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RESUMEN

Introduccion

La candidemia es la infeccion del torrente sanguineo por el hongo de la especie
candida que se asocia a una elevada mortalidad, hasta del 70% en pacientes sépticos
ingresados en Unidades de Cuidados Intensivos (8) y a un incremento del gasto sanitario
como consecuencia del desarrollo de mayor niumero de complicaciones por parte de los

pacientes y de la prolongacién de su estancia hospitalaria (9-11).

Representa el 9% de todas las infecciones nosocomiales del torrente sanguineo,
considerandose como la cuarta causa de infeccion sanguinea diseminada en los pacientes
hospitalizados en los Estados Unidos (EEUU), la séptima en Europa, y la tercera en
pacientes ingresados en la UCI (12-14). Ademas, su incidencia a nivel mundial va en
aumento (15, 16). Se ha descrito una incidencia de candidemia de 1,55 casos por cada
1000 ingresos en ltalia, 0,89 casos por mil ingresos en Espafia y de 6,7 casos de

candidemia adquirida en UCI de Francia por cada 1000 ingresos (17, 18)-

Varios trabajos han identificado la asociacion de factores como neutropenia, estado
séptico, cirugias, tratamiento con nutricion parenteral y antibioterapia de amplio espectro,
con la probabilidad de padecer candidemia. También se han realizado escalas
diagnosticas y guias de tratamiento, ya que el tratamiento adecuado y precoz parece
mejorar los resultados de supervivencia en este tipo de pacientes (19-21). Sin embargo,
también existen trabajos que discuten que el tratamiento antifingico actual no es

suficiente para mejorar los resultados de supervivencia de candidemia (22-24).

Durante esta infeccion se produce estado de inmunosupresion como consecuencia del
aumento de la apoptosis de linfocitos (4). Hay estudios que han asociado linfopenia con
mortalidad en pacientes con sepsis y con neumonia (25-28) . Otros trabajos han
demostrado que el tratamiento con interleucinas potencia la proliferacion de linfocitos y

por tanto la supervivencia de pacientes con candidemia (6, 29, 30).



Teniendo en cuenta la elevada incidencia y mortalidad de candidemia y su patogenia,
nuestro estudio tuvo como objetivo determinar si el recuento de linfocitos es un predictor

independiente de mortalidad hospitalaria en pacientes con candidemia.
Material y Métodos

Tras haber recibido la aprobacion del Comité de Etica de la Investigacion, realizamos
un estudio observacional retrospectivo de registros médicos computarizados de pacientes
con hemocultivos positivos para especie candida en el Hospital Clinico Universitario de
Valladolid. Se incluyeron todos los pacientes ingresados en el hospital de enero de 2007
a diciembre de 2016 con hemocultivos positivos para candida mayores de 18 afios, de

raza caucasica mediterrdnea y no inmunodeprimidos.

Recogimos diversas variables como edad, sexo, comorbilidades, colocacion de catéter
de via central, nutricion parenteral, shock séptico, ventilacion mecanica prolongada o
terapia de sustitucion renal, puntuacion de Candida Score y Ostrosky-Zeichner y el
tratamiento con equinocandinas. Registramos los recuentos de linfocitos del paciente
obtenidos durante los primeros cinco dias después del diagndéstico de candidemia.

La muestra se dividido en supervivientes y no supervivientes a los 30 dias del
diagnostico. Para determinar las diferencias entre los grupos se utilizaron la prueba de
Chi-cuadrado o exacta de Fisher (cuando las frecuencias esperadas eran <5) para variables
categoricas y las pruebas T de Student o U de Mann-Whitney para variables continuas de

acuerdo con los criterios de normalidad.

Aquellas variables que obtuvieron significacion estadistica (p<0,05) en el analisis de
regresion logistica univariante, se incluyeron en un modelo de regresion logistica
multivariable utilizando una seleccion gradual de predictores de mortalidad a los 30 dias
(p<0.05).

Con respecto al recuento de linfocitos, el valor de corte éptimo (mayor asociacion con
la mortalidad por candidemia) se obtuvo mediante el analisis del arbol de clasificacion y
regresion (CART). La capacidad de este valor de corte para predecir la mortalidad por
candidemia a los 30 dias se evalud adicionalmente mediante el uso de analisis de

regresion logistica multivariante. La calibracion del modelo se evalué mediante la prueba



de Hosmer-Lemeshow. Las curvas de Kaplan-Meier se trazaron para mostrar las

probabilidades de supervivencia de 30 dias segun los recuentos de linfocitos.
Resultados

Se diagnosticaron un total de 296 casos de candidemia entre 2007 y 2016, con una
incidencia de 1,15 por cada 1000 ingresos. De ellos el 59,4% eran varones. La edad media
global de presentacion fue de 63 + 17 afios. Un 38,9% (115 pacientes) murieron en 30
dias desde el diagnostico de candidemia. Los que no sobrevivieron eran de mayor edad
(OR, 1,03; IC del 95%, 1,02 a 1,05), necesitaron con mayor frecuencia ventilacion
mecanica prolongada (VMP) (>48h) (OR, 2,73; IC del 95%, 1,69 a 4,43), desarrollaron
con mas frecuencia shock séptico (OR, 2,95; IC del 95%, 1,81 a 4,80) y sus puntuaciones
de Candida Score fueron mas altas (OR, 1,28; IC 95%, 1,13 a 1,45) en comparacion con

los supervivientes.

El analisis CART identifico un recuento de linfocitos <0,703 x 10° células / L en el
momento del diagndstico y <1,272 x 10° células / L cinco dias después como valor de
corte optimo de linfocitos que se relacionan con un mayor riesgo de mortalidad por

candidemia.

El analisis de regresion multivariable confirmo que la terapia con ventilacion mecanica
prolongada, (OR, 3,07; IC 95%, 1,44-6,51 p<0,001), la edad (OR 1,49; IC del 95%, 1,02
a 1,08 p<0,001) y un recuento bajo de linfocitos se asociaban de forma independiente con
la mortalidad en pacientes con candidemia. En el momento del diagnostico, un recuento
de linfocitos <0,703 x 10° células / L se asociaban a una mortalidad 5,01 veces mayor
(OR, 5,01; IC 95%, 2,29 a 10,93 p<0,001) y un recuento de linfocitos <1,272 x 10°
células/L 5 dias después del diagndstico a una mortalidad 3,27 veces mayor (OR, 3,27;
IC del 95%, 1,24 a 8,62; p <0,001).

Se estudid la sensibilidad y especificidad de estos valores de corte de linfocitos
evaluando las aéreas bajo la curva de curvas ROC. Los resultados fueron los siguientes,
AUC-ROC de 0,783 (IC 95%, 0,700-0,867, p <0,001) al diagnéstico y AUC-ROC 0,791
(IC 95%, 0,716-0,866, p < 0,001) 5 dias después.



Conclusiones

La Mortalidad a los 30 dias de los pacientes con candidemia es elevada (38,9%). La
edad, VMP y un recuento bajo de linfocitos, se asocia con un mayor riesgo de mortalidad.
Un recuento linfocitario < 0,703 x 109 células /L el dia de diagnostico y < 1,272 x 109
células/L a los 5 dias se asocia a una probabilidad de morir de 5 y 3 veces mayor

respectivamente.

Teniendo en cuenta que el recuento linfocitario es un analisis rutinario que no
supondria un gasto adicional y la posibilidad de la incorporacion de la inmunoterapia en
el tratamiento habitual de la candidemia en un futuro cercano, los resultados de nuestro
estudio podrian ayudar a los clinicos en la indicacion de tratamiento antifungico
convencional Unico, inmunoterapia Unica o la combinacién de ambos, para asi mejorar
los resultados de incidencia, mortalidad, estancia hospitalaria y gastos sanitarios

asociados a esta infeccion fungica.
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Introduccién

1.1 Infeccion nosocomial

1.1.1 Definicion de infeccidon nosocomial

Las infecciones nosocomiales son aquéllas que se adquieren en el ambito hospitalario
0 sanitario que no estaban presentes al ingreso del paciente, sino que se presentan

transcurridas en las primeras 48 horas desde su ingreso o atencion sanitaria (31).

Para definir una infeccion en un paciente no hospitalizado como nosocomial, nos
apoyamos en los criterios descritos por Friedman et al. Este autor realiz6 un estudio
observacional prospectivo entre octubre de 2000 y febrero de 2001 en tres hospitales de
Carolina del Norte donde participaron 504 pacientes con bacteriemias y se clasificaron
como comunitarias 0 nosocomiales (32). Considera infeccion nosocomial, la bacteriemia

gue sucede en:
e Hospitalizacion a domicilio con tratamiento endovenoso.
e Cuidados especializados de herida en un centro ambulatorio.
e Hemodialisis ambulatoria.

e Tratamiento con quimioterapia en los 30 dias previos a la bacteriemia.

Ingreso en un hospital de agudos durante 2 o mas dias en los 90 dias

previos a la bacteriemia.
e Residencia en un centro geriatrico o de larga estancia.

En la actualidad las infecciones nosocomiales son un problema de salud publica ya
que afectan a un gran nimero de pacientes anualmente y estan asociadas a un considerable
aumento de la morbilidad, tiempo de estancia hospitalaria y mortalidad. Todo ello
conlleva un gasto elevado de recursos sanitarios con aumento de los costes directos e
indirectos (33).
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1.1.2 Epidemiologia de las infecciones nosocomiales

Debido al gran impacto sanitario y econdmico que suponen las infecciones
nosocomiales, se ha realizado un estudio de prevalencia de las infecciones en las unidades
de cuidados intensivos a nivel europeo llamado por sus siglas EPIC y un estudio de
prevalencia de las infecciones nosocomiales en Espafia, llamado a partir de sus siglas
EPINE. En este ultimo se han recogido 61.673 pacientes procedentes de 313 hospitales,
entre el aflo 1990 y 2017, a partir de los cuales se ha obtenido la prevalencia de las
diferentes infecciones desarrolladas en el ambito hospitalario, estudiandose su
distribucion segun las caracteristicas de los pacientes, de los centros hospitalarios, de las
diferentes unidades dentro del centro. y segun los microrganismos causantes de las

diferentes infecciones.

En Espafia, el 5,39% de los pacientes hospitalizados o que reciben asistencia sanitaria
sufren una infeccion nosocomial. Este riesgo aumenta en pacientes mayores de 65 afos
(6,07%), en aquellos que tienen comorbilidad asociada (coma, insuficiencia renal,
diabetes, neoplasia, EPOC, inmunodeficiencias, Glcera por presion...), que han tenido
antibioterapia previa, cirugia invasiva urgente y estancia en unidades de cuidados
intensivos en las cuales la prevalencia de infecciones nosocomiales es de 19,01% (34,
35).

A nivel europeo se han realizado dos estudios de prevalencia de las infecciones
nosocomiales en unidades de cuidados intensivos, EPIC | en el afio 1992 en el que
participaron 10.038 pacientes ingresados en 1.417 UCI de 17 paises europeos y el estudio
EPIC Il desarrollado en el afio 2007 que incluyé 14.414 pacientes de 1.265 unidades de
cuidados intensivos de 75 paises europeos. El primer trabajo concluyé que el 20,6% de
los pacientes adquirieron una infeccion durante su ingreso en la unidad, siendo la més
prevalente fue la infeccion pulmonar (neumonia 46,9%, infeccion de vias respiratorias
bajas 17,8%) seguida de infecciones del tracto urinario (17,6%) y bacteriemias (12%).
Sin embargo, en el estudio EPIC Il, las infecciones intrabdominales adquirieron el

segundo puesto en frecuencia seguidas de las bacteriemias nosocomiales (33, 36).

La elevada proporcion de infecciones nosocomiales en las unidades de cuidados
intensivos con respecto a la definida en planta, es debida a diferentes factores. Los

pacientes que llegan a este tipo de unidades presentan numerosas comorbilidades (coma,
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insuficiencia renal cronica, diabetes, neoplasias, EPOC, Ulceras por presién y estado de
sepsis), sufren técnicas invasivas y portan diferentes dispositivos como sondas
nasogastricas o urinarias y catéteres venosos centrales. La mayoria de ellos reciben, en
algun momento de su ingreso, antibioterapia de amplio espectro, ventilacion mecanica
y/o tratamiento sustitutivo renal (37). Todos estos factores hacen que la probabilidad de
infeccion nosocomial aumente exponencialmente y que finalmente acaben desarrollando
sepsis y/o shock séptico aumentando asi la estancia en estas unidades, mortalidad y costes

sanitarios.

En Estados Unidos, en un estudio realizado en 2002, se describieron 1,7 millones de
infecciones nosocomiales anuales, que provocaron 98.987 muertes e incremento de costes
economicos de cientos de miles de ddlares (38). Las bacteriemias en este pais adquieren
mayor protagonismo pudiendo llegar al 36% en pacientes inmunodeprimidos y
presentado una mortalidad de 35% al 53%(12) .

Wisplinghoff et al. llevd a cabo un el trabajo de investigacion sobre las bacteriemias
nosocomiales realizado en EEUU del afio 1995 a 2002 en el que participaron 24.179
pacientes ingresados de 45 hospitales de EEUU. Segun este estudio las los patdgenos
aislados en los hemocultivos de los pacientes con bacteriemia ingresados en UCI en
EEUU fueron el 65% gran positivos, el 25% gram negativos y el 9% especies flngicas.
Dentro de los gran positivos el microorganismo que presenta mayor incidencia es el
Estafilococo Coagulasa Negativo (CoNS) (35,9%), seguido por Estafilococo Aureus
(16,8%) y especies de enterococos (9,8). Escherichia Coli y diferentes especies de

Klebsiella fueron las predominantes dentro de los Gram negativos (12) (Tabla 1)

37



38 B. Cano Hernandez

Tabla 1. Incidencia, distribucion y mortalidad de las bacteriemias nosocomiales en EEUU en 2003.

CoNS 15,8 31,3 35,9 20,7 25,7

S. aureus 10,3 20,2 16,8 25,4 34,4
Enterococcos 4.8 9,4 9,8 33,9 43,0
Candida 4,6 9,0 10,1 39,2 47,1
E. coli 2.8 5,6 3,7 22,4 33,9
Klebsiella 2,4 4.8 4,0 27,6 37,4
P. Aeruginosa 2,1 4,3 4,7 38,7 47,9
Enterobacter 1,9 3,9 47 26,7 32,5
Serratia 0,9 1,7 2,1 27,4 33,9
A. baumannii 0,6 1,3 1,6 34,0 43,4

Adaptacion del estudio de Wisplinghoff (12). Abreviaturas: BSI del inglés “Nosocomial bloodstream

infections”, bacteriemia nosocomial; CoNS del inglés “Coagulase-negative staphylococci”, estafilococo

coagulasa negativo.

Las bacteriemias causadas por levaduras son mayoritariamente debidas a especies
candida (70%) (14) y se han convertido en las ultimas décadas en la cuarta causa de
bacteriemia de las unidades de cuidados criticos en Estados Unidos y la séptima en
Europa, llegando a provocar una mortalidad del 40% (12-14).
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1.2. Candidemia

1.2.1 Definicion y epidemiologia

Candida spp, pertenece al reino fungi y es de la familia de Cryptococcaceae. Podemos
encontrar este tipo de hongo en la comida, vegetacion y animales interaccionando con el
ser humano constantemente. Hay 150 especies candida y son clasificadas como
levaduras. Crecen de manera asexual, en forma de células ovales, de pared fina y que se
dividen por gemacién. Pero también se han observado en los tejidos infectados formas
filamentosas de longitud variable, por lo que podemos decir que la especie candida es un
hongo “polimérfico”, cualidad que le hace especialmente virulenta frente al ser humano.
(39). (Fig.1)
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Figura 1. Taxonomia de la especie flngica candida

Candidemia es una infeccion sanguinea de elevada mortalidad que es provocada por
la colonizacion de la especie fungica candida. Es una seria complicacion tanto en las
unidades de hospitalizacion convencionales como en las unidades de cuidados intensivos
donde es mas prevalente (14, 40, 41) y donde puede llegar a presentar una mortalidad del
22 al 75% de los pacientes que la sufren (42-46). Esta infeccion sanguinea es responsable
de un gran porcentaje de las infecciones nosocomiales y conlleva una prolongada estancia

hospitalaria, mortalidad y costes econémicos sanitarios.
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A pesar de los diferentes estudios y protocolos realizados para el control de esta
infeccion, la incidencia y la mortalidad sigue siendo muy altas, por todo ello es por lo que
es considerada un problema publico.

Rentz et al. en el afio 1998 en un estudio de casos y controles en EEUU, estimé un
aumento de los costes derivado de la infeccion fungica de 44.536 dolares por paciente y
282 millones de dolares por afio. La estancia hospitalaria asociada a candidemia fue de
34 dias por paciente (47). Otro estudio estadunidense mas reciente es el realizado por
Morgan et al. que compard 214 casos de Connecticut con 529 casos de Baltimore y
describidé una estancia hospitalaria derivada de infeccion fangica de 3 a 13 dias y los

costes econdmicos de 45.000 a 77.534 ddlares por caso de candidemia (10).

Ashley et al. realizé un trabajo de investigacion en Texas (EEUU) sobre los costes
hospitalarios que suponia la enfermedad fungica invasora. Obtuvo que esta enfermedad
supone un aumento de los costes por el tratamiento antifungico del 14%, y por otros
tratamientos asociados del 23%. También se demostrd que el gasto derivado de la
prolongacion de la estancia hospitalaria se incrementa en un 21% y los costes de
laboratorio en un 18% (11). En total obtuvo que los pacientes con enfermedad fdngica
invasora en comparacion con los controles suponian un incremento de los gastos
hospitalarios de 32.196 $.

En Espafa, Olaechea et al. en un estudio prospectivo de cohortes y multicéntrico en el
afio 2004 observo que los pacientes que fueron colonizados por candida estuvieron 6,2
dias més en la UCI y 8,6 dias mas en el hospital; los pacientes que fueron infectados por
candida estuvieron 12,7 dias més en la UCI y 5,5 dias mas en el hospital que los que no
la sufrieron. Los costes por caso asociado a la colonizacién por candida fueron 8.000 € y

los costes por caso asociado a la infeccion fueron 16.000 € (9).

La prevalencia de la candidemia ha ido aumentando en las Gltimas décadas., a pesar
de los diferentes protocolos de tratamiento y la aparicion de nuevos antifingicos, En
Estados Unidos tuvo una incidencia de 3,65 casos por 100.000 habitantes en el afio 2000
que aument6 en el afio 2005 hasta 5,56 casos por 100.000 habitantes, observandose este
incremento en todos los grupos de edad (Fig.2)(15). En Islandia se observé un aumento
similar, describiéndose 4,3 casos por 100.000 habitantes en 1998 y 5,70 en el afio 2011.

Por otra parte, se obtuvo mayor incidencia en pacientes varones mayores de 80 afios (Fig.
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3ay 3b) (16, 48). En Europa se describe una incidencia global de 8,6 casos por 100.000
habitantes al afio (17, 49) y en las unidades de cuidados intensivos 7,7 casos por 1000
ingresos observando un aumento (15).

3 @ =] & 8

Percentage of all candidemia-related hospitalizations

w

Year

Figura 2. La proporcién de todas las hospitalizaciones debidas a candidemia por grupo de edad entre
2000-2005 en EEUU(15)
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Figura 3. Incidencia de candidemia en Islandia del afio 2000 al 2011 (48). Figura (3A) casos totales por
afio. Figura (3B) casos totales por rango de edad

Si valoramos la incidencia de candidemia en relacion con los ingresos hospitalarios,
Estados Unidos presenta una incidencia de 0,28 a 0,96 casos por 1000 ingresos, Canada
0.45 casos por 1000 ingresos, Europa 0,20 a 1,09 casos por cada 1000 ingresos(15, 50,
51). Dentro de Europa, Francia muestra 0,17, Italia 0,80-1,55. y Espafia 0,76 a 0,89 casos
por cada 1000 ingresos (18, 52). En el estudio prospectivo entre 2010 y 2011 en el que
participaron 29 hospitales espafioles (20% de la poblacion espafiola) lamado CANDIPOP
se observo una incidencia de 0,89 casos/1000 ingresos (49).

Segun Cisterna et al. en el estudio epidemiolégico realizado en 40 hospitales terciarios
de Esparia de 2008 a 2009 en el que se detectaron 984 candidemias, la candidiasis invasiva

es causada en la mayoria de los casos por candida albicans (40-70%) (52-54) (tabla 2).
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La segunda en frecuencia tanto en Estados Unidos como en Europa es candida
parapsilosis ( 20,7%) (53, 55), que -es especialmente elevada en neonatos y en pacientes
ingresados en UCI, ya que tienen predisposicion a adherirse a catéteres de vias venosas
centrales y a crecer en soluciones glucosadas como la nutricion parenteral (55-57) .Otras
especies menos frecuentes de candida son candida glabrata (13,6%) presente
fundamentalmente en ancianos, con neoplasias y/o tratados anteriormente con
antifangicos como azoles (17, 53, 55, 58); la candida tropicalis (10,8%) y candida krusei
(2,1%) son dos especies cuya incidencia esta aumentando en pacientes pacientes con un
estado de inmunodepresion importante, fundamentalmente pacientes ingresado en UCI
y/o con neoplasias hematoldgicas -(55). Existen otras especies candida pero detectadas
aisladamente como c. guilliermondii, encontrada en pacientes que se han sometido a una
cirugia cardiovascular o gastrointestinal (59) o c. dublinieensis que a menudo es

confundida con c.albicans por su fenotipo (55).

Tabla 2. Frecuencia de las diferentes especies candida en el estudio Cisterna et al. (52)

C. albicans 483 (49)
C. parapsilosis 204 (20,73)
C. glabrata 134 (13,61)
C. tropicalis 106 (10,77)

C. krusei 21 (2,13)

Otras especies 36 (3,65)

La tendencia que ha seguido a lo largo de los Gltimos afios la prevalencia hospitalaria
de las distintas especies candida, parece orientar a una disminucion progresiva de la
especie candida albicans, dejando paso a una mayor presencia de las otras especies de
candida, mas invasoras, lo que supone un importante motivo de preocupacion para la
poblacion sanitaria, ya que, en caso de colonizar, provocaran con mayor probabilidad
candidemia que la especie candida albicans (60, 61) (Fig.4). Ademas, estas nuevas
especies presentan tasas de resistencias mayores a los tratamientos antifingicos clasicos
como fluconazol, lo que supone un mayor riesgo de mal control del agente infeccioso, y

desarrollo de fallo multiorganico y muerte (61).
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Figura 4. Representacion de la trama lineal de las tasas de candida albicans y candida no-albicans
durante el periodo de estudio(61).

La resistencia al Fluconazol, como antifungico de referencia, ha sido estudiada por
diferentes grupos que describen una tasa de resistencia por parte de las especies candida
de aproximadamente 5% en EEUU (59) , 7% en Europa (62) y 8% en Espaiia (63).
C.krusei es la especie que presenta mayor tasa de resistencia pudiendo llegar hasta el
60%. Rodriguez- Hernandez et al. en su estudio de candidemia en 16 hospitales andaluces
describen una resistencia del 11% llegando al 75% en especie c.krusei (tabla 3) (64-66)
(65) (67).

Tabla 3. Susceptibilidad de las especies candida a fluconazol y equinocandinas (66, 67)

C. albicans S S
C. parapsilosis S I
C. glabrata SDD S
C. tropicalis S S
C. krusei R S

Abreviaturas: S: sensible, SDD: sensible dependiente de dosis, R: resistente, I: sensibilidad intermedia.
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1.2.2 Patogenia de la candidemia

La especie candida se puede encontrar en las mucosas gastrointestinales, respiratorias
y/o urinarias actuando como comensal del ser humano o lo que es lo mismo, colonizando
al ser humano. El paso de colonizacion a invasion viene marcado por los diferentes
factores de virulencia que presente la levadura y de la respuesta innata que desarrolle el
huésped (68, 69)

A la hora de infectar al ser humano, la primera barrea defensiva que tienen que
atravesar es la mucosa epitelial. En el caso de la boca, el huésped presenta proteinas como
lactoferrina, mucinas, lisozimas e inmunoglobulina A, que dificultan la adhesion del
hongo (4). En el caso de la vagina, el pH alcalino y las secreciones vaginales ricas en
glucégeno mantienen el epitelio trofico y la flora bacteriana vaginal (lactobacillus) que
impide la colonizacidn por otras especies (70). A nivel intestinal ciertas glicoproteinas
mucinosas, péptidos antimicrobianos y la existencia de inmunoglobulina A impiden la
invasion por candida (71). Por ello, antibioterapia o farmacos que afecten a la flora
comensal de la cavidad bucal, de la vagina o cualquier patologia que aumente la
permeabilidad intestinal pueden predisponer a candidiasis invasiva.

A su vez, esta especie de hongos poseen diferentes armas de invasion, entre ellas esta
su estructura celular la cual le da estabilidad y por otra parte es diana de algunos de los
antifungicos actuales (4, 39, 72)(Fig.5).

Extracellular
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Figura 5. Esquema de las capas celulares de candida albicans (4)
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La especie fungica posee adesinas para facilitar su union a los epitelios y proteinasas
asparticas secretadas (PAS) que son importantes para la destruccion de las mucosas
humanas (29). Existen diversos genes que codifican para las diferentes PAS,
expresandose unos u otros dependiendo de la temperatura (37°C éptima) y el pH del
medio (73).

Una vez adherida la candida, las células epiteliales responden secretando interleucinas
como IL-8 para asi estimular el crecimiento de granulocitos y linfocitos, los cuales
secretan 1L-17 IL-21 y IL-22 facilitando el reclutamiento de neutroéfilos y dificultando la
invasion del epitelio (29, 73). Franqueada la primera barrera mucosa, comienza la
infeccion por candida y con ella la respuesta de la inmunidad innata del huésped. La
activacion de neutréfilos y monocitos sera un paso fundamental ya que ellos seran los
encargados de llevar a cabo la fagocitosis, provocando la muerte del hongo, impidiendo
su extension y dificultando su dismorfismo. El tamafio y la forma de estas especies
fangicas podran dificultar este trabajo y actuar como arma defensiva contra el huésped
(Fig 6)(72, 74).
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Figura 6. Esquema de las diferentes barreras que atraviesa candida spp hasta llegar al torrente sanguineo
y causar candidemia
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Para que la fagocitosis se pueda producir, es necesario que nuestros fagocitos
(neutrdfilos, monocitos y células dendriticas) reconozcan al hongo, y esto se produce
gracias a los receptores reconocedores de patrones (RRP), que como su nombre indica,
reconocen patrones moleculares constantes asociados a patégenos (PAMP) Estos
patrones se caracterizan por ser especificos de microorganismos invasores, invariables
entre especies y por no encontrarse-en las células del huésped (71, 75). Su reconocimiento
lleva a la activacion de la inmunidad innata (opsonizacion y fagocitosis) y posteriormente
de la adquirida. Los RRP mas importantes en la infeccion por candida son los “Toll like
receptor” (TLR), los receptores de manosa y de dectina-1. Los TLR son receptores
proteicos que se encuentran atravesando la membrana y presentan dos dominios, uno
extracelular y otro intracelular. EI dominio que se halla en la parte extracelular es el que
se une al patogeno y el que reconoce PAMP, y éste transmite la sefial al dominio
intracelular que iniciard la cascada de respuesta inmunitaria. EI dominio intracelular
interacciona con diferentes proteinas como “MyD88”, activando la transcripcion de los
genes responsables de la produccion de citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias
(76, 77) Como consecuencia de todos los anteriores procesos se activard la inmunidad

adaptativa
Los RRP mas importantes en la infeccion fungica por candida son (76) (Fig. 7'y 8):

+ TLR2 reconoce los fosfolipomananos del hongo y a través de MyD88 inicia la
respuesta Th2 mediante la secrecion de IL-12 IL-1 IL-6 IL-8 TNF (citoquinas

proinflamatorias).

+ TLR4 reconoce al componente manano del hongo y a través de MyD88 y otras
proteinas intracelulares como MAL, inicia la respuesta Th1 mediante la secrecion
de IL-12 IL-1 IL-6 IL-8 TNF (citoquinas proinflamatorias).

+ TLR9 reconoce ADN del hongo. Su accién parece ser eclipsada por otros RRP.

+ Dectina-1: se une a los beta-glucanos (B 1-3 glucanos) y favorece la maduracion
de las células dendriticas y macrdfagos. A través de la proteina quinasa CARD9

y las citoquinas IL-2, IL-10, IL-6, IL-7 activan la respuesta Th17.

+ Dectina-2: se una a a-mananos y a través de IL-1, IL-6 y IL-8 activa la respuesta
Th17.
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= Galectin-3: se une a moléculas que contienen PBl-galactosa y amplifica la
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Una vez reconocido y fagocitado el hongo, las células presentadoras de antigeno,
fundamentalmente las células dendriticas, exponen el antigeno del patdgeno mediante el
Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC). Si éste es MHC tipol, los linfocitos
CD8+ se activaran y facilitaran la diferenciacion de linfocitos CD4+ generando células
Th1 o Th2. Si el MHC es tipo 2, sera reconocido directamente por los receptores de los
linfocitos CD4+ comenzando asi con las respuestas Thly Th2 (76). Hay cuatro tipos de
respuestas Th (Thl, Th2, Th1l7 y Treg), el desarrollo de una u otra dependerd de las
citoquinas segregadas por las células presentadoras de antigenos (CPA) y que van a
provocar la diferenciacion de los linfocitos CD4+ ““naive” a otros linfocitos definitivos.
Las citoquinas que promueven una respuesta Th, inhiben otra potenciando de esta manera
una sola respuesta al mismo tiempo. Este hecho es llamado “polarizacion” de la

diferenciacion de linfocitos Th (75).

Como las especies candida crecen en diferentes morfologias (células unicas,
pseudohifas o formas filamentosas) siendo la transicion de unas a otras reversible, si la
CPA reconoce mediante sus RRP a la especie en forma de levadura (unicelular), producira
IL-12, induciendo una respuesta Thl. Los linfocitos Thl produciran entonces IFN-y,
aumentando la expresion de receptores de IL-12, que a su vez potenciaran respuesta Thl.
Si la CPA reconoce a la especie candida en forma de pseudohifas, producira IL-4 y se
inducira la respuesta Th2. Cuando la CPA segrega IL-1, IL-23, IL-6 y TNF los linfocitos
CD4+ “naive” se diferenciaran en linfocitos Th17. Estos produciran IL-17 y 1L-22 las
cuales juegan un papel importante en la activacion de neutréfilos y en la defensa de las
mucosas corporales (excepto la mucosa vaginal). La importancia de la respuesta Th17
viene demostrada en un ensayo con ratones en el que aquellos ratones que no podian
producir 1L-23 o IL-17 presentaban mayor susceptibilidad a sufrir candidiasis invasiva
(6, 56).

En resumen, podemos decir que la morfologia de la especie candida puede influir en
la respuesta innata y adaptativa del huésped, de tal manera que si se presenta en forma de
levadura se desarrollara respuesta adaptativa Thl y Th17 que se asocian con proteccion
frente a candidemia. Sin embargo, si se presenta como pseudohifas se producira la
diferenciacion de los linfocitos CD4+ “naive” a linfocitos Th2, la cual asocia a

permanencia de la infeccién fangica (75). (Fig. 9 y 10)
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Figura 9. Diagrama de las diferenciaciones de linfocito CD4+ dependiendo de las diferentes citoquinas,

Gaffen et al. (6)

La respuesta humoral a la infeccion por candida en humanos juega un papel de menor

importancia que la respuesta celular. Clinicamente, una disminucion de los linfocitos B

no se asocia con un aumento de susceptibilidad a la infeccion. Sin embargo, en estudios

realizados con ratones con inmunodeficiencia combinada en los que se inyectaron

vacunas con manano de candida albicans, se observé una menor predisposicion a la

infeccion y una mayor supervivencia, aunque esto todavia no se ha evidenciado en

humanos (78-80).
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1.2.4 Candidemia y Sepsis

1.2.4.1 Definicion de sepsis y shock séptico

Desde el afio 2016, en el tercer consenso internacional de definicion de sepsis y shock
séptico, se describiod sepsis como una disfuncidn organica potencialmente mortal causada
por una respuesta desregulada del huésped a la infeccion (81) . Para valorar la afectacion
de los diferentes organos, se recomendo la escala SOFA (Sequential Organ Failure
Assessment, por sus siglas en inglés). Partiendo de que el paciente sano sin afectacion
organica preexistente tiene un valor de SOFA 0, se designara pacientes con sepsis
aquéllos que presenten infeccién y con un valor de SOFA mayor o igual a 2 (81, 82)
(Tabla 4).

Tabla 4. Escala de valoracidn de afectacion orgénica. SOFA (81, 82).

RESPIRATORIO
Pa0,/FiO; >400 <400 <300 <200 <100
SatO,/FiO; 221-300 142-220 67-141 <67

NEUROLOGICO
Glasgow 15 14-13 12-10 9-6 <6

COAGULACION

Plaquetas >150 <150 <100 <50 <20
(103/mm3)
HIGADO
Bilirrubina (mg/dl) <12 1,2-1,9 2-5,9 6-1,.9 >12
RENAL
Creatinina (mg/dl) <12 1,2-1,9 2-3,4 3,5-4,9 >5

CARDIOVASCULAR
PAM (mmHg) >70 <70 Dopaa<50 Dopa 5,1-15 Dopa >15
DBT a NA<0,1 NA >0,1
cualquier dosis.

Abreviaturas: PaO; presion arterial de oxigeno, FiO- fraccion inspirada de oxigeno, Sat O saturacion
arterial de oxigeno, PAM presion arterial media, Dopa dopamina, NA noradrenalina Las dosis de los

farmacos se expresan en mcg/kg/min.
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Tabla 5. Criterios de Quick SOFA(81, 82).

Frecuencia respiratoria > 22 Respiraciones/minuto

Alteracién del sensorio

Presion arterial sistolica < 100 mmHg

Otro concepto que se describio en el consenso SEPSIS-3, fue el de Quick-SOFA. Es
una herramienta clinica que creo para determinar un cuadro de sepsis 0 shock séptico en

los servicios de urgencias sin necesidad de tener valores de laboratorio (Tabla 5).

Shock se define como un estado de sepsis en el que la disfuncion del metabolismo
celular y circulatorio instaurada es muy grave pudiendo provocar la muerte de manera
inminente. (81). Los criterios utilizados para su diagndstico son hipotension (PAM <65
mmHg) persistente a pesar de una reposicion hidrica adecuada, que precisa de
vasopresores y valores de lactato sérico mayores de 2 mmol/L (81).

1.2.4.2. Epidemiologia de la sepsis y el shock séptico

En los Estados Unidos, la incidencia de sepsis se estima en 300 casos por cada 100.000
habitantes y aproximadamente la mitad de estos casos ocurren fuera de la UCI. Una cuarta
parte de los pacientes que desarrollan sepsis moriran durante su hospitalizacion. Si nos
encontramos con un caso de shock séptico la tasa de mortalidad puede ascender al 50%
(83, 84). En Espafia la incidencia de sepsis es de 104 casos por 100.000 habitantes y la
incidencia de shock séptico es de 31 casos por 100.000. Los casos de sepsis y shock
séptico suponen 1 de cada 5 ingresos en unidades de cuidados intensivos y es una de las
causas principales de mortalidad en las UCI no cardiacas en Espafia llegando al 47% (85,
86).

Los microorganismos que pueden desencadenar un cuadro séptico o de shock septico
son diversos, habiendose descrito que la especie candida es responsable de hasta el 19%
de los cuadros sépticos (36, 87) y del 5% de los shock sépticos (14, 28, 88).
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1.2.4.3 Respuesta inmunitaria durante la sepsis

A pesar de las mejoras en el diagnostico y tratamiento precoz, gracias a las
recomendaciones realizadas por la campafia “Sobreviviendo a la Sepsis”, la mortalidad
del cuadro séptico sigue siendo elevada, del 29% al 38%, con cifras ain mayores en caso
de los pacientes de UCI (82, 89-91).-el estado inmunitario de los pacientes va a determinar
un mayor o menor riesgo de desarrollar infecciones. Asi los pacientes afectados por el
virus VIH (virus de inmunodeficiencia humana), con disminucién de la poblacion de
linfocitos, presentan mas infecciones y desarrollan cuadros sépticos de mayor gravedad
(92-94).

La sepsis en general se relaciona con cierto estado de inmunodepresion , que, entre
otras cosas, facilita la adquisicion de nuevas infecciones (95), que en el caso de las UCI
son con frecuencia provocadas por gérmenes multiresistentes o resistesntes a los
tratamientos habituales como son las especies candida no respondedoras al tratamiento
con azoles (59, 60).

Durante la infeccion se produce una respuesta inflamatoria que es la resultante de un
balance entre respuesta proinflamatoria y antiinflamatoria. Todo el proceso comienza con
el conocimiento de los PAMP de los patdgenos por parte de los TLR de las células
presentadores de antigeno como son los neutréfilos, monocitos y células dendriticas con
la posterior cascada de interleucinas y citoquinas y finalmente la activacion de linfocitos

(CD8+y CD4+), complemento y cascada de coagulacion.

En sepsis la activacion de la respuesta inmunitaria, debido a la liberacion masiva de
PAMP, hace que se inicien circuitos de retroalimentacion positiva para incrementar la
expresion de los receptores de reconocimiento de patogenos (RRP) llevando finalmente
a una liberacion masiva de citoquinas y a una respuesta inflamatoria exagerada y
perjudicial (96). Dentro de la liberacién de citoquinas, se liberan proinflamatorias, pero
también antiinflamatorias como IL-10 e IL-4 que desarrollan la respuesta Th2 y proliferan
los linfocitos T reguladores (Treg) y provocando asi una inmunosupresion(27, 28) (Fig.
11) .

Otro hecho que se describe es un estado de apoptosis de las células tanto presentadoras
de antigeno como de los linfocitos CD4+(97). Esta apoptosis se explica por la liberacion

de especies reactivas de oxigeno (ROS) en la tormenta inflamatoria y también a la
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expresion linfocitos de la proteina PD-1. La activacion de PD-1 causa inhibicion de las
funciones del linfocito incluyendo la produccion de citoquinas y su actividad citotoxica
(5, 27, 98). En un estudio realizado por Zhang et al. con animales, el bloqueo con
anticuerpos contra PD-1 mejoraba la supervivenciay la clinica de éstos (99). Spect et al.
en un estudio observacional prospectivo del afio 2013 al 2015 en Washington, valoro las
células linfocitarias en pacientes que sufrian sepsis por candidemia, observando que los
linfocitos de los pacientes con sepsis por candidemia poseian un fenotipo de supresion
(98). Los linfocitos CD4+ Y CD8+ presentaban una expresion excesiva y anomala de

proteina PD-1 y una disminucién de los receptores de IL-7 (98).

La IL-7 es una interleucina cuyo papel ha sido estudiado por diferentes grupos en las
sepsis por candidemia, especialmente por c. albicans. Es una citoquina producida por la
médula 0sea y células del timo que es necesaria para la supervivencia de los linfocitos T.
IL-7 induce la proliferacion de los CD4+ “naive” a linfocitos diferenciados e incrementa
la produccion de otras citoquinas como IFN v la cual facilita la accion fagocitica y mejora
la capacidad inmunitaria contra la fungemia. A diferencia de otras citoquinas, IL-7 no
provoca la liberacion descontrolada del resto de citoquinas lo que acota la
inflamatoria(30, 93, 100). Unsinger et al. realizd en 201len la Universidad de
Washington un estudio de casos y controles con ratones con candidemia a los que se les
administraba IL-7 o suero salino. Se observé que los ratones a los que se les habia
administrado 1L-7 presentaron un incremento de linfocitos y de sus funciones y mayor

supervivencia que los controles(30).

Diversos estudios han determinado la linfopenia como factor prondéstico de la sepsis
(27, 28, 101), presentando una mortalidad mayor aquellos pacientes con linfopenias
persistentes (101-104). Adrie et al. en un estudio retrospectivo en el que colaboraron
diferentes unidades de cuidados intensivos, observaron que aquellos pacientes que al
tercer dia de sufrir shock séptico continuaban con linfopenia presentaban mayor riesgo
de adquirir mas infecciones y aumento de mortalidad a los 28 dias (28). A su vez, nuestro
grupo de investigacion, en un trabajo publicado en Espafia en 2014 describimos que una
disminucion de neutréfilos por debajo de 7.226 células/mm?3 era factor de mal prondstico

en los pacientes que sufrian shock séptico (105).
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Figura 11. Esquema de la afectacion de la inmunidad innata y adaptativa en sepsis (5)

1.2.5 Diagnostico de candidemia

Un diagnostico y tratamiento precoz de la candidemia, es fundamental para disminuir
la mortalidad asociada y la estancia hospitalaria de los pacientes la padecen (40, 106-
109). En laactualidad esta infeccion es diagnosticada por métodos clinicos que se recogen
en escalas para iniciar un tratamiento empirico precoz, pero las diferentes escalas de
riesgo tienen un valor predictivo positivo no mayor del 20% (110, 111). El diagnostico
definitivo de la candidiasis invasiva es fundamental para realizar un tratamiento dirigido,
que ha demostrado disminuir la morbimortalidad y costes sanitarios, frente al tratamiento
empirico (24) y para ello es necesario determinar la presencia de la especie candida en

una muestra de sangre del paciente (112).

Existen diversos métodos diagnosticos, que se pueden agrupar en convencionales

(cultivo) y alternativos.
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1.2.5.1 Métodos Convencionales: el cultivo de la especie candida

El diagndstico microbioldgico habitual que se lleva a cabo en la mayoria de los centros
hospitalarios es el cultivo del hongo, donde se aisla y se identifica. Para ello es muy

importante la muestra que vamos a estudiar y su manipulacion.
+ Las muestras

Las muestras deben recogerse mediante métodos de asepsia para evitar su
contaminacion, con aspiracion de jeringa o biopsia y en cantidad adecuada ya que el
estudio de los hongos requiere de mas concentracion de muestra para su identificacion.
Deben ser transportadas lo mas rapido posible al laboratorio no superando las dos horas,
ya que la temperatura elevada (> 37°C) o excesivamente baja (< 4°C), las citoquinas
liberadas por los leucocitos de la muestra y la ausencia de nutrientes, provoca un aumento
de la mortalidad de la candida en la muestra. En caso de que un centro no tenga
laboratorio microbioldgico y necesite transportar las muestras a una distancia de més de
dos horas, deberé realizar el traslado a una temperatura de aproximadamente 4°C excepto
las muestras estériles como sangre o LCR que se conservan a temperatura ambiente (113,
114).

Las muestras de referencia para diagnosticar candidemia son los hemocultivos. Estos
deben recogerse una vez al dia mientras se sospeche que existe infeccion fungica. La
cantidad debe ser de 20ml por extraccion y deben realizarse tres venopunciones a lo largo
de unos 30 minutos, extrayendo sangre de diferentes lugares e introduciéndola en frascos
de aerobios y anaerobios. Las muestras deben incubarse al menos 5 dias (110, 115). En
nifos o en pacientes con anemia severa se pueden obtener muestras de menor volumen

para no causar anemia nosocomial (116).
+ Marcacion de las especies fungicas

La identificacion definitiva del hongo debe basarse en la observacion de la morfologia
microscopica, ya que a veces se consiguen ver elementos caracteristicos de los diferentes
tipos de hongos. El examen directo de la muestra se basa en la tincidén con fluorocromos
que se unen a la pared del hongo de manera inespecifica como las tinciones de Gram (117,
118), argénticas, tinciones con calco fluor , tinta china o del &cido periédico de Schiff.
Las formas de candida filamentosas presentan mas dificultad para la tincion de Gram.
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Las técnicas que emplean anticuerpos marcados para su identificacién pueden mejorar la
sensibilidad del estudio aunque estos métodos no estan disponibles de manera rutinarias
(113).

+ Medios de cultivo

Los hongos no son exigentes a la hora de crecer en uno u otro tipo de medio de cultivo.
La mayoria de los medios son selectivos y constan del agar glucosado de Sabouraud mas
antibiéticos como cloranfenicol que no dejen crecer poblaciones de bacterias. A veces es
necesario utilizar medios de cultivo con mayor grado de seleccion para asi diferenciar y
facilitar el crecimiento de un tipo u otro de hongo y asi ayudar a un diagnostico mas
certero. Cuando la muestra que tenemos es sangre, las técnicas clasicas con cultivos
bifasicos se han ido sustituyendo por técnicas de lisis-centrifugacion y lisis-filtracion
(113, 119). Los cultivos deben mantenerse-durante al menos 4-6 semanas que es el tiempo
que puede necesitar una poblacion de hongos en crecer y diferenciarse. Con los nuevos
métodos automatizados se ha aumentado la sensibilidad y disminuido el tiempo de
latencia del diagnoéstico. Asi, el crecimiento de c. albicans, c. glabrata y c. parapsilosis
suele ser de 3 dias, el tiempo de incubacién de c. tropicales y c.krusei es de 3-4 dias y
c.glabrata necesita mas de 4 dias para ser crecer y ser diagnosticada. Aunque hay un
nuevo método molecular que puede diagnosticar esta especie candida en 20 minutos(2)
(Fig 12).

100% 4

——C albicans (163)

50% 1
—— C. glabrata (65)

— C. kTusei (18)
——C parapsiosis (14)
25% 4
—_—h— 1r-:-p|na||r=. i1 4_|
—-+-—Intotal (314)

——— Folyfungal (14)
0%

o1 2 3 4 5 6 7 8 10

Figura 12. Dias de crecimiento y de positividad del hemocultivo para las diferentes especies candida (2)
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+ La identificacion de las especies flngicas

La interpretacion de los medios de cultivo dependera del tipo de muestra que
obtengamos. Asi, la deteccion de candida en cualquier biopsia de tejido estéril o de LCR
tendra significacion diagnostica. Sin embargo, las muestras respiratorias son dificiles de
interpretar ya que la especie candida esta presente en el 20% de las personas sanas y en

el 50% que hayan tenido antibioterapia previa(120).

Una vez que tenemos los medios de cultivo y la tincién, los hongos deben ser
identificados siguiendo diferentes criterios: morfologicos, bioquimicos, inmunoldgicos o

geneéticos (121).

o Criterios morfoldgicos: los macroscopicos diferencian la forma en que las
colonias de hongos se organizan en los diferentes medios de cultivo y los criterios
microscopicos son utilizados para distinguir especificamente algunas especies de

levaduras.

o Criterios bioguimicos: se basan en destacar actividades enzimaticas al hidrolizarse
un sustrato cromégeno con enzimas del hongo. Los mas utilizados son:
CHROMagar Candida® (Becton Dickinson GmbH, Alemania), Candida
CHROMID ® (Biomerieux, Lyon, Francia), CandiSelec® (Bio-Rad, Marnes-la-
Coquette, Francia) agar SDCA-MUAG® (Biolife, Milan , Italia) Y Agar
Fluoroplate Candida (Merck, Darmstadt, Alemania) Los utilizados con candida
albicans destacan la actividad de las enzimas B-galactosidasa y L-prolina
aminopeptidasa (122). Hay otro método bioquimico que consiste en el
aprovechamiento por parte de la levadura de moléculas de carbono o nitrégeno.
De éstos hay diferentes en el mercado, los mas rapidos son RapID Yeast Plus
System® (Oxoid, Kansas , EEUU), y latécnica de GLABRATA RTT® (Fumouze
Diagnostics, Levallois Perret, Francia) que diagnostica la presencia de Candida
Glabrata en 20 minutos (113).

o Criterios inmunoldgicos-genéticos: consisten en la utilizacién de anticuerpos

monoclonales especificos para antigenos de c.albicans o c.krusei (123).
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Para focalizar los pasos mas importantes en el diagnostico convencional de
canidemia Ayats et al. indicaron las recomendaciones de diagnosticos de las
infecciones fungicas (SEIMC) para métodos convencionales, las cuales se recogen en
la tabla 6.

Tabla 6. Recomendaciones de Ayats et al. para el diagndstico de infecciones fingicas con métodos
convencionales(113).

Toma de muestras adecuada siguiendo procedimientos habituales

Remisidn al laboratorio en < 2horas. Si no es posible conservar a 4°C

Realizar siempre un examen microscépico, microbioldgico e histopatoldgico

Cultivar en varios medios de cultivo, incluyendo medios selectivos

Los medios de cultivo diferenciales son Utiles para algunas especies como candida

Deben identificarse la especie de todas las cepas clinicas causantes de la infeccion

Los criterios morfologicos y bioquimicos identifican la mayor parte de las cepas

La identificacion molecular de las cepas clinicas debe utilizarse en casos
seleccionados y realizarse en centros de referencia
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Candida parapsilosis Candida glabrata Candida albi

Figura 13. Cultivo de diferentes Especies candida (7).

Figura 14. Cultivo de candida en medio de cultivo agar glucosado de Sabouraud. Imagen cedida por el

servicio de microbiologia del Hospital de Medina del Campo.
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Figura 16. Cultivo de Candida con tincién cromogénica. Imagen cedida por el servicio de microbiologia
del Hospital de Medina del Campo

Figura 15.. Candida albicans en placa cromogénica. Imagen cedida por el servicio de microbiologia del
Hospital de Medina del Campo.
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Los hemoemocultivos presentan una sensibilidad del 50% y necesitan de mucho
tiempo de incubacion para diagnosticar positividad en la infeccion fangica, por ello se
han desarrollado métodos alternativos al cultivo tradicional (110, 115).

1.2.5.2. Métodos Alternativos al cultivo de especie candida

Debido a la necesidad de un diagnostico precoz de candidemia, ya que un tratamiento
no adecuado Yy tardio se asocia con un incremento de la mortalidad, han surgido nuevas
técnicas diagndsticas, mas rapidas que hacen evidente la presencia de candida en pocas
horas. Estas se basan en la deteccion de &cidos nucleicos, de beta-D-glucano, de manano

y anticuerpo anti-manano y de anticuerpos anti-micelo.
+ Deteccion de acidos nucleicos

Dentro de estas técnicas destaca la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) que
consiste en amplificar diferentes zonas del material genético (ADN) del hongo. La
sensibilidad y especificidad de este método diagnostico es de 92% y 95% (124). Lau A et
al. en 2011 obtuvo una mayor sensibilidad de la técnica PCR frente al hemocultivo
tradicional en el diagnostico de 4.700 pacientes con candidemia (125). El tiempo que
necesita esta técnica para el diagndstico esta descrito en algunos trabajos como McMullan
et al. que estudio 157 pacientes con candidemia utilizando PCR y obtuvo el diagndstico
en 6 horas (Fig.17) (126).

Figura 17. Amplificacion de la region ASL3 del ADN de Candida albicans (PCR)(1)
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#+ Deteccion de beta-D-glucano

El beta-D-glucano es un componente de la parad fangica, no especifico de la
especie candida, que actla como antigeno desencadenando la respuesta inmunitaria a
la infeccion por hongos. Este método diagndstico presenta una sensibilidad y
especificidad en la deteccion de beta-D-glucano mayor del 70% y 80%
respectivamente. En el caso concreto de la candidemia la sensibilidad puede ser
superior al 80% y lo méas importante, su valor predictivo negativo es mayor del 90%
cuando se hacen determinaciones seriadas adelantando en 7 dias la deteccion por
hemocultivos(110, 113, 127). Otra ventaja de este técnica es que el tratamiento con

antifingicos no interfiere en su eficacia diagnostica (113).

El método més utilizado para detectar beta -D-glucano es el de Fungitell, su
funcionamiento es explicado en la figura 17. Durante el crecimiento celular, la BG se
libera en forma soluble, principalmente como triples hélices. El ensayo de Fungitell
comienza con el tratamiento previo de las hélices triples para formar monomeros. El
BG monomeérico se une a un zimogeno serina proteasa llamado factor G. El factor G
activado luego activa una enzima de coagulacion, que convierte un reactivo incoloro
en un compuesto amarillo, que se puede medir con espectrofotometria para obtener

una medicion indirecta de los niveles de BG. (128).
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Figura 18. Método diagnéstico de Fungitell:
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+ Deteccion de manano y de anticuerpo anti-manano

Se realiza mediante técnica ELISA, acréonimo del inglés “Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay”, ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas. Es una
técnica de inmunoensayo, no especifica de la especie fungica candida, en la cual un
antigeno, en este caso manano, se detecta mediante un anticuerpo, anti-manano,
enlazado a una enzima capaz de generar un producto detectable, como cambio de
color o algun otro tipo (Fig. 18). Su sensibilidad es del 80%, su especificidad 85% y
tiene un valor predictivo negativo del 85%. Se recomienda realizar una seriacion dos
veces a la semana y asi s6lo administrar tratamiento antifingico a quienes realmente
esté indicado (129).

Su bstratu'@

Py

5%

Anticuerpo de @
_deteccion marcado con
ENnzima

Anticuerpo de @

captura

Figura 19. Técnica ELISA para el diagnéstico de candidemia. (3)Traduccién: Jesus Gil, Wirzburg,
DE (SEI).
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+ Deteccion de anticuerpos anti-micelio o anti tubos germinales.

Consiste en la cuantificacion de anticuerpos contra antigenos candida albicans en
suero. Pese a su nombre, esta técnica también es capaz de diagnosticar candidemia
provocada por otras especies candida., todas ellas cuando se encuentran en fase
micelial. Presenta una sensibilidad de 84.4% y especificidad de 94.7% (130). Este
método ha sido desarrollado en Espafia y comercializado como Candida albicans IFA
IgG® (Vircell, Granada, Espaiia).

Ayats et al. establecieron un grado de recomendacion y nivel de evidencia para
cada técnica diagndstica, en ocasiones atendiendo a diversas situaciones clinicas
(tabla 7)(113).

Tabla 7. Recomendaciones y grados de evidencia de las técnicas alternativas al cultivo para el
diagndstico de candidemia

Deteccidn galactomanano en suero o A-l
lavado broncoalveolar en pacientes
oncohematologicos

Deteccidn galactomanano en suero, B-II
LCR, o lavado broncoalveolar en otros
pacientes
Deteccidn de (1-3)-beta-D- glucano A-l

Deteccion de acidos nucleicos B-II
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1.2.6 Tratamiento de la candidemia

La morbimortalidad de la candidemia, es muy elevada, pudiendo llegar a tener una
tasa de mortalidad mayor de 40% en pacientes en UCI. Un retraso en el inicio del
tratamiento se ha relacionado con un incremento de la mortalidad a los 30 y 90 dias del
diagnostico (17, 42, 53, 107, 131, 132). Un diagndstico precoz resulta dificil dado que
las técnicas diagnosticas que existen en la mayoria de los hospitales requieren tiempo y
su valor predictivo positivo es bajo. La Sociedad Americana de Enfermedades Infecciosas
¢{IDSA) en EEUU y La Sociedad Europea de Microbiologia Clinica y Enfermedades
Infecciosas (ESCMID), han desarrollado protocolos de tratamiento basandose en factores
de riesgo de presentar infeccion fangica y candidemia (133), y se han creado escalas para
orientar asi sobre la necesidad de comenzar con un tratamiento de forma empirica hasta

obtener el diagnostico definitivo.

1.2.6.1 Factores de riesgo de candidemia

Son numerosos los trabajos que han estudiado distintas variables como factores de
riesgo de candidemia, y se han hecho diversas revisiones bibliograficas que resumen los
factores de riesgo intrinsecos, aquéllos que presentaba ya el paciente antes del ingreso, y

extrinsecos, aquéllos asociados a la atencidn sanitaria.

+ Factores intrinsecos: edad mayor de 65 afios (134), diabetes mellitus (135, 136),
insuficiencia renal cronica, neoplasias no hematologicas y hematoldgicas (134),
enfermedades digestivas como pancreatitis aguda (137) o perforacion
gastrointestinal, patologia cardiaca subyacente, politraumatismos graves y
grandes quemados (19, 20, 138). La escala APACHE II, que es un sistema de
clasificacion del estado de gravedad y prondstico de pacientes ingresados en UVI
que también se ha estudiado para determinar el factor de riesgo de padecer

candidemia sin obtener una clara evidencia estadistica (tabla 8) (136, 139, 140).
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Tabla 8. Escala APACHE |1 Este es aplicado dentro de las 24 horas de admision del paciente a una UCI:

un valor entero de 0 a 67 es calculado basado en varias medidas, a mayores puntuaciones le corresponden
enfermedades méas severas y un mayor riesgo de muerte.

T Rectal (°C)

>40,9
PAM
(mmHg) >160
Frecuencia
cardiaca >180
(latidos/min)
-Si Fi02>0.5 >500
(AaDOy2)
-Si Fi02<0.5
PaO:2
Frecuencia
respiratoria >50
(resp/min)
pH arterial >7,7
HCOs venoso
>52
Sodio sérico
(mEg/) >180
Potasio sérico
(mEg/l) =7
Hematocrito
(%) >60
Leucocitos
(103/mm?) >40
EDAD (B) ENF.CRONICA (C)
<44 0 Preoperatorio 2
45-54 2 programado
55-64 3 Preoperatorio 5
65-74 5 urgente
>75 6

39-40,9

159-130

179-140

499-350

49-35

7,69-7,60

51,9-41

179-160

6,9-6

Glasgow

(D)
(15)

129-
110

139-
110

349-
200

159-
155

59,9-
50

3,9-20

38,9-
38,5

34-25

7,59-
7,50

40,9-32

154-150

5,955

49,9-
46

19,9-
15

Suma de
puntos

36-38,4

109-70

109-70

<200

PO2>70

24-12

7,49-7,33

31,9-22

149-
130

5,4-3,5

45,9-30

14,9-3

35,9-34 33,9-
32
69-50
69-55
PO2
70a6l
11-10 9-6
7,32-
7,25
21,9-
18
129-
120
3,4-3 2,9-25
29,9-
20
2,9-1
B C

31,9-30

54-40

PO
60 a 55

7,24-
7,15

17,9-15

119-
111

<30

<49

<39

PO2<55

<5

<7,15

<15

<110

<25

<20

<1
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+ Factores extrinsecos o asociados a la atencion sanitaria: cirugia previa y
especialmente abdominal urgente (13, 134, 141, 142), nutricion parenteral (19,
20, 136, 137, 141, 143), terapia de sustitucion renal (136, 141, 144), sepsis (20,
135, 144), ventilacion mecanica mas de 48 horas (135, 145), antibioterapia previa
(13, 134), catéter de via venosa central (134, 145), colonizacion multiple con

candida (20, 138) y hospitalizacion prolongada.

Muskett et al., realizé una revision que incluy6 13 trabajos basados casi todos ellos en
un estudio observacional prospectivo de cohortes de 1655 pacientes mayores de 18 afios
y que ingresaron en UCI espafiolas (EPCAN) (19). Resumié en una tabla todas las
variables tomadas como factores de riesgo de candidemia y los trabajos donde se citaron
(146) (Tabla 9).

Tabla 9. Factores extrinsecos de riesgo para candidemia. Adaptacién de Muskett et al.(146)

Cirugia(13) 7,3 (1-53,8) 0,05
Nutricion parenteral (20) 2,48 (1,16-5,31) <0,001
Colonizacion por candida 4,12 (1,82-9,33) 0,001

(141)
Terapia renal (136) 54 (2,5-11,8) 0,029
Shock séptico (20) 7,68 (4,14-14,22) <0,001
Ventilacion mecanica (135) 28,2 (3,6-119,5) <0,001
APACHE 11 (142) 1,03 (1,01-1,05) 0,007
Antibioterapia previa(136) 3 (1,8-5) 0,028
Catéter de via venosa 4,42 (1,95-10,02) 0,001

central(145)

A partir del estudio de los factores de riesgo de candidemia y de su grado de impacto,
se realizaron diferentes escalas de riesgo de padecer candidemia que facilitan la decision
de los profesionales médicos de cudndo iniciar la terapia antifungica. Algunos de ellas

son las siguientes:
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+ Candida Score (20): sensibilidad de 81% y especificidad de 74% (tabla 10)

+ Ostrosky-Zeichner (137): sensibilidad de 34% y especificidad de 90% (tabla 11).
+ Paphitou et al. (136): sensibilidad de 85% y especificidad de 50%.

+ Pittet et al. (142): sensibilidad de 64.3% y especificidad de 69.6%.

Tabla 10. Candida Score. Si el paciente posee una puntuacion mayor de 2,5 es indicativo de candidiasis
invasiva.

Colonizacion multifocal por Candida
Cirugia

Nutricion parenteral

N R R e

Shock séptico

La escala Candida Score se obtuvo a partir de un trabajo que incluyd 1699 pacientes
mayores de edad, no neutropénicos ingresados en 73 UCI de 70 hospitales esparioles
desde mayo de 1998 a enero de 1999. Los pacientes se agruparon en tres grupos, los no
colonizados ni infectados, colonizados por candida y pacientes infectados por candida.
Se evaluaron las diferentes variables de los pacientes de los distintos grupos y se obtuvo
que, aquéllos que habia sufrido una cirugia previa presentaban el doble de riesgo de sufrir
infeccion fungica (OR = 2,71, IC 95%, 1,45-5,06), a los que se les detectd colonizacion
multifocal tenian 3 veces mas probabilidad de estar infectados (OR = 3,04, IC 95%, 1,45-
6,39), los tratados con nutricion parenteral multiplicaban por 2,5 su riesgo de candidemia
(OR = 2,48, IC 95%, 1,16-5,31) y finalmente, los pacientes que presentaban estado de
sepsis/shock séptico tenian siete veces mas riesgo de sufrir infeccion que los pacientes
que no lo presentaban (OR = 7,68, IC 95%, 4,14-14,22). El Candida score se basa, por
tanto, en el valor predictivo de diferentes factores de riesgo previamente demostrados,
ajustado para posibles variables de confusién mediante un analisis de regresion logistica.
La puntuacidn asignada para cada factor de riesgo es: nutricion parenteral 1 punto, cirugia
previa 1 punto, colonizacion multifocal por candida 1punto y sepsis grave 2 puntos (tabla
10). Segun los autores del estudio, un Candida score superior a 2 puede seleccionar a los

pacientes que se beneficiarian de un tratamiento antifingico temprano (sensibilidad del
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81% vy especificidad del 74%) (147). Segun Leon et al. los pacientes que en la escala
Candida Score obtuvieran una puntuacién mayor de 2 serian candidatos para iniciar el

tratamiento antifungico temprano (123).

Tabla 11. Score Ostrosky -Zeichner.

Estancia en UCI >72horas

Antibioterapia (1-3 dias) y/o catéter de via central (1-3 dias) y dos o0 mas de los
siguientes:
Alguna cirugia

Pancreatitis
Inmunosupresores
Corticoides
Dialisis

Nutricion parenteral

La escala de riesgo de candidemia desarrollada por Ostrosky et al. se obtuvo a partir
de revisiones que incluyeron 2.890 pacientes que permanecieron al menos 4 dias en nueve
hospitales de EE. UU. y Brasil del afio 2000 a 2002 (dos afios). EI modelo estadistico
demostro un riesgo de candidemia se multiplicaba por cuatro (RR 4,36 1C 95% 2,85 6,67
P<0,001) (21, 137) en los pacientes tratados con antibioticos de amplio espectro (1-3 dias)
0 portadores de catéter venoso central (1-3 dias) y con al menos dos de los siguientes
factores de riesgo: nutricion parenteral total (1-3 dias), cualquier tipo de dialisis (1-3 dias),
cirugia mayor (—7-0 dias), pancreatitis (—7-0 dias), corticoides (—7-3 dias) u otros
tratamientos inmunodepresores (—7-0 dias) (tabla 11). Esta regla tiene una sensibilidad
del 34%, una especificidad del 90%

Ambas escalas son utiles en UCI para el inicio del tratamiento antifingico ya que
presentan una elevada sensibilidad y un elevado valor predictivo negativo (97-99%), sin
embargo, tienen un valor predictivo positivo muy bajo (4% a 57%) (53, 148), es decir, la
probabilidad de no presentar candidemia es alta es si el resultado obtenido en estas escalas
es negativo. Sin embargo, la probabilidad de sufrir candidemia no es muy alta si el
resultado es positivo. Este hecho es importante ya que, si indicamos tratamiento

antifangico empirico a basandonos en estas escalas, puede ser que estemos administrando
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este tratamiento a un paciente que realmente que no lo necesite. Todo esto tiene gran
importancia no sélo, por los posibles efectos secundarios y adversos de los antifingicos
que se administran sin realmente estar indicados, sino también por la repercusion
econdémica que supone. Poves et al. expuso que se tratd a 114 pacientes con
equinocandinas, indicando el tratamiento empirico mediante las escalas Candida Score y
Ostrosky-Zeichner y siguiendo las recomendaciones de la IDSA, y finalmente ninguno
de ellos presentaban infeccion flngica. Esto supone un gasto innecesario de 684.000 €
(40, 41)

1.2.6.2 Antifangicos utilizados en candidemia

+ Azoles: son los mas utilizados en el tratamiento de la candidemia. EI mayor
representante de este grupo es el fluconazol. Su mecanismo de accidn consiste en
la inhibicion del citocromo P-450 fungico mediado por la desmetilacion del 14-
alfa-lanosterol, etapa fundamental en la biosintesis del ergosterol fungico. La
acumulacién de 14-alfa-metil esteroles se relaciona con la consiguiente perdida
de ergosterol en la membrana de la célula fangica y responsable de la actividad
antifungica de fluconazol. Se puede encontrar no s6lo en formulaciones
intravenosas, sino también orales con una alta biodisponibilidad. Otra ventaja a
destacar es su bajo coste en comparacion con las equinocandinas. Este azol es el
Unico agente antifangico para el que se dispone de informacién considerable sobre
las tendencias de resistencia antifungica y las directrices bien estandarizadas para
las pruebas de sensibilidad (55) . La resistencia al fluconazol ha ido aumentando
en los ultimos afios en todo el mundo siendo en la actualidad en Europa de 6.3%
y en EEUU 6.6% (50). En Espafia, hace pocos afos el 90% de las especies candida
eran susceptibles, sin embargo, ahora lo son menos del 80%. Por otra parte, han
aumentado las especies candida no-albicans las cuales muestran mayor
porcentaje de resistencia, en especial c.tropicalisy c.krusei (17, 143), presentando

esta Ultima mayor tasa de mortalidad (149).

+ Anfotericina B: antiflingico de uso parenteral y oral obtenido por fermentacién
del Streptomyces nodosus, un actinomiceto del suelo. Su mecanismo de accién
consiste en la union a los esteroles de las membranas celulares tanto de los hongos
como humanas, deteriorando la integridad de las mismas. Esto se traduce en una

pérdida de potasio y otros contenidos celulares. La mayor afinidad de la
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anfotericina B hacia el ergosterol, un esterol encontrado en las membranas de los
hongos, es la clave de su accion antifungica. Sin embargo, como el farmaco se
une también al colesterol (esterol preferente de las membranas de las células
humanas) la anfotericina B presenta algunos efectos toxicos, en particular a nivel
renal, por ello, aunque tiene una accion rapida contra la mayoria de las cepas de
las especies de candida (especialmente c.albicans), no es la primera opcion para
el tratamiento de casos de candidemia (55, 150). Las tasas de resistencias a
Anfotericina B no estdn muy claras, pero si que parece que las especies candida
glabrata, tropicalis y krusei pueden afectarse con dosis altas de este antifungico

y por tanto mayor toxicidad.

+ Equinocandinas: Son lipopéptidos derivados a partir de un producto original
sintetizado por un hongo. Su mecanismo de accidn cosiste en la inhibicion de la
1,3-B-glucanosintetasa, enzima responsable de formar polimeros de glucano
esenciales para la estructura de la pared fangica. Caspofungina, micafungina y
anidulafungina son los diferentes tipos que tenemos en la actualidad. Solo se
pueden administrar via intravenosa y es necesaria una dosis de carga inicial(151).
Han demostrado una gran eficacia in vitro e in vivo en el tratamiento de
candidemia. La tendencia emergente de resistencia a fluconazol y otros triazoles
entre los aislamientos de candida de BSI ha hecho que las equinocandinas
adquieran gran importancia. Las personas con riesgo de resistencia a los azoles
(tratamiento previo con azoles, hospitalizacion prolongada o inmunosupresion
grave) reciben cada vez con méas frecuencia este tipo de tratamiento empirico
mientras esperan los resultados de las pruebas de susceptibilidad antifingica. Las
equinocandinas tienen menos toxicidad relacionada con los medicamentos en
comparacion con la anfotericina B. Una gran desventaja de estos farmacos es su
elevado coste econdémico. Las tasas de resistencia con muy bajas, habiéndose
descrito algunos casos de resistencia de c. parapsilosis (17).

1.2.6.3 Guias de tratamiento IDSA y ESCMIC (127, 133)

Ambas guias, IDSA (EEUU) y ESCMIC (EU) (tabla 12), indican que el comienzo
temprano y adecuado de la candidemia mejora los resultados de supervivencia. Para
llevar esto a cabo, antes de comenzar la terapia antifingica se debe observar cual es

el estado del paciente y qué tratamientos antifungicos ha sufrido en el ingreso.
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Asi en pacientes con candidemia que presentan estabilidad hemodinamicay no han
recibido anteriormente azoles, el tratamiento de eleccidn es fluconazol por el mayor
conocimiento de su farmacocinética. En pacientes que presentan inestabilidad
hemodinamica y/o tratamiento anterior con fluconazol, el tratamiento de eleccion sera
una equinocandina teniendo como alternativas las formulaciones lipidicas de
anfotericina B (tabla 12). Deben realizarse hemocultivos control durante el
tratamiento antifingico y mantenerse este Ultimo durante 14 dias tras la

negativizacion del cultivo.

Tabla 12. Recomendaciones de la IDSA Y ESCMID para el tratamiento de candidemia en pacientes no

neutropénicos. Adaptacién de la tabla realizada por Antinori et al. (53).

Candidemia Equinocandina 1A Equinocandina 1A
en pacientes no Fluconazol:aceptable AnfotericinaB
neutropénicos. alternativa en pacientes no liposomal IB
criticos y sin resistencia a Voriconazol 1B
azoles. Fluconazol IC
Amfotericina B
liposomal:

Alternativa razonable en
casos de intolerancia

1.2.6.4 Nuevos biomarcadores y tratamientos para candidemia

La mortalidad por candidemia no ha demostrado ser menor en pacientes tratados con
los nuevos antifungicos (152-154). Asi Chapman et al. en un trabajo realizado de 2014 a
2015 en Australia describio una mortalidad equiparable entre los pacientes con
candidemia que fueron tratados con azoles y los tratados con equinoscandinas (23).
Parkins et al. en un estudio en 2007 de 207 pacientes con candidiasis invasiva, describid
que el tratamiento empirico realizado so6lo fue efectivo en el 26% de los casos(22).
Zillberg et al. en una cohorte de 90 pacientes con candidemia obtuvo que el tratamiento
fue inapropiado en el 88.9% de los casos (24). Es por todo ello que estan en desarrollo
nuevos métodos que afecten no soélo al patégeno, sino también a la inmunidad del

huésped-
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Como hemos dicho anteriormente, candida es un hongo oportunista que vive como
comensal del ser humano (68, 69) y sélo causa infeccidn cuando las barreras inmunitarias
fallan. Por otra parte, la propia candidemia lleva a un estado de inmunodepresion por
potenciar los mecanismos de apoptosis de las células inmunitarias y las respuestas Th2.
Los nuevos estudios se basan en la potenciacion del estado inmunitario, administrando

interleucinas o anticuerpos predisefiados.

En infecciones como la producida por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH),
donde los linfocitos han demostrado tener un papel protagonista en su patogenia, se han
Ilevado a cabo ensayos clinicos con IL-7. Este tratamiento ha demostrado un aumento de
la supervivencia por expansion de las células T (93, 100). En la sepsis y shock séptico se
han desarrollado trabajos que estudian la inmunoterapia como tratamiento conjunto con
la antibioterapia y el tratamiento de soporte (155), basandose en las alteraciones
inmunitarias que se producen durante estos cuadros (156, 157). Asi Leentjens et al. que
describen como nueva terapia la induccion de produccién de IL-7 e interferobn gamma
para aumentar la poblacion de células T y asi invertir la inmunoparalisis que acontece en
el shock séptico (158). Zhang et al. expusieron en un estudio experimental que el bloqueo
de la proteina PD- L1, la cual induce apoptosis de los linfocitos, mejora los resultados de

supervivencia (99).

Estos mismos estudios se estan llevando a cabo en ratones con candidemia dando en
la actualidad resultados positivos (30). El tratamiento con IFN gamma parece ser que
potencia la diferenciacion de linfocitos T “naive” a linfocitos Th17 (56), que se asocia a
mayor supervivencia (46, 159, 160). El tratamiento con IL-7 en ratones con infeccion
candidiasica consiguié aumentar los linfocitos Ty disminuy6 la mortalidad en los ratones
tratados con esta inmunoterapia (30). Vonk et al. en 2006 describieron los mecanismos
inmunitarios implicados en la patogenia de la candidemia provocada por candida
albicans y las implicaciones que esto podia tener para una posible inmunoterapia (29).
Otros trabajos, se han centrado en la produccion de anticuerpos “anti-candidiasis” y su
administracion en ratones que previamente habian sido inmunosuprimidos
artificialmente. La administracion de estos anticuerpos “anti-candida” demostraron un

incremento de la supervivencia (78, 79, 161).
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Por tanto, podemos decir que los esfuerzos realizados por los expertos para el
tratamiento de la candidemia, estan tomando una nueva direccién a favor de la inmunidad

del huésped, y en especial hacia la expansion de los linfocitos.
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Justificacion

La candidemia es la cuarta causa de bacteriemia nosocomial en hospitalizaciones
convencionales y la tercera en unidades de cuidados intensivos. Su incidencia es elevada
y ha ido en aumento en las Gltimas décadas, existiendo actualmente en EEUU 0,28-0,57
casos por 1000 hospitalizaciones, en Europa 0,38-1,55 casos por 1000 hospitalizaciones
y en Espafia 0,89 casos por cada 1000 ingresos (64, 153). Su mortalidad es mayor del
40% en UCI (64) y los gastos directos que conlleva son elevados, ya que la estancia
hospitalaria de un paciente con esta infeccién es mucho mayor a la de los pacientes que
no la presentan y el tratamiento antifungico que se precisa tiene un coste elevado. En
EEUU son necesarios 45,000 a 77,534 dolares por cada caso de candidemia,
incrementando los gastos hospitalarios hasta en 33.000 $ frente a los pacientes que no
sufren la enfermedad y en Espafia, solo el tratamiento con equinocandinas supone minimo
6000€ (162). Debido a todas estas razones, a infeccion candidemia de ha tratado como un

problema de salud publica.

Con el proposito de mejorar los resultados de prevalencia, estancia y costes
hospitalarios y o més importante, su tasa de mortalidad, se han llevado a cabo durante
décadas diversos estudios para conseguir un diagndéstico y tratamiento eficaz y precoz de
candidemia, ya que ambas son medidas que han demostrado aumentar la supervivencia
de los pacientes que la padecen. El test de referencia para el diagndstico de candidemia
es el cultivo y posterior visualizacion directa de la especie candida en sangre, pero es una
determinacion lenta, con bajo valor predictivo positivo. Otros factores como los
marcadores infecciosos séricos (leucocitos, PCR, procalcitonina) y las escalas Candida
Score y/o Ostroscky-Zeichner son los que de manera indirecta nos indican la presencia
de candidemia y por tanto la indicacién del comienzo del tratamiento precoz de manera

empirica.

En la actualidad, el tratamiento de la candidemia se basa en la terapia con antifungicos,
cuyo mecanismo de accién se centra en evitar el crecimiento y provocar la muerte del
hongo. A pesar de contar con diferentes antimicoticos, la mortalidad sigue siendo elevada
y es por ello que los nuevos trabajos tienen como objetivo determinar el grado de
importancia del estado inmune del huésped y su potenciacion como método terapéutico

contra la candidemia, basandose en la patogenia de la infeccion.

Candida es una especie fangica que actia como comensal del ser humano. Cuando

logra vencer las primeras barreras inmunitarias y llegar al torrente sanguineo provoca

79



80

B. Cano Hernandez

candidemia. Esta infeccidn fungica cursa con una respuesta inmunitaria en la que la
inmunidad innata y adaptativa se enlazan gracias a la actividad de las células
presentadoras de antigeno, las citoquinas, el complejo mayor de histocompatibilidad y los
linfocitos. La gran apoptosis de los linfocitos T que se desencadena esta en relacion con
la progresion de la infeccion. La patogenia de la candidemia respalda la relevancia que
presenta la formula leucocitaria en su diagnéstico, donde los linfocitos son las células
clave y su valoracion nos podria facilitar el prondstico del paciente. Por otro lado, los
estados de linfopenia y neutropenia se han descrito como factor de riesgo en sepsis y
también se ha llegado a establecer un valor de neutréfilos como punto de corte de riesgo
de mortalidad en sepsis (105). En un trabajo en el que se estudié la neumonia comunitaria,
se marco un valor de linfocitos por debajo del cual existia mayor riesgo de mortalidad
(163, 164).

Dada la importancia de la expansion de linfocitos en la supervivencia de los pacientes
con candidemia, pudiendo ser éste uno de los objetivos de los nuevos tratamientos de esta
enfermedad, y que medicién de la formula leucocitaria es una prueba de rutina que no
incrementa los gastos en los diferentes hospitales de nuestro ambito, creemos en la
necesidad de realizar un estudio que valore el recuento de linfocitos como factor de riesgo

de mortalidad.

El objetivo de nuestro trabajo es definir si el recuento bajo de linfocitos de manera
persistente es un factor de riesgo de gran impacto en la mortalidad de candidemia. Por
otro lado, queremos determinar un punto de corte de linfocitos que sirva como valor
prondstico en los pacientes con candidemia. En nuestra opinion, este valor en un futuro,
podria utilizarse para designar la necesidad de inmunoterapia asociada a tratamiento
antifangico convencional para mejorar los resultados de mortalidad y estancia

hospitalaria y con ello los recursos economicos en candidemia
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Objetivos

111.1 Objetivo principal

Determinar si el recuento persistentemente bajo de linfocitos se asocia a mayor

mortalidad en pacientes con candidemia,.

111.2 Objetivos secundarios

- Determinar la incidencia de candidemia en el Hospital Clinico Universitario de
Valladolid.

- Describir las caracteristicas clinicas de los pacientes con candidemia que

fallecieron y de los que no fallecieron.

- Determinar la mortalidad de los pacientes con candidemia en el Hospital Clinico

Universitario de Valladolid.

- Establecer el valor de linfocitos umbral por debajo del cual exista mayor riesgo

de mortalidad a los 30 dias del diagnostico de candidemia.
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IV. MATERIAL Y METODO
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Material y método

V.1 Diseio del estudio y poblacién a estudio

Disefiamos un estudio observacional retrospectivo en el Hospital Clinico Universitario
de Valladolid que es un hospital publico, universitario y de tercer nivel que cuenta con
717 camas. Tiene un area de poblacion asignada de aproximadamente 300.000 habitantes.
Al ser centro de referencia para diferentes especialidades como cirugia pediatrica,
vascular, cardiaca, toracica, neurologia (Unidad de Ictus) asi como centro de realizacién
de trasplantes renales y cardiacos, la poblacion que accede a los servicios de este hospital

puede crecer hasta 500.000 habitantes.

La poblacion incluida en el estudio, fueron aquellos pacientes de raza caucasica con
hemocultivo positivo para especie candida desde enero de 2007 a diciembre de 2016
segun los registros médicos informaticos del Hospital Clinico Universitario de
Valladolid. Los pacientes se dividieron en grupo vivos y muertos. Este estudio recibid la
aprobacion del Comité de Investigacion del centro (anexo 2). Para la inclusion de los
pacientes en el estudio no se precisd consentimiento informado, ya que no se realizaron
practicas fuera de la actividad habitual. Todos los datos se recopilaron anénimamente de
la base de datos del hospital con fines cientificos, de conformidad con la ley espafiola que

regula los asuntos de privacidad personal.

IV.1.1 Criterios de inclusiéon

M Pacientes mayores de 18 afios.
M Pacientes hospitalizados en el Hospital Clinico Universitario de Valladolid en los
afios de 2007 a 2016.

M Pacientes con hemocultivo positivo para especie candida en el tiempo del estudio.

1VV.1.2 Criterios de exclusion

5]

Pacientes menores de 18 afos.

5]

Pacientes diagnosticados de colonizacion por especie candida.

5]

Pacientes que presentaban algun tipo de inmunosupresion.

5]

Pacientes que no presentaran hemocultivo positivo para candida.
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1VV.2 Definicion de las variables del estudio

IV.2.1 Variable principal

*

Mortalidad hospitalaria a los 30 dias del diagndstico de candidemia.

1VV.2.2 Variables secundarias

Son aquéllas que forman parte de las caracteristicas antropologicas y demograficas del

paciente, su comorbilidad, definida como enfermedades cronicas diagnosticadas antes del

ingreso, y las variables clinicas, microbioldgicas y de laboratorio que se recogen durante

el ingreso hospitalario.

*

Demencia: Pacientes con informes médicos en los que se establezca que presenta
pérdida o debilitamiento de las facultades mentales, generalmente grave y
progresivo, debido a la edad o a una enfermedad, que se caracteriza por

alteraciones de la memoria y la razén y trastornos en la conducta.

EPOC (enfermedad pulmonar obstructiva cronica): Pacientes con informes
médicos en los que se establezca dicho diagndstico, o que usen de forma crénica
medicacion broncodilatadora por via inhalatoria.

Diabetes mellitus: Presencia de cifras de glucemia en ayunas elevadas en el
tiempo, que requieran tratamiento dietético, antidiabéticos orales o insulina

subcutanea para su control.

Enolismo: Consumo crénico y continuado o consumo periddico de alcohol que

conlleva dependencia fisica y psicoldgica en la persona.

Insuficiencia renal cronica: Pacientes con informes médicos en los que conste un
diagndstico establecido de insuficiencia renal cronica; o bien pacientes que estén
en programa de hemodidlisis o dilisis peritoneal para el tratamiento de la

insuficiencia renal terminal, de forma continuada y permanente.

Cirrosis: Pacientes con informes médicos en los que conste este tipo de patologia

hepatica.
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Sepsis: Desde el afio 2016, en el tercer consenso internacional de definicion de
sepsis 'y shock séptico, de definié sepsis como una disfuncion organica
potencialmente mortal causada por una respuesta desregulada del huésped a la
infeccion (81, 165).

Shock Séptico: se define como un subconjunto de sepsis en el que las anomalias
subyacentes del metabolismo celular y circulatorio son lo suficientemente
profundas como para aumentar sustancialmente la mortalidad. Los criterios
utilizados para su diagndstico son hipotension (PAM <65 mmHQ) persistente que

precisa de vasopresores y valores de lactato sérico > 18 mg/dl (81, 165).

Ventilacion mecanica prolongada: pacientes que recibieron ventilacion mecénica
durante més de 48 horas (166).

Terapia de sustitucion renal: Empleo de técnicas de hemodidlisis o
hemodiafiltracion veno-venosa continua sélo durante el ingreso. Se consideré en
caso de trastornos de potasio, desequilibrios acido-base, sobrecarga de liquidos o
azotemia pronunciada (167, 168).

Candidemia: se define por la deteccion de especie candida en sangre en uno o
mas hemocultivos de un paciente durante su estancia hospitalaria (134, 169). Si el
paciente presenta mas de un episodio de candidemia durante el estudio, s6lo se
valorara el primero. El diagnostico de candidemia se realiz6 con la observacion
directa de especie candida en hemocultivo con el medio de cultivo fue Sabouraud.
Las muestras se obtuvieron en dos series de hemocultivos de sitios periféricos de
pacientes con fiebre (>38.0 ° C) o presentacion clinica sugestiva de infeccion y se
enviaron al laboratorio clinico del Departamento de Microbiologia. Las muestras
de sangre se analizaron utilizando un sistema BACTEC 9240® (Becton-
Dickinson Microbiology Systems, Franklin Lakes, NJ, EE. UU.) o BacT / Alert
® (BioMerieux SA, Marcy L’Etoile, Francia).

Linfocitos en sangre: Una vez establecido el diagndstico de candidemia se realiz6
el recuento leucocitario a partir de las muestras sanguineas obtenidas durante 5
dias consecutivos, considerandose primer dia el dia que se establecid el
diagnostico. Esta medicion se realizd en sangre extraida en tubos de &cido

etilendiaminotetraacético utilizando el analizador automatico XE 5000 Sysmex®
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(Sysmex, Kobe, Japdn) que basa su funcionamiento en la técnica de laser adaptado
a citometria de flujo. Se defini6 linfopenia como presencia de menos de 1000
linfocitos/ mm? en sangre (170).

+ Empleo de via venosa central: pacientes que han precisado durante su ingreso
cateterizacion de vena central ya sea para administracion de medicacion especifica

0 para nutricion parenteral.

+ Nutricion parenteral: pacientes que han recibido nutrientes por via venosa durante

su ingreso hospitalario en el estudio.

+ Candida Score: sistema de puntuacion (score) que permite identificar a los
pacientes criticos no neutropénicos, con sospecha de candidemia, que se

beneficiarian de un tratamiento antifungico temprano.

+ Ostrosky-Zeichner: regla capaz de predecir el desarrollo de candidemia en

pacientes criticos.

+ Cirugia: La intervencion quirrgica primera realizada y que condiciona el ingreso

del paciente en la Unidad de Reanimacion para los cuidados postoperatorios.

1VV.3 Analisis estadistico

Las variables categdricas se expresaron como numero y porcentaje, y las variables
continuas como media * desviacion estdndar o mediana y rango intercuartilico segun
tuvieran o no una distribucion normal. El supuesto de normalidad se evalué mediante la

prueba de Shapiro-Wilk o Kolmogorov-Smirnov.

Las diferencias entre el grupo de supervivientes y el de muertos de las distintas
variables estudiadas se determinaron mediante la prueba de Chi-cuadrado o la prueba
exacta de Fisher (cuando las frecuencias esperadas eran < 5) para las variables
categoricas, y las pruebas de la T de Student o de la U de Mann-Whitney para las variables

continuas segun tuvieran o no criterios de normalidad.

Se llevé a cabo un analisis de regresion logistica univariante (Odds Ratio, Intervalo de

confianza 95%,) para determinar qué variables tenian una relacion con la mortalidad a los
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30 dias del episodio de candidemia. A continuacion, se realizo un analisis de regresion
logistico multivariante por pasos hacia adelante en el que se introdujeron las variables

que en el analisis univariante mostraron un valor de p <0,1.

El punto de corte 6ptimo de nimero de linfocitos por debajo del cual se observaba una
mayor mortalidad-por candidemia se obtuvo mediante el andlisis del arbol de clasificacion
y regresion (CART), que es ideal para generaciéon de toma de decisiones clinicas (171-
173), y su capacidad para valorar la mortalidad a los 30 dias del diagndstico de
candidemia se determin6 mediante la regresion logistica multivariante. Para llevar a cabo

la calibracion del modelo se realizé la prueba de Hosmer-Lemeshow.

Las curvas de Kaplan-Meier se utilizaron para mostrar la probabilidad de
supervivencia a los 30 dias atendiendo al nivel de recuento de linfocitos.

Todas las pruebas fueron de 2 colas. Se informaron las Odds ratio (OR) con un 95%

de IC y los valores de p. El nivel de significacion se establecio en p< 0,05.

Para el analisis estadistico de los datos se utiliz6 el programa informéatico IBM SPSS
Statistics para Windows version 24.0 (IBM Corp, Armonk, Nueva York). excepto para
realizar el analisis CART para el que utilizamos “R Software” version 3.6.0 (R Core

Team, R foundation for Statistical computing, Viena, Austria)
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V. RESULTADOS
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Resultados

V.1 Caracteristicas de la poblacion de estudio

Entre enero de 2007 y diciembre de 2016, en el Hospital Clinico Universitario de
Valladolid, 296 pacientes fueron diagnosticados de candidemia con hemocultivo positivo,
cumpliendo los criterios de inclusion en este estudio. Durante el mismo tiempo 257.525
pacientes ingresaron en el hospital, por lo que la incidencia anual media de candidemia,
siguiendo nuestros criterios, fue de 1,15 casos por 1000 ingresos hospitalarios. Un 38,9%

de los pacientes con candidemia fallecieron.

En la tabla 13 se describen las caracteristicas demogréaficas y comorbilidad de los
pacientes incluidos en el estudio. La edad media de presentacion fue 63 afios, siendo la
incidencia superior en hombres que en mujeres y la morbilidad méas frecuente previa al
diagnostico la Diabetes Mellitus (25,2 %), la insuficiencia cardiaca congestiva (23,5%) e
insuficiencia renal crénica (17,4%). Un 38,9% de los pacientes murieron en los siguientes
30 dias desde el diagnostico. Aquéllos que murieron eran significativamente de mas edad
(p<0,001) que los que sobrevivieron, sin haber diferencias significativas en la
comorbilidad previa al diagnostico (tabla 13)
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Tabla 13. Caracteristicas demograficas y comorbilidad de los pacientes con candidemia. Los valores se
expresan en nimero absoluto y y media +/- desviacion estandar— La significacion estadistica se definid

como p < 0,05.

Edad 63+17.4 60 + 19 68 +13 <0,001
Sexo
Hombres 177(59,4 %) 102(56,4 %) 74(64,3 %) 0,172
Comorbilidades
Demencia 6(2 %) 5(2,8 %) 1(0,9 %) 0,260
Enolismo 23(7,8 %) 12(6,6 %) 11(9,6 %) 0,358
EPOC 33 (11,2 %) 20(11%) 13(11,3 %) 0,972
Diabetes 61(20,6 %) 32(17,7 %) 29(25,2 %) 0,124
Mellitus
IRC 49 (16,6 %) 28(15,5 %) 20(17,4 %) 0,662
Cirrosis 10(3,4 %) 5(2,8 %) 5(4,3 %) 0,518
ICC 56(18,9 %) 29(16,0 %) 27(23,5 %) 0,260

Abreviaturas: EPOC, enfermedad pulmonar obstructiva crénica; IRC, insuficiencia renal cronica;

ICC, insuficiencia cardiaca cronica.
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V.2 Caracteristicas clinicas intrahospitalarias

Un 42,6% de los pacientes con candidemia se sometieron a una cirugia durante su

ingreso hospitalario y un 49,3% del total de la muestra desarrollaron un shock séptico.

Aquéllos que murieron tuvieron significativamente con mas frecuencia un shock séptico

(p<0,001), precisaron méas veces ventilacion mecénica prolongada (VMP) (p<0,001), la

colocacidn de catéter venoso central (CVC) (p=0,004.) y nutricion parenteral total (NPT)

(p<0,001); sin embargo, no se observaron diferencias en cuanto al hecho de haberse

sometido 0 no a una intervencién quirdrgica (p=0,223) o a terapia de sustitucion renal

(TSR) (P=0,060) (tabla 14).

Tabla 14. Variables registradas durante el ingreso hospitalario.

Ventilacién mecéanica

prolongada
(VMP)
Catéter venoso
central
(CVvC)
Terapia de
sustitucion renal
(TSR)
Nutricion
parenteral total
(NTP)

Cirugia previa

Shock séptico

123 (41,6)

146 (49,3)

56 (18,9)

82 (27,7)

126 (42,6)

146 (49,3)

58 (32,0)

81 (44,8)

28 (15,5)

35 (19,3)

72 (39,8)

70 (38,7)

65 (56,4)

65 (56,5)

28 (24,3)

46 (40,0)

54 (47,0)

75 (65,2)

<0,001

0,004

0,060

<0,001

0,223

<0,001

Los pacientes con candidemia que murieron presentaron una puntuacién mayor

significativa en la escala Candida Score (p<0,001) y Ostrosky-Zeichner (0,001). De todos

los pacientes, sélo el 41,2% fueron tratados con equinocandinas, tratindose con estos
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antifangicos el 40% de todos los pacientes fallecidos, no obteniendo este dato

significacion estadistica (Tabla 15).

Tabla 15. Variables relacionadas con el diagnostico y tratamiento durante el ingreso hospitalario.

Equinocandinas 122 (41,2) 76 (42,0) 46 (40,0) 0,735
CANDIDA SCORE 20+£19 20+18 3,0+19 <0,001
OSTROSKY 2,4+272 1,9+20 30+£22 <0,001

La especie candida mas frecuentemente encontrada fue candida albicans (60,4%)
seguida de candida parapsilosis (13,5%), candida glabrata (12,5%), candida tropicalis
(9,8%) y candida lusitaniae (4,1%) (Tabla 16).

Tabla 16. Especies candida registradas en hemocultivos de pacientes con candidemia.

Especie candida

C. albicans 179 (60,4) 96 (62,3) 83 (58,5)
C. parasilopsis 40 (13,5) 21 (13,6) 17 (12,0)
C. glabrata 36 (12,5) 20 (13,0) 16 (11,3)
C. tropicalis 29 (9,8) 11 (7,1) 18 (12,7)

C. lusitaniae 12 (4,1) 4 (2,6) 8 (5,6)

0,905

0,525

0,621

0,076

0,254
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V.3 Impacto del

mortalidad y la supervivencia

recuento de

linfocitos en

29

la

El recuento absoluto de linfocitos se mantuvo significativamente mas elevado durante

los cinco primeros dias del diagnostico de candidemia en el grupo de supervivientes frente

al de éxitus (tabla 17.).

Tabla 17. Recuento linfocitario durante los primeros cinco dias desde el diagnéstico de candidemia.

Linfocitos dia 1
x10° células/L

Linfocitos dia 2
x10° células/L

Linfocitos dia 3
x10° células/L

Linfocitos dia 4
x10° células/L

Linfocitos dia 5
x10° células/L

0,952
(1,588-0,462)

0,900
(1,688-0,480)

0,935
(1,567-0,452)

0,922 (
1,633-0,513)

0,947
(1,588-0,526)

0,998
(1,746-0,535)

0,979
(1,745-0,543)

1,058
(1,614-0,613)

1,078
(1,803-0,581)

1,58
(1,750-0,611)

0,778
(1,364-0,410)

0,680
(1,372-0,404)

0,747
(1,450-0,310)

0,753
(1,211-0,418)

0,858
(1,203-0,478)

0,045

0,038

0,010

0,011

0,050

El andlisis CART identificd un recuento de linfocitos <0,703 10° células / L en el

momento del diagnostico o dia 1y <1,272 10° células / L a los cinco dias de éste como

valor de corte éptimo con mayor riesgo de mortalidad en pacientes con candidemia

(Fig.20).
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Contaje de
linfocitos
1¢r dia 2°dia 3° dia 4° dia
<0,703 x10° <0,740x10° <0,686 x10°  <1,024 x10°
cels/L cels/L cels/L cels/L

5% dia
<1,272 x10°
cels/L

Figura 20. Arbol de decision generado por el analisis del Arbol de clasificacion y regresion (CART),

estratificando el contaje de linfocitos

Los pacientes con recuentos de linfocitos mayor que el valor umbral, tanto en el dia 1
(0,703 x 10° células / L) como en el 5 (1,272 x 10° células / L) del diagnostico, fueron los

gue presentaron una mayor supervivencia. Los que demostraron una peor supervivencia

fueron aquéllos que tuvieron un recuento de linfocitos menor que el valor umbral el

primer dia del diagnostico, mas que aquellos que presentaban valores inferiores al umbral

adia5 (p <0,001 Fig. 22).
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Figura 21. Supervivencia de pacientes con candidemia atendiendo al-recuento de linfocitos el primer dia

del diagndstico (D1) y el quinto (D5)
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V.4 Analisis de riesgo de mortalidad

El anélisis de regresion univariante identificé una asociacion significativa entre la
mortalidad a los 30 dias y la edad (OR 1,03; IC del 95%, 1,02 a 1,05), la necesidad de
tratamiento con ventilacion mecanica mayor de 48 horas (OR 2,73; 95% IC, 1,69 a 4,43),
shock séptico (OR 2,95; IC del 95%, 1,81 a 4,80) y el valor de Candida Score mayor de
2 (OR 1,28; IC del 95%, 1,13 a 1,45), igualmente con los valores de corte de linfocitos
identificados por el analisis CART, durante los cinco primeros dias del diagnostico de
candidemia (Tabla 18).

Tabla 18. Analisis de regresion univariante para mortalidad asociada con candidemia

Edad
1,030 (1,01-1,05) <0,001
Shock séptico
2,946 (1,81-4,80) <0,001
VMP
2,734 (1,69-4,43) <0,001
CANDIDA SCORE
1,282 (1,13-1,45) <0,001
Linfocitos 1° dia
<0,703x10° células/L 3,11 (1,62-5,98) <0,001
Linfocitos 2° dia
<0,740x10%¢lulas/L 2,108 (1,16-3,83) 0,014
Linfocitos 3° dia
<0,686 x10° células/L 2,213 (1,23-3,97) 0,008
Linfocitos 4° dia
<1,024 x10° células/L 2,737 (1,40-5,36) 0,003
Linfocitos 5° dia
<1,272x10 °células/L 3,435 (1,60-7,38) 0,002

Abreviaturas: OR, Odds ratio; IC, intervalo de confianza; VMP, ventilacion mecénica prolongada >48

horas.

Las variables anteriormente descritas, se introdujeron en un analisis de regresion

logistica multivariante, y se observo que existia una asociacion independiente entre la
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edad, tratamiento con ventilacion mecanica prolongada (VMP), recuento de linfocitos al
primer dia y linfocitos al 5° dia del diagndstico y la mortalidad a los 30 dias del
diagnostico de candidemia, siendo la variable con una asociacién mas fuerte el tener un
recuento de linfocitos < 0,703x10° células/ L el primer dia del diagnostico de candidemia
(OR 5,01; IC 95%, 2,29 a 10,93).

En el momento del diagnostico; un recuento de linfocitos menor de 0,703x10°
células/L aumenta las probabilidades de mortalidad 5,01 veces (OR 5,01; IC 95%, 2,29 a
10,93). Ademas, un recuento de linfocitos menor de 1,272x10° células/L cinco dias
después del diagnostico, hace que la probabilidad de morir a los 30 dias del diagndstico
sea 3 veces mayor (OR 3,27; IC 95%, 1,24 a 8,62; p <0,001) (Tabla 19).

Tabla 19. Andlisis de regresion multivariable para la mortalidad asociada con la candidemia utilizando
linfocitos como variable dicotémica

OR p-Valor OR p-Valor
(95%IC) (95%IC)
EDAD 1,49 <0,001 1,05 0,012
(1,02-1,08) (1,01-1,08)
VMP 3,07 0,004 3,98 <0,001
(1,44-6,51) (1,77-8,95)
Linfocitos 1° dia 5,01
<0,703x10°%els/L (2,29-10,93) 0,002
Linfocitos 5° dia 3,27
<1,272x10°%els/L (1,24-8,62) 0,016

La curva ROC de este modelo de regresion logistica realizado para calcular la
probabilidad de mortalidad a los 30 dias tiene un area bajo la curva (AUC) (95% IC)=
0,783 (0,700-0,867) cuando es el primer dia del diagndstico y un area bajo la curva igual
a 0,791 (0,716-0,866) al 5° dia.
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Figura 22. Modelo de regresion logistica multivariable para recuento de linfocitos <0,703 x 10° células/L
en el diagndstico (a), y recuento de linfocitos <1,272 x 10° células / L para el dia5 (b ). Abreviaturas: IC,

intervalo de confianza; AUC-ROC, area bajo la caracteristica de operacion del receptor de curva.
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En el presente estudio observacional retrospectivo de enero de 2007 a diciembre de
2016 hemos determinado que la incidencia de candidemia en un hospital terciario espafiol
como es el Hospital Clinico Universitario de Valladolid es de 1,15 casos por cada 1000
ingresos hospitalarios, siendo la especie candida albicans la especie més frecuentemente
aislada en los hemocultivos. La comorbilidad previa méas prevalente de los pacientes con
candidemia es la diabetes mellitus seguida de la insuficiencia cardiaca crénica e

insuficiencia renal crénica.

Hemos visto que la tasa de mortalidad de a los 30 dias del diagndstico es de 38,9%,
presentando mayor mortalidad los pacientes de mayor edad, los que precisaron
ventilacién mecanica durante mas de 48 horas y aquéllos cuyo recuento linfocitario era
persistentemente  menor. Un contaje de linfocitos al dia del diagnoéstico
<0,703x10%€lulas/L es el factor mas fuertemente asociado con la mortalidad al mes del

diagnostico.

V1.1 Caracteristicas de los pacientes con candidemia

Al revisar los diferentes estudios sobre candidemia hemos observado las
caracteristicas demogréaficas y comorbilidad de estos pacientes. En la mayoria de los
trabajos mas de la mitad de los participantes son varones (aprox. 58%) y la edad media
de éstos es de 60 a 65 afios (17, 64, 174) . Respecto a la comorbilidad, una de las
enfermedades mas comunes es la diabetes mellitus, presente en el 25% de los pacientes
con candidemia de la mayoria de los trabajos revisados, y en algunos se ha determinado
esta enfermedad como factor de riesgo de contraer infecciones fungicas (20, 135, 138).
La insuficiencia renal crénica y cardiaca cronica también se encuentran entre las
patologias mas comunes, sin embargo, su frecuencia es variable en los diferentes trabajos
revisados (9, 64, 175).

Nuestra cohorte de estudio tuvo unas caracteristicas demograficas y enfermedades
subyacentes similares a lo descrito en la literatura. La poblacion fue mayoritariamente
masculina (59%) y tuvo una edad media de 63 afios. La patologia mas frecuente fue
diabetes mellitus, seguida por la insuficiencia cardiaca cronica, insuficiencia renal, EPOC
y cirrosis. Sin embargo, una de las enfermedades que es muy frecuente en los pacientes

con candidemia es la neutropenia o situacion de inmunodepresion (VIH, neoplasia
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hematoldgica, tratamiento inmunosupresor...), lo cual en nuestro trabajo fueron criterios

de exclusion para evitar variables de confusion (9, 17, 43, 134).

V1.2 Incidencia de candidemia

La candidemia es una infeccion que se desarrolla fundamentalmente en el ambito
hospitalario, siendo su incidencia mayor en las unidades de cuidados criticos. Nosotros
observamos una incidencia de candidemia anual de 1,15 casos por cada 1000 ingresos
similar a la descrita por Puig Asensio et al.(17) en el estudio espafiol CADIPOP del afio
2014, con datos procedentes de veintinueve hospitales espafioles, (0,89 casos por 1000
ingresos) y Bassetti et al. en 2013 (50), con datos procedentes de tres hospitales de Italia
y 2 hospitales de Barcelona en Espafia de enero de 2008 a diciembre de 2010, (1,55 casos
por 1000 ingresos) (17, 50).

Si comparamos nuestra situacién con la europea, nos encontramos en desventaja, ya
que en Dinamarca en 2018 Lausch et al. describe una incidencia de 0,38 casos por 1000
ingresos(43), en Bélgica Trouve et al. en 2017 refieren 0,44 casos de candidemia por
1000 ingresos (176) y Tortorano et al. en 2006, a partir de un estudio multicéntrico
realizado en Europa que incluia la gran encuesta prospectiva realizada por la
Confederacion Europea de Micologia Médica , obtuvo una incidencia de 0,20-0,38 casos
por 1000 ingresos (154).

En comparacion con EEUU y Canada nuestra incidencia es mayor, Zilberberg et al.
describid una incidencia de 0,28-0,57 casos por 1000 hospitalizaciones en EEUU(15, 59).
Jia X et al. también observé una incidencia de candidemia anual en China menor que la

espafola, con 0,32 casos por cada 1000 ingresos hospitalarios (177).

Todo esto puede explicarse por la variabilidad entre los paises por diferencias en las
caracteristicas de los pacientes que se incluyen en los diferentes estudios, como la edad y
comorbilidad, diferencias en los métodos diagnosticos y de codificacion de los casos de
candidemiay del total de los ingresos hospitalarios. Por otra parte, los diversos protocolos
y practicas medicas en los distintos paises y continentes pueden afectar no solo a la

incidencia de la candidemia sino también a la especie candida que la provoque.
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La candida albicans fue la especie méas frecuentemente encontrada en los cultivos de
nuestro estudio (60,4%), seguida de candida parapsilosis (13,5%), c. glabrata (12,5%),
c. tropicalis (9,8%) y c. lusitaniae (4,1%), Resultados similares obtienen otros autores
en sus investigaciones de tipo multicéntrico, realizadas con pacientes procedentes de
hospitales espafioles (17, 52) En Estados Unidos la situacion es similar, la especie
predominante es c. albicans pero con un protagonismo menor frente al que tenia hace una
década, ya que se han detectado con mas frecuencia hemocultivos positivos al resto de
estas especies candida. Esto puede explicarse por la indicacion de antifngicos de manera
empirica cuando realmente no son necesarios, por el incremento de dispositivos como
catéteres de via central para nutricién parenteral en pacientes que ya han recibido
previamente azoles, ya que se predispone al crecimiento de especies candida no albicans
como c. parapsilosis. También es importante remarcar que no se aislaron otras especies
como candida auris, la cual fue descubierta en Japon en 2009 y que en los Gltimos afios
su aislamiento en hemocultivos ha ido en aumento, sobre todo en las unidades de cuidados
intensivos. Es un tipo de candida con numerosas resistencias a los antifingicos y por ello

su aislamiento se ha convertido en una alerta sanitaria(178).

V1.3 Tasa de mortalidad

En nuestro trabajo, la mortalidad de los pacientes con candidemia fue del 38,9%,
similar a lo descrito por otros investigadores como Rodriguez-Hernandez et al. quien en
un estudio multicéntrico en 16 hospitales andaluces incluyd todos los episodios de
candidemia en pacientes adultos atendidos entre octubre 2005 y septiembre 2006 y obtuvo
una mortalidad a los 30 dias del diagndstico del 40% (64).

En Europa encontramos tasas de mortalidad candidemia equiparables a la nuestra, asi
Asmundsdottir et al. en su trabajo de 14 hospitales de Islandia de enero del afio 2000 a
diciembre de 2011 determin6 una mortalidad del 30% (48), Tortorano et al., basandose
en el estudio multicéntrico de la Confederacion Europea de Micologia Médica que
incluye 2.089 casos obtenidos en siete paises europeos, establece la tasa de mortalidad de
candidemia en 38% (154).

En EEUU Horn et al. en su trabajo de 2.019 pacientes con candidemia, obtuvo una
mortalidad de 35,2% (149). y Gudlaugsson et al. describe una tasa de mortalidad
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atribuible a esta infeccion del 38% (179). En Australia, Keighley et al. en su estudio
prospectivo de 12 meses de duracién de 8 hospitales relata una mortalidad de candidemia
del 31% (134).

Datos de mortalidad mucho menores observaron Kato H et al. en Japon (27,7%) (180)
lo cual se puede explicar porque en su estudio se incluyeron casos de candidemias
adquiridas en la comunidad causadas fundamentalmente con especies candida albicans o
parapsilosis no resistentes a tratamientos antifingicos ya que son pacientes que no

presentan dispositivos invasivos como catéteres centrales o terapias antifingicas previas.

Hay que resaltar la tasa de mortalidad significativamente alta de candidemia en los
servicios de cuidados intensivos. Tortorano et al. compara una mortalidad de candidemia
en Europa del 56 % en UCI frente a 38% de la poblacidn total del estudio. Bougnoux et
al. menciona tasas similares en las UCI de Paris (61%) (18) y Guzman et al. describe una
tasa de mortalidad de candidemia del 87% en pacientes criticos (181) Li Chen et al., en
un estudio realizado en China en 2015 evaluaron la mortalidad de pacientes con
candidemia, comparando los ingresados en UCI y en otros servicios. Obtuvieron una
mayor mortalidad en pacientes criticos respecto al resto, 52,5% y 36,7% respectivamente.
Todos los estudios atribuyen estos resultados a la gravedad de los pacientes ingresados

en las unidades de cuidados intensivos y a la mayor susceptibilidad de éstos (181, 182).

Son varios los autores que han determinado diferentes tasas de mortalidad por
candidemia segun la especie candida que la cause. Asi Horn et al. ha observado un
aumento de mortalidad en los pacientes que sufrian candidemia por especies no albicans
como c. glabrata o krusei (52%) las cuales presentan mayor capacidad invasora y mayor
resistencia a los tratamientos antifingicos(149), sin embargo, los pacientes infectados por
candida parapsilosis presentaron mayor tasa de supervivencia lo cual ha sido dato que ha
sido evidenciado también en otros estudios con el de Kato et al.(180). En nuestro estudio
no encontramos diferencias estadisticamente significativas frente a la mortalidad a los 30
dias entre las diferentes especies de candida.
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V1.4 Factores relacionados con la mortalidad

Dada la elevada mortalidad de candidemia son muchos los trabajos que han estudiado
los factores de riesgo de mortalidad por esta infeccion, con el objetivo de detectarlos y
poder evitarlos y asi mejorar los resultados de supervivencia de los pacientes que la

sufran.
+ Cirugia

En nuestro trabajo, de todos los pacientes fallecidos el 47% habian sufrido una cirugia,
sin embargo, este dato no obtuvo significacion estadistica, es decir, segun nuestros
hallazgos no obtuvimos asociacién entre cirugia previa y mortalidad a los 30 dias del
diagndstico de candidemia. Este resultado se correlaciona con lo descrito por otros autores
como Lausch et al., Puig-Asensio et al., Jia et al.,(43, 49, 177) cuyas cohortes fueron
pacientes con candidemia de todos los departamentos hospitalarios y Papadimitriou-
Olivgeris et al. cuya poblacion de referencia fueron los pacientes criticos (140). Guimares
et al. tampoco encontrd asociacion entre haber sufrido cirugia previa y mortalidad a los
30 dias de candidemia en pacientes de edad avanzada (>60 afios) (183) y Keighley et al.
concluyd que no haber sufrido una cirugia reciente en el mismo ingreso que el diagnostico
de candidemia es un factor de riesgo de mortalidad y lo incorporé como variable en un
modelo de prediccién de mortalidad a los 30 dias. (134).

+ SOFAy APACHE

La escala SOFA y APACHE son dos sistemas de puntuacion utilizados en la
determinacion del riesgo de mortalidad de los pacientes ingresados. Diversos son los
trabajos que al evaluar los pacientes criticos con candidemia han observado que, si éstos
presentan una puntuacién de la escala SOFA mayor a 6 (180) tienen mayor riesgo de
morir a los 30 dias del diagnostico (140, 184). Una elevada puntuacién en la escala
APACHE Il ha sido descrita como factor de riesgo de mortalidad por candidemia por
diferentes autores como Guimares et al. 0 Garnacho-Montero et al. En nuestro trabajo no
hemos podido evaluar ninguna de las dos escalas prondsticas ya que nuestra cohorte
estaba formada por todos los pacientes con candidemia de todas las unidades de
hospitalizacién, no sélo por las UCI que es donde se utilizan de manera sistematica y

pueden ser evaluadas correctamente.(132, 174, 182, 183).
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+ Shock séptico

El shock séptico es una de las principales causas de muerte en las unidades de cuidados
intensivos, con tasas de mortalidad hospitalaria de entre 30 y 50% (36). La especie
candida es la causa més frecuente, dentro de las infecciones flngicas, que provoca sepsis
0 shock séptico describiéndose una frecuencia de 8 al 30% y de 23 al 38%,
respectivamente (14, 185). Se han descrito tasas de mortalidad de hasta el 60% en
pacientes con shock séptico inducido por candida por tanto, muy superior a la del -shock
séptico bacteriano (181). Papadimitriou-Olivgeris et al. describen que los pacientes con
shock séptico por candidemia tenian mas probabilidad de morir (140). Guillamet et al. en
su estudio sobre el desarrollo y validacion de una regla de prediccion clinica para la
candidemia en pacientes hospitalizados con sepsis y shock séptico, obtienen una
mortalidad atribuible al shock séptico provocado por candidemia del 47% frente al 24%
de los pacientes que sufrian shock séptico por infeccion bacteriana (186). Este hecho es
atribuido por Guzman et al. al retraso en el diagndstico y tratamiento antifungico como
consecuencia de la inmunosupresion que padecen estos pacientes que hace que los

marcadores bioguimicos no alerten a los clinicos de la posible infeccion por candida.

En nuestro trabajo, en el analisis univariante se observo una asociacion entre la
disfuncion orgénica de los pacientes con candidemia y la mortalidad a los 30 dias del
diagnostico. Sin embargo, esta asociacion no se comprobo en el analisis multivariante,
por lo que podemos decir que un gran porcentaje de los pacientes no supervivientes

presentaban shock séptico, pero sin ser estadisticamente significativo este dato.

En otros trabajos como el de Almirante B et al. detectaron como factor de riesgo de
mortalidad a los 30 dias de candidemia presentar shock séptico con un coeficiente de 2,1
RR (IC 95% 1,3-3,4) (153). Puig-Asensio M et al. presentd también un indice de riesgo
de mortalidad para el shock séptico de 1.77 OR (IC 95%1.05-3.00, p=0.034) en su estudio
espafiol CANDIPOP (17). Sbrana et al. en su trabajo italiano en 2018 de 250 casos de
candidemia, destacO como factores independientes de mortalidad a los 30 dias la
presencia de insuficiencia renal cronica (2,3 OR 1C95% 1.07-5.12, p = 0.036) y de shock
séptico (2,9 OR, I1C 95%1.62-5.35, p < 0.001) (175).
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+ CVCyNPT

La presencia de catéter de via central se ha descrito numerosas veces como factor de
riesgo de mortalidad en pacientes con candidemia. Algunos autores lo relacionan, no sélo
con la mortalidad sino con la probabilidad de adquisicion de esta infeccién fungica. Ma
et al. en el proyecto de investigacidn en un hospital terciario de China de 2009 a 2011,
obtuvieron como factor independiente de mortalidad Unicamente, portar catéter de via
central en el analisis multivariante (45). Otros, como Eggiman et al. Kibber et al. y
Almirante B et al. describen como factor de proteccién la retirada temprana del catéter
central en pacientes con candidemia (0,2 OR, 1C95% 0.08-0.8, p=0,04)(153, 187, 188).

Una de las indicaciones de insercion de una via venosa central es la necesidad de
administrar nutriciones parenterales de alta osmolaridad. La NPT se ha realacionado con
aumento de probabilidad de sufrir candidemia (variable incluida en la escala de Ostrosky-
Zeichner y Candida Score) quizas entre otros motivos por la utilizacion de soluciones
glucosadas que facilitan el crecimiento de algunas especies candida como c. parapsilpsis.
Esta especie de candida es méas frecuente en nifios, neonatos e ingresados en UCI los
cuales portan CVC y necesitan de nutricion parenteral. Esta especie tiene mayor
capacidad invasora que c. albicans y, por tanto, los pacientes que la presentan tienen
mayor riesgo de mortalidad (33, 35, 40, 41). Nosotros, sin embargo, no observamos

diferencias significativas entre vivos y muertos de los pacientes con NPT.

+« Candida Score

Esta escala de prediccion de infeccion fungica estd compuesta por 4 variables las
cuales presentan un indice de relacion con infeccion fungica: nutricion parenteral, cirugia
previa, sepsis/shock séptico y multicolonizacion fungica. De estas cuatro variables sélo
hemos evaluado de manera independiente el shock séptico, nutricidn parenteral y cirugia
previa y hemos querido, a pesar de que esta escala se realizd con fines de determinar la
probabilidad de presentar infeccion fungica, determinar si su valor podia asociarse a una
mayor mortalidad a los 30 dias, ya que un resultado de Candida Score superior a 2
establece muchas veces el inicio de la terapia antifungica temprana lo cual esta
relacionado con una menor mortalidad (106, 107, 140, 153, 180). En el analisis

univariante se observo que presentar un valor de Candida Score mayor de 2 aumentaba la
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mortalidad a los 30 dias por candidemia, sin embargo, no se ratifico en el analisis
multivariante. Otros autores sin embargo si lograron comprobar esta asociacion. Juneja
et al. en su trabajo de 18 meses de 56 pacientes con candidemia observo que presentar un
Candida Score superior o igual a tres aumenta el riesgo de mortalidad por esta infeccion
(OR =13,2 1C 95% 1,3-125 p=0,028) (189).

La posible explicacion a nuestro resultado es que la escala Candida Score se relaciona
con la mortalidad a los 30 dias del diagndstico de candidemia porque indica de manera
indirecta su existencia y el inicio del tratamiento precoz, pero no solo es importante que
éste sea temprano, sino que sea adecuado en el tipo de antifungico, en sus dosis y su
duracion. Una incorrecta administracion del tratamiento antifungico se ha demostrado
gue empeora los resultados de supervivencia de candidemia. Garnacho-Montero et al.
obtuvo como factores protectores de mortalidad la terapia antifngica precoz si se
administra de manera adecuada, con un indice de 0,4 OR (IC 95% 0.23-0.83;p=0.012) y
encontrd una disminucién de la mortalidad de un 17,7% en las primeras 48 horas (132,
190).

Kato et al. y Papadimitriou-Olivgeris et al. describen que los pacientes con shock
séptico por candidemia a los que se les administraron antifngicos correctos, presentaban
mayor tasa de supervivencia (140, 153, 180). Cuervo et al, demostrd que ciertas medidas,
como el tratamiento temprano y la eleccion adecuada de antimicoéticos, tienen un fuerte
impacto en el prondstico (42).Labelle et al. en su trabajo sobre los factores de riesgo
relacionados con el tratamiento para la mortalidad hospitalaria en las infecciones del
torrente sanguineo por candida, insistieron en la importancia de la correcta dosificacion
de la terapia antifungica exponiendo que la dosificacion inicial inadecuada de fluconazol
presenta un coeficiente de riesgo de mortalidad de 9,22 OR (IC 95%, 2.15-19.79; p =
0.004) (191).

+ Tratamiento antiflingico

En nuestro trabajo no observamos relacion entre el tratamiento con equinocandinas y
mortalidad a los 30 dias del diagndstico. Este hallazgo es consistente con algunos estudios
como los realizados por nuestro equipo de investigacion (Poves et al) en los que no se
observaron diferencias en la mortalidad de los pacientes con candidemia tratados con

equinocandinas y los azoles. Ademas, se demostré que la profilaxis antimicética o el
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tratamiento especifico pueden no ser suficientes (40, 41). Keighley et al. no observaron
diferencias significativas entre pacientes tratados inicialmente con equinocandinas o con
azoles (134). Chapman et al. tampoco describieron diferencias en la mortalidad de ambos
grupos de tratamiento (23). Parkins et al. en un estudio en 2007 de 207 pacientes con
candidiasis invasiva, describid que el tratamiento empirico realizado solo fue efectivo en
el 26% de los casos (22). En contraposicion a todo lo anterior descrito, Papadimitriou-
Olivgeri et al. consideran el tratamiento profilactico con azoles efectivo para prevenir
candidemias por candida albicans y no albicans y rechazan la profilaxis con
equinocandinas, ya que observaron que predispone a candidemias por especies no
albicans (140).

+ Edad avanzada.

La infeccién sanguinea candidemia es una de las causas importantes de hospitalizacion
y de mortalidad de las personas mayores de 65 afios (192). Esto es debido a que los
pacientes de edad avanzada presentan cambios anatomicos, fisioldgicos, y lo mas
importante, inmunologicos de envejecimiento (inmunosenescencia). Esta alteracion
inmunoldgica consiste en el aumento de los linfocitos T inmaduros, una alteracion del
cociente de linfocitos CD4+ Y CD8+ y un descenso en la respuesta de éstos y aumento
de la apoptosis. Por otra parte, estos pacientes tienen mayor comorbilidad cardiovascular,
renal, pulmonar y neurologica. Estos procesos de envejecimiento llevan a un aumento en

la susceptibilidad de infecciones y a desarrollar cuadros de mayor gravedad (193)

En nuestro trabajo observamos que la edad se asociaba de forma independiente con un
aumento de mortalidad tanto en el primer dia del diagndstico de candidemia (OR 1,49
1C95% 1,02-1,08 p<0,001) como al quito dia de éste (OR 1,05 IC95% 1,01-1,08 p=0,012)
El estudio CANDIPOP, al igual que nosotros, observé que los pacientes con candidemia
gue presentaran mayor edad tienen un riesgo aumentado de exitus (OR 1,01 1C95% 1,01-
1,04, p<0,001)(17). Otros trabajos también han relacionado la edad con la mortalidad.
(10, 57, 183, 194, 195). Keighley et al. incorporaron la edad por encima de los 65 afios
en su modelo predictivo de riesgo de mortalidad por candidemia asignando a esta variable

el mayor coeficiente de su escala (134) (tabla 20).
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Tabla 20. Modelo de prediccién de mortalidad a los 30 dias. Adaptacién de Keighley et al

Edad >65 afios 1,4 0,5 3,8 1,6-1,0 15
UCI al diagnéstico 0,9 0,5 2,5 1,0-6,4 1
No cirugia previa 1,0 0,5 2,6 1,0-6,9 1

Neoplasia 1,0 0,6 2,8 0,85-9,4 1
hematologica

Disfuncion organica 1,0 0,5 2,7 1,1-6,6 1

Fuente 0,9 0,4 2,5 1,1-6,1 1

gastrointestinal o no

identificada

Antibioterapia > 10 1,0 0,5 2,6 1,0-6,7 1

dias

Abreviaturas: ES, error estandar; OR, Odds ratio; IC, intervalo de confianza.

+ Ventilacion mecanica prolongada

La ventilacion mecéanica prolongada es una terapia que se realiza fundamentalmente
en unidades de cuidados intensivos. Es considerada factor de riesgo de padecer
candidemia y es una de las variables incluidas en la escala de Ostrosky-Zeichner (21,
137). También predispone a sufrir otro tipo de infecciones como neumonia. Esta Gltima,
ha sido ampliamente estudiada observando que en los pacientes que la padecen, la VMP
actta también como factor de riesgo de mortalidad. Tamayo et al. determinaron que la
ventilacién mecanica es el factor de riesgo de mortalidad mas importante en pacientes
con neumonia tras haber sufrido una cirugia cardiaca, presentando un porcentaje de
mortalidad hospitalaria del 49% frente al 2% de los que no necesitaron esta terapia (166,
196).

En nuestro trabajo observamos que los pacientes que habian recibido tratamiento
invasivo con ventilacion mecanica de manera prolongada, es decir, mas de 48 horas,

presentaron mayor mortalidad a los 30 dias que los pacientes supervivientes con una
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p<0,001 en el multivariante. El 56.5% de los pacientes con candidemia que sufrieron
VMP fallecieron, presentando éstos tres veces mas riesgo el primer dia del diagnéstico
(OR 3,07 1,44-6,51 IC 95% p= 0,004) y cuatro veces mas riesgo de morir que los
pacientes ¢ no necesitaron esta terapia invasiva en el quinto dias del diagnéstico (OR 3,98
1,77-8,95 IC 95%). Esto es consistente con lo ya descrito en la literatura. Segun el estudio
espariol realizado por Almirante et al. los pacientes con esta infeccion y que habian
permanecido intubados durante su ingreso, presentaban 2,4 veces mas riesgo de
mortalidad a los 30 dias (OR 2,4 1C95% 1,5-3,9 p<0.01) (8, 153). Motta et al. en su
trabajo sobre factores de riesgo de mortalidad por candidemia en nifios hospitalizados,
observaron que la terapia de sustitucion renal y la ventilacion mecanica no sélo aumenta
el riesgo de padecer candidemia, sino que, a aquéllos que la sufran tienen mayor riesgo
de morir (p<0,02 y <0,03 respectivamente)(197).

+ Recuento de linfocitos.

Nuestro trabajo tenia como principal objetivo estudiar la mortalidad a los 30 dias de
los pacientes con candidemia en un hospital terciario y valorar su relacion con recuento
de linfocitos de estos pacientes. Se recogieron los datos del numero de linfocitos que
presentaban los pacientes el dia del diagnoéstico, designado dia 1, y los sucesivos dias
hasta el quinto dia y se observo que a menor recuento de linfocitos en los 5 dias recogidos

mayor riesgo de muerte a los 30 dias del diagndstico.

A dia 1 o dia del diagnostico de candidemia, la regresion logistica multivariable reveld
que la linfopenia, definida linfopenia como un recuento de linfocitos menor de 1000
células/mm? en sangre, es el factor de riesgo mas importante de mortalidad. Aquellos
pacientes que en su analisis sanguineo en el momento del diagnostico tuvieron menos de
703 linfocitos/mm? de sangre, presentaron 5 veces mas riesgo de fallecer que aquéllos
cuyo contaje celular era mayor (OR 5,01 1C95% 2.29-10.93 p<0,002). Al quinto dia del
diagnostico, nuestro estudio mostré que los pacientes con candidemia y un recuento de
linfocitos inferior a 1272 por mm?® de sangre presentaban mayor tasa de éxitus,
multiplicando por 3 esta posibilidad (OR 3,27 1C95% 1.24-8.62 p<0,016).

Por tanto, no podemos hablar de que la linfopenia en los 5 primeros dias aumente la
mortalidad, pero si que podemos exponer, a partir de nuestro trabajo, que los pacientes

que presenten contajes de linfocitos mas bajos de manera persistente, presentaran un
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mayor riesgo de mortalidad a los 30 dias del diagnostico de candidemia con p<0,05.
Ademas, hemos establecido unos puntos de corte de recuento linfocitario que ayudan a
evaluar el prondstico de los pacientes afectados con candidemia.

La importancia del recuento linfocitario ha sido descrita en otros trabajos sobre
infecciones bacterianas. Warny et al. desarroll6 un trabajo prospectivo sobre la linfopenia
y el riesgo de muerte atribuible al desarrollo de infecciones en 98.344 pacientes en
Dinamarca de 2003 a 2013. Obtuvo que los pacientes que presentaban menos de 1,1x10°
linfocitos/L tenian mas probabilidad de desarrollar infecciones como neumonia (OR 1,31,
IC 95% 1,14-1,52, p<0,05), infecciones déermicas (OR 1,44 1C 95% 1,15-1,79 p<0,05),
infecciones del tracto urinario (OR 1,26, IC 95% 1,02-1,56, p<0.05), sepsis (1,51 OR, IC
95% 1,21-1,89, p<0,05) y endocarditis (OR 2,15, IC 95% 1,16-4,24, p<0,05). Por otra
parte, también determiné que el contaje linfocitario bajo, menor a 1,1x10° cél/L, aumenta
el riesgo de morir por 1,7 veces (OR 1,7, IC 95% 1,37-2,10,p<0,05 ), siendo aun mayor

en pacientes mayores de 80 afios y que tenga un contaje menos de 0,5x10° cél/L (198).

La infeccion por excelencia donde los linfocitos adquieren el mayor protagonismo es
la provocada por el virus VIH. El virus de la inmunodeficiencia humana infecta
primordialmente a los linfocitos T memoria CD4+, provocando la muerte de las células
infectadas y pudiendo inducir linfopenia en un periodo de tiempo que depende de cada
individuo. El contaje de linfocitos es fundamental para indicar en qué fase se encuentra
esta infeccion y para sefialar qué pacientes son subsidiarios de terapia antibiotica
profilactica por alto riesgo de infecciones oportunistas. Por otra parte, desde el inicio del
tratamiento anti-retroviral, el recuento linfocitario sirve para observar la respuesta que
tiene cada paciente ante esta inmunoterapia (199) en la infeccion por VIH y la enfermedad
provocada por este virus llamada SIDA, el recuento linfocitario nos dara el pronostico, la

indicacion de terapia profilactica y el riesgo de mortalidad del paciente(199, 200).

Una de las enfermedades infecciosas mas estudiadas en relacion con la linfopenia es
la neumonia. Ceccato et al. realiz6 un proyecto de investigacion prospectivo de cohortes
evaluando a los pacientes diagnosticados de neumonia en unidades de cuidados intensivos
y determind que los individuos con neumonia en UCI que posean un recuento linfocitario
inferior a 0,595x10° cél /L presentaban mayor riesgo de éxitus a los 90 dias. Este mismo
grupo de investigacion ya habian determinado 0,724 x 10° cél/L como punto de corte de
linfocitos en pacientes con neumonia comunitaria por debajo del cual la probabilidad de
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morir a los 30 dias se multiplicaba casi por dos (OR 1,93 IC 95% 1,06-3,51 p<0,05) (25,
164).

Diversos investigadores han centrado sus trabajos en la asociacion de linfopenia y
mortalidad por sepsis/shock séptico (26, 28, 104, 201, 202). Drewry et al. demostro que
el recuento absoluto de linfocitos al cuarto dia del diagnostico de sepsis se asocia
independientemente con la supervivencia a los 28 dias , y la linfopenia persistente grave
(definida como un recuento absoluto de linfocitos <0,6 x 10° células / L al cuarto dia
después del diagnostico de sepsis) se asocia con un aumento de la probabilidad de

adquisicion de infecciones secundarias (p < 0,05) (101).

Este estado de inmunodepresion que supone la linfopenia es importante no sélo en el
desarrollo de infecciones y de shock séptico sino también en presencia de neoplasias y de
cirugias intestinales. Saroha et al. determind que los pacientes con carcinoma renal de
células claras que presenten un contaje de linfocitos menor a 1300 células/mm? tienen
menor probabilidad de sobrevivir independientemente de su estadiaje (TNM), de su edad,

de su adiccion tabaquica y otras comorbilidades (203).

Vulliamy et al. llevo a cabo una revision sobre ingresos en la unidad quirdrgica de
cuidados intensivos de un hospital terciario de Londres de 2002 a 2013. Participaron 173
pacientes, los cuales habian sufrido cirugia abdominal de caracter urgente. De todos ellos,
135 desarrollaron linfopenia en algin momento de su ingreso en la unidad. Se compard
el recuento linfocitario de los supervivientes y los fallecidos desde el dia 2 del ingreso
hasta el séptimo dia y concluyeron con la afirmacion de que aquellos pacientes que
durante los primeros 7 dias del ingreso no recuperan un contaje linfocitario dentro de los
pardmetros normales, presentan mayor riesgo de mortalidad, multiplicandose esta tasa
por tres veces y media (OR 3,5 IC 95% 1,69-7,31 p<0.01). (204). Por tanto, determind
que el estado de linfopenia perioperatoria se asocia de manera independiente a mortalidad
a 30 dias en pacientes sometidos a cirugia intestinal, pudiendo el recuento linfocitario
identificar los pacientes de mayor riesgo de desarrollar complicaciones, entre ellas
peritonitis (205).

La relacion entre el sistema inmune y la candidemia ha sido descrita por diversos
autores. Como respuesta a la infeccion por candida, se observa una fase proinflamatoria

inicial, seguida de un periodo antiinflamatorio que da como resultado un periodo
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prolongado de la etapa inmunosupresora llamada inmunosupresion post-agresiva

protagonizada por la apoptosis linfocitaria.

Las células presentadoras de antigeno reconocen diferentes partes especificas de la
especie fungica y provocaran una liberacion de citoquinas. Dependiendo de queé
citoquinas se liberan se conseguira la diferenciacion de linfocitos auxiliares Thl, Th2 y
Th17 y Treg. Las citoquinas IL-12, IL-1, IL-6, IL-8, TNF, IL-7 e IL-17 generan
respuestas proinflamatorias (Thl y Th1l7) y la citoquina IL-2 e II-4 generan respuestas
antiinflamatorias como Th2 y Treg. La diferenciacion de linfocitos a Th2 conduce a la
supresion de la respuesta inmune por diferentes procesos en los que participan los
linfocitos T reguladores como la liberacién de especies reactivas de oxigeno y la
expresion de la proteina PD-1 por parte de los linfocitos (99, 206) provocando finalmente
la apoptosis linfocitaria. La desventaja de estas células reguladoras se ha estudiado en
diferentes informes cientificos, en el que se han demostrado tanto una actividad de
supresion inmune contra c. albicans y una mayor predisposicién a la candidemia (77,
207).

Ahmadi et al. en su trabajo sobre candidemia y los tumores de mama en ratones,
observo que la candidemia condujo a un aumento de la poblacion Treg en el
microambiente tumoral, provocando una alteracion en la produccion de citocinas
generando un ambiente inmunodeprimido y, por lo tanto, facilitaria el crecimiento
tumoral. Por tanto, la apoptosis que pueden sufrir los linfocitos secundaria a la respuesta

inmune generada tras la infeccion por candida se correlaciona con malos resultados (28).

Toth et al. realizaron un estudio con ratones infectados con dos tipos de especies
candida, como c. albicans y c. parapsilosis. Al valorar la reaccién inflamatoria de un
grupo y otro observaron que en los ratones con candidemia por c. albicans, estd era
reconocida mediante el receptor dectina-1, el cual aumentaba y se liberaba IL-17 con la
consiguiente respuesta proinflamatoria Th17. Sin embargo, los ratones infectados con
c.parapsilosis, presentaban una disminucion del receptor dectina-1, con una disminucién

de IL-17 e IL-22 y por tanto la respuesta inmune frente a candida era menos agresiva.
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+ Procalcitonina y plaquetopenia como factores de riesgo de

mortalidad en candidemia.

Los niveles de procalcitonina no fueron recogidos como variable en nuestro trabajo
por no ser homogénea su peticion en todos los pacientes incluidos en el estudio y por
tanto no pudimos valorar su relacion con candidemia. La relacion de diversos marcadores
analiticos y la probabilidad de presentar esta infeccion fungica ha sido ampliamente

estudiada. Sin embargo, su capacidad de pronostico todavia esta por desarrollar.

Diversos son los estudios que han evaluado los niveles séricos de procalcitonina en el
diagnostico de candidemia (208, 209). Charles et al. y Cortegiani et al. concluyeron que
PCT podria representar una herramienta de diagnostico util para excluir la deteccién de
especies candida por hemocultivo en pacientes sépticos, ya que, observaron que los
niveles de procalcitonina son mas bajos en pacientes con candidemia que con bacteriemia
(210-212).

Pieralli et al. y Giacobbe et al. estudiaron los niveles de PTC en pacientes con
candidemia y bacteriemia y lo asociaron con el 1-3 beta D glucano (BCG) que es un
marcador de la especie fungica para su diagnéstico. Concluyeron que, cuando ambos
marcadores indicaban candidemia (BCG >80 pg/ml y PTC 2 ng/ml) el valor predictivo

positivo y negativo de estos parametros aumentaban (213-215).

Con respecto a la capacidad prondstica de la procalcitonina en sangre de los pacientes
con candidemia, Jia X et al. estudiaron los niveles de procalcitonina en pacientes sépticos
por esta infeccion y concluyeron que los niveles de procalcitonina elevados (1,66 ng/mi
vs 4,96 ng/ml) se asociaban con un aumento de mortalidad a los 30 dias (p<0,005). Estos
autores también evaluaron el papel de las plaquetas en los pacientes con candidemia y
determinaron que los pacientes que presentan niveles de plaquetas bajos (70.500
plaquetas/ L vs 189.000 plaquetas/L) tienen mayor riesgo de mortalidad (p<0,003). Este
hecho sugiere que las plaquetas pueden tener efectos beneficiosos en la respuesta

inflamatoria frente a la infeccion fangica (177).
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V1.5 Limitaciones del estudio

La principal limitacion de nuestro estudio es su disefio, ya que es un estudio
observacional retrospectivo, no experimental. Los datos han provenido de un solo centro,
por lo que puede suceder se esté sobreestimando o infraestimando la incidencia real de
candidemia, entre otros motivos por la forma de realizarse la codificacion pudiendo
afectar a los resultados ultimos del trabajo. Seria preciso la validacion de este estudio en
otro centro o mediante la realizacion de un trabajo a nivel multicéntrico. Otra limitacion
del trabajo que impide un conocimiento a fondo de la mortalidad por candidemia es la
ausencia de registro del momento de comienzo del antifungico desde el diagndstico de
candidemia, la duracidn del tratamiento y las resistencias desarrolladas a ellos.

Por tanto, en nuestra opinidn, seria conveniente realizar este estudio, de manera mas
completa, en méas centros para asi comparar los resultados y poder llevar a cabo la
validacion del recuento de linfocitos como factor de riesgo de mortalidad en pacientes

con candidemia y su posterior uso en el tratamiento correcto de esta infeccion.

V1.6 Aplicacion de los resultados y futuros estudios

La determinacién del valor de linfocitos en sangre periférica de los pacientes graves
puede ayudarnos a conocer el pronéstico de los pacientes que padecen candidemia y asi
poder prestar una mayor atencion a aquéllos que tengan linfopenia o que presenten valores
persistentemente bajos de linfocitos para asi tratar de aumentar la probabilidad de
supervivencia o0 incluso buscar terapias que fortalezcan o ayuden al sistema

inmunoldgico.

Una de las causas que provoca que la candidemia siga asocidndose a una elevada
mortalidad es que el tratamiento antifingico en ocasiones no es el adecuado, bien por
dosis inadecuada o por resistencias del germen hacia el fairmaco. Para tratar de solucionar
este problema se estan llevando estudios que tienen una perspectiva diferente, tienen
como objetivo el tratamiento de la infeccion fungica mediante la inmunoterapia y la
recuperacion de la poblacién linfocitaria (29). Los agentes inmunoterapéuticos y vacunas
pueden actuar para aumentar la produccion de células T CD4 y CDS8, bloquear la
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apoptosis de linfocitos y prevenir la fatiga de las células T, lo cual ha sido ya propuesto

como adyuvante en el tratamiento de la sepsis y el shock séptico (155, 158).

Venet et al. en un estudio con ratones con sepsis, observd que el aumento del
porcentaje de Treg circulante se correlaciond significativamente con una disminucion de
larespuesta linfoproliferativa y la regulacion a la baja de proteinas como Foxp3, las cuales
estan implicadas en la respuesta inflamatoria(216). Zhang et al. present6 que el bloqueo
de la proteina PD-1 de manera experimental inhibe la apoptosis linfocitaria y la disfuncion

de los monocitos en ratones con sepsis mejorando los resultados de supervivencia(99).

Levy et al. y Sereti et al. observaron que la administracion de IL-7 a personas
infectadas con el virus del VIH aumentaba sus niveles de linfocitos T (100). Usinger et
al. realizo un estudio similar en el que en ratones con infeccion por candida se determiné
que la IL-7 provocaba un aumento del nimero y mejora de las funciones linfocitarias
(activacion, expresion de moléculas de adhesion y la produccién de interferon gamma) y
por tanto de la supervivencia (30, 93). La IL-17 ha sido también objeto de estudio como
parte de la inmunoterapia frente a infeccion fangica. Esta interleucina juega un papel de
proteccion frente a candidemia en ratones y en humanos. La disminucién de su receptor
0 de su produccion provoca por una parte que no actuen las células fagociticas llamadas
“ Natural Killer” y que no se produzca la diferenciacion de linfocitos a linfocitos
auxiliares 17 (Th17), que no proliferen y por tanto que se produzca la inmunosupresion
del animal o el humano (217). Gaffen et al. identifico la importancia primordial de la
citocina I1L-17 en la respuesta inmune contra candida albicans en 2005 y expuso que
aunque no existen vacunas efectivas contra hongos, si que se han llevado a cabo estudios
experimentales contra candida en las que se ha demostrado el papel importante de la IL-
17 en las respuestas Thl y Th17 (6, 56). Estas ultimas, han podido potenciarse con la
administracion por via subcutanea de una proteina de adhesion de candida en ratones
(218, 219).

Han et al. llevo a cabo un trabajo para valorar los anticuerpos en ratones frente a la
candidiasis invasiva y la posible creacion de vacunas frente a candida y lo desarrollo en
candidiasis vaginal (78, 79, 161). Otros autores como Cenci et al. han valorado la
posibilidad de administrar la terapia antifingica sola'y en combinacion con inmunoterapia
aplicando un antagonista de la interleucina 4, la cual esta relacionada con la induccion de

la respuesta Th2 y por tanto de la respuesta antiinflamatoria y supresora. Concluyé que
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la combinacion de ambos tratamientos potenciaba la liberacion de IL-12 y la respuesta
Th1(220).

Teniendo en cuenta la alta posibilidad de la incorporacién de la inmunoterapia en el
tratamiento habitual de la candidemia, los resultados de nuestro estudio podrian ayudar a
los clinicos en la indicacion de tratamiento antifingico convencional Unico,
inmunoterapia Unica o la combinacion de ambos. El recuento de linfocitos de manera
diaria no supondria un gasto adicional y podria indicarnos el tratamiento mas adecuado

para cada paciente.

Los resultados obtenidos de nuestro trabajo pueden servir también para plantearse la
necesidad de un tratamiento antifingico profilactico con o sin inmunoterapia en aquellos
pacientes graves con linfopenia, sin un diagnostico aun de candidemia, hasta superar al
menos dicha situacion de inmunodepresién, ya que de desarrollar una candidemia, ésta
se asociaria a una elevada mortalidad. Pero es necesario mas investigacion sobre este

tema.
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Conclusiones

La incidencia de candidemia en el Hospital Clinico Universitario de Valladolid en
los afios de 2007 a 2016 fue de 1,15 casos por cada 1000 ingresos, similar a lo
encontrado en la literatura espafiola y es levemente méas alta que la definida en
Europa y EEUU.

La comorbilidad més frecuente de los pacientes que desarrollaban candidemia fue

Diabetes mellitus seguida de la ICC y la IRC.

Los pacientes con candidemia ingresados en el hospital tenian una mortalidad del
38,9% a los 30 dias del diagnostico, valor que se correlaciona con lo descrito en la

literatura.

El punto de corte dptimo de linfocitos, por debajo del cual los pacientes con
candidemia morian mas fue de 0,703 x 10° cels/L el primer dia del diagnostico y

de 1,272 x 10° cels/L el quinto dia del diagnostico.

Un recuento de linfocitos en sangre menor del punto de corte establecido (0,703 x
10° cels/L el primer dia del diagndstico y 1,272 x 10° cels/L el quinto dia del
diagnostico), la ventilacion mecanica prolongada y una edad avanzada se
relacionaron de forma independiente con mayor probabilidad de morir durante los
primeros 30 dias del diagndstico, siendo la linfopenia < 0,703 x 10° cels/L
determinada el primer dia del diagnostico, el factor mas fuertemente relacionado

con la mortalidad.
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Abstract: Lymphopenia has been related to increased mortality in septic patients. Nonetheless,
the impact of lymphocyte count on candidemia mortality and prognosis has not been addressed.
We conducted a retrospective study, including all admitted patients with candidemia from 2007 to
2016. We examined lymphocyte counts during the first 5 days following the diagnosis of candidemia.
Multivariable logistic regression analysis was performed to determine the relationship between
lymphocyte count and mortality. Classification and Regression Tree analysis was used to identify
the best cut-off of lymphocyte count for mortality associated with candidemia. From 296 cases of
candidemia, 115 died, (39.8% 30-day mortality). Low lymphocyte count was related to mortality and
poor outcome (p < 0.001). Lymphocyte counts <0.703 x 107 cells/L at diagnosis (area under the curve
(AUC)-ROC, 0.783 + 0.042; 95% confidence interval (CI), 0.700-0.867, p < 0.001), and lymphocyte
count <1.272 x 107 cells/L five days later (AUC-ROC, 0.791 + 0.038; 95%CTI, 0.716-0.866, p < 0.001)
increased the odds of mortality five-fold (odds ratio (OR), 5.01; 95%CI, 2.39-10.93) at time of diagnosis,
and three-fold (OR, 3.27; 95%CI, 1.24-8.62) by day 5, respectively. Low lymphocyte count is an
independent predictor of mortality in patients with candidemia and might serve as a biomarker for
predicting candidemia-associated mortality and poor outcome.

Keywords: lymphopenia; lymphocyte count; candidemia; mortality; prognosis; survival;
immunosuppression

1. Introduction

Candidemia is a deadly infection found all over the world, accounting for 9% of all nosocomial
bloodstream infection (BSI) [1,2]. This infection is associated with considerable morbidity and mortality,
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including prolonged hospital stays and increased healthcare costs, with 30% to 50% occurring in
patients in the intensive care unit (ICU) [3]. Importantly, the crude candidemia mortality ranges from
approximately 22% to 75%, despite advances in diagnosis and therapy [4-8]. Despite advancements
such as effective broad-spectrum antifungals and recent management guidelines, the incidence of
candidemia has doubled over the past two decades [7,9]. Studies in Italy and France have reported
1.73 to 6.7 cases per 1000 hospital admissions, while reports in Spain found a total incidence of 8.1 cases
per 1000 admissions in a 2010 nationwide study [10,11]. Currently, candidemia is the fourth leading
cause of BSI in hospitalized patients in the United States, the seventh leading cause in Europe, and the
third in patients admitted to the ICU [7,12-14].

Various reports have thoroughly studied candidemia in both neutropenic and non-neutropenic
patients [15-18]. Ma et al. identified neutropenia as an independent risk for mortality. The etiology
in non-neutropenic patients is likely to be multifactorial. Contributing factors might be patients
with severe comorbidities, invasive devices, complex procedures, total parenteral nutrition (TPN),
broad-spectrum antibacterial agents, and aggressive immunosuppressive therapies [1,7,18,19].

Likewise, there are numerous reports regarding lymphopenia and poor outcome following
sepsis [20-22]. Drewry et al. showed that persistent lymphopenia in patients with bacteremia and
sepsis, even on the fourth day following a bacteremia diagnosis, predicts early and late mortality [21].
Similarly, Adrie demonstrated that persistent lymphopenia is a risk factor for acquired infections
and mortality in patients admitted in the ICU [20]. Bacterial septic shock leads to immune system
dysregulation, resulting in increased predisposition for candidemia [12,23]. Nonetheless, no reports
have shown the direct repercussion of lymphocyte count at time of admission and its association with
mortality and outcome in patients with candidemia.

Our study aimed to describe the characteristics between survivors and non-survivors in patients
with candidemia and determine if lymphocyte count is an independent predictor of in-hospital
mortality and impacts prognosis.

2. Materials and Methods

2.1. Study Subjects, Setting and Design

This study (ethics review number CINV 14-49) received full approval from the local Institutional
Research Review Committee. The patient informed consent requirement was waived; however, all data
were gathered anonymously from the hospital database for scientific purposes, in accordance with the
Spanish law regulating personal privacy matters.

We conducted a retrospective observational study of computerized medical records of patients
with positive blood cultures for Candida spp. at the Clinic University Hospital of Valladolid (Valladolid,
Spain), an 800-bed tertiary care hospital, from January 2007 to December 2016. All patients admitted to
the hospital with blood cultures positive for Candida were included. Patients were excluded if they
were younger than age 18, had any prior immunodeficiency status that could alter our results (such as
neutropaenia, human immunodeficiency virus or cancer), or had received immunosuppressive therapy.

2.2. Study Variables

Demographic data included age, sex, comorbidities, central venous catheter (CVC) placement,
TPN, septic shock, prolonged mechanical ventilation (PMV) or renal replacement therapy (RRT).
Candida colonization defined both by the Candida Score [24], and Ostrosky-Zeichner Score [25],
and echinocandin treatment were collected as well. We recorded patient lymphocyte counts obtained
during the first five days following candidemia diagnosis. Comorbidities and previously diagnosed
underlying diseases were already established and reported in every patient’s medical record.

Candida score determines the likelihood of candidiasis, assigning one point each for TPN,
abdominal surgery, and colonization and two points for sepsis [24]. The Ostrosky-Zeichner rule
identifies broad-spectrum antibiotics (1 to 3 days), CVC placement (1 to 3 days), and those with at least
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2 of the following risk factors: TPN (1 to 3 days), any type of dialysis (1 to 3 days), major surgery (=7 to
0 days), pancreatitis (=7 to 0 days), corticosteroids (=7 to 3 days) or other immunosuppressive agents
(=7 to 0 days) [25].

The primary outcome was 30-day mortality. Secondary outcomes included the development of
septic shock, PMV, and the requirement for RRT.

2.3. Definitions

An episode of candidemia was defined as the isolation of a Candida spp. from blood culture [3].
If there was more than 1 candidemia episode in the same patient, only the first episode was considered
for the study.

Two blood culture sets from peripheral sites were obtained from patients with fever (=38 °C) or
clinical presentation suggestive of infection and sent off to the clinical laboratory of the Microbiclogy
Department. The blood samples were analyzed using a BACTEC 9240 system (Becton-Dickinson
Microbiology Systems, Franklin Lakes, NJ, USA) or BacT/Alert (BioMérieux SA, Marcy L'Etoile, France).

We defined septic shock using the international consensus definition for sepsis and septic shock
as a subset of sepsis in which the underlying abnormalities of cellular and circulatory metabolism
are profound enough to substantially increase mortality, in which vasopressor therapy is needed to
elevate the mean arterial pressure >65 mmHg despite adequate fluid resuscitation [26,27]. PMV was
considered greater than 48 h [28]. RRT was considered in case of potassium derangements, acid-base
disbalance, fluid overload, or pronounced azotemia [29].

2.4, Statistical Analysis

Categoric variables are reported as percentages, and continuous variables are reported as the
mean + standard deviation or median (interquartile range) as appropriate, attending normal distribution.
The assumption of normality was evaluated using the Shapiro-Wilk or Kolmogorov-Smirnov tests.

The associations between survivors and non-survivors of candidemia with other variables were
identified using the chi-square or Fisher’s exact test (when the expected frequencies were <5) for
categoric variables, and the Student’s f-test or the Mann-Whitney U test was used for continuous
variables according to normality criteria.

Variables were included in univariate logistic regression analysis to derive 95% confidence
intervals (Cls) for estimates. A multivariable logistic regression model was developed using a stepwise
selection of predictors for 30-day mortality. Variables were included in the multivariable logistic
regression model if the p value <0.1.

Regarding lymphocyte count, the optimal cut-off value with higher candidemia mortality was
obtained using Classification and Regression Tree (CART) Analysis, which is ideally suited to the
generation of clinical decision-making [30]. The ability of this cut-off value to predict 30-day candidemia
mortality was further evaluated by using multivariate logistic regression analysis. Model calibration
was assessed using the Hosmer-Lemeshow test.

Kaplan-Meier curves were plotted to show the 30-day survival probabilities according to
lymphocyte counts.

All tests were 2-tailed. Odds ratio (OR) with 95% CI and p-values were reported. The level of
significance was set at p < 0.05. Data were analyzed using IBM SPSS Statistics for Windows version
24.0 software (IBM Corp, Armonk, NY, USA). CART-Analysis was done utilizing the R Software
(Version 3.6.0. R Core Team, R foundation for Statistical computing, VIE, AU).

3. Results
3.1. Population Description

A total of 296 cases of candidemia were diagnosed from 2007 to 2016 (mean patient age, 63 + 17)
among non-neutropenic Mediterranean Caucasian patients (59.4% men) admitted to the hospital.
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Among them, 115 (38.9%) died within 30 days. Based on the 257,525 patients hospitalized over the
10-year period, the mean annual incidence of candidemia was 1.15 per 1000 admission. During their
hospital stay, 146 (49.3%) patients had CVC placement, 123 (41.6%) needed PMV, 56 (18.9%) required
RRT, and 82 (27.7%) received TPN.

Regarding underlying diseases, the proportions of patients with diabetes, cirrhosis, chronic
obstructive pulmonary disease, heart failure (HF), renal failure, alcohol intake, dementia did not differ
significantly between survivors and non-survivors. However, non-survivors were older, required
more RRT, PMV, and developed more septic shock compared to survivors. Both Candida and Ostrosky
scores were higher among non-survivors. Overall, only 122 (41.2%) cases received echinocandin
treatment (Table 1).

Table 1. Clinical characteristics of patients with candidemia by mortality.

Variable Total (n = 296) Survivors (m =181) Non-Survivors (n = 115) p-Value
Age 63+174 60.0 £19.0 68.0+£13.0 <0.001
Sex (% male) 177 (59.4) 102 (56.4) 74 (64.3) 0172

Comorbidities

Alcohol intake 23(7.8) 12 (6.6) 11 (9.6) 0.358
COorp 33 (11.2) 20 (11.0) 13 (11.3) 0.972
Diabetes 61 (20.6) 32 (17.7) 29 (25.2) 0.124
Renal Disease 49 (16.6) 28 (15.5) 20(17.4) 0.662
Cirrhosis 10 (3.4) 5(2.8) 5(4.3) 0.518
HF 56 (18.9) 29 (16.0) 27 (23.5) 0.110
Dementia 6 (2.0) 5(2.8) 1(0.9) 0.260

Hospital Admission
Source Infection

CvC 146 (49.3) 81 (44.8) 65 (56.5) 0.004
Abdominal 30 (10.1) 15(8.3) 15 (13.0)
TPN 82 (27.7) 35(19.3) 46 (40.0) <0.001
Other 120 (40.5) 85 (47.0) 35(30.4)
Surgery 126 (42.6) 72 (39.8) 54 (47.0) 0.223
PMV 123 (41.6) 58 (32.0) 65 (56.5) <0.001
RRT 56 (18.9) 28 (15.5) 28 (24.3) 0.060
Septic Shock 146 (49.3) 70 (38.7) 75 (65.2) <0.001
Candida Score 2019 2018 30x+19 <0.001
Ostrosky Score 24+22 1.9+20 30+22 <0.001
Lymphocyte count at
diagnosis, x10° cells/L, 0.952 (1.588-0.462)  0.998 (1.746-0.535) 0.778 (1.364-0.410) 0.045

median (IQR)
Lymphocyte count by day 2,

10° cells/L, median (IOR) 0.900 (1.688-0.480)  0.979 (1.745-0.543) 0.680 (1.372-0.404) 0.038
Lymphocyte count by day 3, Yy ; | A , AROLN A ;

%10° cells/L, median (IQR) 0.935 (1.567-0.452) 1.058 (1.614-0.613) 0.747 (1.450-0.310) 0.010
Lymphocyte count by day 4, ) |

10" cells/L, median (IQR) 0.922 (1.633-0.513)  1.078 (1.803-0.581) 0.753 (1.211-0.418) 0.011
Lymphocyte count by day five, P 9 00 E1 Ty

%107 cells/T, median (I0R) 0.947 (1.588-0.526) 1.058 (1.750-0.611) 0.858 (1.203-0.478) 0.050

Echinocandins 122 (41.2) 76 (42.0) 46 (40.0) 0.735

Causative Organism

C. albicans 179 (60.4) 96 (62.3) 83 (58.5) 0.905

C. parapsilosis 40 (13.5) 21(13.6) 17 (12.0) 0.525

C. glabrata 36 (12.5) 20 (13.0) 16 (11.3) 0.621

C. tropicalis 29 (9.8) 11(7.1) 18 (12.7) 0.076

C. lusitaniae 12 (4.1) 4(2.6) 8(5.6) 0.254

Values are expressed absolute number (percentage) and mean (standard deviation). Statistical significance was
defined as p < 0.05. Abbreviations: COPD, chronic obstructive pulmonary disease; CVC, central venous catheter;
HF, heart failure; IQR, interquartile range; PMV, prolonged mechanical ventilation; RRT, renal replacement therapy;
TPN, total parenteral nutrition.

CART analysis identified a lymphocyte count <0.703 x 107 cells/L at the time of diagnosis and
<1.272 x 10° cells/L five days afterwards as optimal cut-off value with higher risk of mortality after
candidemia (Figure 1).
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Lymphocyte
Count
1t day 2nd day 3 day 4t day 5t day
<0.703 <0.740 <0.686 <1.024 <1272
x 109 cells/L x 10° cells/L x 10° cells/L x 10° cells/L x 109 cells/L

Figure 1. Decision tree generated by Classification and Regression Tree (CART) analysis, stratifying
lymphocyte counts with a higher risk of mortality during the first days following the diagnhosis
of candidemia.

3.2. Impact of Lymphocyte Count on Mortality and Survival

At diagnosis of candidemia and by day 5, the absolute lymphocyte count was significantly
higher in survivors (median, 1.058 x 10° cells/L; range, 1.750 to 0.611 x 10° cells/L) compared to the
non-survivors (median, 0.858 x 107 cells/L; range, 1.203 to 0.478 x 107 cells/L; p 0.05; Table 1).

Patients with lymphocyte counts >0.703 x 10 cells/L at diagnosis and > 1.272 x 10" cells/L at day
5 presented better survival rate. Patients with persistent low lymphocyte count who did not present a
considerable rise of > 1.272 x 10° cells/L by day five showed lower survival rate than those who had
> 1.272 x 10° cells/L by day five. Finally, patients with early onset of low lymphocyte count had the
poorest survival rate (p < 0.001; Figure 2).
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0 5 10 15 20 25 30
Time (days)
No. at risk

<0.703 x10° cells/L 62 48 38 33 277 22 8
>0.703 x10° cells/L 100 90 80 68 54 46 20
<1.272 x10° cells/L 101 92 76 63 54 43 18
>1.272 x10° cells/L 56 51 48 42 36 34 16

Figure 2. Survival patients with candidemia by lymphocyte count categorized by <0.703 x 107 cells/L
at diagnosis, <1.272 x 10° cells/L 5 days later, and a comparison between each other.
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3.3. Univariate and Multivariable Logistic Risk Analysis for Mortality

Univariate regression analysis identified age (OR, 1.03; 95% CI, 1.02 to 1.05), PMV (OR, 2.73; 95%
CI, 1.69 to 4.43), septic shock (OR, 2.95; 95% CI, 1.81 to 4.80), candida score (OR, 1.28; 95% CI, 1.13 to
1.45), as risk factors for mortality. Likewise, the cut-off values of lymphocyte count identified by CART
analysis were significantly associated with mortality (Table 2).

Table 2. Univariate regression analysis for mortality associated with candidemia.

Univariate Analysis

OR (95% CI) p-Value
Age 1.030 (1.01-1.05) <0.001
PMV 2.734 (1.69-4.43) <0.001
Septic shock 2.946 (1.81-4.80) <0.001
Candida Score 1.282 (1.13-1.45) <0.001
Lymphocyte count (diagnosis) (<0.703 x 10? cells/L) 3.11 (1.62-5.98) 0.001
Lymphocyte count (day 2) (<0.740 x 10” cells/L) 2.108 (1.16-3.83) 0.014
Lymphocyte count (day 3) (<0.686 x 107 cells/L) 2213 (1.23-3.97) 0.008
Lymphocyte count (day 4) (<1.024 x 10% cells/L) 2.737 (1.40-5.36) 0.003
Lymphocyte count (day 5) (<1.272 x 10" cells/L) 3.435 (1.60-7.38) 0.002

Abbreviations: CI, confidence interval; HF, heart failure; OR, odds ratio; PMYV, prolonged mechanical ventilation.

Multivariable regression analysis confirmed PMV (OR, 3.07; 95% CI, 1.44 to 6.51), age (OR 1.49;
95% CI, 1.02 to 1.08), and low lymphocyte count as independent risk factors for mortality in patients
with candidemia. At diagnosis, a lymphocyte count <0.703 x 10° cells/L increases the odds of mortality
5.01-fold (OR, 5.01; 95% CI, 2.29 to 10.93). In addition, a lymphocyte count <1.272 x 10° cells/L 5 days
after diagnosis soars to a 3-fold risk (OR, 3.27; 95% CI, 1.24 to 8.62; p < 0.001) (Table 3).

Table 3. Multivariable regression analysis for mortality associated with candidemia using lymphocytes
as dichotomous variable.

Multivariable Analysis at Diagnosis Multivariable Analysis at Day 5

OR (95% CI) p-Value OR (95% CI) p-Value
PMV 3.07 (1.44-6.51) 0.004 3.98 (1.77-8.95) 0.001
Age 1.49 (1.02-1.08) 0.001 1.05 (1.01-1.08) 0.012
Lymphocyte count (diagnosis) <
0.703 x 10° cells/L 5.01 (2.29-10.93) 0.002
Lymphocyte count (day 5) < )
1273 x 10° cells/L. 3.27 (1.24-8.62) 0.016

Hosmer-Lemeshow at diagnosis 25 = 5.011; p = 0.756. Hosmer-Lemeshow at day 5 x2s = 3.786; p = 0.876.
Abbreviations: Cl, confidence interval; OR, odds ratio; PMV, prolonged mechanical ventilation.

Combining these variables in a multivariable logistic model and including lymphocyte count,
an AUC-ROC of 0.783 (95% CI, 0.700-0.867, p < 0.001) at diagnosis and AUC-ROC 0.791 (95% CI,
0.716-0.866, p < 0.001) 5 days later were obtained (Figure 3).



Anexos 173
|. Clin. Med. 2019, 8, 1512 7of12
ROC Curve ROC Curve
o 1.0
! Lymphocyte < 0.703 x 10° cells/L at Lymphocyte <1.272 x 10° cells/L
diagnosis by day five
08
z g "
=z s
= =
® 04
024 0.2
AUC-ROC (95% CI) AUC-ROC (95% CI)
0.783 (0.700 to 0.867; p <0.001) . 0.791 (0.716 to 0.866; p <0.001)
o ‘oo 02 o 08 o8 1 oo 02 04 s os 1
1 - Specificity 1 - Specificity
(a) (b)

Figure 3. AUC-ROC Curve Analysis. Multivariable logistic regression model for lymphocyte
count <0.703 x 10° cells/L at diagnosis (a), and lymphocyte count <1272 x 107 cells/L by
day 5 (b). Abbreviations: CI, confidence interval; AUC-ROC, area under the curve-receiver
operating characteristic.

4. Discussion

This study found that persistent low lymphocyte count even 5 days after diagnosis of candidemia
was an independent risk factor of 30-day mortality. Remarkably, multivariable regression analysis
revealed that PMV, and age were also independent risk factors for mortality. The prognosis was better
for cases with lymphocyte count > 0.703 x 107 cells/L at diagnosis of candidemia and >1.272 x 107 cells/L
5 days later.

An overall 30-day mortality rate of 38.9% was observed, which correlates with the broad mortality
range of candidemia. Its mortality remains significantly high, especially in critically ill patients, reaching
nearly 90% in patients with septic shock [31,32]. The differences in candidemia mortality rate can vary
by ages, geographical area, medical management, and antifungal drug usage. Predictors for candidemia
mortality were PMV, age and lymphocyte count. These results are consistent with previous studies such
as Jia et al., Poves-Alvarez et al., and Sbrana et al., who identified these factors along with septic shock,
chronic kidney disease, ascites, and concomitant bacterial infection as predictors of mortality [10,33,34].
Noticeably, outcome differed considerably according to age [35]. Ramos-Martinez et al. determined age
as independently associated with mortality [36]. Advanced age, especially, is a leading risk factor for
mortality in patients with candidemia [37]. Elderly patients presented higher mortality than younger
patients and were more likely to receive inadequate antifungal treatment or even remain untreated [38].
Garnacho-Monterio et al., Kato et al., and Papadimitriou-Olivgeris et al. identified that appropriate
empirical antifungal treatment was related to better prognosis [12,39,40]. Indeed, lack of inclusion of
European Society of Clinical Microbiology and Infectious Disease (ESCMID) and Infectious Diseases
Society of America (IDSA) guideline recommendations was an independent risk factor for a higher early
and overall mortality [4]. In the same way, Keighley et al. found that age > 65 years, ICU admission,
chronic organ dysfunction, preceding surgery within 30 days, haematological malignancy, source
of candidaemia, and antibiotic therapy for >10 days were independent risk factors for candidemia
mortality, which served to develop a risk predictive score [41]. Furthermore, Ma et al. and Kang et al.
identified neutropenia, C. tropicalis, CVC, complicated abdominal surgery, and corticosteroids as poor
prognosis factors [7,42].

Strikingly, multivariable logistic regression revealed lymphopenia as the most important risk
factor for mortality at diagnosis of candidemia. The odds of dying of candidemia were up to 5.01 times
higher when lymphocyte counts were <0.703 x 10 cells/L at diagnosis. Drewry et al. demonstrated
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that day 4 absolute lymphocyte count was found to be independently associated with 28-day survival,
and severe persistent lymphopenia (defined as an absolute lymphocyte count <0.6 x 10” cells/L on the
fourth day after sepsis diagnosis) was associated with increased development of secondary infections
(p = 0.04) [21]. Furthermore, this study revealed that consistent low lymphocyte count, even on the
fifth day after candidemia diagnosis, was related to increased mortality. The relationship between
the immune system and candidemia has been studied by several authors. Toth et al. observed
differences in the immune response between C. albicans and C. parapsilosis, which may serve to develop
future immunotherapeutic strategies for these infections [43]. Gaffen et al. identified the paramount
importance of cytokine IL-17 in the immune response against Candida albicans [44]. Unsinger et al.
found that the treatment with IL-7 enhances the function of lymphocytes and improve candidemia
outcome [45].

Following severe bacterial infections, such as sepsis, after an initial pro-inflammatory phase,
an anti-inflammatory period occurs resulting in a prolonged period of the immunosuppressive stage
called post-aggressive immunosuppression. This is due to a drop in the lymphocyte count as a
consequence of circulating lymphocyte relocation to areas of infection, and sepsis-induced lymphocyte
apoptosis [21]. This secondarily impaired immune response is correlated with poor outcomes [20]. Such
severe persistent low lymphocyte count also predisposes a patient to secondary infections (e.g., a fungal
infection), which in turn might explain its associated mortality, suggesting that patients who ultimately
died did so due to candidemia-induced immunosuppression [21]. In fact, during a candida infection,
an inflammatory response involving both pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines is
produced and promotes a helper T cells 2 (TH2) response. The differentiation of lymphocytes to
TH2 leads to the suppression of the immune response by different processes in which regulatory T
lymphocytes participate. The downside of these regulatory cells has been studied in different scientific
reports, in which both an immune activity suppression against C. albicans and a greater predisposition
to candidemia have been demonstrated [46,47].

Prompt antifungal therapy is critical in the treatment of candidemia [39,48]. Cuervo et al.
previously demonstrated that certain measures, such as early treatment and appropriate antifungal
choice, have a strong impact on prognosis [4]. Indeed, the mortality for candidemia doubles if
antifungal therapy is not initiated within the first 24 h of diagnosis [49-51]. The candida score and
Ostrozky score can be helpful in excluding patients who are not likely to benefit from antifungal
therapy rather than selecting those who will benefit from such therapy, thus restricting the irrational
use of antifungal agents [51]. We followed the IDSA and ESCMID guidelines, which recommend
the use of echinocandins for critically ill patients not previously exposed to azoles or infected with
a non-albicans Candida spp as a result of a broader spectrum and greater efficacy than traditional
antifungals [52,53]. Poves-Alavrez et al., conversely, found that 30-day mortality was not modified
by antifungal treatment [10]. Also, this study demonstrates that antifungal prophylaxis or specific
treatment may not be enough. Despite all these measures, the overall incidence and morbidity
and mortality associated with candidemia remain strikingly high. Therefore, this BSI should be
approached from a different perspective. Addressing the early derangement of the immune system
may be necessary, and immune-adjuvant therapy should be offered. Potential immunotherapeutic
agents such as interleukin-7 or anti-programmed cell death-1 antibody may act to increase CD4 and
CD8 T cell production, block lymphocyte apoptosis, and prevent T cell fatigue. The management of
candidemia would be more effective if these therapies were administered to patients with evidence of
low lymphocyte count and high risk for in-hospital mortality [21].

In terms of feasibility, considering the standarised laboratory lymphocyte cut-off value and that
persistently low levels of circulating lymphocytes following the diagnosis of candidemia independently
predicts survival, lymphocytes may serve as a useful clinical biomarker for candidemia-induced
immunosuppression. Prolonged low lymphocyte count is a candidate marker of persistent
immunosuppression in septic patients, and absolute lymphocyte counts are easily measured during
routine care. Thus, lymphocyte counts are very suitable for clinical application in busy departments
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at times of candidemia suspicion, and the routinely measured total lymphocyte count may be
considered. Lymphocyte count might be used as a simple and reproducible marker of post-aggressive
immunosuppression [20]. Furthermore, use of lymphocytes as biomarkers may help prevent the
overuse of antifungal agents, given the poor prognosis related to lymphocyte count <0.703 x 10° cells/L.
Finally, they may serve to evaluate patient response to antifungal therapy.

Study Limitations

Given this is an observational-retrospective study, there is a potential for confounding factors
because accuracy relies on adequate hospital coding. Thus, this study was prone to a possible
underestimation of the real number of cases and misclassification. In addition, the timing of the
antifungal agent should be recorded. Despite these limitations, and although risk factors associated with
candidemia mortality are well known, this study addresses the relationship between lymphocytopenia
and candidemia mortality, which was largely unexplored to date.

5. Conclusions

Persistent low lymphocyte count is an independent predictor of mortality in patients with
candidemia. A lymphocyte count <0.703 x 107 cells/L at diagnosis or <1.272 x 10° cells/L. even 5 days
later indicate a poor prognosis with nearly five-fold and three-fold increases in 30-day mortality.
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IX.3 Documento de aprobacion del proyecto de

investigacion

El documento de aprobacion para la realizacion de nuestro trabajo de
investigacion es el concedido por parte de la comision de investigacion
clinica de nuestro area de salud a nuestro equipo de investigacién liderado
por el Dr. Eduardo Tamayo Gémez. Esta aprobacion va a dirigida a los
trabajos realizados sobre candidemia llevados a cabo con la misma
metodologia, basandose en la recogida de datos de manera retrospectiva a
partir de los registros hospitalarios del Hospital Clinico Universitario de

Valladolid y cumpliendo la ley de proteccion de datos.
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