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INTRODUCCION

Las infecciones hematdgenas adquiridas intrahospitalariamente son causa
importante de morbilidad y mortalidad. El Hospital Infantil de México Federico
Goémez notifica tasas de infeccion de 8.8 y 10 por cada 100 egresos. Dentro de
estas, la 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 ultimos afos se ha observado un incremento de casos

ocasionados por especies de Candida no albicans.* 3’

Se han implicado diversos factores de riesgo que aumentan la probabilidad de
adquirir una candidemia, entre los que se encuentran: procedimientos
terapéuticos, uso indiscriminado de antibidticos de amplio espectro y esteroides,
citotoxicos, trasplantes de células progenitoras hematopoyéticas y organos
solidos, instalacion de catéteres venosos, nutricion parenteral, neoplasias,
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), prematurez y diabetes mellitus.
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 interaccién hospedero-parasito.’ % 3"

Se ha descrito que la mayoria de las candidiasis invasivas, tienen un origen
endégeno a partir de una colonizacion previa de la boca, tracto intestinal, tracto
genitourinario, o piel. Esta colonizacion previa también se ha identificado como un
factor de riesgo independiente para adquirir candidemia en neonatos y pacientes
neutropénicos. Sin embargo, el origen de las infecciones producidas por C.
parapsilosis debe considerarse en su mayoria de origen exdégeno ya que se suele
adquirir a través de los fluidos intravenosos o del catéter. La evidencia de la

adquisicion endégena en la mayoria de las candidemias promueve la realizacion



de cultivos de vigilancia para evidenciar la colonizacion en los pacientes con

riesgo.” 1431

Los signos clinicos de una candidiasis invasiva pueden ser no especificos y su
diagndstico se basa generalmente en hemocultivos, sin embargo un aislamiento
de Candida puede tardar de 24 a 96 hrs y su recuperacion es solo en 24-60% de
los casos, esto debido a su baja sensibilidad (40%). Un dia de retraso en el
diagnostico 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 antifungica logrando asi, su curacion total. 2

Debido al impacto clinico y la frecuencia de las candidemias, es necesario
disponer de herramientas diagnosticas oportunas que nos permitan evaluar la
presencia 0 no de una candidiasis invasiva. Actualmente existen técnicas
inmunoldgicas que permiten detectar en un tiempo oportuno, moléculas

representativas del agente patdgeno en el suero de los pacientes.

El manano es un polisacarido de alto peso molecular presente en el 7% de la
pared celular de Candida spp. y es uno de los principales antigenos circulantes
durante la infeccion, que puede detectarse mediante wuna técnica
inmunoenzimatica tipo sandwich en microplaca. Esta técnica cuantitativa apoyada
con los métodos micoldgicos convencionales (cultivos y examen directo), nos
permite evaluar segun los valores de corte si un paciente presenta o no una

candidemia, contribuyendo asi a un diagndstico temprano y una adecuada terapia.
19; 35

Este estudio tiene como objetivo principal realizar una evaluacion de la utilidad
clinica de la deteccion de titulos de antigeno manano de Candida para el
diagnéstico temprano de la Candidiasis invasiva en pacientes pediatricos

internados en el Hospital Infantil de México Federico Gémez (HIMFG).




MARCO TEORICO

CANDIDIASIS. ETIOLOGIA DE LA ENFERMEDAD

Candida sp. se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza, formando
parte de la microbiota normal en la piel, mucosas (bucal, faringea y vaginal),
tracto gastrointestinal del hombre y otros mamiferos. En individuos sanos suele
encontrarse en forma comensal, sélo en determinadas condiciones puede invadir
cualquier tejido del cuerpo desde su habitat normal y manifestar caracter
patégeno, por lo que es considerada como un patdégeno oportunista.® 2°

Dentro del reino Fungae, el género Candida ha sido clasificado en la clase
Ascomycetes, familia Saccharomycetaceae. Se reproduce de forma sexual y
asexual, de manera asexual mediante la formacion de blastoconidios, mientras
que sexualmente lo hace a través de ascosporas. El género Candida engloba a
unas 150 especies de levaduras, que difieren por su capacidad de asimilar
distintos compuestos de carbono, por la composicion de polisacaridos de la pared
celular y por la capacidad de presentar diferentes morfologias. Solo nueve de
estas especies son patdégenos para el hombre: C. albicans, C. tropicalis, C.
guilliermondii, C. krusei, C. parapsilosis, C. pseudotropicalis, C. lusitaniae, C.

dubliniensis, C. glabrata. *?'

Los miembros pertenecientes a este género son unicelulares dimoérficos, es decir
que normalmente crecen como levadura (blastoconidios), pero bajo determinadas
condiciones ambientales pueden formar otras dos morfologias fuangicas
(pseudohifas o pseudomicelios y clamidoconidios) a excepcion de C. glabrata; sin
embargo solo C. albicans y C. dubliniensis son capaces de formar hifas
verdaderas (micelio verdadero), estas dos especies son consideradas
polimdrficas. La pseudohifa o pseudomicelio se diferencia del micelio en el grosor
y en la presencia de una constriccion en las uniones septales, originandose
células alargadas por gemacion a partir de blastoconidios o de otra pseudohifa,
que permanecen unidas a la célula parental, pudiendo llegar a parecer un

verdadero micelio. Los clamidoconidios, son estructuras asexuales y de




resistencia, de formas globosas generadas a partir del micelio bajo determinadas

condiciones desfavorables. 2" %

Candida tiene varios atributos de virulencia para colonizar diversos sitios
anatémicos del hospedero y ocasiona dafio de forma directa, al activar, resistir o
desviar los mecanismos de defensa del mismo. Los factores de virulencia
expresados o requeridos por el microorganismo para causar infeccion pueden
variar segun el tipo, el sitio y la naturaleza de las defensas del hospedero. Entre
ellos se incluye la transicion de morfologia de blastoconidia a pseudohifa
(dimorfismo), la expresiéon de invasinas y adhesinas en la superficie celular, la
formacion de biopeliculas, el switching fenotipico y la excresion de enzimas

hidroliticas. '"

ANTECEDENTES HISTORICOS

La Candidosis es una de las enfermedades micoticas conocidas desde la
antigledad. Hipdcrates la describié en su obra Epidemics, observando lesiones en
nifos recién nacidos y en pacientes debilitados, que presentaban placas
blanquecinas en la boca, a lo que se denomin6 estomatitis aftosa. En Francia
Veron y Berg en 1835 describieron variedades clinicas de este padecimiento. En
1844 Bennet y en 1853 Robin, aislaron el hongo y reafirmaron que la enfermedad
es propia de pacientes debilitados. En 1853 Robin le dio el nombre de Oidium
albicans. Desde ese momento se acufiaron mas de 100 sinénimos para Candida
albicans, los dos que mas persistieron fueron Monilia candida utilizado por
Bonoderm y Hansen en 1868 y Candida albicans a partir de 1923 gracias a los

trabajos de Langeron Talice. >




DEFINICION

La Candidosis o Candidiasis es una micosis causada por diversas especies de
hongos levaduriformes oportunistas del género Candida, especialmente C.
albicans. Presenta una variedad de cuadros clinicos afectando principalmente
mucosas, piel, ufias y de manera excepcional otros érganos como pulmones e
intestinos. Asi mismo los procesos patoldgicos provocados son diversos y varian
de irritacion e inflamacibn a supuracion cronica y aguda o respuesta

granulomatosa. % ?°

La Candidosis es generalmente una micosis enddgena, dependiente de diversos
factores que predisponen a padecerla (Tabla 1), por lo que es casi imposible

determinar el periodo de incubacion.®

Tabla 1 Infeccion por Candida y sus factores predisponentes (tomada de
Bonifaz, 2012)

Orofaringea Diabetes mellitus, antibidticos, radioterapia (cancer de
cabeza y cuello) corticoesteroides inhalados y sistémicos,
quimioterapia citotoxica, infeccion por VIH, Enfermedades
hematolodgicas, trasplantes de 6rganos sdlidos o de células
madre

Esofagica Corticoesteroides sistémicos, SIDA, cancer, trasplantes de
organos solidos o de células madre

Gastrointestinal Cancer, cirugias

Vulvovaginal Anticonceptivos orales, embarazo, diabetes mellitus,
corticoesteroides sistémicos, uso de antibioticos

Cutaneay Humedad local y oclusion, diabetes, inmersion de las

Onicomicosis manos en agua, enfermedad vascular periférica

Cutanea congénita | Cuerpo extrano intrauterino, prematurez

Mucocutanea Defectos en linfocitos T y procesos enddcrinos

cronica

Tracto urinario Catéter urinario infestado, obstruccion urinaria,
procedimientos del tracto urinario, diabetes mellitus




Neumonia Aspiracion, inmunosupresion, trasplantes

Endocarditis Cirugia mayor, endocarditis bacteriana o enfermedad
cardiaca valvular, abuso de drogas intravenosas, catéter
venoso central

Pericarditis Cirugia toracica, inmunosupresion

Sistema Nervioso | Cirugia del SNC, derivacién del ventriculo peritoneal,
central cirugia ocular

Ocular Trauma, esteroides topicos, cirugias

Abdominal Perforacion recurrente, cirugia abdominal repetitiva,
pancreatitis, dialisis peritoneal ambulatoria continua

Hematoégena Trasplante de organos sadlidos, colonizacién, uso

prolongado de antibidticos, cirugia abdominal, cuidados
intensivos, nutricion parenteral total, hemodialisis,
inmunosupresion, trasplante de higado o de células madre.

CANDIDIASIS INVASIVA

Se utiliza el término de candidiasis invasiva (sepsis por Candida) para designar a
la enfermedad producida por organismos del género Candida con infeccion de
tejidos profundos del organismo, siendo los sitios mas frecuentes de infeccion
pulmones, rifiones, higado, bazo y cerebro. Las manifestaciones de la Candidiasis
invasiva generalmente son inespecificas y se pueden confundir con sepsis

bacteriana, siendo en muchos de los casos la fiebre el Gnico signo de infeccién.> *?

Es la cuarta causa de infecciones sanguineas nosocomiales en Estados Unidos de
Norteamérica y en otros paises desarrollados y su indice de mortalidad varia de
un 30 a un 70% en el caso de los pacientes inmunosuprimidos. El origen de la
candidemia es fundamentalmente endogeno, a partir de una colonizacion previa
de la boca, tracto intestinal, tracto genitourinario, o piel. Esta colonizacion previa
también se ha identificado como un factor de riesgo independiente para adquirir
candidemia en neonatos y pacientes neutropénicos. Mientras que solo un 10%

son de origen exégeno (por ejemplo colonizacion de catéter venoso). 4 1931

Los pacientes con mayor riesgo de padecer candidiasis invasiva (Cl) son aquellos

con larga estancia hospitalaria, los ingresados en una Unidad de Terapia y




Cuidados Intensivos (UTI y UCI), los sometidos a procedimientos quirurgicos, los
pacientes onco-hematologicos y los neonatos prematuros. Asi mismo se han
implicado diversos factores de riesgo que aumentan la probabilidad de adquirir
una candidemia, entre los que se encuentran: procedimientos terapéuticos, uso de
antibidticos de amplio espectro y esteroides, citotdxicos, trasplantes de células
progenitoras hematopoyeéticas y érganos solidos, instalacién de catéteres venosos,
nutricion parenteral, neoplasias, sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA),
y diabetes mellitus. En los nifios con neutropenia, el grado y duracidon de ésta ha
mostrado ser un factor de riesgo para desarrollar una candidemia (menos de 200
neutrdfilos totales y mas de 10 dias de duracion), asi como la deficiencia en
transferrina y/o Linfocitos T (CD4"). La severidad de la candidemia en paciente
pediatrico depende principalmente de la incapacidad e inmadurez de su sistema
inmune para limitar el proceso infeccioso, de los factores de virulencia del hongo y
de las condiciones del microambiente en que se lleva a cabo la interaccion

hospedero-parasito. 1 % 2% 31

Las infecciones ocasionadas por C. albicans, predominan en la mayoria de los
reportes (60-80%), sin embargo en los ultimos afios se ha observado un
incremento de infecciones causadas por especies distintas (Candida no albicans)
como C. krusei y C. glabrata, especies intrinsecamente resistentes a fluconazol,
por lo que se ha atribuido el aumento de estas especies al abuso de este
antimicético y de las equinocandinas. En México, Arroyo vy colaboradores en el
afno 2007, reportaron que el mayor aislamiento lo representa C. albicans (52%),

seguido por C. tropicalis y C. glabrata 24% y 19% respectivamente. 3

DIAGNOSTICO CANDIDIASIS INVASIVA

Los signos clinicos de una candidiasis invasiva pueden ser no especificos y su
diagndstico se basa principalmente en los hemocultivos que presentan una baja
sensibilidad (menor al 50%) ademas de un retraso en el resultado (24 a 96 hrs) y

la identificacion de cultivos para Candida pueden ser positivos en solo el 24-60%




de los casos. Sin embargo sigue siendo el estandar de oro para el diagnostico de

las micosis sistémicas. % 4°

La positividad del hemocultivo depende de varios factores como la viabilidad de
los blastoconidios, el inicio previo de una terapia antifungica y el numero 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,
debido a que mas de la mitad de los pacientes septicémicos portan menos de un
microorganismo por mL de sangre, asi mismo, se recomienda tomar de forma
aleatoria un minimo de dos o tres muestras en un periodo de 24 horas. No
obstante en pacientes pediatricos, en ocasiones, el volumen total de sangre
extraido es tal, que el paciente desarrolla alteraciones hemodinamicas y anemia.
La toma seriada de hemocultivo contribuye al desarrollo de tales complicaciones,
por lo cual, a pesar de ser incorrecto, se prefiere tomar solo una con el fin de no

afectar la homeostasis del nifio.% 2" %

La observacion microscopica puede dar informacion preliminar sobre la presencia
0 ausencia de hongos en la muestra, gracias a la observacion de elementos
micoticos caracteristicos: blastoconidios y pseudohifas. Su sensibilidad depende
del tipo y cantidad de la muestra y del numero de microorganismos presentes en
ella. La infeccion invasora por C. albicans puede evidenciarse en preparaciones
histologicas tenidas con PAS o Plata-metenamina o liquidos con tinciones de tipo
Romanowsky, al observar una mezcla de levaduras y pseudohifas en el tejido. Un
aumento de la sensibilidad de estas técnicas puede lograrse con la utilizacién de

fluorocromos como el Blanco de calcofltor, el Blankophor y el Rojo congo. *®

Los cultivos micologicos de sitios estériles, también presentan una baja
sensibilidad (50%) y los cultivos positivos de muestras no estériles pueden
deberse tanto a colonizacion como a infeccién, y la distincion entre ambas no
siempre es facil. No obstante el diagndstico microbioldgico es un paso esencial en
el establecimiento de la etiologia de las enfermedades, a través de la identificacion

de los aislamientos fungicos a nivel de especie, ya que esta informacion es muy




importante para orientar el tratamiento antifungico hasta que se dispongan de los

resultados de sensibilidad in vitro. 3% 3

Las técnicas diagnésticas independientes del cultivo pueden proporcionar una
valiosa ayuda a los métodos tradicionales para facilitar el diagnostico de la
Candidiasis invasiva, como la deteccién de antigenos como el manano, el -1>3
glucano, anticuerpos antimanano, y el DNA. Sin embargo estas técnicas presentan

diversos inconvenientes. ** (Tabla 2).

Tabla 2. Técnicas Microbiolégicas para el Dx. de la candidiasis invasiva en
la unidad de cuidados intensivos. (Tomada y modificada de Péman, 2012)

o Sensibilidad Especificidad ) )
Técnica Ventajas Inconvenientes

(%) (%)

(1>3)-B-D- - - Marcador panftingico, sensibilidad y VPP elevados, util Resultados falsos positivos. Experiencia limitada,
glucano en suero y otras muestras dificultades metodoldgicas

Manano y

anticuerpos 60-89 80-84 Buena especificidad y sensibilidad en combinacion Experiencia limitada
antimanano
Anticuerpos Diagnéstico y control de la evolucion, elevada L

77-89 91-100 Experiencia limitada
antimicelio especificidad

Acidos
90 100 Elevada especificidad, util en suero y otras muestras Escasos métodos comercializados.

nucleicos

Combinacién de

métodos o . . -
Elevada especificidad, sensibilidad y VPP, Diagnéstico
(manano y 87 100 o Costos elevados
o y control de la evolucién
acidos

nucleicos)

. Método de referencia, permite estudios de sensibilidad. e . .
Cultivo 50 100 . Sensibilidad baja, lentitud.
Util en sangre y otras muestras

Las técnicas seroldgicas son de gran ayuda en la obtencién de un diagndstico
temprano de las micosis invasivas ya que pueden detectar tanto antigenos
fungicos (son independientes del estado inmunoldgico del paciente) como
anticuerpos que se produce durante el desarrollo de la micosis, y aunque
normalmente se utilizan de forma independiente, existen evidencias recientes de
que su utilizacién combinada puede aumentar la sensibilidad del diagnéstico. Sin
embargo un titulo de anticuerpos en pacientes con problemas hemato-oncolégicos

son muy bajos casi imperceptibles para las técnicas de deteccidén de los mismos.
28; 34; 36




Para la deteccién de antigenos de Candida sp. es importante considerar que
durante la infeccion, ademas de la multiplicacion del microorganismo (invasion y/o
colonizacidon), simultaneamente hay destruccion de las levaduras, liberando

fragmentos de pared, membranas, organelos y del contenido citoplasmaticos.??

El diagnodstico temprano permite realizar un tratamiento adecuado en etapas
tempranas de la enfermedad y esto genera una mayor posibilidad de disminuir la
alta mortalidad de esta patologia. Sin embargo, a pesar de las diferentes técnicas
disponibles, no se conocen con exactitud cuales serian las de mejor sensibilidad y
especificidad en nuestro medio, especialmente para pacientes pediatricos en

condiciones criticas.’

TRATAMIENTO DE LA CANDIDIASIS INVASIVA

Se dispone de gran variedad de medicamentos antifungicos para el tratamiento de
la candidemia, las guias actuales sugieren el tratamiento con anfotericina B,
fluconazol, caspofungina o una combinacion de anfotericina B y fluconazol en los
casos comprobados o presuntos de candidemia. En pacientes pediatricos estan
aceptadas las formulaciones lipidicas de Anfotericina B cuya respuesta es
equivalente a la anfotericina B desoxicolato; asi mismo la caspofungina se ha
utiizado en la poblacion pediatrica, particularmente neonatal con buenos
resultados. La decision del tratamiento inicial depende de la estabilidad del
paciente, la identificacion de la especie, la exposicion previa al farmaco, el tipo de

medicamento, la disponibilidad y los efectos adversos. & 1% 18:23: 38

Se considera que la mortalidad a 12 semanas por Candida sp. es de 35.2% siendo
C. krusei la de mayor indice de mortalidad con 52.9%. El retraso en el tratamiento
puede aumentar la mortalidad; Garey y sus colaboradores (2012) reportaron la
mortalidad del 15% de los pacientes cuando se inicio el tratamiento con fluconazol
en el dia cero, 24% con un dia de retraso, 37% con dos dias y 41% con tres o
mas dias. La anfotericina B es uno de los farmacos con mayor potencia
antifungica; produce efectos adversos (reacciones alérgicas, nefrotoxicidad,

hipocalemia, etc.) que se reducen con la prescripcion de preparaciones lipidicas.

10




El tratamiento debe continuar, por lo menos, durante 14 dias después del ultimo
cultivo positivo y hasta que los sintomas hayan desaparecido. Deben realizarse
ajustes después de identificar la especie para reducir la toxicidad y los efectos

adversos.% 1618

ESTRUCTURA ANTIGENICA DE Candida sp.

La pared celular de C. albicans es una estructura dinamica y compleja que protege
a la célula de la presion osmoética en medios hipotdnicos y le confiere su forma
caracteristica. Ademas de su funcion en la morfogénesis, por ser la estructura
celular mas externa, la pared celular: 1) entra primero en contacto con las células
del hospedero; 2) presenta importantes determinantes antigénicos del hongo 3) es
responsable de la adherencia del patégeno y 4) modula la respuesta inmune del

hospedero.?’

La pared celular de las células fungicas se encuentra compuesta por varias capas,
formada en su mayoria por carbohidratos (80-90% del peso seco de la pared),
mientras que las proteinas representan el 20% y los lipidos son un componente
minoritario (1-7%). Los principales polisacaridos de la pared son de 3 tipos: (i) B-
glucanos, que son polimeros de glucosa con uniones B-(1,3) y B-(1,6), (ii) quitina,
que es un polimero lineal de N-acetil-D-glucosamina con enlaces 3-(1,4) y (iii)
manano, conjunto de polimeros de manosa unidos covalentemente a proteinas

(manoproteinas). 224 % (Fig. 1)

Glucanos y quitina forman un esqueleto que da forma y aporta rigidez a la pared
celular. Los B-glucanos son el principal polisacarido de la pared, aproximadamente
el 60% del peso seco de la misma, mientras que la quitina es un componente

minoritario (0.6-9%). *°
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Fig. 1 Estructura interna de la pared celular de los hongos
levaduriformes

El manano es un antigeno con un alto interés diagnostico, pues se encuentra en la
mayoria de las especies del género Candida de importancia médica. Representa
el 40% de los polisacaridos de la pared celular, es un antigeno de alto peso
molecular (>260 kDa) que es especifico del micelio. La estructura del manano es
compleja y esta constituida por unidades de manosa que forman cadenas
centrales largas unidas entre si por enlaces alfa-1->6 y cadenas laterales cortas

de unidades de manosa unidas entre si por enlaces beta-1->2 y alfa-1->2. 82435

En un paciente con candidiasis invasiva el manano se encuentra circulando en
nanogramos por mL de sangre, lo que dificulta su medicion mediante las técnicas
inmunoenzimaticas. Esta molécula usualmente circula formando
inmunocomplejos, los cuales son rapidamente clarificados de la sangre por el
higado y el riién, haciendo necesario la realizacion de un muestreo frecuente
para su deteccion, lo que disminuye la sensibilidad de la técnica. Es importante
recordar que para realizar su deteccidn es necesario disociar los complejos
inmunes formados, utilizando enzimas proteoliticas o calor, que destruyen los
anticuerpos y dejan libre al manano. La liberacion del manano del inmunocomplejo
ademas de la transitoriedad del manano en sangre, son los responsables de la

baja sensibilidad de la prueba. '’ 3% 36:40:43
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RESPUESTA INMUNE FRENTE A HONGOS

Las especies de Candida colonizan las mucosas gastrointestinal, genitourinaria y
respiratoria, asi como la piel. La transicion entre la colonizacion y la invasion de
mucosas o la diseminacion de la infeccion depende principalmente de la respuesta
gue sea capaz de ofrecer el hospedero frente al hongo. La infeccién por Candida
spp. se divide en dos grandes grupos: la infeccion mucocutanea y la invasora. La
primera linea de defensa del hospedero frente a la Candida se encuentra a nivel
de las mucosas. Entre estos mecanismos se incluyen un conjunto importante de
proteinas salivares, como la lactoferrina, lisozimas, lactoperoxidasas, mucinas,
transferrina e inmunoglobulina A. Estas proteinas dificultan la adhesion y
crecimiento de Candida en la cavidad orofaringea. Se ha demostrado que
alteraciones en esta mucosa se relacionan con una mayor posibilidad de padecer

candidiasis orofaringea.?

Las células epiteliales también secretan IL-8 y factores estimulantes de colonias
granulociticas como respuesta de un aumento de las colonias de Candida en las
mucosas. Los linfocitos Th17 secretan IL-17, IL-21 y IL-22 que son importantes

para el desarrollo de defensinas epiteliales y el reclutamiento de los neutrdfilos.

Tras superar el epitelio empieza la infeccién invasora por Candida. Como primera
respuesta del hospedero, el endotelio vascular secreta mediadores
proinflamatorios y péptidos antimicrobianos, como las defensinas, que estimulan el
reclutamiento y la activacion de los leucocitos. Los neutrofilos y monocitos son las
células claves en los estadios iniciales de la respuesta del hospedero frente a la
infeccidn. El tamano de la Candida puede dificultar la fagocitosis del hongo por
estas células de defensa por lo que el microorganismo es marcado de
componentes extracelulares para marcar al patdgeno y favorecer su ingestion y

destruccion. Este proceso se denomina opsonizacion. '’ **

Los macrofagos, neutrdfilos y células dendriticas se unen al patégeno mediante
los receptores reconocedores de patrones (RRP). Estos reconocen patrones

moleculares constantes en los microorganismos patégenos, estos patrones
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reciben el nombre de Patrén molecular asociado a patégenos (PMAP). Los PMAP
no se encuentran en las células del hospedero, son invariables entre diferentes
especies y son esenciales para la supervivencia o patogenicidad del
microorganismo. La activacion de los RRP activa procesos caracteristicos del

sistema inmune innato, como la fagocitosis o la opsonizacion.? (Fig. 2)

Los RRP mas importantes en el reconocimiento de Candida spp. por neutrdfilos y
monocitos son los Toll like receptors (TLR, receptores tipo toll), los receptores de
manosa Yy la dectina-1. Hasta el momento se conocen diez tipos diferentes de
TLR, los TLR mas importantes en la respuesta frente a Candida sp. son el TLR2 y
el TLR4 que reconocen dos PMAP diferentes. EI PMAP que reconoce el TLR4 es
el manano de la pared celular y facilita respuesta mediada por las células Th1,
mientras que el TLR2 reconoce al fosfolipomanano de la pared del hongo y se
asocia con la activacién de la respuesta Th2. Por otro lado, los receptores de
manosa permiten el reconocimiento y fagocitosis de Candida spp. que no ha sido
opsonizada previamente. La dectina-1 se une a los beta-glucanos y actua
favoreciendo la maduracién de las células dendriticas, monocitos y macrofagos asi

como en la activacion de diferentes citocinas, en especial la IL-2 y la IL-10. ' 2044

Como consecuencia final se activaran procesos dirigidos a producir la muerte de
Candida spp. entre estos procesos destacan los procesos oxidativos, que incluyen
la generacion de radicales libres de oxigeno y nitrogeno, y los procesos no-
oxidativos. Los factores humorales también participan en la defensa del hospedero
frente a la infeccidn por Candida spp. Este hongo activa el complemento por su via

clasica y alternativa. *°

Las células dendriticas que hayan fagocitado Candida spp. en forma de
blastoconidia induciran una diferenciacion de las células CD4+ a células Th1,
mientras que por el contrario, las células dendriticas que captan las formas de
pseudohifa inducen una respuesta Th2. La respuesta mediada por las células Th1
se asocia a una proteccién del hospedero frente a la infeccidén fungica. Por el
contrario, la respuesta Th2 se relacionara con la capacidad del microorganismo de

evadir o inhibir la respuesta inmunitaria del hospedero. "% 2% 44
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Fig. 2 Balance y proteccion e inmunopatologia en las infecciones fungicas.
Cooperacion entre la inmunidad innata y adaptativa. Luigina Roman. Nature
Review. Immunology. Volumen 4. Enero 2004
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TECNICA ELISA PARA LA DETECCION DE ANTIGENO MANANO

Desde el afno 1976, en el que se publicé el primer trabajo sobre la deteccion de
antigeno en pacientes con candidiasis invasiva, se han producido avances
importantes en este campo. En general, se han desarrollado técnicas mas
sensibles y se ha pasado de la deteccion conjunta de varios antigenos a la
deteccion de antigenos circulantes especificos e incluso epitopes especificos de
esos antigenos. Sin embargo, no existe todavia una técnica aceptada

universalmente.*®

El primero de los antigenos detectados en el diagnostico serolégico de la
candidiasis invasiva fue el manano. Este antigeno es un polisacarido que se
encuentra en la pared celular de la mayoria de las especies del género Candida
de importancia médica, aunque la capacidad de deteccién de este antigeno en

diferentes especies es variable debido a su diferente contenido en manano. 3 %

La deteccion de manano en algunos pacientes fue posible antes de que
apareciera una evidencia micologica de la candidiasis, demostrandose la
transitoriedad de la mananemia en los pacientes con Cl y que la antigenemia
puede ser negativa para un antigeno que posea un epitopo oligomanosidico pero
positiva para otro que presente una especificidad diferente, pudiendo estos
antigenos presentar cinéticas diferentes y complementarias en un mismo paciente.
La deteccién conjunta de los dos antigenos en un mismo paciente podria
aumentar la sensibilidad diagnostica al compensar la transitoriedad de la

antigenemia de cada uno de los epitopos del manano. 28, 35

Platelia™ Candida Ag Plus es una técnica inmunoenzimatica de tipo sandwich
realizada en una etapa, sobre microplaca para la deteccion del antigeno manano
de Candida en el suero o en el plasma humano. El anticuerpo monoclonal (Acm)
de rata, EBCA-1 que se utiliza para sensibilizar los pocillos de la microplaca y
unirse al antigeno manano, esta dirigido contra los a 1-5 oligomanosidicos
presentes en C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, y en menor cantidad en C.

parapsilosis y C. krusei.%*'
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Las muestras de suero o de plasma, se tratan con calor en presencia de EDTA
para disociar los complejos inmunes y precipitar las proteinas séricas que pueden
interferir finalmente con la reaccion inmunoenzimatica. Las muestras tratadas y el
conjugado se distribuyen en los pocillos de la Microplaca sensibilizados con el

anticuerpo monoclonal antimanano.'®

Después de la incubacion a 37°C las tiras se lavan para eliminar todo el material
gue no haya quedado fijado. Si hay presencia de manano circulante en la muestra
humana, se forma un complejo: Ac antimanano —manano -Ac antimanano (del
reactivo)/peroxidasa. La peroxidasa actua sobre el compuesto cromogeno
tetrametilbenzidina, esta reaccion enzimatica se detiene al afiadir H,SO4 1N. La
lectura de la densidad optica se efectua con un espectrofotometro regulado a
450/620nm. En la interpretacién de resultados las muestras cuya concentracion
sea inferior a 62.5 pg/mL se consideran negativas, si la concentracion se
encuentra entre 62.5 y 125 pg/mL se consideran intermedias, cuando la
concentracién sea igual o superior a 125 pg/mL se considera positiva en relacion

con la presencia de Ag manano.'®
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JUSTIFICACION

El Hospital Infantii de México Federico Gémez, es una Institucién de atencion
meédica de tercer nivel que recibe pacientes pediatricos con enfermedades que
requieren tratamientos prolongados con antibidticos o inmunosupresores como la
quimioterapia, cirugias, catéteres venosos centrales entre otros. los cuales son
factores que predisponen a una infeccion nosocomial y defunciones secundarias a
microorganismos multiresistentes y oportunistas como hongos levaduriformes del

género Candida.

Las infecciones sistémicas causadas por Candida generan una morbilidad y
mortalidad significativa en pacientes hospitalizados, siendo la cuarta causa de

infecciones nosocomiales.

El tiempo prolongado para su diagndstico a través de un hemocultivo, sumado a la
baja sensibilidad de la prueba, hace importante la implementacion de nuevas
herramientas diagnosticas que permitan dirigir al médico hacia el tratamiento

adecuado en el tiempo oportuno.

Actualmente hay pocos estudios que evaluen el desempefio de la técnica de
deteccion de Ag manano de Candida en pacientes pediatricos mexicanos, por lo
que es importante conocer cual es el valor diagnéstico de esta prueba en estos

pacientes.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Determinar la utilidad clinica de la prueba inmunoenzimatica de deteccion de
antigeno manano en suero de pacientes pediatricos del Hospital Infantil de

México Federico Gomez.

OBJETIVOS PARTICULARES
Correlacionar las pruebas diagnésticas: deteccion de antigeno manano,
hemocultivo y el cultivo micologico y conocer las ventajas y desventajas de cada

una en el proceso diagnostico.

Evaluar los parametros analiticos: sensibilidad, especificidad, VPP, VPN, del
método de analisis inmunoenzimatico de deteccion de antigeno manano, en

comparacion con el estandar de oro que es el hemocultivo.

Determinar la frecuencia de las especies de Candida, aisladas durante el periodo

de estudio.

HIPOTESIS

La prueba de deteccion de antigeno de manano de Candida presentara un mayor
desempeio analitico y un menor tiempo en la obtencion de resultados comparada
con los hemocultivos, contribuyendo en el diagndstico oportuno y certero de la

Candidiasis invasiva en pacientes pediatricos.
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MATERIAL Y METODOS

Tipo de estudio

Este estudio es de tipo observacional retrospectivo de una poblacién a la cual se
le realizé la prueba de deteccion de antigeno de manano para diagnostico de
candidiasis invasiva por un método inmunoenzimatico durante el periodo de Enero
del 2011 a Enero de 2013.

Poblacion y sitios de estudio
Poblacién

Poblacion blanco: Pacientes entre 0 y 18 afios que ingresaron al Hospital Infantil
de México Federico Gomez y hospitalizados en alguno de los servicios de

medicina critica y general entre los periodos de Enero de 2011 a Enero de 2013.

Poblacion de estudio: Pacientes de la poblacion blanco a los cuales se les haya
realizado la prueba de deteccién de Ag manano por su asociacién de signos y

sintomas sugerentes de una sepsis.
Muestra

Se obtuvieron 538 muestras procedentes de 348 pacientes hospitalizados en los
servicios de medicina critica y general del HIMFG entre el periodo de Enero del
2011 a Enero de 2013, que cumplieron con los criterios de elegibilidad definidos a

continuacion.
Criterios de Inclusiéon

e Pacientes pediatricos hospitalizados en cualquier servicio de medicina
critica o general, que presentaron signos y sintomas de una probable
sepsis.

e Edad comprendida entre 0 meses y 18 afios de edad

e Ambos géneros
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e Con prueba de deteccién de Antigeno manano y hemocultivo
Criterios de Exclusion

e Pacientes que se encontraban fueran del tiempo de estudio
correspondiente.

e Pacientes ambulatorios
Criterios de eliminaciéon

e Pacientes sin hemocultivos

METODOLOGIA

Registro de Datos

1. Registro de las bitacoras del Area de Micologia del Laboratorio del HIMFG
y obtencion de los datos demograficos de los pacientes: nombre, registro,
sexo, edad, sala de procedencia, diagnéstico de base, fecha de la prueba
de Ag manano, interpretacion de la prueba, hemocultivos, especie de
Candida aislada del hemocultivo y cultivos en placa.

2. Revision de las bitacoras de hemocultivos del area de Bacteriologia de
donde se obtuvieron los hemocultivos negativos de cinco dias antes y
después de la fecha del antigeno registrado.

3. Revision de expedientes clinicos.

Obtencién y recoleccién de la muestra

1) Recibir las muestras de sangre total en tubo Vacutainer® (tapén rojo)
2
3

4

Centrifugar el tubo rojo por 10 min a 1000g

Separar el suero en tubos de polipropileno

N— N S S

Almacenar a 2.0-8.0 °C hasta su procesamiento
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Técnica

Se trabajo realizando una técnica Inmunoenzimatica de tipo sandwich en
microplaca comercial para la deteccién del antigeno manano de Candida en
sueros humanos: PLATELIA™ CANDIDA Ag® BioRad, el procedimiento se

muestra en el siguiente esquema:

Procedimiento

En la Tabla 3 se describe la funciéon de cada uno de los reactivos de la prueba asi
COmo sus componentes:
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Tabla 3. Reactivos de la prueba de captura de antigeno

REACTIVO
RO
Control negativo
R1
Microplaca

R2
Solucion de
Lavado
R3
Calibrador 0
R4a
Calibrador 62.5

R4b
Calibrador 125

R4dc
Calibrador 250

R4d
Calibrador 500

R5
Control positivo
R6
Conjugado

R7
Solucion de
tratamiento de
muestra
R9
Solucion TMB
Cromoégeno

R10
Solucion de
parado

COMPONENTE
Suero Humano

96 pocillos sensibilizados con el
anticuerpo monoclonal
antimanano EBCA-1

Amortiguador tris-NaCl pH 7.4
Tween 20 al 2.0%

Amortiguador Tris-NaCl con 0.0
pg/mL manano de C. albicans
Amortiguador Tris-NaCl con
62.5 pg/mL manano de C.
albicans
Amortiguador Tris-NaCl con
125.0 pg/mL manano de C.
albicans
Amortiguador Tris-NaCl con
250.0 pg/mL manano de C.
albicans
Amortiguador Tris-NaCl con
500.0 pg/mL manano de C.
albicans
Suero Humano con manano

Anticuerpo monoclonal manano
antimanano marcado con
peroxidasa
Purpura de bromocresol
Solucion acida de EDTA sin
conservante

Soluciéon de 3,37, 5, 5°-
tetrametilbenzidina

Solucién de acido sulfurico 1N

FUNCION
Control Negativo

Proporciona el medio
para llevar a cabo la
reaccion antigeno-
anticuerpo
Elimina las moléculas
gue no reaccionan

Calibrador

Calibrador

Calibrador

Calibrador

Calibrador

Control positivo

Anticuerpo que reconoce
al manano y se une a el

Disocia complejos
inmunes y precipita
proteinas séricas

Desarrolla un producto
azul proporcional a la
concentracion de
manano al ser oxidado
por la peroxidasa
Detiene la reaccion
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Los hemocultivos

Los hemocultivos fueron tomados por el personal médico y procesados por el

Laboratorio de Bacteriologia del HIMFG.
Cultivos micolégicos

Recepcidn y registro de la muestra
Realizacién de Examen directo con KOH al 20%

Siembra de la muestra en Agar Dextrosa de Sabouraud (ADS)

A w0 bh =

Identificacion del género y especie del microorganismo aislado

ANALISIS ESTADISTICOS

Se realizdé una base de datos para el registro de los datos demograficos 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.
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RESULTADOS

Se revisaron las bitacoras de trabajo del laboratorio de Micologia del Hospital
Infantil de México Federico Gomez, de enero de 2011 a enero de 2013. De la
poblacion total del estudio (N= 561 muestras), s6lo 538 muestras (procedentes de
348 pacientes) cumplieron con los criterios de inclusion establecidos.
Posteriormente se procedid a revisar las bitacoras de Hemocultivos del laboratorio

Bacteriologia correspondientes al periodo de estudio.

Los datos de los 348 pacientes seleccionados fueron sometidos a un analisis
estadistico. De los 348 pacientes 146 (42%) correspondieron al género femenino
y al 202 (58%) masculino. Grafica 1

Grafica 1. Distribucion de los pacientes por género expresada en porcentaje.

El total de la poblacion de estudio fue dividida en cinco grupos de edad, basados
en la clasificacion etaria de la OMS. Las edades comprendidas fueron desde los
tres dias hasta los 18 afnos, siendo la edad mas frecuente los pacientes de 1 mes
a dos anos (34.8%), mientras que los pacientes de 0 a 28 dias, representaron el

menor porcentaje (6.6%). Grafica 2
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Grafica 2. Distribucion de los grupos de Edades de los pacientes. Los
resultados se expresan en Frecuencia y porcentaje
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Los diagnodsticos de base de los pacientes en estudio, fueron principalmente los de
origen oncoldgico e infeccioso. La LLA vy la LMA representaron el 29.3 %, los

tumores sélidos el 27.6 % y los de origen infeccioso el 21.3 %. Grafica 3

Grafica 3. Diagnéstico de base de los pacientes

N= 348 pacientes

293
27.6
213
5.2
4.9
3.7
3.2
2.6
0.9
0.6
0.6
0.3
TOTAL 348  100%
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Los pacientes del estudio se encontraban en 20 diferentes salas del HIMFG. El
mayor numero de pacientes se encontraban internados en la UTIP (24%), seguida
de la sala de Oncologia (18%) y la UCIN (11%). Grafica 4

Grafica 4. Distribucion de los pacientes por sala de Hospitalizacion
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Cada una de las muestras fue sometida a la prueba de deteccién de antigeno
manano. Los resultados de cada prueba se establecieron segun los valores de
corte del inserto. Las muestras con un resultado negativo para la deteccion del Ag,
representaron el mayor porcentaje (48%), seguidas de las pruebas con resultados
de Ag positivos (36.6%) y por ultimo los resultados con Ag intermedio (15.4%).
Grafica 5.

Grafica 5. Resultados de la captura de Antigeno manano

De los 197 resultados positivos de deteccion de Ag manano, 168 (85%) fueron
tomados en cuenta como un dato clinico fundamental para la implementacion de
una terapia antimicética, mientras que unicamente 29 de ellos (15%), no fueron

clave para el inicio de la misma. Grafica 6

29




Grafica 6. Resultados positivos reportados y tomados en cuenta para dar
tratamiento antimicético

Se realizo la revisidon de expedientes clinicos para conocer la evolucion médica de
cada paciente del estudio. Se recabaron los datos que comprendian los 10
primeros dias después de la realizacion de la prueba de deteccion de Ag manano.
De los 538 pacientes totales, 216 (62.1%) sobrevivieron, mientras que 67(17.5%)
fallecieron después de los 10 dias y unicamente 52 (13.5) fallecieron dentro de los
primeros 10 dias, se desconoce la evolucion médica de 13 pacientes (6.9%).
Gréfica 7

Grafica 7. Evolucion médica durante el periodo de estudio.
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De los 538 pacientes estudiados para Ag de Candida a 329 se les realizd un
cultivo diferente del hemocultivo. De los cuales so6lo 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 solicitado cultivos micolégicos. Tabla .

Tabla I. Muestras con cultivos positivos, negativos o sin cultivos (sin tomar
en cuenta Hemocultivos)

TOTAL 538 100.0

El total de datos corresponde a 867 muestras analizadas, ya que se sumaron los
538 hemocultivos de cada uno de los pacientes y los 329 cultivos micolégicos que
también les fueron realizados. Después de los 538 (62.1%) hemocultivos, el
segundo producto biolégico mas analizado fue la orina, ya que se obtuvieron 226
cultivos (26.1%), seguida del broncoaspirado (7.2%), Cavidad oral (2.9%), y otros

como biopsias de tejido (1.8%). Gréfica 8
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Grafica 8. Distribucion total de las muestras biolégicas analizadas

De las 867 muestras, s6lo 132 resultaron positivas para un aislamiento de Candida
sp., siendo las muestras de orina las de mayor aislamiento (51.5%), seguida de

los hemocultivos (16.7%) y el broncoaspirado (15.2%). Gréafica 9

Grafica 9. Distribucion de las muestras con aislamientos positivos
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La poblacién manifesté la presencia de 6 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%). Grafica 10.

Grafica 10. Tipificacion de las especies aisladas de las muestras bioldgicas
positivas

Se realizé la relacion entre los diversos cultivos positivos con su correspondiente
hemocultivo y su resultado de la deteccion de Antigeno (positivo, negativo,
intermedio). De las 110 muestras, unicamente 15 presentaron un hemocultivo
positivo y 61 obtuvieron un resultados 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 deteccion de antigeno. Tabla Il.

33




Tabla Il. Relacién entre cultivos positivos, hemocultivos y Antigeno manano.

CULTIVOS MUESTRAS

Orina
Broncoaspirado 20

Cavidad oral 14
Otros (Biopsia,
Liquido pleural

Se realizo la correlacion entre los 538 resultados de las pruebas de Antigeno y los

cultivos realizados (no se tomaron en cuenta los hemocultivos). Grafica 11.
Posteriormente se obtuvieron los porcentajes de cada uno de los comparativos,
siendo los cultivos positivos con antigenos positivos el 11.3%, cultivos negativos
con antigeno negativo el 18.6%, sin embargo muchas muestras sin cultivo
presentaron un resultado de antigeno negativo lo que representé el 23.4%, es
importante mencionar que los porcentajes son expresados con base en los 538
pacientes (100%). Tabla Il

Grafica 11. Relacion de la prueba de Ag manano con los cultivos
micolégicos
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Tabla Ill. Porcentajes de los cultivos con relacion a su resultado de la Prueba
de Antigeno.

61 11.3 85 15.8 51

32 5.9 100 18.6 126

17 3.2 34 6.3 32
TOTAL 110 20.4 219 40.7 209

9.5
23.4
Y

38.8

También se correlacionaron los hemocultivos y las pruebas de deteccion de Ag
manano. Grafica 12. De las 538 muestras unicamente el 3.5% presentaron
resultados de hemocultivo y deteccion de antigeno positivos, el 47.8% de las
muestras correspondieron a resultados negativos para ambas pruebas. En el caso
de los resultados intermedios en la deteccion de manano, el 15.1%

correspondieron a hemocultivos negativos y soélo el 0.4%, fueron hemocultivos

positivos. Tabla IV.

Grafica 12. Relacion de la Prueba de Ag manano y los hemocultivos
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Tabla IV. Porcentajes de los hemocultivos con Relacién a su resultado de la
Prueba de Ag manano

1

2 0.4

0.2

19

25

178 33.1 257 47.8 81 15.1
TOTAL 197 36.6 258 48.0 83 15.4

Para obtener los parametros analiticos de la prueba de deteccion de antigeno
manano, se construyeron cuadros de contingencia y posteriormente se realizaron
los calculos correspondientes. En el primero caso no se tomaron en cuenta los

resultados intermedios. Tabla V y VI.

Tabla V. Datos de la prueba de captura de manano

“ANTIGENO Pacientes enfermos _Pacientes sanos _ TOTAL
- 19 (VP) 178 (FP) 197
1 (FN) 257 (VN) 258

TOTAL 20 435 455

5—[ i ] 100—[ 19 ] 100 = 95%
“lor+ )l T 1o 1TV T

x 100 = x100 = 59.1%

VN 257
o e R fvrver
(FP +VN) 178 + 257

VVP [ i ]100 [ 19 ]100 9.6%
“lor+rp)l* T T 1o 178l T 00

VPN—[ N ] 100—[ 257 ] 100 = 99.6%
“loN+rn* T Tlzsr ) TR
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Tabla VI. Caracteristicas operativas de la Técnica de detecciéon de Antigeno
manano.

En el segundo caso se realizaron los mismos calculos pero sumando los
resultados intermedios de la prueba de deteccion de Ag manano a los resultados

positivos. Tabla VIl y VIII.

Tabla VII. Datos de la prueba de captura de manano sumando los Ag
intermedios a los resultados positivos

Tabla VIIl. Caracteristicas operativas de la Técnica de deteccién de Antigeno
manano.
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Por ultimo los resultados intermedios se sumaron a los resultados negativos de la
deteccidn de antigeno manano y se calcularon los parametros operativos. Tabla IX
y X.

Tabla IX. Datos de la prueba de captura de manano sumando los Ag
intermedios a los resultados negativos

Tabla X. Caracteristicas operativas de la Técnica de deteccion de Antigeno
manano.
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ANALISIS DE RESULTADOS

Las infecciones fungicas son cada vez mas frecuentes, los estudios
epidemioldgicos demuestran que la incidencia de este tipo de procesos
patoldgicos ha experimentado un aumento, el cual puede explicarse por una serie
de factores entre los que destacan el mayor numero de enfermos con alteraciones

del sistema inmunitario.

El Hospital Infantil de México Federico Gédmez es un centro hospitalario de 3er
nivel donde se atienden nifios que por sus patologias de base estan expuestos a

factores de riesgo para el desarrollo de una Candidiasis invasiva.

En el presente estudio se incluyeron un total de 538 muestras procedentes de 348
pacientes pediatricos: 202 del género masculino (58%) y del femenino 146 (42%)

(Grafica 1). No se observo una diferencia en la proporcion entre ambos datos.

La edad de los pacientes estuvo comprendida desde los tres dias hasta los 18
anos. Las edades fueron ordenadas de acuerdo con la clasificacion etaria de la
OMS™. Siendo los pacientes mas frecuentes los nifios lactantes y de corta edad
(1 mes a dos afios) con un 34.8%, seguidos por pacientes adolescentes (12 a 18
afnos) con un 22.7%, los de edad escolar (6 a 11 afnos) con un 18.7%, pacientes
pre-escolares (de 3 a 5 afios) con un 17.2% y solo un 6.6% de los pacientes eran

nacidos a término (0 a 28 dias) (Gréfica 2).

Basados en nuestros resultados podemos ver que los diagnésticos de base mas
frecuentes fueron los de origen onco-hematologico: LLA, LMA y tumores solidos
con un 29.3% y 27.6% respectivamente. En tercer lugar (21.3%) las enfermedades
infecciosas (meningitis, endocarditis bacteriana) y finalmente en menor proporcién
enfermedades congénitas, autoinmunes, hepaticas, renales, desnutricion,
epilepsia y sélo un paciente con un procedimiento de trasplante. (Grafica 3). Las
patologias oncolégicas, el uso de quimioterapia, enfermedades del sistema
inmune como inmunodeficiencias y enfermedades autoinmunes, disminuyen la

respuesta inmune celular (en especial fagocitos, células del sistema inmune de
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primer orden), haciendo que no se tenga una respuesta inmune capaz de detener
la proliferacion fungica, desarrollandose con mayor facilidad la candidiasis

invasiva.® 1% 31

Asi mismo se determiné las salas de procedencia de las muestras, siendo la UTIP
la que presentd un mayor numero de casos (24.4%) seguida de Oncologia
(18.4%) y UCIN (11.2%) (Grafica 4). La estancia hospitalaria en estas salas es un
factor de riesgo para padecer una candidiasis invasiva, esto es debido a que la
mayoria de los pacientes de estos servicios presentan una larga estancia
hospitalaria (mayor a 10 dias), aunado a su estado inmunitario, los tratamientos
(antibidticos y quimioterapia) y procedimientos médicos a los que son sometidos y

que juntos favorecen la adquisicién de una infeccién nosocomial. >

Del total de las muestras procesadas, se observd que el 48% de las pruebas de
deteccion de Ag manano resultaron negativas, 36.6% fueron positivas y sélo
15.4% resultaron intermedias. (Gréfica 5). Los resultados de laboratorio son una
fuente de informacion en la cual el médico se apoya para tomar una decision en el
tratamiento adecuado para su paciente. Del porcentaje de muestras positivas el
85% de los resultados tuvieron un impacto en la decisién del médico para abordar
al paciente con una terapia antimicética, mientras que el 15% de estos, no fueron
clave para el inicio de la misma (Gréfica 6), esto debido a que estos pacientes
contaban con cultivos negativos y evidencias médicas que sugerian una etiologia
diferente. En varios estudios se ha demostrado que una terapia profilactica con
antimicoticos (sobre todo fluconazol) reduce de manera significativa la tasa de
infeccidn por Candida sp. y parece reducir la mortalidad de estos pacientes, sin
embargo esto no significa que esté indicada en todo paciente que se encuentre en
estado critico, esto debido a su toxicidad vy los efectos secundarios de los
antimicéticos de mayor uso como la Anfotericina B, el aumento en el costo de la

terapia, asi como la aparicion de cepas multiresistentes.’ '8

La candidiasis invasiva tiene un efecto significativo sobre la evolucion del paciente,
se estima que la mortalidad atribuible a este tipo de infeccién es del 30 al 70%.™

Nuestro estudio revel6 que el 62.1% de los pacientes fueron egresados por
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mejoria, la mortalidad de los pacientes estudiados fue 17.5% (Gréafica 7). No se
pudo determinar si la causa de muerte directa fue una candidiasis invasiva, debido
a que en las actas de defuncidn no se establecia esta etiologia como una causa

de defuncion.

Uno de los mayores problemas para el diagnostico de la candidiasis es el
aislamiento del agente etioldgico, 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 hrs) es poco Util para obtener un diagnéstico oportuno
33 En este estudio se observé que la mayoria de los cultivos realizados (41%) no
presentaban microorganismos aislados, mientras que solo el 20.4% tuvo algun
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 infeccion fungica diseminada. (Tablal)

Se analizaron un total de 867 muestras de cultivos (538 hemocultivos y 329
cultivos micolégicos) durante el periodo de estudio, las muestras biologicas
examinadas fueron hemocultivos (62.1%), orinas (26.1%) seguidas de
broncoaspirado (7.2%) y otras muestras (Grafica 8). De estas muestras solo 132
presentaron un aislamiento de hongos levaduriformes, el 16.2% de los
hemocultivos, orinas el 51.5% vy broncoaspirados el 15.2% otras muestras
representaron el 16.7%. (Grafica 9). Al respecto se ha demostrado que los
hemocultivos son positivos en menos del 50% de las muestras de pacientes con
candidiasis invasiva comprobada por autopsia.'> Asi mismo, es importante
mencionar que los cultivos positivos de liquidos corporales pueden ser
interpretados como colonizacién o contaminacion, sobre todo en el caso de las

orinas.?

La especie con mayor numero de aislamientos fue C. albicans con un 63.6%, lo
que coincide con la bibliografia, que indica que esta especie sigue siendo el
principal agente etiologico, presentando una frecuencia de hasta un 85%.° En
segundo lugar se tipifico C. tropicalis (25.8%) seguida de C. glabrata (6.1%) vy las

menos frecuentes fueron C. parapsilosis con un 2.3%, C. lusitaniae y C. utilis con
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un 1.5% y 0.8% respectivamente (Grafica 10). Estos resultados coinciden con los
reportados por Arroyo y colaboradores (2007) quien también realizé dichos
aislamientos con pacientes pediatricos.® El aislamiento vy tipificacién del agente
etiologico es fundamental para dar un tratamiento especifico y oportuno, que
puede ayudar a disminuir tiempo y costos de su estancia hospitalaria logrando asi

mejorar la calidad de vida de los pacientes.

Las muestras con C. albicas, C. tropicalis y C. glabrata 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).32 Diversos autores han
reportado 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. kefyr, C. krusei, C. novergensis, y C. parapsilosis.*°

Se realizd la correlacion de los cultivos positivos de muestras bioldgicas, con su
respectivo hemocultivo y los resultados de la prueba de deteccién de Ag manano
(Tabla Il) en donde se puede observar que existe muy poca relacion entre los
resultados, ya que no todos resultan positivos, esto debido a la sensibilidad de
cada técnica. La clasificacion de la EORTC/MSG (Organizacién Europea para la
investigacion y el tratamiento de Cancer y el Grupo de Estudio de Micosis) divide
a la enfermedad invasiva fungica en probada, probable y posible. Para clasificar
una infeccion probada es suficiente el hallazgo de estructuras micéticas en sangre.
Una infeccion probable es aquella en la existen factores de riesgo predisponentes
en el hospedero, elementos clinicos sugerentes y un estudio micolégico positivo
pero no definitorio, como en el caso de la prueba de Antigeno manano o los
cultivos micolégicos de sitios no estériles (mucosas: bucal, vaginal, intestinal; piel),
mientras que una infeccion fungica posible es aquella en la que se cuenta con al
menos uno de los siguientes criterios: factores predisponentes 6 elementos
clinico-radioldgicos 6 cultivos micoldgicos. *” Es importante destacar entonces, que

la recuperacion de hongos en un cultivo de una muestra proveniente de sitio no
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estéril o el valor positivo de una prueba de deteccion de Ag manano, no es
suficiente para confirmar una infeccion fungica invasiva. En los resultados se
observa que la mayoria de los casos sugeririan una probable o posible
Candidiasis invasiva, por lo que el médico debe de interpretar cada uno de los
resultados y factores de riesgo del paciente para evaluar la necesidad de un

tratamiento antimicatico.

Basados en la correlacion realizada de las pruebas de Ag y los cultivos
micoldgicos (sin tomar en cuenta los hemocultivos) (Grafica 11, Tabla Ill) se puede
observar que la técnica podria dar un resultado positivo en algunos casos de
Candidosis localizada aunque en un bajo porcentaje (11.3% de muestras con
cultivo y Ag positivo), esto debido a que durante una infeccion ademas de la
multiplicacion del microorganismo (invasion y/o colonizacion), simultdneamente
hay destruccién de los blastoconidios, liberando fragmentos de pared (como el
manano) que viajan por el torrente sanguineo y pueden ser detectados por la

prueba.??

Sdlo el 3.5% de las muestras presentaron Hemocultivo y Antigeno positivos, estos
casos pueden clasificarse como Candidiasis invasiva probada (Grafica 12, Tabla
V). Por otro lado se observa un alto numero de falsos positivos (178 muestras),
que puede estar relacionada con una reaccion cruzada de Ag manano y
moléculas como el hidroxietilalmidén, utilizado para el tratamiento de fallos
circulatorios: hipovolemia, choque hemorragico y choque séptico.® Asi mismo
debe de tomarse en cuenta que en nuestro estudio la totalidad de los pacientes
sblo contaba con uno o dos hemocultivos lo cual disminuye aun mas, la baja
sensibilidad de esta prueba (menor al 50%) ademas los cultivos para Candida
pueden ser positivos en solo el 24-60% de los casos. La positividad del
hemocultivo depende de varios factores como la viabilidad de los blastoconidios, el
inicio previo de una terapia antifungica y el numero 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 del 65%, esto debido a que

43




mas de la mitad de los pacientes septicémicos portan menos de un

microorganismo por mL de sangre.? 27 3% 45

Solo se encontré un resultado Falso negativo (Tabla 1V, Grafica 12), la especie
aislada en este hemocultivo fue una C. parapsilosis que como se mencioné
presenta una diferencia antigénica con otras especies de Candida, lo que hace
que disminuya la sensibilidad de esta técnica con dichas especies. “® Ademas el
rompimiento de los complejos inmunes y la liberacion del manano es un punto

clave en la positividad de la prueba.3% 4°

Los resultados intermedios con hemocultivo positivo (2 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. 3% *® Los antigenos intermedios con hemocultivos negativos
podrian deberse en algunos casos a la presencia de colonizacion en los pacientes,
ya que como se menciono anteriormente también hay desprendimiento de manano
de la pared celular.?? También es importante tomar en cuenta que existe una gran

amplitud de rangos entre los valores positivos, los intermedios y los negativos.*°

Para realizar la evaluacion de los parametros analiticos, 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 ultimo 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.

Al evaluar los parametros analiticos (mediante una prueba diagnéstica) de la
Técnica de deteccion de Ag manano (sin tomar en cuenta los resultados
intermedios) se obtuvieron las siguientes caracteristicas operativas: sensibilidad
del 95%, especificidad del 59.1%, VPP 9.6%, VPN determinado fue de 99.6%
(Tablas V, VI). Al tomar los resultados intermedios como positivos su sensibilidad
bajoé hasta un 8.07%, su especificidad fue de 49.8%, el VPP del 7.5% y el VPN de

99.6%. Al tomar los resultados intermedios como negativos, la sensibilidad se
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eleva hasta un 86.36%, la especificidad obtenida es de 65.5%, VPP de 9.6% y su
VPP de 99.12%.

Como puede observarse la sensibilidad y la especificidad de la técnica varian
considerablemente dependiendo de como se tomen los resultados intermedios.
Por lo tanto es primordial tomar en cuenta que el diagnéstico de la candidiasis
invasiva basado en la deteccion de un marcador biolégico de una unica muestra
carece de sensibilidad, por lo que es necesario analizar muestras seriadas y tomar

en cuenta los factores de riesgo del paciente.?* %

El VPN de la prueba es muy alto (99%) por lo que podemos utilizar esta técnica
como una herramienta que auxiliaria al médico 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 antimicético, tomando en cuenta la

toxicidad del mismo y la posible aparicion de cepas resistentes.

Por lo anterior es necesario que el meédico siga el algoritmo de diagndstico de la
Candidiasis invasiva, tomando en cuenta los resultados de esta técnica, los
factores de riesgo, los cultivos micoldgicos, el resultado del hemocultivo y el
estado inmunitario del paciente. Todo esto ademas de disminuir la mortalidad, la
estancia hospitalaria y la incidencia de esta patologia, podria disminuir el costo de

hospitalizacién por Candidemia que se ha calculado hasta en 40 mil pesos.?

45




CONCLUSIONES

» El uso de nuevas y mejores técnicas como las pruebas de
inmunodiagnostico ayudan a que los pacientes reciban en menor tiempo un
tratamiento especifico para el microorganismo causal y asi mejorar la
sobrevida de estos pacientes. Un resultado negativo de la prueba de
deteccién de Ag manano ayudaria al médico a descartar la presencia de

una candidiasis invasiva, esto debido a su alto VPN (99%).

» Latécnica de deteccion de Ag manano no presenta una ventaja significativa
sobre el hemocultivo, por lo que éste, sigue manteniendo sus ventajas aun

con su baja sensibilidad.

» Para realizar un diagnodstico certero de candidiasis invasiva, el resultado de
la prueba de deteccion de Ag manano no debe tomarse como dato aislado,
es fundamental contar con datos clinicos, cultivos micolégicos y

hemocultivos.

» C. albicans sigue siendo el agente numero uno causante de infecciones
fungicas en pacientes pediatricos. Sin embargo el incremento de especies
de Candida no albicans debe tomarse en cuenta para el inicio de terapia
antifungica, con el fin de evitar la seleccion de especies resistentes,

disminuir la toxicidad y el uso inadecuado de medicamentos.

> El laboratorio de micologia debe de apoyar al médico en el proceso de
diagndéstico de las infecciones fungicas invasivas, disponiendo de técnicas
adecuadas, rapidas y confiables, colaborando en el inicio de terapias

antifUngicas apropiadas y precoces.
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PERSPECTIVAS

Con este trabajo podemos confirmar que la técnica de deteccion de Ag manano de
Candida es una herramienta que puede ayudar a descartar el diagnostico de
Candidiasis invasiva, sin embargo podemos complementar este trabajo realizando
la comparacion de nuevas pruebas con mayor sensibilidad y especificidad.
Actualmente, los marcadores bioldgicos de interés son el manano, el (3-1,3-D-
glucano y el acido desoxirribonucleico (ADN) de Candida. En el HIMFG se
realizara un estudio que correlaciona las caracteristicas clinico-epidemiologicas de
esta patologia, con estas tres técnicas, se considera que este estudio
proporcionara informacion trascendental en el ambito del diagndstico de la

candidiasis invasiva en pacientes pediatricos con neoplasias hematoldgicas.

Es importante que los médicos ademas de utilizar técnicas serologicas no dejen
atras la importancia que tienen los cultivos para poder diagnosticar una
candidiasis invasiva. Es por esto que se recomienda realizar un nuevo estudio que
comprenda el uso de examen directo, técnicas inmunoldgicas, -cultivos,
hemocultivo, tratamiento del paciente, factores de riesgo, y la sensibilidad del
microorganismo aislado, ademas debe vigilarse de manera estricta la fase
Preanalitica de las pruebas de cultivos, ya que esto ayudaria a obtener un mayor

porcentaje de recuperacion del agente causal.
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