrando que la mayoria de las investigaciones dan positivas a Candida, ya que
esta es flora normal de las vias respiratorias superiores y contamina el esputo
a su paso por esta zona.'?

La toma de muestra modificada exhibe valores altos de sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo y negativo, lo que indica que la prueba
tiene mayor a capacidad para identificar los verdaderos positivos y negativos,
por lo que es mds confiable.

VENTAJAS DE LA TOMA DE MUESTRA MODIFICADA

1. Menor interferencia de la flora bucal, ya que se realiza la limpieza y
desinfeccion de la cavidad bucal.

2. Mediante el hisopado, luego de la limpieza, se controla la presencia de
levaduras que resistan el proceso de la limpieza bucal.

3. Al ser tomada por un especialista se garantiza el volumen adecuado y
representatividad de la muestra.

4. Como es tomada en el laboratorio, transcurre poco tiempo entre la foma
de la muestra y su procesamiento en el laboratorio, logrdndose mayor
correspondencia entre los resultados obtenidos y lo que verdaderamente
contiene la muestra.

5. La muestra se obtiene antes del consumo de antibiéticos o pasadas 72
horas de culminado el tfratamiento.

Candida albicans fue la especie mayormente aislada (94.2 %), lo que coincide
con estudios realizados por Valdés Sdnchez y Montiel. La frecuencia de
Candida stellatoidea fue mucho menor, con solo el 5.7 %.1%1¢

CONCLUSIONES

- Se logra disefiar la toma de muestra modificada, demostrando su
superioridad para el diagnéstico de Candida en esputos, por mostrar altos
valores de sensibilidad y especificidad en comparacién con la tradicional.
Esta modificacién mejora la calidad de la muestra de esputos y ofrece un
medio diagndstico inocuo para los pacientes.



- La presencia de pseudohifas y leucocitos proporcionan una herramienta en
la decisién del informe final del resultado, ya que contribuye a identificar
los resultados verdaderos y falsos positivos y negativos.

- Esta investigacién resume 13 afios de trabajo (1996 - 2009). No se
registran estudios semejantes.

RECOMENDACIONES

Es un proceso inocuo, econdmico y sencillo; propicia un diagndstico mds

confiable de la candidiasis pulmonar, asi como de otros patdgenos, por lo que se
recomienda su uso en los laboratorios de microbiologia que realicen este tipo
de investigacién, en momentos en que se lucha por lograr la excelencia en los
servicios de salud.
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TABLA 1. AISLAMIENTO DE CANDIDA EN EL CULTIVO
UTILIZANDO LA TOMA DE MUESTRA TRADICIONAL Y LA

MODIFICADA.
TOMA DE POSITIVO NEGATIVO TOTAL
MUESTRA No. % No. %
Tradicional 179 734 66 26.9 245
Modificada 86 351 159  64.8 245

TABLA 2. PRESENCIA DE PSEUDOHIFAS Y LEUCOCITOS
EN EL EXAMEN DIRECTO DEL ESPUTO.

EXAMEN POSITIVO NEGATIVO TOTAL

DIRECTO No. % No. %
Pseudohifas 91 371 154 62.8 245
Leucocitos 133 54.2 112 45.7 245

TABLA 3. CATEGORIAS OBTENIDAS APLICANDO LA TOMA DE MUESTRA
TRADICIONAL Y MODIFICADA.

CATEGORIAS No. MUESTRAS APLICANDO No. MUESTRAS APLICANDO

LA TOMA DE MUESTRA LA TOMA DE MUESTRA
TRADICIONAL MODIFICADA
Verdaderos positivos 82 80
Verdaderos negativos 26 151
Falsos positivos 97 8
Falsos negativos 40 6

TOTAL 245 245




TABLA 4. VALIDEZ Y RENDIMIENTO DE LA TOMA DE MUESTRA TRADICIONAL Y

MODIFICADA.

VALOR

TOMA DE SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD PREDICTIVO

MUESTRA % %

VALOR
PREDICTIVO

POSITIVO %

Tradicional 67 21 45
Modificada 91 96 93

NEGATIVO %

39
95
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