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Resumen

La candidemia es un problema de salud a nivel nosocomial por lo cual es importante
contar con herramientas en el laboratorio clinico para dar un resultado certero y
oportuno. Tal es el caso de las pruebas seroldgicas, entre las que se encuentran los
estuches comerciales Platelia® Candida Plus (Bio—Rad®) que detectan antigeno
manano y anticuerpo anti-manano para el diagndstico de candidosis sistémica.

Se muestran los resultados de la comparacion entre las pruebas seroldgicas para
manano y anti-manano y cultivos de muestras bioldégicas de pacientes pediatricos
con diferentes enfermedades, para comprobar la eficacia diagndstica de las técnicas.
De junio a noviembre de 2011 se recolectaron 84 muestras de suero de 62
pacientes, 39 del sexo masculino y 23 del femenino, con edades desde 3 dias hasta
18 afios. Treinta y ocho pruebas de antigeno fueron positivas y 22 de anticuerpo.
Solo ocho casos tuvieron hemocultivo positivo, los cuales coincidieron al menos en
una de las dos pruebas, confirmando la candidosis sistémica. Los valores de
sensibilidad (S) y especificidad (E) para las pruebas fueron los siguientes: para la
captura de manano S: 75.0 % y E: 70.0 %, para la deteccién de anti-manano S: 31.2
%y E: 67.5 % y para las pruebas combinadas S: 53. 1 % y E: 68.7 %.

Estas pruebas no son especificas para candidosis sistémica, también indican la
presencia de una candidosis local, por lo que se tienen que trabajar conjuntamente

con las técnicas convencionales para tener un diagnostico mas certero.
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Introduccion

La candidosis es una micosis cosmopolita causada por levaduras oportunistas del
género Candida, teniendo como especies mas comunes a C. albicans, C. glabrata,
C. krusei, C. parapsilosis y C. tropicalis. Su via de entrada es enddgena por ser parte
de la flora habitual del humano, se presenta en todas las edades y en hombres y
mujeres por igual [Bonifaz, 2010].

Entre los diversos tipos de candidosis, la invasiva es una complicacion que se
presenta principalmente en pacientes hematolégicos que persisten febriles y
neutropénicos [Ellis et al., 2009; Fujita et al., 1992; Lemieux et al., 1990]. La
incidencia de esta enfermedad ha ido en aumento en la Ultima década,
convirtiéendose en una importante causa de morbilidad y mortalidad en diferentes
tipos de pacientes inmunocomprometidos: 20.0-30.0 % con leucemia, 50.0 %
neutropénicos con quimioterapia por leucemia o trasplante de médula 6seay 12.0 %
con linfoma [Denning et al., 1997; Lopez et al., 2004; Reboli, 1993].

Los factores de riesgo de la candidosis invasiva son: inmunocompromiso, terapia
inmunosupresora, sindrome de inmunodeficiencia adquirida, neutropenia, alta
colonizacion en mucosas con rompimiento de la barrera, quimioterapia, uso de
antibiéticos de amplio espectro, presencia de catéter y protesis, alimentacion
parenteral, tumores solidos, quemaduras y neonatos de bajo peso [Fujita et al., 1992;

Jones, 1990; Masouka, 2004; Phillips et al., 1990; Reboli, 1993; Sendid et al., 2003].



El diagndstico preciso y oportuno de la candidosis invasiva ha sido dificil porque los
signos y sintomas son inespecificos y por la naturaleza comensal de estos
patdgenos oportunistas, lo que retrasa el inicio de la terapia antifungica y contribuye
a la alta morbilidad y mortalidad de estos pacientes [Fah Yeo et al., 2002; Fujita et
al., 2006; Gutiérrez et al., 1993].

La confirmacion de la candidosis sistémica es a base de la histopatologia y
hemocultivos. El uso de técnicas histopatoldgicas no es permitido por la condicion
critica de los pacientes y los cultivos normalmente son negativos o se vuelven
positivos muy tarde, mientras que en pacientes con catéter o colonizados son
positivos [Fah Yeo et al., 2002; Gutiérrez et al.,, 1993; Mitsutake et al., 1996;
Paulovicova et al., 2008]. Ademas la sensibilidad de los cultivos es muy baja,
reportando valores de 35.0-50.0 %, aun si se realizan diariamente [Lemieux et al.,
1990; Martinez et al., 1998; Masouka, 2004; Rimek et al., 2003; Sendid et al., 2003;
Yera et al., 2001; Zoller et al., 1991].

El tratamiento de la candidosis sistémica es a base de anfotericina B y se inicia
dentro de las primeras 24 horas, una vez que el hemocultivo resulta positivo. Esta
indicacion mejora el prondstico, ya que el retraso incluso de un dia aumenta
significantemente la mortalidad [Bougnoux et al., 1990; Wheat, 2009]; también se usa
como terapia empirica pero sblo para pacientes con alto riesgo
(inmunocomprometidos con fiebre de origen desconocido con cobertura
antibacteriana de amplio espectro), ya que los expone a toxicidad, aumenta la

probabilidad de resistencia y sélo del 10.0-20.0 % de éstos desarrollan la



enfermedad [De Bernardis et al., 1993; Han et al., 1999; Morhart et al., 1994;
Paulovicova et al., 2008; Reboli, 1993].

Por todas estas causas, desde 1976 varios investigadores han reportado los intentos
de desarrollar inmunoensayos para la deteccion de C. albicans en suero de
pacientes infectados [Jones, 1990]. Técnicas de diagndstico independientes del
cultivo, mas rapidas y efectivas como los métodos serologicos de deteccién de
anticuerpos contra Candida sp, proteinas (enolasa, HSP 90s), metabolitos (D-
arabinitol), DNA vy polisacaridos (1—3—p—-D—glucano, manano) [Bougnoux et al.,
1990; Fuijita et al., 1992; Quindods et al., 2004; Sendid et al., 1999].

En la exploracion de las mejores moléculas a utilizar en los métodos serologicos se
buscan los marcadores antigénicos ideales, los cudles deben tener las siguientes
caracteristicas: no estar presentes transitoriamente, asociados a la infeccion y no a la
colonizacion, conservados dentro de las especies de los hongos de interés,
presentes en todas las cepas en diferentes condiciones de crecimiento, no tener
reaccion cruzada con otros antigenos, desencadenar respuesta inmune
preferentemente en estadios tempranos y no inducir respuesta inmune importante
durante su relacion con el hospedero como parte de la flora [Fah Yeo et al., 2002;
Martinez et al., 1998].

En general, las moléculas utilizadas se enfocan en los componentes de la pared
celular y principalmente a la captura del manano. La pared celular mantiene la
integridad de la célula e interacciona con el ambiente, tiene funcidén nutricional,
ademas que es el blanco de los anticuerpos y el sitio donde las funciones biolégicas

relacionadas con la patogenicidad y virulencia se llevan a cabo, ya que media la



interaccion hongo—huésped, por lo que es una fuente importante de antigenos
[Chaffin, 2008; Lopez et al., 2004]. Sus principales componentes son carbohidratos
(80.0-90.0 %): mananos (manoproteinas), glucanos y quitina [Martinez et al., 1998].

El término manano se usa para referirse al principal componente soluble de la pared
[Lopez et al., 2004]. Los mananos o polimeros de manosa representan el 40.0 % del
total de los carbohidratos y constituyen el 7.0 % de peso seco de la levadura [Ellis et
al., 2009; White et al., 2005]. Por su estructura también se llama fosfomanoproteina o
fosfopeptidomanano, una glicoproteina compuesta por residuos de manosa unidos
por enlaces a—1,6, que se fijan a la porcion de la proteina a través de dos residuos
de N-acetil-D—glucosamina (B—1,4) y un residuo de asparagina. Ademas otros
residuos de manosa que se unen a la proteina por una serina y una treonina

[Masouka, 2004; Nelson et al., 1991; Poulain et al., 2004].

Figura de la representacion esquematica de la estructura de manano (Nelson et al., 1991).
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El manano es liberado de la pared celular durante la infeccion y circula en el torrente
sanguineo, participa en la virulencia al tener una propiedad inmunosupresiva que
juega un papel en la persistencia del hongo y estimula o suprime la respuesta
inmune, por lo que es considerado antigeno y factor de virulencia. Su composicion
varia entre especies y cepas, asi como entre pseudohifas y blastoconidias de una
misma cepa. Esta variacion se da entre el numero de residuos unidos, el numero de
enlaces y el lado de unidn del fosfato. También se ha relacionado con la variabilidad
antigénica y con la diferencia entre cepas patégenas y no patégenas [Faille et al.,
1992; Martinez et al., 1998; Rimek et al., 2003; Sendid et al., 2004].
La captura de manano por inmunodiagnéstico fue sugerida por primera vez por
Wiener y Coats—Stephen en 1979 y la primera prueba comercial Cand-Tec® estuvo
disponible en 1989 como una técnica de aglutinacion. La detecciéon de anti-manano
fue propuesta por Akiba, Iwata e Inouye en 1957 y el estuche Pastorex Candida®,
también una técnica de aglutinacién, comercializado desde 1993. Posteriormente se
desarrollaron las técnicas de ELISA (Ensayo por Inmunoabsorcion Ligado a
Enzimas) incrementando 10 veces la sensibilidad [Fah Yeo et al., 2002; Fujita et al.,
2006; Sendid et al., 1999; Sendid et al., 2002; Takazono et al., 2011].
Una de las técnicas de captura de antigeno manano y deteccién de anticuerpos anti—
manano se realiza por medio de ELISA con estuches Platelia® Candida Plus (Bio—
Rad®) que se comercializaron en 1998 [Inserto Bio—Rad®]:

» Platelia® Candida Ag Plus (Bio—Rad®): ensayo inmunoenzimatico tipo

sandwich para detectar al antigeno circulante manano de Candida sp en

suero, por medio de anticuerpos monoclonales de rata EBCA-1 (adheridos a



los pocillos de las microplacas) dirigidos contra los enlaces o-1,5-
oligomanosidicos de Candida sp. Detectados a su vez por anticuerpos
monoclonales marcados con peroxidasa, que desarrolla un producto amarillo
al adicionar tetrametilbenzidina como cromégeno.
= Platelia® Candida Ab Plus (Bio—Rad®): ensayo inmunoenzimatico indirecto que
detecta anticuerpos anti-manano en suero uniéndose a antigenos manano de
C. albicans (sensibilizando a los pocillos), que son también reconocidos por
anticuerpos policlonales de cabra anti-IgG/IgA/IgM humano marcados con
peroxidasa y desarrolla el producto amarillo usando el mismo cromégeno.
La defensa del sistema inmune contra Candida sp depende de las barreras de la
piel y mucosas, ademas de un reconocimiento adecuado del hongo para
desencadenar los mecanismos de defensa innatos y adaptativos. La primera linea
de defensa es la piel y mucosas, que no solo es una barrera mecanica sino
también provee antagonismo microbiano con su flora asociada. Una vez que la
primer linea de defensa falla, los mecanismos innatos se activan si hay un
reconocimiento apropiado del patégeno, mediado por receptores de
reconocimiento de patrones (PRR’s) que se unen a los patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMP’s), los mas conocidos y estudiados son
componentes de la pared celular. Dos tipos de PRR’s participan en el
reconocimiento de Candida sp: receptores tipo Toll (TLR’s) como TLR2 (reconoce
glucanos) y TLR4 (reconoce proteinas de choque térmico) y receptores de lectina
tipo—C (lectina dependiente de calcio que reconoce manosa) como dectina—1

(reconoce glucano), dectina—2 (reconoce manosa), Mincle (receptor de



macrofagos contra Candida sp) y de manosa (MR). TLR2, TLR4, dectina—1 y MR
ejercen un efecto proinflamatorio. El tipo de respuesta iniciado por Candida sp
depende de la interaccion entre los PRR’s expresados por los diferentes tipos
celulares presentes en el sitio de infeccién. Polimorfonucleares, monocitos y
macrofagos son importantes para el principal efector de la respuesta innata:
fagocitosis de Candida sp y la induccion de especies reactivas de oxigeno que
dafian y eliminan al hongo. Citocinas proinflamatorias como TNF-a e IL-13 son
cruciales para la activacion de polimorfonucleares. El INF—y producido por
linfocitos TCD4 es importante para la estimulacion de la actividad antifungica de
los polimorfonucleares, induce la produccién de 6xido nitrico por macrofagos y la
produccion de anticuerpos especificos de Candida sp. EI mecanismo exacto de la
respuesta adaptativa por el cual los anticuerpos protegen contra las levaduras es
desconocido, pero incluye la inhibicion del tubo germinativo, opsonizacién
(marcaje para destruccion por fagocitos), supresion de la adhesion a la superficie
del hospedero y control de la multiplicacion. Las células epiteliales son otro
recurso para la produccion de citocinas proinflamatorias en la mucosa, jugando
un papel central en la proteccién contra hongos al producir IL-8 (atrae neutréfilos
y provoca su degranulacion) y factor estimulante de colonias de granulocitos y
macrofagos (GM-CSF: regulan funcion de progenitores hematopoyéticos) en
respuesta a Candida sp. Las células epiteliales orales pueden sobre regular la
actividad antifungica de neutréfilos, este efecto es parcialmente dependiente de
IL-1qa, y los neutrdfilos a su vez sobre regulan la expresién de TLR4 de epitelio

infectado. La respuesta adaptativa inmune, crucial para la proteccion antifungica



es provocada por linfocitos Th1 (productor de INF—y), Th2 (secretor de IL—4 e IL—
5) y Th17 (generador de IL-17 e IL-22). Th1 responde en la inmunidad
dependiente de fagocitosis para mantener el equilibrio de la flora y eliminar a las
levaduras de los o6rganos infectados y es inducida por la presentacién del
antigeno en presencia de IL-12 (promueve linfocitos T y NK), Th2 responde en la
infecciéon activando a los linfocitos B (productores de anticuerpos) y Th17,
provocada y mantenida en presencia de IL-1 e IL-23, activa neutréfilos. Pero se
ha observado que Th2 y Th17 tienen también un efecto perjudicial durante la
infeccion al agravar la inflamacién e infeccién, dependiendo la cantidad y tiempo
de su participacion [Masouka, 2004; Paulovicova et al., 2008; Romani, 1999; Van

de Veerdonk et al., 2010].

Figura de la defensa del hospedero contra Candida sp (Van de Veerdonk et al., 2010).
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Justificacion

Las levaduras del género Candida son de las principales fuentes de infeccion
intrahospitalaria y su frecuencia ha ido en aumento en la ultima década al reportarse
como la cuarta o quinta causa de sepsis nosocomial. Se relaciona con 18.0-70.0 %
de mortalidad, incluso con anfotericina B como tratamiento, la cual puede ocurrir 48
horas después de la deteccién del hongo en sangre [Bougnoux et al., 1990; Fujita et
al., 2006; Han et al., 1999; Masouka, 2004; Sendid et al., 2002; Yera et al., 2001].
Aunado a esto el diagndstico es dificil de establecer debido a que los signos clinicos
no son especificos, a veces se requiere de procedimientos invasivos para obtener las
muestras necesarias y principalmente porque el cultivo a pesar de ser el “estandar de
oro” requiere de seis a siete dias para obtener crecimiento de los microorganismos;
ademas, de que tiene poca sensibilidad y por lo tanto tiene una baja cantidad de
resultados positivos [Martinez et al., 1998; Navarro et al., 1993; Rimek et al., 2003].
Es por esto que se han desarrollado nuevos métodos para el diagndstico oportuno de
candidosis sistémica, tal es el caso de la captura de manano y deteccion de anti—
manano, de los cuales hay varios reportes alrededor del mundo [Ellis et al., 2009;
Fujita et al., 2006; Sendid et al., 1999; Sendid et al., 2002; Sendid et al., 2003;
Sendid et al., 2004; White et al., 2005]. No existen estudios en México, ni en
pacientes pediatricos, por lo que es importante conocer como es el comportamiento y

el resultado de estas pruebas en pacientes pediatricos mexicanos.
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Objetivos e hipotesis

Objetivo general

Realizar un estudio comparativo de la efectividad de las pruebas de captura de
antigeno manano y deteccion de anticuerpos anti-manano frente a los cultivos de
Candida sp como ayuda en el diagnéstico oportuno de candidosis sistémica en

pacientes del Hospital Infantil de México Federico Gomez.

Objetivos especificos
» Analizar la presencia o ausencia de antigenos y anticuerpos en las muestras
de suero por medio de los estuches Platelia® Candida Plus (Bio—Rad®).
» Realizar analisis estadistico de las técnicas para equiparar su sensibilidad y
especificidad mediante tablas de contingencia y el calculo del indice Kappa.
» Comparar las ventajas y desventajas de las diferentes herramientas de
diagnostico.

= Observar el impacto de las pruebas sobre la evolucién inmediata del paciente.

Hipotesis
Si los sueros analizados resultan positivos para captura de manano y/o deteccion de
anti-manano, entonces habra crecimiento de Candida sp en los cultivos de muestras

estériles.
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Material y métodos

1. TAMANO DE LA MUESTRA.
Todos los sueros de pacientes con sospecha de candidosis invasiva que
llegaron al Laboratorio de Micologia del HIMFG para su estudio en el periodo

comprendido de junio a noviembre de 2011.

2. CRITERIOS DE ACEPTACION.

2.1. Criterios de inclusién: pacientes del HIMFG con sospecha de
candidosis sistémica, con edades de 0-18 afios, ambos sexos, con
una muestra de sangre total para hemocultivo y una muestra de
suero/plasma para la captura de antigeno y deteccion de anticuerpo.

2.2. Criterios de exclusion: pacientes con confirmacion de septicemia
causada por otro microorganismo diferente a Candida sp.

2.3. Criterios de eliminacion: pacientes con muestras insuficientes para
realizar los tres estudios (hemocultivo, captura de antigeno y deteccion

de anticuerpo).

3. TECNICAS DE LABORATORIO.

3.1. Obtencién y conservacion de la muestra:

13



3.2.

3.3.

a. Recibir las muestras de liquidos bioldgicos (orina, broncoaspirado,
cavidad oral, etc) en recipiente estéril-desechable.

b. Obtener las muestras de sangre total en tubo Vacutainer® (tapon lila
para cultivo y tapdn rojo para obtener el suero).

c. Centrifugar el tubo de sangre total (rojo) por 10 min a 1000 g.

d. Separar el suero en tubos de polipropileno.

e. Almacenar a 2.0-8.0 °C hasta su procesamiento.

Examen directo:

a. Realizar examen directo de las muestras bioldgicas, a excepcién de
sangre.

b. Colocar la muestra entre porta y cubreobjetos con KOH al 20.0 %.

c. Buscar las estructuras fungicas (blastoconidias y/o pseudohifas) al
microscopio a 40x.

Cultivo:

a. En medio agar Sabouraud para obtener crecimiento y medio
CHROMagar® para saber si hay mas de una especie de Candida.

b. Sembrar 1.5 mL de sangre total (con anticoagulante EDTA).

c. Incubar a 37.0 °C y revisar diariamente.

d. Si después de 10 dias no hay crecimiento eliminar los cultivos y

reportar sin crecimiento.

3.4. Tipificacion:

14



a. ldentificar las cepas de los cultivos positivos por medio del equipo

automatizado Vitek® 2 (bioMérieux®) que se basa en el crecimiento

del microorganismo y la utilizacién de los sustratos liofilizados, que

se encuentran en los 63 pocillos de las tarjetas de inoculacion del

equipo, para su actividad metabodlica por medio de los sustratos

cromogénicos.

3.5. Captura de antigeno manano:

a. La técnica se realizd con el estuche comercial Platelia® Candida Ag

Plus (Bio—Rad®) en base a las especificaciones del fabricante:

Tabla de reactivos de la prueba de captura de antigeno.

Reactivo Componente Funcién
amortiguador Tris—NaCl pH 7.4, Tween® | solucién de lavado, elimina lo que no
R2 o :
20 al 2.0 % reacciona
R3 amortiguador Tris—NaCl con 0.0 pg/mL calibrador
manano de C. albicans
R4a amortiguador Tris—NaCl con 62.5 pg/mL calibrador
manano de C. albicans
R4b amortiguador Tris—NaCl con 125.0 calibrador
pg/mL manano de C. albicans
R4c amortiguador Tris—NaCl con 250.0 calibrador
pg/mL manano de C. albicans
R4d amortiguador Tris—NaCl con 500.0 calibrador
pg/mL manano de C. albicans
RS suero humano con manano control positivo
anticuerpos monoclonales marcados con . .
R6 : . conjugado, reacciona con el manano
peroxidasa y purpura de bromocresol
solucion de tratamiento, disocia
R7 solucion acida de EDTA complejos inmunes y precipita
proteinas séricas
cromdgeno, desarrolla un producto
R9 3,3',5,5—tetrametilbenzidina < 0.1 % y azul proporcional a la concentracion
H,0,<1.0 % de manano al ser oxidado por la
peroxidasa
R10 H,SO, 1.0 N solucion de paro, detiene la reaccion

15




Diagrama del procedimiento de ELISA de captura de antigeno.

l

Tubo 1.5 mL:
300 pL Bafo Maria Centrifugar
R5 / muestra problema ' 100.0 °C 10000 g
+ 3 min 10 min
100 pL
R7

Lavar x5 Incubar 37.0 °C 100 uL
B . —
R21:20 90 min R6 sobrenadante (R5 / muestra)

20£9pL Incubar 37.0 °C 100 uL Leer a

Cada uno de los pocillos:
— 100 pL

/ calibradores

30 min R10 450 nm

ubO

positivo > 125.0 pg/mL
intermedio 62.5-125.0 pg/mL
neaativo < 62.5 pa/mL

I I I I [manano]
00 625 1250 2500 5000 (P9/mL)

3.6.

Determinacion de anticuerpo anti-manano:
a. La técnica se realizd con el estuche comercial Platelia® Candida Ab

Plus (Bio—Rad®) en base a las especificaciones del fabricante:

Tabla de los reactivos de la prueba de deteccidn de anticuerpo.

Reactivo Componente _ Funcion
amortiguador Tris—NaCl pH 7.4, Tween® | solucién de lavado, elimina lo que no
R2 .
20 al 2.0 % reacciona
R3 amortiguador Trls‘—NaCI con 0.0 UA/mL calibrador
Ig anti-manano
R4a amortiguador Trls.—NaCI con 5.0 UA/mL calibrador
Ig anti-manano
R4b amortiguador Tns—_NaCI con 10.0 UA/mL calibrador
Ig anti-manano
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amortiguador Tris—NaCl con 20.0 UA/mL

R4c . calibrador
Ig anti-manano
R4d amortiguador Tns—_NaCI con 80.0 UA/mL calibrador
Ig anti-manano
RS suero humano con manano control positivo
anticuerpos policlonales de cabra anti— coniugado. reacciona con los anti—
R6 IgG/IgA/IgM humano marcados con Jugado,
) . manano
peroxidasa y verde de malaquita
z e ® (o)
R7a tampon Tris Na_CI, Tween~20al 0.1 %y diluyente de muestra 1
rojo de fenol@
- — -
R7b tampén Tris—NaCl, Tweeq 20al01 %y diluyente de muestra 2
azul de bromotimol
cromogeno, desarrolla un producto
R9 3,3',5,5—tetrametilbenzidina < 0.1 % y azul proporcional a la concentracion
H,0, < 1.0 % de anti-manano al ser oxidado por la
peroxidasa
R10 H,SO,1.0N solucién de paro, detiene la reaccién

Diagrama del procedimiento de ELISA de deteccidon de anticuerpo.

Tubo 1.5 mL: )
10 pL Cada uno de los pocillos:
muestra problema 190 pL R7b + Incubar
. — 10 pL muestra prediluida =~ =———> 37.0°C
190 ul o 60 min
R7g 200 L calibradores l
Lavar x4 Incubar 37.0 °C 200 pL Lavar x4
R2 1:20 60 min R6 R2 1:20

I

200 yb =" Incubar 37.0 °C = 100 yL =—> Leera

R9 30 min R10 450 nm
ubO l
positivo > 10.0 UA/mL
intermedio 5.0-10.0 UA/mL
negativo < 5.0 UA/mL
[anti-manano]
I I I I (UA/mL)
0.0 50 10.0 20.0 80.0
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4. PRUEBAS ESTADISTICAS.

4.1. Razones y proporciones: valores numéricos y en porcentaje de todos
los resultados obtenidos.

4.2. Tabla de contingencia: numero de pruebas positivas y pruebas
negativas relacionadas con el numero de pacientes enfermos vy
pacientes sanos.

4.3. Calculo de sensibilidad y especificidad: a partir de los resultados
obtenidos en las tablas de contingencia.

4.4, Pruebade correlacion: determinacion del indice Kappa.
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Resultados

De junio a noviembre de 2011 se recolectaron 84 muestras de suero de 62

pacientes, de los cuales 39 fueron del sexo masculino y 23 del femenino:

Tabla 1, Grafica I. Distribucién de sexo de pacientes.

MASCULINO,
Sexo # % 62.9 %

masculino 391629
femenino 23| 37.1
total pacientes | 62 | 100

FEMENINO,
37.1%

Las edades comprendidas fueron desde tres dias hasta 18 afos:

Tabla 2, Grafica Il. Edad de pacientes.

507 41.9 %
Edad # %
40
0—28d 1 1.6
1m—2a |15|242] | 07 242 % 2o
3-5a 16 | 25.8 20
6—11 a 4 | 65 - 6.5%
2—18 a 26 | 41.9 . Lo
total pacientes | 62 | 100 0-28d  1m-2a  3a-5a  6alla  12a-18a
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Los diagndsticos de base de los pacientes fueron los siguientes:

Tabla 3, Grafica lll. Diagno’stico de base de pacientes.

Diagnéstico | # %

tumor solido | 17 | 27.4 30 5

LLA 13| 21.0

congénita 7 1113 20 - n\u

LMA 6 | 9.7

infecciosa 5| 8.1 “\"

epilepsia 4 |65 10 q,~ e

autoinmune | 2 | 3.2 \G\“ \Q;\P '\qf\“’ '\q;\‘"

renal 2 | 3.2 'ooo....
traumatismo 2 | 3.2 0 .
oo T 1o F IS F S E $E L
ScLLe ' 9 £Y & N & <2L\&Y*o“o&\'z
intoxicacion 1116 ‘s\oq' Ry \é ¢ L ‘,\) A «*" (2.
trasplante 1] 16 N v g
total pacientes | 62 | 100

Las caracteristicas clinicas o factores de riesgo por los que se solicitaron las pruebas

seroldgicas fueron:

Tabla 4, Grafica IV. Causa clinica para realizacién de pruebas.

NUTRICION

Caracteristica o factor | # % CSTANCIA b

AUSENTE,
- PROLONGADA,
fiebre 391464 2149, 8%

estancia prolongada 181214 /
nutricion parenteral 10.7
DESCONOCIDO,
ausente 9.5 36%

desconocido 3.6

QUIMIOTERAPIA,

- - 36%
lesiones en piel 2.4

9

8

3
guimioterapia 3] 36

2

2

trasplante médula 6sea 2.4 - TRASPLANTE LESIONES EN
) MEDULA OSEA, PIEL,
total pruebas 84 | 100 24% 24%
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Ademas de antibidticos, los pacientes tenian los siguientes farmacos:

Tabla 5, Grafica V. Tratamiento de pacientes en el momento de la realizacion de las pruebas.

Farmaco # % St
— SINFARMACOS,
antifungico 16 | 19.0 88% ANTIFUNGICO,
inmunosupresor | 12 | 14.3
ig's 1 1.2 Ar‘1|-.|2N-hG.-\-\,_,
an—in 211 25.0
an—ig 2| 24 /
|n.—|g 1 1.2 1%'%
an—In—ig 1112
AN-IG,
sin farmacos 20 ] 23.8 24%
desconocido 101 11.9 ANN, NMUNOSUPRESOR,
28.0% 14.3%
total pruebas 84 | 100

El estado de la serie blanca al momento de la prueba fue:

Tabla 6, Grafica VI. Estado de serie blanca de los pacientes en el momento de las pruebas.

4. 389%
286 %
Serieblanca| # | % %1
normal 311 36.9 0 15.59%
le—li—ne 241 28.6 1195
71 %
neutropenia | 13| 15.5 107
desconocido | 10 | 11.9 .
linfopenia 6] 71 R S & & &
total pruebas | 84 | 100 & ¥ & Do“‘oo {g(d?
@3 Q@fo Y

Los datos de los controles (sanos) a los que se les realizaron las pruebas fueron:

Tabla 7. Resultados de las pruebas seroldgicas que se realizaron a los controles.

Control | Sexo | Edad (afios) | Manano (pg/mL) | Anti-manano (UA/mL)
I F 10 11.36 23.51
Il M 5 11.59 1.96
11 F 13 12.01 50.49
v M 9 13.96 1.14
V M 14 11.12 1.44




La cantidad de pruebas de captura de manano fueron:

Tabla 8, Grafica VII. Resultados de captura de antigeno manano.

NEGATIVO,
aT7%  ——

Manano # %
positivo 38| 45.2
intermedio | 11 | 13.1
negativo 351417
total pruebas | 84 | 100 POSITIVO,

INTERMEDIQ,
131 %

Los resultados obtenidos de la deteccion de anti-manano:

Tabla 9, Grafica VIII. Resultados de las pruebas de deteccion de anticuerpo anti-manano.

65.5%

Anti-manano | # %
positivo 22 | 26.2
intermedio 71 8.3
negativo 551 65.5 -

total pruebas | 84 | 100 w0 o

POSITVO INTERMEDIO NEGATIVO

26.2%

Para el analisis de las pruebas por individual y combinadas se presentan los
resultados verdaderos (verdaderos positivos y verdaderos negativos), refiriéendose a
la concordancia de las pruebas serolégicas, la clinica de los pacientes y su evolucion

(las divisiones que tenian menos de tres muestras no se incluyeron en las tablas):
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Tabla 10. Resultados verdaderos por grupo de edad.

Resultados verdaderos
Edad Muestras - -
manano | anti-manano | combinadas
Tm-2a 14 9 6 3
3-5a 20 16 12 9
6-11 a 6 4 5 3
12-18 a 30 22 12 9

Tabla 11. Resultados verdaderos por grupo de diagndéstico de base.

Diagnostico

Muestras

Resultados verdaderos

manano

anti-manano

combinadas

tumor sélido

15

3

LLA

LMA

enfermedad congénita

enfermedad infecciosa

epilepsia

enfermedad autoinmune

enfermedad renal

traumatismo

wlnlan|wlo|o]~]o|N

N[RJW|WW]OIIN]

WIN[WIN|IN]O]R~|oO

NININ|==N]|O|N

Tabla 12. Resultados verdaderos por grupo de caracteristica clinica.

. . Resultados verdaderos

Caracteristica clinica | Muestras - -
manano | anti-manano | combinadas

fiebre 37 22 20 9
estancia prolongada 11 9 5 4
ausente 8 6 6 4
nutricion parenteral 8 7 3 3
quimioterapia 3 3 3 3

Tabla 13. Resultados verdaderos por grupo de tratamiento.

. Resultados verdaderos
Tratamiento Muestras - -
manano | anti-manano | combinadas
sin farmacos 19 16 9 7
an—in 18 9 8 3
antifungico 14 10 11 7
inmunosupresor 11 9 7 5




Tabla 14. Resultados verdaderos por grupo de estado de serie blanca.

Estado de Resultados verdaderos
. Muestras - -
serie blanca manano | anti-manano | combinadas
normal 29 22 15 10
le—li—-ne 24 14 13 6
neutropenia 9 7 6 4
linfopenia 5 5 3 3

Los resultados que fueron reportados y tomados en cuenta:

Tabla 15, Grafica IX. Resultados reportados y tomados en cuenta para la decision médica.

Resultado # %
no reportado 34 | 40.5
reportado (con impacto) | 30 | 35.7
reportado (sin impacto) | 10 | 11.9
desconocido 10 ] 11.9

total pruebas 84 | 100

REFORTADO.
(IMPACTO),
5.7 %

(NO IMPACTO),

REFORTADO

11.9%

DESCONOCIDD,
119%

40.5%

NO REFORTADO,

La evolucion que presentd cada uno de los pacientes fue:

Tabla 16, Grafica X. Pacientes fallecidos inmediato y después a la candidemia.

Evolucién # %
sobrevive 311 50.0
desconocido 8 | 12.9
fallece (después) | 15| 24.2
fallece (inmediato) | 8 | 12.9
total pacientes 62 | 100

50.0 %

50

40

30 4

20 4

10 1

12.9%

242 %

12.9%

SOEBREVIVE

DESCONOCIDOD

FALLECE FALLECE
(ESIPUES)

(NMEINAID)
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Se obtuvo un total de 192 muestras bioldgicas:

Tabla 17, Grafica Xl. Tipo de muestras bioldgicas recolectadas.

M u eSt ra # % LiQUIDO PLEURAL, S‘FE;EQE
sangre 84 | 43.8 0%
orina 66 | 344 \
broncoaspirado | 27 | 14.1 ERCAAR TN
oral 11 | 5.7 /
biopsia 2 1.0 BIOPSIA
escamas de piel | 1 0.5 oRiNA
liquido pleural | 1 | 0.5 o R o
total muestras | 192 | 100 W

Sdlo 40 productos bioldgicos resultaron positivos a candidosis:

Tabla 18, Grafica Xll. Muestras biolégicas positivas para Candida sp.

Muestra # | % “
orina 14 1 35.0 20 | 25.0%
broncoaspirado | 10]25.0] | ., | P
sangre 8 |20.0
oral 6 15.0 1 256% 2.5%,
biopsia 1 2.5 - - A
escamas de piel | 1 | 2.5 & & & &
= o - £ S
total positivas | 40 | 100 go &

De estas muestras positivas se aislaron:

Tabla 19, Grafica XllI. Especies tipificadas de las muestras bioldgicas positivas.

C. tropicalis,
8.9%

Especie # % C albioans
C.albicans |38 ]84.5] | s4s5% ™
C. tropicalis 4 1 8.9
C. glabrata 2| 44

C. parapsilosis | 1 2.2
total cepas 451 100

C. glabrata,
4.4 %
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En las siguientes tablas se resaltaron con gris los resultados positivos.

Trece pacientes tuvieron una muestra biolégica (no sangre) positiva:

Tabla 20. Casos con una muestra positiva.
. [anti—
Sexo Egad Diagndstico Tratamiento Estado Clinica I\./Iugst.ra !Espeme [manano] manano]
(afios) serie blanca biolégica tipificada (pg/mL)
(UA/mL)
tumor e ) .
M 17 s6lido antifungico normal fiebre oral C. albicans 2.99 48.99
F 3 dias enfermeQad sin farmacos normal ausente orina C. albicans 595.48 3.1
congénita
M 5 ‘“,”.1°r sin farmacos linfopenia estancia orina C. albicans 216.13 1.78
soélido prolongada
F 3 LMA antifungico normal fiebre oral C. albicans 108.52 1.09
M 15 | enfermedad  antifingico, le—li—ne estancia oral C.albbicans | 602.07 3.57
renal inmunosupresor prolongada
M 0.6 ? ? ? estancia orina C.albicans | 170.12 1.66
prolongada
M 0.25 epilepsia antifingico normal nutricion orina C. albicans 0.15 8.67
parenteral
F 9 tumor _antifungico, le—li—ne estancia | bronco- | ¢ jyucans | 24290 | 422
solido inmunosupresor prolongada | aspirado
M 3 LLA inmunosupresor neutropenia estancia orina c. alblg:an_s 0.16 6.98
prolongada C. tropicalis
F 9 enfermedad an—in—ig le-li-ne fiebre orina C. albicans 66.26 34.88
autoinmune
M 15 LMA _ antifungico, le—li-ne fiebre oral C. albicans | 302.17 4.93
inmunosupresor
M 15 epilepsia sin farmaco linfopenia fiebre orina C. albicans 25.59 81.96
M 15 LLA . antifingico, neutropenia estancia b|qp3|a C. albicans 51.83 1.05
inmunosupresor prologada esofago
Cinco pacientes tuvieron mas de una muestra biolégica (no sangre) positiva:
Tabla 21. Casos con mas de una muestra positiva.
Edad . - . Estqdo Caracteristica | Muestra Especie [manano] [anti-
Sexo (afios) Diagndstico Tratamiento serie clinica biolégica | tipificada (pg/mL) manano]
blanca (UA/mL)
tumor antifingico broncc()j— C. albicans
F 16 o . ’ le—li-ne fiebre aspirado 540.37 26.29
solido inmunosupresor . .
orina C. albicans
bmﬁ“(’j‘ C. albicans
enfermedad nutricion aspirado (x3)
F 3 . antifungico linfopenia (x3) 750.53 31.15
congenita parenteral -
orina C. albicans
C. glabrata
F 4 epilepsia antifangico, normal estancia oral C. albicans 186.95 3.71
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inmunosupresor prolongada orina C. albicans
antifungico bronco— |~ 4 icans
F 3 LMA . ’ le-li-ne fiebre aspirado ) 110.67 1.22
inmunosupresor (x2) (x2)
oral C. albicans
F | os enfermedad ? ? ? 0.14 0.33
Intecclosa orina C. albicans
Ocho hemocultivos fueron positivos:
Tabla 22. Datos de los ocho hemocultivos positivos.
Edad . P . Esta_do Caracteristica Especie [manano] [anti-
Sexo (afios) Diagndstico Tratamiento serie clinica tipificada (pg/mL) manano] | Fallece
blanca P P9 (UA/mL)
F 18 traumatismo | . antifungico, normal estancia C. albicans 583.80 17.73 no
inmunosupresor prolongada
F 13 tumor sélido ? ? ? C. tropicalis 620.15 4.44 ?
M 4 e.nferm.edad antifungico normal fiebre C. albicans 625.23 16.25 no
infecciosa
5 sin farmaco normal C. albicans 130.22 50.88 no
M traumatismo fiebre
antifungico C. albicans 11.45 91.58
F 5 e.nferm.edad inmunosupresor normal IGS|oqes en C. albicans 750.53 0.82 no
infecciosa piel
F 4 epilepsia . antifungico, normal estancia C. tropicalis 144.23 3.57 ?
inmunosupresor prolongada
M 15 enfermgdad inmunosupresor | neutropenia fiebre C'. . 80.70 24 .82 ?
congénita parapsilosis
Cuatro pacientes tuvieron hemocultivo y otra muestra biolégica positivos:
Tabla 23. Casos con sangre y otra muestra biologica positiva.
Edad . - . Estgdo Caracteristica Muestra Especie [manano] [anti-
Sexo (afios) Diagndstico Tratamiento serie clinica biolégica tipificada (pg/mL) manano]
blanca (UA/mL)
sangre C. tropicalis
F 13 tumor sélido ? ? ? bronco— C. albicans 620.15 4.44
aspirado C. glabrata
sangre C. albicans
M 4 e.m;erm.edad antifingico normal fiebre 625.23 16.25
Intecciosa orina C. albicans
sangre C. albicans
M 5 traumatismo sin farmaco normal fiebre bronco- C. albicans 130.22 50.88
aspirado ' (x2)
(x2)
F 5 enfermedad inmunosupresor | normal lesiones en sangre C. albicans 750.53 0.82
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infecciosa

piel

escamas

. C. albicans

de piel
orina C. albicans
C. tropicalis
orina C. albicans

Diecisiete pacientes tuvieron dos o tres muestras de suero:

Tabla 24. Pacientes con mas de una muestra de suero

Edad . P . Estado Caracteristica | Muestra Especie [manano] [anti-
Sexo < Diagndstico Tratamiento . et L o manano]
(afios) serie blanca clinica biolégica | tipificada (pg/mL)
(UA/mL)
an—in neutropenia fiebre (sza;n%rrt]a) negativo 20.49 12.10
M 2 tumor sélido sanjgre
sin farmaco le—li-ne (06 jul) negativo 3.52 18.02
. linfopenia sangre negativo 24.82 2.10
inmunosupresor ausente (29 jun)
F 16 trasplante sangre
normal (08 jul) negativo 0.48 5.05
sangre .
(15 jul) negativo 1.07 718
M 3 LLA inmunosupresor | neutropenia fiebre sangre negativo
(26 ago)
— 0.16 6.98
orina C. tropicalis
C. albicans
sin farmaco neutropenia ausente (SSS?JS negativo 0.80 28.86
-, antifangico, . sangre .
F 3 tumor sélido inmunosupresor Ie.ucopenlla, ' (19 ago) negativo 889.37 1.93
linfopenia, fiebre sangre
antifangico neutropenia (07 oct) negativo 42.09 18.59
sangre negativo
M 15 fermedad tiftnai leucopenia, tanci (12 ago) 602.07 3.57
entermeda __antitungico, linfopenia, estancia oral C. albicans
renal inmunoglobulina . prolongada
neutropenia sangre _
(16 ago) negativo 765.86 1.85
sangre negativo
leucopenia, (12 ago)
linfopenia, Orina C. albicans 540.37 26.29
) . neutropenia
. antifungico, , bronco—- | ~ _vicans
F 16 tumor sélido inmunosupresor fiebre aspirado
sangre .
normal (19 ago) negativo 228.26 36.89
sangre .
normal (14 sep) negativo 31.33 41.13
o sangre .
enfermedad antifingico estancia (23 ago) negativo 510.89 1.07
F 0.9 congénita antifungico normal rolongada sangre
9 . gico, P 9 9 negativo 335.53 1.15
inmunosupresor (25 ago)
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sangre

(29 ago) C. albicans
sin farmaco bronco- C. albicans 130.22 50.88
. ) aspirado
5 traumatismo normal fiebre T——
aspirado C. albicans
antifingico (Bgnferg) C. albicans 11.45 91.58
sangre negativo
(30 ago)
. antifungico, estancia orina C. albicans e 3.7
4 epilepsia . normal
inmunosupresor prolongada oral C. albicans
sangre S
(13 sep) C. tropicalis 144.23 3.57
an—in le—li-ne (ggnsgerg) negativo 0.58 0.99
13 | tumor sélido fiebre (zg”ge) negativo 905.15 0.27
inmunosupresor linfopenia sangrz '
(23 sep) negativo 910.63 0.32
sin farmaco (E?ngg) negativo 8.84 2.64
0.5 enfermeQad inmunosupresor normal fiebre sangre negativo 976.71 0.47
congeénita (28 sep)
r sangre .
an-in (14 oct) negativo 2.27 0.40
antifungico, ;e;ngre negativo
inmunosupresor, normal fiebre (21 sep) 66.26 34.88
inmunoglobulina orina C. albicans
9 enfermedad
autoinmune | iy mynoglobulina (Zgnsgég) negativo 120.11 37.46
inmunosupresor le—li-ne quimioterapia (S,]agng(';% negativo 185.21 11.21
antifungico (soa:lng(r;) negativo
; i leucopenia, 302.17 493
inmunosupresor P
15 LMA linfopenia, fiebre orina C. albicans
neutropenia
antifangico (soa7ng£?) negativo 307.32 0.63
sangre .
A enfermedad i farmace - ausente (12 oct) negativo 29.32 0.28
renal fiebre sangre | egativo | 109.90 0.27
(21 oct) 9 : :
antifangico leucopenia, estancia (S%ng::) negativo 70.74 0.27
7 LLA inmunosupreéor linfopenia, prolongada sangre
neutropenia (28 gct) negativo 168.21 0.14
(Szasnggf) negativo 2.01 0.19
5li ? ? ?
5 tumor solido ? ? / sangre regativo 547 003
(16 nov) ' '
15 LLA . antifngico, neutropenia estancia sangre negativo 51.83 1.05
inmunosupresor prolongada (11 nov)
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biopsia C. albicans
sangre .
(16 nov) negativo

105.97

0.03

Los valores de sensibilidad (S) y especificidad (E) de las pruebas fueron:

Antigeno:
Tabla 25. Datos de la prueba de captura de manano.
Pacientes enfermos | Pacientes sanos | Total
Pruebas positivas 24 (VP) 12 (FP) 36
Pruebas negativas 8 (FN) 28 (VN) 36
Total 32 40 72
S=[VP/(VP+FN)]*100=[24/(24 +8)]* 100 =75.0 %
E=[VN/(FP+VN)]*100=[28/(12+28)]1*100 =70.0 %
Anticuerpo:
Tabla 26. Datos de la prueba de deteccidon de anti-manano.
Pacientes enfermos | Pacientes sanos | Total
Pruebas positivas 10 (VP) 13 (FP) 23
Pruebas negativas 22 (FN) 27 (VN) 49
Total 32 40 72

S=[VP/(VP+FN)]*100=[10/(10 + 22)]* 100 = 31.2 %

E=[VN/(FP+VN)]*100=[13/(13 +27)]* 100 = 67.5 %

Ambas pruebas:

Tabla 27. Datos de captura de manano y deteccién de anti—manano.

Pacientes enfermos | Pacientes sanos | Total
Pruebas positivas 34 (VP) 25 (FP) 59
Pruebas negativas 30 (FN) 55 (VN) 85
Total 64 80 144
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S=[VP/(VP+FN)]*100=[34/(34 +30)]* 100 = 53.1 %

E=[VN/(FP+VN)]*100=[25/(25 + 55)]* 100 = 68.7 %

El indice Kappa de las pruebas fue:

Antigeno:

Tabla 28. Datos de cultivos en comparacion con la prueba de antigeno.

Cultivo positivo | Cultivo negativo | Total

Antigeno positivo 6 (a) 33 (b) 39 (r)
Antigeno negativo 2 (c) 43 (d) 45 (s)
Total 8 (1) 76 (u) 84 (N)

Po=(a+d)/N=(6+43)/84=0.58
Pe = (rt + su) / N? = [(39)(8) + (45)(76)] / 84% = 0.53

K = (Po—Pe)/(1-Pe)=(0.58 —0.53) / (1 —0.53) = 0.11

Anticuerpo:

Tabla 29. Datos de cultivos en comparacion con la prueba de anticuerpo.

Cultivo positivo | Cultivo negativo | Total

Anticuerpo positivo 5 (a) 17 (b) 22 (r)
Anticuerpo negativo 3 (c) 59 (d) 62 (s)
Total 8 (1) 76 (u) 84 (N)

Po=(a+d)/N=(5+59)/84=0.76
Pe = (rt + su) / N? = [(22)(8) + (62)(76)] / 84% = 0.69

K = (Po —Pe)/ (1 —Pe) = (0.76 — 0.69) / (1 — 0.69) = 0.22
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Discusion de resultados

La candidosis diseminada es wuna complicacion comun entre pacientes
inmunosuprimidos de cualquier edad y sexo. Se trabajaron muestras de 62 pacientes
pediatricos: 39 (62.9 %) de hombres y 23 (37.1 %) de mujeres (Tabla 1, Grafica 1), lo
cual no es una diferencia significativa.

La edad de los pacientes estuvo comprendida desde tres dias hasta 18 anos. Las
edades fueron ordenadas de acuerdo con la clasificacion etaria de la UNICEF: recién
nacidos prematuros (< 37 semanas de gestacion), recién nacidos a término (0-28
dias), lactantes y nifios de corta edad (1 mes — 2 anos), nifos pre—escolares (3-5
afnos), nifios escolares (6—11 afos) y adolescentes (12—-18 afos) [UNICEF, 2011]. La
mayoria de los pacientes fueron adolescentes (41.9 %), seguidos por los de edad
pre—escolar (25.8 %) y lactantes (24.2 %), en menor cantidad los escolares (6.5 %) y
so6lo un paciente recién nacido a término (1.6 %) (Tabla 2, Grafica ).

No se tuvo acceso a ocho expedientes, debido a que los nifios estaban internados y
por politicas del Hospital los expedientes no pueden ser prestados durante su
internamiento; éstos aparecen como dato desconocido en las graficas.

La mayor frecuencia en el diagnostico fue el oncoldgico (tumores solidos, leucemia
linfoide y leucemia mieloide), al abarcar la mitad de éstos (58.1 %), un grupo de
pacientes con alto grado de riesgo de una infeccion sistémica por Candida sp [Jones,

1990; Musial et al., 1988]. En segundo lugar (25.9 %) las enfermedades congénitas
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(cardiopatia e hidrocefalea), las infecciosas (meningitis, fascitis necrotizante) y
epilepsia; finalmente el menor grupo (14.4 %) fueron pacientes con enfermedades
diversas como: autoinmunes (LES, sindrome linfoproliferativo), renales (sindrome
nefrético, insuficiencia renal), traumatismo craneoencefalico, desnutricion severa,
intoxicacidn con herbicida y trasplante de corazoén (Tabla 3, Gréfica lll).

Dentro de las manifestaciones clinicas y/o factores de riesgo (Tabla 4, Grafica IV)
para adquirir una candidosis sistémica: la fiebre se presenté en el 46.4 % de los
casos, 21.4 % llevaban una estancia hospitalaria prolongada, 10.7 % eran
alimentados por via endovenosa, 3.6 % estaban en ese momento en quimioterapia,
2.4 % presentaban lesiones en la piel y otros 2.4 % habian sido trasplantados de
médula dsea recientemente. Todos éstos son factores importantes para el desarrollo
de la candidosis invasiva [Denning et al., 1997; Reboli, 1993]; sin embargo el 9.5 %
no presentd ninguno de estos factores.

Aunado a esto también hay que tomar en cuenta los farmacos que se administran al
paciente y que pueden afectarlo y hacerlo mas susceptible a la candidosis o que
pueden interferir en el resultado de las pruebas de laboratorio. En primer lugar estan
los antibidticos de amplio espectro que de manera general reciben todos los
pacientes (no considerados en Tabla 5, Grafica V); después siguieron los farmacos
antifungicos (47.6 %), en particular anfotericina B, que se administra de manera
preventiva en todos los pacientes con factores de riesgo y en muchos casos coincide
con la toma de producto para la investigacibn de hongos; farmacos
inmunosupresores (corticoesteroides) (41.7 %) y las inmunoglobulinas (6.0 %) como

parte de la terapia. Los antibidticos al ser de amplio espectro atacan la flora habitual
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y facilitan a que Candida sp aumente su poblaciéon al no tener competencia; los
antifungicos pueden interferir en los resultados al provocar falsos negativos en la
prueba de antigenos y los inmunosupresores dan falsos negativos en la
determinacién de anticuerpos. Por ultimo, las inmunoglobulinas provocan falsos
positivos en la prueba de cuantificacion de anticuerpos [Denning et al., 1997; Morhart
et al., 1994; Musial et al., 1988]. La administracién de estos farmacos debe tomarse
en cuenta al momento de la interpretaciéon de los resultados.

Otro aspecto que hay que considerar es el estado inmune del paciente, ya que uno
de los factores de riesgo de esta enfermedad es la neutropenia [Jones, 1990; Sendid
et al., 2003], la cual se presentd en el 44.1 % de los pacientes (28.6 % también
estaba acompafiado de leuco y linfopenia). Un dato que sobresale es que el 36.9 %
no presento alteraciéon alguna en la serie blanca (Tabla 6, Grafica VI).

Antes de la realizacion de las pruebas se corrieron cinco muestras controles de nifios
sanos, tres del sexo masculino y dos del sexo femenino de edades de cinco a 14
afnos, en los cudles los valores de captura de antigeno fueron los esperados, todos
por debajo del valor de corte (125.0 pg/mL), es decir, todos negativos. Esto coincide
con la literatura que menciona que la prueba no se realiza en personas sanas porque
el antigeno es uniformemente indetectable en esta poblacion [Inserto Bio—Rad®;
Lemieux et al., 1990]. No asi con la deteccion de anticuerpos, donde dos de los
resultados fueron positivos (23.51 UA/mL y 50.49 UA/mL), lo que se puede explicar
al suponer que estos controles estan colonizados sin implicar infeccion (Tabla 7).

Esta situacion debe tenerse en cuenta al momento de la interpretacion de los
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resultados, por qué es una de las razones que hace que la técnica pierda
especificidad [Denning et al., 1997; Fah Yeo et al., 2002; Masouka, 2004].

Los resultados entre la técnica de captura de manano (45.2%) y deteccién de
anticuerpo (26.2 %) con valor positivo no siempre coinciden en los pacientes (Tablas
8y 9, Graficas VIl y VIII), lo esperado seria una concordancia entre las dos pruebas;
pero no sucede porque a veces los pacientes pueden tener antifungico y salir
negativos a la captura de antigeno o estan colonizados y resultan positivos a la
deteccién de anticuerpos.

En todos los grupos etarios se presentd una cantidad similar de resultados
verdaderos (verdaderos positivos y verdaderos negativos) (Tabla 10), incluso para
los anticuerpos, a pesar de que las IgA, IgG e IgM llegan a su 100 % hasta los cinco
afios [Foro VI, 2011]. Cabe resaltar que en los lactantes no se obtuvo ningun
verdadero positivo y fueron aumentando segun la edad.

De los diferentes diagnosticos de base, los tumores sdlidos fueron los que mas
resultados verdaderos de manano tuvieron, seguidos de LLA, enfermedad congénita
y enfermedad renal. De anti-manano, LLA tuvo la mayoria de los resultados
verdaderos, después tumores sélidos, enfermedad congénita y LMA; y en las
pruebas combinadas LLA y tumores sdélidos (Tabla 11). Esto indica que las técnicas
tienen un mejor resultado entre los pacientes con enfermedades oncoldgicas,
principalmente LLA y tumores sélidos, también encontrado en un estudio realizado
en Colombia para determinar la eficacia de la técnica de manano en pacientes

oncoldgicos hospitalizados [Marin et al., 2009].
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En todas las caracteristicas clinicas las pruebas dieron resultados verdaderos, lo que
significa que estas técnicas se pueden indicar cuando un paciente presente algun
factor de riesgo conocido para la candidosis sistémica (Tabla 12).

Los pacientes con tratamiento antifungico e inmunosupresor y aquellos que no
recibieron tratamiento tuvieron un alto numero de resultados verdaderos en relacion
al total de muestras (Tabla 13). Algo similar se hall6 en un estudio realizado en
pacientes con candidosis sistémica probada con terapia antifungica, cuyos resultados
no se vieron influenciados por los farmacos administrados [Sendid et al., 2004]. Sin
embargo, cuando estaban juntos antifungico e inmunosupresor hubo menos
resultados verdaderos en las pruebas.

En base al estado de la serie blanca, los pacientes con neutropenia tuvieron mas
resultados verdaderos tanto de antigeno como de anticuerpo. En general, la prueba
de manano fue mas efectiva en cualquier condicién de la serie blanca (Tabla 14),
esto es por que el grado de inmunosupresion influencia la produccion de anticuerpos
y consecuentemente el aclaramiento del antigeno en circulacién [Lemieux et al.,
1990]. Asi mismo, se sabe que en neutropénicos no se monta una respuesta de
anticuerpos significante a pesar de tener una infeccion profunda [Denning et al.,
1997; Morhart et al., 1994] y que el antigeno es bajo porque las levaduras no liberan
cantidades importantes de manoproteinas [Morhart et al., 1994].

Los reportes de laboratorio son un instrumento de trabajo que los médicos toman en
cuenta para la decision en beneficio del paciente. Del total de los datos reportados,

35.7 % si influenciaron para el inicio de la terapia y 11.9 % no (Tabla 15, Gréfica 1X),
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lo que repercutid en la evolucion del paciente en lo referente a la candidosis. Ocho
pacientes fallecieron a causa de esta enfermedad (Tabla 16, Grafica X).

El total de muestras biolégicas que se analizaron durante este periodo de tiempo
fueron 192. Los especimenes que mas se obtuvieron fueron: sangre (43.8 %), orina
(34.4 %) y broncoaspirado (14.1 %) y en menor cantidad muestras de cavidad oral
(5.7 %), una biopsia de pulmoén y otra de eséfago (1.0 %), escamas de piel (0.5 %) y
un liquido pleural (0.5 %) (Tabla 17, Gréafica Xl). De estas muestras, sélo 40 fueron
positivas: 35.0 % orina, 25.0 % broncoaspirado, 20.0 % sangre, 15.0 % oral, 2.5 %
biopsia y 2.5 % escamas de piel (Tabla 18, Grafica XIlI).

La especie mas aislada fue C. albicans con un 84.5 %, lo que coincide con la
bibliografia que indica que esta especie tiene una frecuencia de hasta un 85.0 %
[Bonifaz, 2010], en segundo lugar se tipifico C. tropicalis (8.9 %), después C. glabrata
(4.4 %) y por ultimo C. parapsilosis (2.2 %), s6lo en una muestra (Tabla 19, Grafica
XIIl), principales patdgenos reportados para inmunosuprimidos [Fujita et al., 1992;
Sendid et al., 2002]. En cinco cultivos C. albicans estuvo asociada a otra especie,
teniendo 45 aislados en 40 muestras.

Las muestras con C. albicans, C. tropicalis y C. glabrata tuvieron resultados positivos
para la prueba de antigeno, pero aunque sélo hubo una muestra con C. parapsilosis
ésta tuvo como resultado un falso negativo, lo que indica que para algunas especies
las pruebas no son tan especificas. 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 [Fujita et al., 1992; Lemieux et al., 1990; Rimek et

al., 2003; Sendid et al., 2003], pero no para C. guilliermondii, C. kefyr, C. krusei, C.
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norvogensis y C. parapsilosis [Ellis et al., 2009; Fujita et al., 2006]. La prueba de
anticuerpos funciona mejor con C. albicans, C. krusei y C. tropicalis [Bougnoux et al.,
1990; Fujita et al., 1992; Sendid et al., 2003]. Una de las explicaciones de ésto es
que el manano se encuentra en diferente concentracion entre especies [Masouka,
2004; Pontoén, 2006] y que el antigeno es reconocido por el anticuerpo monoclonal
EBCA-1 especifico para la fraccion acida de manano con residuos unidos por
enlaces q, presentes en C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis y en menor cantidad en
C. parapsilosis y C. krusei [Poulain et al., 1997; Sendid et al., 2004].

En los casos de candidosis local, con un cultivo de Candida sp, seis tuvieron
antigeno positivo y tres anticuerpo (Tabla 20), lo que indica la baja especificidad de
las pruebas vy, por lo tanto, deben ser correlacionadas con la clinica.

Denning et al. (1997) considera una candidosis diseminada cuando hay mas de un
sitio infectado; en los pacientes estudiados que tuvieron este fendbmeno, el antigeno
fue positivo en tres de ellos y el anticuerpo sélo en dos (Tabla 21). Los casos que
cursan con candiduria solo se pueden considerar como candidosis diseminada
cuando el paciente presenta fiebre, por esto, la deteccion de manano en suero es util
para el diagndstico de pielonefritis por Candida sp y para el monitoreo del tratamiento
[Tokunaga et al., 1993].

La clasificacion de la EORTC/MSG (Organizacion Europea para la Investigacion y el
Tratamiento del Cancer y el Grupo de Estudio de Micosis) divide a la enfermedad
invasiva fungica en probada, probable y posible. La probada requiere que el hongo
sea detectado histolégicamente o por cultivo. La probable necesita factores del

paciente (trasplantes sodlidos, inmunodeficiencias hereditarias, desordenes
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conectivos, agentes inmunosupresivos), signos y sintomas clinicos y evidencia
micoldgica. Y la posible incluye factores del hospedero y evidencia clinica sin soporte
micoldégico [De Pauw et al., 2008; Pacheco, 2008]. Sélo el 9.5 % de todos los
hemocultivos fueron positivos (Tabla 22) y estos casos se pueden catalogar como
candidosis invasiva probada.

En los casos de cultivos positivos de una muestra de sangre y de otro producto
bioldgico la prueba de antigeno coincidié en todos, mientras que el anticuerpo sélo
en dos de ellos (Tabla 23). Asi, se comprueba que en el paciente inmunosuprimido la
técnica de anticuerpos puede resultar en falso negativo; entonces la mejor opcion
sera la prueba de captura de manano. Sin embargo, puede no haber relacion entre la
gravedad de la infeccién y la cantidad de manano por la transitoriedad de la
mananemia [Tokunaga et al., 1993]. Se considera indicativo de mal prondstico
cuando la prueba de antigeno es muy alta y la de anticuerpo baja, algo similar se
presentd en dos casos, pero a pesar de esta observacion, los pacientes no
fallecieron [Ellis et al., 2009; Yera et al., 2001].

Diez y siete pacientes tuvieron dos o tres muestras de suero con intervalos de tiempo
diferentes. Se observan diversos comportamientos, algunos pacientes se
mantuvieron constantes con valores negativos o positivos respectivamente y otros
presentaron seroconversion (positivo a negativo y negativo a positivo) (Tabla 24). Por
esto, es importante que se trabajen muestras seriadas, la primera muestra debe ser
la basal (tomada cuando inicia el internamiento) y las subsecuentes reflejan la
variacion del manano en circulacion, porque su presencia es transitoria al ser

removido rapidamente por la formacién de complejos inmunes y por la endocitosis
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mediada por receptores de las células de Kupffer en el higado [Denning et al., 1997;
Fah Yeo et al., 2002; Gutiérrez et al., 1993; Lemieux et al., 1990; Mitsutake et al.,
1996; Morhart, 1994; Pontén, 2006; Sendid et al., 2002; Yera et al., 2001].

Es conocido que la técnica de captura de antigeno es la que presenta mayor
sensibilidad (S) y especificidad (E), reflejado en estudios previos que reportan
valores de S: 0.0-100 % y E: 61.0-100 % [Bougnoux et al., 1990; Ellis et al., 2009;
Fujita et al., 2006; Lopez et al., 2004; Rimek et al., 2003; Tokunaga et al., 1993;
Verduyn et al., 2004], lo cual coincide con los valores obtenidos en este estudio de S:
75.0 % y E: 70.0 %. Por el contrario, la técnica de anticuerpo tuvo valores de S: 31.2
% y E: 67.5 %, la especificidad si coincidié con lo reportado anteriormente (E: 18.4—
94.0 %), pero la sensibilidad estuvo muy por debajo de aquellos reportes (S: 53.0—
90.0 %) [Ellis et al., 2009; Loépez et al., 2004; Quindods et al., 2004]. Finalmente,
cuando se sumaron los resultados de las pruebas, se obtuvo S: 53.1 % y E: 68.7 % y
de acuerdo con varios autores [Ellis et al., 2009; Lopez et al., 2004; Quindés et al.,
2004; Sendid et al., 2003; Yera et al., 2001] estos porcentajes deben ser mas altos
que los resultados de las pruebas de manera individual (S: 80.0-95.4 % y E: 52.6—
100 %), lo que no sucedio en el estudio. Se tienen que considerar todas las variables
que pueden influenciar estos valores: edad, sexo, padecimiento de base, condicion
inmunoldgica y numero de muestras consecutivas [Ellis et al., 2009; Verduyn et al.,
2004]. En este caso las diferencias podrian ser debidas a la edad de los pacientes,
porque los reportes mencionados anteriormente corresponden a adultos.

El indice Kappa fue calculado para conocer la concordancia entre las pruebas

seroldgicas y los cultivos. La captura de antigeno frente a los cultivos obtuvo un
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indice de 0.11, lo que indica una concordancia insuficiente. La deteccién de
anticuerpo contra los cultivos tuvo un indice de 0.22, que corresponde a una
concordancia baja. Ambas pruebas presentaron valores muy bajos ya que el indice
de concordancia perfecta es 1.0.

En la prueba de antigeno pueden presentarse falsos negativos porque para una
reaccion positiva se requiere una gran carga fungica [Fah Yeo et al., 2002], ademas
existe la capacidad de la pared celular de modular y/o evadir la respuesta inmune del
hospedero, es decir, puede mostrar una variabilidad antigénica [Martinez et al.,
1998]. Un punto critico en la realizacion de la prueba de captura de antigeno sucede
en el momento del rompimiento de los complejos inmunes, cuando se liberan los
antigenos circulantes [Navarro et al., 1993]. La baja concentracién de manano en
suero, puede ser afectada por el aclaramiento mediado por anticuerpos y dar un falso
negativo [Gutiérrez et al., 1993; Lopez et al., 2004].

En la técnica de anticuerpos una consideracion importante es la colonizacion, ya que
la prueba no es capaz de diferenciar entre un paciente colonizado y uno infectado
[Bougnoux et al., 1990; Denning et al., 1997; Fah Yeo et al., 2002; Fujita et al., 2006],
esto se vio reflejado en 13 casos en donde se dio ese evento y se presentdé como
falso positivo. Varios estudios han mencionado que si la colonizacion es un factor de
riesgo para la candidemia ¢por qué no se toma como alerta un valor alto de
anticuerpos? [De Bernardis et al., 1993; Musial et al., 1988; Sendid et al., 2002]. Otro
factor es la diferencia de tiempo, entre la infeccion y la produccién de anticuerpos, lo
que hace que disminuya el valor de la prueba, a pesar de que el paciente sea capaz

de montar una respuesta inmune; debido a que en algunos casos los niveles de
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anticuerpos han descendido y las manifestaciones clinicas apenas inician [Denning
et al., 1997; Tokunaga et al., 1993]. Se puede explicar porque la técnica no distingue
entre una infeccion actual y una pasada [Mitsutake et al., 1996], frecuente en
pacientes inmunocomprometidos, en donde la respuesta inmunoldgica es retrasada,
reducida o ausente [Lopez et al., 2004; Pontdn, 2006; Quindds et al., 2004; Sendid et
al., 2002]. Sin embargo, hay que tomar en cuenta las ventajas de la determinacién de
anticuerpos, ya que al parecer los anti-manano son de las principales
inmunoglobulinas en el suero humano al estimular al sistema inmune como resultado
de colonizacién [Jones, 1990; Lopez et al., 2004; Martinez et al., 1998].

Estas no son las Unicas limitantes en los dos tipos de pruebas, también se presentan
reacciones cruzadas entre diferentes especies de hongos ambientales o comensales,
falta de estandarizacion de los métodos [Fah Yeo et al., 2002], ciclos congelacién—
descongelacion [Gutiérrez et al., 1993] y la amplitud de rangos entre los positivos, los
intermedios y los negativos [Ellis et al.; 2009].

Ademas, en el empleo de todas las herramientas diagndsticas utilizadas en el
laboratorio se tienen que tomar en cuenta otras ventajas y desventajas, por ejemplo:
los examenes directos son baratos, faciles y rapidos de realizar, pero requieren
experiencia y conocimiento de las estructuras microscopicas. Los cultivos también
son de bajo costo; sin embargo, se necesitan de tres a 10 dias para obtener
crecimiento y tipificar la cepa desarrollada. Las técnicas histopatologicas son
recursos mas costosos, porque las muestras requieren de procesamiento y tincion
especial, con la ventaja de tener el resultado en un dia. La reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR) tiene la ventaja de la alta sensibilidad y especificidad y de ser un
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proceso rapido; la desventaja es el alto costo, el equipo especializado y el personal
capacitado, lo cual hace que no sea una prueba muy utilizada como diagndstico
habitual en los laboratorios clinicos. Por ultimo, las pruebas seroldgicas a pesar de
ser de mayor costo, tienen la ventaja de dar resultados en cuatro horas como
maximo y el procedimiento es facil de realizar en cualquier laboratorio.

Por tal razén, como es discutido por varios autores, se deben tomar en cuenta ciertas
consideraciones para la realizacion de estas pruebas: monitorear la cinética de los
antigenos y anticuerpos para tener un conocimiento del comportamiento de las
diferentes formas clinicas de candidosis [Zoller et al., 1991], combinar dos 0 mas de
estos ensayos para aumentar la confiabilidad del diagnéstico [Fujita et al., 2006;
Pontén, 2006; Takazono et al., 2011], usar una técnica que detecte multiples
epitopos para incrementar la sensibilidad de captura del antigeno (compensando la
transitoriedad por la circulacion) [Poulain et al., 1997; Sendid et al., 2004],
correlacionar los resultados obtenidos con la clinica del paciente [Morhart et al.,
1994] y combinar los métodos tradicionales con estas pruebas para dar un mejor

resultado [Fah Yeo et al., 2002; Lopez et al., 2004].
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Conclusiones

= Las pruebas seroldgicas Platelia® Candida Plus (Bio—Rad®) tienen baja
especificidad para diferenciar entre una candidosis sistémica y una candidosis

local.

= Los resultados mas concordantes con la clinica se presentaron en pacientes
oncologicos (leucemia linfoide aguda y tumores sélidos), de cualquier edad y
factor de riesgo, con neutropenia y sin farmacos (antifungico, inmunosupresor

e inmunoglobulinas).

» El diagnostico de la candidosis diseminada solo es posible, cuando se trabajan
conjuntamente la clinica del paciente, las técnicas directas y las pruebas

seroldgicas.
» Es necesario la realizaciéon de mas estudios con mayor numero de pacientes y

muestras para comprobar la verdadera eficacia de estas pruebas serologicas

en pacientes pediatricos y asi apoyar el diagnéstico de candidosis sistémica.

44



9

Bibliografia

Las referencias estan ajustadas a las normas adoptadas por la U.S. National Lybrary

of Medicine.

Bonifaz A. Candidosis En: Micologia Médica Basica. McGrawHill; 2010. 279-
302 pp.

Bougnoux M, Hill C, Moissenet D, De Chauvin MF, Bonnay M, Vicens—Sprauel
I, Pietri F, McNeil M, Kaufman L, Dupouy—Camet J, Bohuon C, Andremont A.
Comparison of antibody, antigen, and metabolite assay for hospitalized
patients with disseminated or peripherial candidiasis. J Clin Microbiol 1990;
28:905-909.

Chaffin WL. Candida albicans cell wall proteins. Microbiol Mol Biol Rev 2008;
72:495-544.

De Bernardis F, Girmenia C, Boccanera M, Adriani D, Martino P, Cassone A.
Use of a monoclonal antibody in a dot immunobinding assay for detection of a
circulating mannoprotein of Candida spp. in neutropenic patients with invasive
candidiasis. J Clin Microbiol 1993; 31:3142-3146.

De Pauw B, Walsh TJ, Donnelly JP, Stevens DA, Edwards JE, Calandra T,
Pappas PG, Maertens J, Lortholary O, Kauffman CA, Denning DW, Patterson

TF, Maschmeyer G, Bille J, Dismukes WE, Herbrecht R, Hope WW, Kibbler

45



CC, Kullberg BJ, Marr KA, Munoz P, Odds FC, Perfect JR, Restrepo A,
Ruhnke M, Segal BH, Sobel JD, Sorrell TC, Viscoli C, Wingard JR, Zaoutis T,
Bennett JE. Revised definitions of invasive fungal disease from the European
Organization for Research and Treatment of Cancer/Invasive Fungal Infections
Cooperative Group and the National Institute of Allergy and Infectious
Diseases Mycoses Study Group (EORTC/MSG) Consensus Group. Clin Infect
Dis 2008; 46:1813-21.

Denning DW, Evans EGV, Kibbler CC, Richardson MD, Roberts MM, Rogers
TR, Warnock DW, Warren RE. Guidelines for the investigation of invasive
fungal infections in haematological malignancy and solid organ transplantation.
Eur J Clin Microbiol Infect Dis 1997; 16:424—436.

Ellis M, Al-Ramadi B, Bernsen R, Kristensen J, Alizadeh H, Hedstrom U.
Prospective evaluation of mannan and anti-mannan antibodies for diagnosis of
invasive Candida infections in patients with neutropenic fever. J Med Microbiol
2009; 58:606—615.

Fah Yeo S, Wong B. Current status of nonculture methods for diagnosis of
invasive fungal infections. Clin Microbiol Rev 2002; 15:465-484.

Faille C, Mackenzie DWR, Michalski JC, Poulain D. Evaluation of an enzyme
immunoassay using neoglycolipids constructed from Candida albicans
oligomannosides to define the specificity of anti-mannan antibodies. Eur J Clin

Microbiol Infect Dis 1992; 11:438—446.

46



Fondo de Naciones Unidas para la Infancia (UNICEF). Online Suministros y
logistica (Fecha de acceso: 25-11-2011). Disponible en:
http://www.unicef.org/spanish/supply/index_53571.html.

Foros VI. Online Organos y células que defienden al cuerpo contra infecciones
(Fecha de acceso: 07-12-2011). Disponible en:
http://www.vi.cl/foro/topic/5698-enfermedades-autoinmunes-capitulos-de-
inmunologa-apuntes-entendiendo-al-sistemainmunolgico/page st 60>.
Fujita S, Hashimoto T. Detection of serum Candida antigens by enzyme-linked
immunosorbent assay and a latex agglutination test with anti-Candida albicans
and anti—-Candida krusei antibodies. J Clin Microbiol 1992; 30:3132-3137.
Fujita S, Takamura T, Nagahara M, Hashimoto T. Evaluation of a newly
developed down—flow immunoassay for detection of serum mannan antigens
in patients with candidaemia. J Med Microbiol 2006; 55:537-543.

Gutiérrez J, Maroto C, Piédrola G, Martin E, Pérez JA. Circulating Candida
antigens and antibodies: useful markers of candidemia. J Clin Microbiol 1993;
31:2550-2552.

Han Y, Ulrich MA, Cutler JE. Candida albicans mannan extract—protein
conjugates induce a protective immune response against experimental
candidiasis. J Infect Dis 1999; 179:1477-84.

Insertos Platelia® Candida Plus (Bio—Rad®).

Jones JM. Laboratory diagnosis of invasive candidiasis. Clin Microbiol Rev

1990; 3:32-45.

47



Lemieux C, St—germain G, Vincelette J, Kaufman L, De Repentigny L.
Collaborative evaluation of antigen detection by a comercial latex agglutination
test and enzyme immunoassay in the diagnosis of invasive candidiasis. J Clin
Microbiol 1990; 28:249-253.

Lépez—Ribot JL, Casanova M, Murgui A, Martinez JP. Antibody response to
Candida albicans cell wall antigens. Immunol Med Microbiol 2004; 41:187—
196.

Marin Pulgarin EM, Rincén Triana LT. Utilidad clinica de la deteccion del
antigeno de manano para diagnostico de candidiasis invasiva en pacientes
oncoldgicos [tesis]. Bogota (Colombia). Pontificia Universidad Javeriana; 2009.
Martinez JP, Gil ML, Lépez—Ribot JL, Chaffin WL. Serologic response to cell
wall mannoproteins and proteins of Candida albicans. Clin Microbiol Rev 1998;
11:121-141.

Masouka J. Surface glycans of Candida albicans and other pathogenic fungi:
physiological roles, clinical uses, and experimental challenges. Clin Microbiol
Rev 2004; 17:281-310.

Morhart M, Rennie R, Ziola B, Bow E, Louie TJ. Evaluation of enzyme
immunoassay for Candida cytoplasmic antigens in neutropenic cancer
patients. J Clin Microbiol 1994; 32:766—776.

Mitsutake K, Miyazaki T, Tashiro T, Yamamoto Y, Kakeya H, Otsubo T,
Kawamura S, Hossain MA, Noda T, Hirakata Y, Kohno S. Enolase antigen,
mannan antigen, Cand-Tec antigen, and p—glucan in patients with

candidemia. J Clin Microbiol 1996; 34:1918—1921.

48



Musial CE, Cockerill 1l FR, Roberts GD. Fungal infections of the
immunocompromised host: clinical and laboratory aspects. Clin Microbiol Rev
1988; 1:349-364.

Navarro D, Monzonis E, Lépez—Ribot JL, Sepulveda P, Casanova M, Nogueira
JM, Martinez JP. Diagnosis of systemic candidiasis by enzyme immunoassay
detection of specific antibodies to mycelial phase cell wall and cytoplasmic
candidal antigens. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 1993; 12:839-846.

Nelson RD, Shibata N, Podzorski RP, Herron M. Candida mannan: chemistry,
suppression of cell-mediated immunity, and possible mechanisms of action.
Clin Microbiol Rev 1991; 4:1-19.

Pacheco Silva AL. Valor diagnéstico del titulo serolégico del manano de
Candida y la proteina C reactiva en pacientes con neoplasia hematolinfoide y
neutropenia con factor de riesgo de candidiasis invasiva [tesis]. Bogota
(Colombia). Pontificia Universidad Javeriana; 2008.

Paulovicova E, Bystricky S, Machova E, Bujdakova H. Immune responsiveness
of a novel peptidoglycan conjugate prepared from surface Candida
immunogens: mannan and CR3-related protein. Immunol Med Microbiol 2008;
53:421-428.

Phillips P, Dowd A, Jewesson P, Radigan G, Tweeddale MG, Clarke A, Geere
I, Kelly M. Nonvalue of antigen detection immunoassay for diagnosis of

candidemia. J Clin Microbiol 1990; 28:2320—-2326.

49



Pontén J. El diagndstico microbiolégico independiente del cultivo en la
candidiasis invasora. Importancia de los marcadores fungicos. Rev Iberoam
Micol 2006; 23:20-25.

Poulain D, Jouault T. Candida albicans cell wall glycans, host receptors and
responses: elements for a decisive crosstalk. Curr Opin Microbiol 2004; 7:342—
349.

Poulain D, Robert R, Mesnard F, Sendid B, Lepage G, Camus D. Clearances
of Candida albicans derived a— and p-linked mannose residues in sera from
patients with candidiasis. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 1997; 16:16-20.
Quindés G, Moragues MD, Ponton J. Is there a role for antibody testing in the
diagnosis of invasive candidiasis? Rev Iberoam Micol 2004; 21:10-14.

Reboli AC. Diagnosis of invasive candidiasis by a dot immunobinding assay for
Candida antigen detection. J Clin Microbiol 1993; 31:518-523.

Rimek D, Singh J, Kappe R. Cross-reactivity of the PLATELIA CANDIDA
antigen detection enzyme immunoassay with fungal antigen extracts. J Clin
Microbiol 2003; 41:3395-3398.

Romani L. Immunity to Candida albicans: Th1, Th2 cells and beyond. Curr
Opin Microbiol 1999; 2:363-367.

Sendid B, Caillot D, Baccouch—Humbert B, Klingspor L, Grandjean M, Bonnin
A, Poulain D. Contribution of the Platelia Candida—specific antibody and
antigen tests to early diagnosis of systemic Candida tropicalis infection in

neutropenic adults. J Clin Microbiol 2003; 41:4551-4558.

50



Sendid B, Jouault T, Coudriau R, Camus D, Odds F, Tabouret M, Poulain D.
Increased sensitivity of mannanemia detection tests by joint detection of o—
and B-linked oligomannosides during experimental and human systemic
candidiasis. J Clin Microbiol 2004; 42:164—171.

Sendid B, Poirot JL, Tabouret M, Bonnin A, Caillot D, Camus D, Poulain D.
Combined detection of mannanaemia and antimannan antibodies as a strategy
for the diagnosis of systemic infection caused by pathogenic Candida species.
J Med Microbiol 2002; 51:433-442.

Sendid B, Tabouret M, Poirot JL, Mathieu D, Fruit J, Poulain D. New enzyme
immunoassays for sensitive detection of circulating Candida albicans mannan
and antimannan antibodies: useful combined test for diagnosis of systemic
candidiasis. J Clin Microbiol 1999; 37:1510-1517.

Takazono T, Izumikawa K, Nagayoshi Y, Tanaka A, Mihara T, Kosai K, Saijo T,
Imamura Y, Miyazaki T, Seki M, Kakeya H, Yamamoto Y, Yanagihara K,
Kamihira S, Kohno S. Evaluation of the Cica Fungi Test Candida, a novel
serum Candida mannan antigen kit, and its comparison with Cand-Tec in
candidemia patients. Jpn J Infect Dis 2011; 64:116-120.

Tokunaga S, Ohkawa M, Takashima M. Diagnostic value of determination of
serum mannan concentrations in patients with candiduria. Eur J Clin Microbiol
Infect Dis 1993; 12:542-545.

Van de Veerdonk FL, Netea MG, Joosten LA, Van der Meer JWM, Kullberg BJ.
Novel strategies for the prevention and treatment of Candida infections: the

potencial of immunotheraphy. Microbiol Rev 2010; 34:1063-1075.

51



Verduyn Lunel FM, Voss A, Kuijper EJ, Gelinck LBS, Hoogerbrugge PM, Liem
KL, Kullberg BJ, Verweij PE. Detection of the Candida antigen mannan in
cerebrospinal fluid specimens from patients suspected of having Candida
meningitis. J Clin Microbiol 2004; 42:867—-870.

Wheat LJ. Approach to the diagnosis of invasive aspergillosis and candidiasis.
Clin Chest Med 2009; 30:367-377.

White PL, Archer AE, Barnes RA. Comparison of non—culture—based methods
for detection of systemic fungal infections, with an emphasis on invasive
Candida infections. J Clin Microbiol 2005; 43:2181-2187.

Yera H, Sendid B, Francois N, Camus D, Poulain D. Contribution of serological
tests and blood culture to the early diagnosis of systemic candidiasis. Eur J
Clin Microbiol Infect Dis 2001; 20:864—-870.

Zoller L, Kramer |, Kappe R, Sonntag HG. Enzyme immunoassay for invasive
Candida infections: reactivity of somatic antigens of Candida albicans. J Clin

Microbiol 1991; 29:1860-1867.

52



	Portada

	Índice
	1. Resumen
	2. Introducción
	3. Justificación
	4. Objetivos e Hipótesis
	5. Material y Métodos
	6. Resultados
	7. Discusión de Resultados

	8. Conclusiones
	9. Bibliografía

