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RESUMEN

Contexto: La candidiasis invasiva (CI) es la cuarta causa
de infecciones sanguineas nosocomiales y su mortalidad
asociada es mayor de 40%. Su diagnéstico basado en una
técnica inmunoenzimatica, permite detectar en un tiempo
oportuno, el Ag manano circulante en el suero de los
pacientes. Objetivo: Determinar la utilidad clinica de la
prueba inmunoenzimatica de deteccion de antigeno ma-
nano en suero humano en pacientes pediatricos. Material
y métodos: Se evaluaron los pardmetros analiticos de la
prueba ELISA (Platelia™ Candida Ag®): sensibilidad,
especificidad, VPP, VPN, en comparacion con el estandar
de oro que es el hemocultivo. Resultados: 538 muestras
de suero procedentes de 348 pacientes que cursaban con
sepsis, a quienes se les realizo la prueba de deteccion de
Ag manano. 197 muestras (36.6%) fueron positivas para
Agmanano; de éstas, s6lo 61 muestras (11.3%) presentaron
cultivo micologico positivo y sélo 19 (3.5%) hemocultivo
positivo para levaduras. La sensibilidad y especificidad
de la prueba fueron 86.4 y 65.5% respectivamente, su
VPP fue de 9.6% y VPN de 99.1%. Conclusiones: En el
diagnostico de CI, el resultado de la prueba de deteccion
de Ag manano no debe tomarse como dato aislado, es fun-
damental contar con datos clinicos, cultivos micologicos y
hemocultivos. Debido al alto valor predictivo negativo de
la prueba (99.1%) consideramos que esta prueba ayudaria
a descartar una probable CL

INTRODUCCION

a candidiasis invasiva es la cuarta causa

de infecciones sanguineas nosocomiales
y su mortalidad asociada es mayor al 40%.
Las infecciones ocasionadas por C. albicans,
predominan en la mayoria de los reportes (60-
80%); sin embargo, en los Gltimos anos se ha
observado un incremento de casos ocasionados
por especies de Candida no albicans."?

ABSTRACT

Context: Invasive candidiasis (IC) is the fourth leading
cause of nosocomial bloodstream infections and associ-
ated mortality is greater than 40%. Diagnosis based on
an immunoenzymatic technique, allows detection at an
appropriate time, the mannan antigen circulating in the
serum of patients. Objective: To determine the clinical util-
ity of immunosorbent assay detection of mannan antigen in
human serum in pediatric patients. Material and methods:
Analytical parameters of the ELISA test (Candida Plate-
lia™ AG®) were evaluated: sensitivity, specificity, PPV,
NPV, compared to the gold standard which is the blood
culture. Results: 538 serum samples from 348 patients were
enrolled with sepsis. A who underwent screening mannan
Ag. 197 samples (36.6%) were positive for mannan Ag,
for you, only 61 samples (11.3%) had positive mycological
culture and only 19 (3.5%) blood culture positive for yeast.
The sensitivity and specificity of the test were 86.4% and
65.5% respectively, the PPV was 9.6% and NPV 99.1%.
Conclusions: In the diagnosis of IC, the result of the test
for mannan Ag should not be taken as a data point, it is
essential to have clinical, mycological cultures and blood
cultures. Because of the high negative predictive value of
the test (99.1%) consider that this test would help rule out
a probable CI.

Se han implicado diversos factores de riesgo
que aumentan la probabilidad de adquirir una
candidemia, entre los que se encuentran: pro-
cedimientos terapéuticos, uso indiscriminado
de antibiéticos de amplio espectro y esteroides,
citotoxicos, trasplantes de células progenitoras
hematopoyéticas y 6rganos sélidos, instalacion
de catéteres venosos, nutricién parenteral,
neoplasias, sindrome de inmunodeficiencia ad-
quirida (SIDA), prematurez y diabetes mellitus.
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La severidad de la candidemia en el paciente pediatrico
depende principalmente de la incapacidad e inmadurez
de su sistema inmune para limitar el proceso infeccioso,
asi como los factores de virulencia del hongo y de las
condiciones del microambiente en que se lleva a cabo
la interaccion hospedero-pardsito.3-

Los signos clinicos de una candidiasis invasiva pueden
ser no especificos y su diagndstico se basa generalmente
en hemocultivos; sin embargo, un aislamiento de Can-
dida puede tardar de 24 a 96 horas y su recuperacién
es s6lo en 24-60% de los casos, esto debido a su baja
sensibilidad (40%). Un dia de retraso en el diagnéstico y
el tratamiento, se asocia a un incremento de mortalidad,
especialmente en pacientes con candidemia. Por lo tanto,
la identificacion oportuna de una candidiasis invasiva
tiene el potencial de incrementar la respuesta terapéutica
antifiingica, logrando asi su curacién total.®

El manano es un polisacdrido de alto peso molecular
presente en 7% de la pared celular de Candida spp. y es
uno de los principales antigenos circulantes durante la
infeccién, que puede detectarse mediante una técnica
inmunoenzimdtica tipo sdndwich en microplaca. Esta
técnica cuantitativa apoyada con los métodos micoldgicos
convencionales (cultivos y examen directo), nos permite
evaluar segln los valores de corte si un paciente presenta
o no una candidemia, contribuyendo asi a un diagnéstico
temprano y una adecuada terapia.”

MATERIAL Y METODOS

Se obtuvieron 538 muestras procedentes de 348 pacientes
hospitalizados en los Servicios de Medicina Critica y Ge-
neral del Hospital Infantil de México «Federico Gémez»
entre el periodo de enero de 2011 a enero de 2013. De
cada paciente se registraron datos demogréficos, sala de
procedencia, diagndstico de base, fecha de la prueba de Ag
manano, interpretacién de la prueba, hemocultivos, espe-
cie de Candida aislada del hemocultivo y cultivos en placa.

Todos los aislados de pacientes fueron analiza-
dos mediante examen en fresco y aislados en Agar
Sabouraud y en el medio Candida ID 2® (CAN2)
(bioMérieux). La identificacion de especie se efectué
en el sistema Vitek 2® y en la galeria ID 32 C®. La
deteccién de antigeno manano se realiz6 mediante la
técnica ELISA del kit Platelia™ Candida Ag® siguien-
do las recomendaciones del fabricante. Brevemente:
Cada muestra, junto con el control positivo y negati-
vo, fueron procesados en bafio Maria de 100 °C con
la solucién de tratamiento del kit. Se centrifugaron
y se llenaron los pozos de la placa con cada uno de
los calibradores y el sobrenadante de las muestras

previamente procesadas. Se adicioné anticuerpo
monoclonal antimanano marcado con peroxidasay se
dejé incubar durante 90 minutos. Se realizaron cinco
lavados a la placa y posteriormente se adicioné el
compuesto cromoégeno y se dejé incubar durante 30
minutos, por Gltimo se agrego la solucion de parado
y se leyeron los resultados a una densidad éptica de
450 nm (con filtro de referencia a 620 nm). Se rea-
liz6 una base de datos para el registro de los datos
demogréficos y clinicos de los pacientes durante el
periodo de estudio. Se analizaron estadisticamente
las variables mediante cuadros de contingencia. Los
resultados se expresan en frecuencia y porcentaje.

RESULTADOS

De los 348 pacientes 146 (42%) correspondieron al
género femenino y 202 (58%) al masculino. Las edades
comprendidas fueron desde los tres dias hasta los 18 afios.

Los diagndsticos de base de los pacientes en estudio, fue-
ron principalmente los de origen oncoldgico e infeccioso. La
LLAy la LMA representaron 29.3%, los tumores s6lidos 27.6%,
los de origen infeccioso 21.3% y 21.8 % diversas patologas.

Los resultados de cada prueba realizada, se estable-
cieron segln los valores de corte del inserto. Las mues-
tras con un resultado negativo para la deteccién del Ag,
representaron el mayor porcentaje (48%), seguidas de
las pruebas con resultados de Ag positivos (36.6%) y por
Gltimo los resultados con Ag intermedio (15.4%) (figura 1).

De los 538 pacientes estudiados para Ag de Candida
s6lo a 329 se les realiz6 un cultivo diferente del hemo-
cultivo. De los cuales s6lo 110 (20.4%) fueron positivos
(si hubo un aislamiento micolégico), mientras que 219
(41%) fueron cultivos negativos. Asi mismo se graficaron
las 209 (39%) muestras a las cuales no se les habia soli-
citado cultivos micoldgicos.
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Figura 1. Resultados de la captura de Ag manano.
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La poblacion manifesté la presencia de seis especies
de Candida. En los datos se encontré que la mayor parte
de las cepas pertenecen a C. albicans (63.6%) y la menos
frecuente C. utilis (0.8%) (figura 2).

Se realizé la relacion entre los diversos cultivos posi-
tivos con su correspondiente hemocultivo y su resultado
de la deteccién de antigeno (positivo, negativo, interme-
dio). De las 110 muestras, Gnicamente 15 presentaron
un hemocultivo positivo y 61 obtuvieron un resultado
positivo para el antigeno. Por otro lado, observamos que
se obtuvieron 95 hemocultivos negativos y 32 resultados
de deteccion de antigeno negativos, mientras que 17
muestras dieron un resultado intermedio en la deteccién
de antigeno (cuadro ).

.. C. lusitaniae
C. parapsilosis 19,
0

2% i
C. util
C. glabrata T / / 11:/01 e

6%

Figura 2. Tipificacion de las especies aisladas de las muestras biolo-
gicas positivas.

Se realiz6 la correlacion entre los 538 resultados de las
pruebas de antigeno y los cultivos realizados (no se tomaron
en cuenta los hemocultivos). Posteriormente se obtuvieron
los porcentajes de cada uno de los comparativos, siendo los
cultivos positivos con antigenos positivos 11.3%, cultivos ne-
gativos con antigeno negativo 18.6%; sin embargo, muchas
muestras sin cultivo presentaron un resultado de antigeno
negativo lo que representd 23.4% (cuadro I).

También se correlacionaron los hemocultivos y las
pruebas de deteccién de Ag manano. De las 538 muestras
Gnicamente 3.5% presentaron resultados de hemocultivo y
deteccion de antigeno positivos, 47.8% de las muestras co-
rrespondieron a resultados negativos para ambas pruebas.
En el caso de los resultados intermedios en la deteccion de
manano, 15.1% correspondieron a hemocultivos negativos
y s6lo 0.4%, fueron hemocultivos positivos (cuadro ll).

Se obtuvieron los pardmetros analiticos de la técnica,
mediante cuadros de contingencia, en donde se tomaron
en cuenta tres situaciones distintas para los resultados inter-
medios. En cada una de ellas, los valores varian considera-
blemente; sin embargo, el valor predictivo negativo (VPN)
de la técnica se mantiene en los tres casos (cuadro IV).

DISCUSION

Las infecciones flingicas han aumentado debido a una
serie de factores, entre los que destacan el mayor niimero
de enfermos con alteraciones del sistema inmunitario.
La candidiasis invasiva tiene un efecto significativo sobre
la evolucion del paciente, se estima que la mortalidad
atribuible a este tipo de infeccién es de 30 al 70%.
Uno de los mayores problemas para el diagndstico
de la candidiasis es el aislamiento del agente etiolégico,
ya que los cultivos microbiolégicos en medio ADS no
tienen un nivel de recuperacion bueno (50%) y el tiempo
requerido para su aislamiento (24 a 72 horas) es poco

Cuadro I. Relacion entre cultivos positivos, hemocultivos y antigeno manano.

Hemocultivos Antigeno
Cultivos Muestras Positivo Negativo Positivo Negativo Intermedio
Orina 68 9 59 39 21 8
Broncoaspirado 20 3 17 11 4
Cavidad oral 14 1 13 8 2
Otros (biopsia, liquido pleural) 8 2 6 3 3
Total 110 15 95 61 32 17
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Cuadro I1. Porcentajes de los cultivos con relacion a su resultado de la prueba de antigeno.

# Cultivo # Cultivo
Resultado positivo % negativo % # Sin cultivo %
Antigeno positivo 61 11.3 85 15.8 51 9.5
Antigeno negativo 32 59 100 18.6 126 234
Antigeno intermedio 17 3.2 34 6.3 32 59
Total 110 204 219 40.7 209 38.8

Cuadro III. Porcentajes de los hemocultivos con relacion a su resultado de la prueba de Ag manano.

# Antigeno # Antigeno # Antigeno
positivo % negativo % intermedio %
Hemocultivo positivo 19 3.5 1 0.2 2 0.4
Hemocultivo negativo 178 33.1 257 47.8 81 15.1
Total 197 36.6 258 48.0 83 15.4

Cuadro IV. Caracteristicas operativas de la técnica de deteccion de antigeno manano.

Sin tomar en cuenta Intermedios considerados Intermedios considerados
Variable los valores intermedios (%) como positivos (%) como negativos (%)
Sensibilidad 95.0 8.07 86.36
Especificidad 59.1 49.8 65.5
Valor predictivo positivo 9.6 7.5 9.6
Valor predictivo negativo 99.6 99.6 99.12

atil para obtener un diagnéstico oportuno.*? En este es-
tudio se observo que la mayoria de los cultivos realizados
(41%) no presentaban microorganismos aislados, mientras
que s6lo 20.4% tuvo algin aislamiento; sin embargo, es
importante mencionar que 38.8% de las muestras no
contaban con cultivos diferentes al hemocultivo para
poder conocer el foco de la probable infeccién flingica
diseminada (cuadro II).

Las muestras con C. albicas, C. tropicalis y C. gla-
brata tuvieron resultados positivos para la prueba de Ag
manano; sin embargo, una muestra con C. parapsilosis
presenté un resultado falso negativo, lo que indica que
para algunas especies la prueba no es tan especifica, esto
debido a su diferencia antigénica (cantidad de manano

presente en la pared celular).’® Diversos autores han re-
portado que la técnica de manano da buenos resultados
con C. albicans, C. dubliniensis, C. famata, C. glabrata,
C. lusitaniae, C. rugosa y C. tropicalis' pero no para C.
guilliermondii, C. kefyrkC. krusei, C. novergensis, y C.
parapsilosis.!?

La relacion entre el Ag 'y los cultivos micoldgicos (sin
tomar en cuenta los hemocultivos) muestra que la técnica
podria dar un resultado positivo en algunos casos de can-
didosis localizada aunque en un bajo porcentaje (11.3% de
muestras con cultivo y Ag positivo), debido a que durante
una infeccién ademas de la multiplicacién del microorga-
nismo (invasion y/o colonizacién), simultaneamente hay
destruccién de los blastoconidios, liberando fragmentos
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de pared (como el manano) que viajan por el torrente
sanguineo y pueden ser detectados por la prueba.’

Sélo 3.5% de las muestras presentaron hemocultivo
y antigeno positivos; estos casos pueden clasificarse
como candidiasis invasiva probada (cuadro Ill). Por
otro lado se observa un alto nimero de falsos positivos
(178 muestras), que pueden estar relacionados con una
reaccion cruzada de Ag manano y moléculas como el
hidroxietilalmidén, utilizado para el tratamiento de fa-
llos circulatorios: hipovolemia, choque hemorragico y
choque séptico.” Asi mismo deben de tomarse en cuenta
los cultivos para Candida, que pueden ser positivos en
s6lo 24-60% de los casos. La positividad del hemo-
cultivo depende de varios factores como la viabilidad
de los blastoconidios, el inicio previo de una terapia
antiftingica y el nimero de blastoconidios presentes en
la muestra; sin embargo, el factor mas importante que
determina la positividad de esta prueba es el volumen
de sangre procesada, pues se ha demostrado que la
probabilidad de detectar al agente causal es de menos
de 65%, debido a que mas de la mitad de los pacientes
septicémicos portan menos de un microorganismo por
mL de sangre.*1%1¢ Los resultados intermedios con he-
mocultivo positivo (dos muestras) pueden deberse a que
el manano circulante es rapidamente clarificado, por lo
que al obtener un resultado intermedio, es fundamental
que se realice un muestreo frecuente para realizar su
deteccion.'017

Para realizar la evaluacion de los parametros analiti-
cos, los valores intermedios fueron tomados en cuenta
de diferentes formas: sumados a los valores positivos de
la prueba, sumados a los valores negativos y por dltimo
fueron descartados de los resultados. Sin embargo, estos
resultados no deberian de excluirse del estudio debido
a que representan una parte considerable de nuestra
muestra total y tienen un significado clinico. El VPN de
la prueba es muy alto (99%) por lo que podemos utilizar
esta técnica como una herramienta que auxilia al médi-
co a descartar el diagnéstico de candidiasis invasiva. Un
resultado negativo de la prueba ayudaria a evaluar si un
paciente en verdad necesita de un tratamiento antimi-
cético, tomando en cuenta la toxicidad del mismo y la
posible aparicion de cepas resistentes.

Por lo anterior, es necesario que el médico siga el algo-
ritmo de diagnéstico de la candidiasis invasiva, tomando
en cuenta los resultados de esta técnica, los factores de
riesgo, los cultivos micoldgicos, el resultado del hemo-
cultivo y el estado inmunitario del paciente. Todo esto,
ademds de disminuir la mortalidad, la estancia hospitalaria

y la incidencia de esta patologfa podria disminuir el costo
de hospitalizacién por candidemia.
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