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El diagnostico microbioldgico
independiente del cultivo en la
candidiasis invasora. Importancia de
los marcadores fiingicos
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La utilidad de los marcadores seroldgicos en el diagnéstico de la candidiasis
invasora pasa por detectar la infeccion por las distintas especies del género
Candida y diferenciar cuando estos hongos se encuentran como colonizadores y
cuando se encuentran causando una infeccion invasora. Esta diferenciacion se
ha intentado detectando antigenos, anticuerpos y otros componentes de
Candida en el suero de los pacientes. En este articulo se revisan los antigenos,
anticuerpos y otros componentes de Candida que son de utilidad en el diagnés-
tico de laboratorio de la candidiasis invasora en pacientes criticos no neutropéni-
Cos.
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Microbiological non-culture methods for the
diagnosis of invasive candidiasis: usefulness
of surrogate markers

The usefulness of surrogate markers in the diagnosis of invasive candidiasis is
based on their ability to detect the infection caused by the different Candida spp.
and to differentiate when the fungus is a colonizer or it is causing an invasive
disease. This differentiation has been tried by detecting antigens, antibodies and
other Candida components in the patient's sera. In this paper we will review the
antigens, antibodies and other Candida components which may be useful in the
laboratory diagnosis of invasive candidiasis in the non-neutropenic critically ill
patient.

Invasive candididasis, ICU, Diagnosis, Non-culture-methods, Antigens,
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En el diagndstico microbioldgico de la candidiasis
invasora (CI) utilizando métodos independientes del culti-
vo se han utilizado un gran nimero de marcadores aprove-
chando la complejidad de la composicidn antigénica de
Candida albicans. Estos componentes forman parte de las
distintas estructuras del hongo, pero se encuentran bdsica-
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mente en dos localizaciones: el citoplasma y la pared celu-
lar (Figura 1). Aunque los extractos citopldsmicos contie-
nen un gran nimero de antigenos, los mds importantes
para el diagnéstico seroldgico de la CI son la enolasa y un
antigeno de 47 kDa, que es un fragmento de una proteina
de choque térmico de 90 kDa (HSP 90) [20,47].

La pared celular es la estructura mds externa de
C. albicans y contiene un gran nimero de antigenos capa-
ces de estimular potentes respuestas inmunolégicas [37].
Entre todos los antigenos de la pared celular debemos
resaltar, por su interés digandstico, el manano, un polisa-
carido muy abundante en las levaduras y los micelios de
C. albicans y un antigeno de alto peso molecular
(>260 kDa) que es especifico del micelio [33]. La estruc-
tura del manano es compleja y esta constituida por unida-
des de manosa que forman cadenas centrales largas unidas
entre si por enlaces o-1—6 y cadenas laterales cortas de
unidades de manosa unidas entre si por enlaces B-1—52y
o-1—2. Por ultimo, los componentes no antigenicos que
se liberan durante la infeccidon y que pueden ser de utili-
dad diagndstica incluyen el D-arabinitol, el B-1—3 gluca-
noy el ADN (Figura 1).
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Figura 1. Principales componentes del micelio (A) y la levadura (B) de C. albicans de utilidad
en el diagnostico serolégico de la candidiasis invasora. Adaptado de Pontén [32].

La utilidad de los marcadores serolégicos en el
diagnostico de la CI pasa por detectar la infeccién por las
distintas especies del género Candida y diferenciar cuan-
do estos hongos se encuentran como colonizadores y
cuando se encuentran causando una infeccién invasora.
Esta diferenciacion se ha intentado detectando antigenos,
anticuerpos y otros componentes de Candida en el suero
de los pacientes.

Deteccion de antigeno en el paciente critico con CI

Desde el afio 1976, en el que se publicé el primer
trabajo sobre la deteccidn de antigeno en pacientes con
candidasis invasora, se han producido avances importan-
tes en este campo. En general, se han desarrollado técni-
cas mas sensibles y se ha pasado de la deteccién conjunta
de varios antigenos a la deteccién de antigenos circulantes
especificos e incluso epitopos especificos de esos antige-
nos. Sin embargo, no existe todavia una técnica aceptada
universalmente [32].

El primero de los antigenos detectados en el diag-
nostico serolégico de la candidiasis invasora fue el mana-
no. Este antigeno presenta una serie de caracteristicas que
deben de tenerse en cuenta en los estudios seroldgicos. En
primer lugar, es un polisacdrido que se encuentra en la
pared celular de la mayoria de las especies del género
Candida de importancia médica, aunque la capacidad de

deteccion de este antigeno en diferentes especies es varia-
ble debido a su diferente contenido en manano. Ademas,
aunque normalmente se encuentra formando complejos
con los anticuerpos anti-manano presentes en el suero de
la mayoria de las personas, su naturaleza polisacarida per-
mite la disociacién de estos complejos utilizando enzimas
proteoliticas o calentamientos que destruyen los anticuer-
pos y dejan libre el manano para ser detectado. Por ulti-
mo, el manano es eliminado rdpidamente de la
circulacién, por lo que se hace necesario el estudio de
muestras seriadas de un mismo paciente para aumentar
sus posibilidades de deteccion.

Los estudios iniciales realizados con pruebas expe-
rimentales desarrolladas en laboratorios de investigacion
demostraron que la deteccién de manano en pacientes con
CI permitieron un diagnéstico especifico pero poco sensi-
ble, debido a la corta duracién de la mananemia. La
mayoria de los trabajos se han realizado en pacientes neu-
tropénicos con enfermedades hematolégicas o en grupos
mixtos que incluyen pacientes hematologicos y pacientes
quirdrgicos, pero en esta revision nos centraremos en
pacientes criticos no neutropénicos (Tabla 1).
Recientemente se ha publicado que la deteccién de mana-
no en LCR puede ser ttil en el diagnéstico de la meningi-
tis por Candida [52].

A pesar de los diferentes antigenos estudiados, la
deteccion de antigeno en pacientes con CI no ha permitido
solucionar el problema diagndstico que presenta esta

Tabla 1. Sensibilidad y especificidad de las pruebas que detectan antigeno en pacientes no neutropénicos con CI.

Prueba Antigeno Sensibilidad Especificidad Tipo Qe Referencia

(%) (%) estudio
Pastorex Candida Manano 52,6 100,0 R Herent et al. [15]
Pastorex Candida Manano 0,0 0,0 R Gutiérrez et al. [11]
Pastorex Candida Manano 65,6 88,9 R Pontén [31]
Pastorex Candida Manano 25,6 100,0 R Mitsutake et al. [22]
No comercializada Manano B-1-2 35,0 100,0 R Poulain et al. [38]
No comercializada Manano o-1—2 35,0 100,0 R Poulain et al. [38]
No comercializada Manano y otros 96,7 98,8 R Burnie [4]
No comercializada HSP90 87,5 92,8 R Matthews y Burnie [19]
Candigen Enolasa 13,0 100,0 R Elsayed et al. [7]
No comercializada Enolasa 71,8 100,0 R Mitsutake et al. [22]

R: retrospectivo
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micosis y no existe una prueba aceptada universalmente.
La deteccién de manano parece ser mds sensible y especi-
fica que el Cand-Tec [1,17,25]. La comercializacién de
pruebas para la deteccidn de antigenos de Candida debe-
ria de haber facilitado el diagnéstico seroldgico de la CI al
disponerse de pruebas estandarizadas. Sin embargo, los
resultados obtenidos hasta el momento son poco esperan-
zadores, al haberse retirado del mercado varias pruebas, y
las que quedan, han presentado bastante variabilidad en
las evaluaciones realizadas. Dado que la antigenemia en
los pacientes con CI es transitoria, es posible que se nece-
site la combinacién de técnicas que detecten diferentes
antigenos o epitopos para aumentar la sensibilidad diag-
noéstica, como se ha demostrado en varios estudios
[16,22,35,38].

Deteccion de anticuerpos en el paciente critico con CI

A pesar de la larga experiencia acumulada en este
campo, en los dltimos afios se ha cuestionado la utilidad
de la deteccién de anticuerpos anti-Candida en pacientes
con CI debido a que puede presentar dos limitaciones
importantes: 1) la deteccidn de titulos altos de anticuerpos
en pacientes que estdn solamente colonizados por
Candida y 2) la respuesta de anticuerpos puede estar retra-
sada, reducida o no existir en pacientes inmunocompro-
metidos. Sin embargo, estos problemas podrian resolverse
eligiendo los antigenos apropiados y utilizando técnicas lo
suficientemente sensibles para detectar titulos bajos de
anticuerpos.

Los primeros antigenos utilizados en la deteccion
de anticuerpos en pacientes con CI utilizaban células com-
pletas de Candida o extractos antigénicos muy complejos
que siempre inclufan mananos. En estos trabajos se detec-
taban fundamentalmente anticuerpos anti-manano que
estaban presentes en pacientes con CI, pero también en
pacientes sin infeccién por Candida, e incluso en indivi-
duos sanos, lo que reducia de forma muy importante la
especificidad de las pruebas [31]. Sin embargo, pese a la
baja especificidad que presenta la deteccién de anticuer-
pos anti-manano, estos anticuerpos pueden tener utilidad
en el diagnéstico y seguimiento de los pacientes con CI, si
se estudia la evolucién de los titulos de anticuerpos en
muestras seriadas de un mismo paciente. La deteccion
seriada de estos anticuerpos también es de utilidad en el
seguimiento de pacientes inmunocomprometidos con
CI[51].

Los intentos para solucionar el problema de la baja
especificidad observada en la deteccion de anticuerpos
anti-manano incluyeron la deteccidn de anticuerpos frente
a antigenos del citoplasma o especificos de la fase fila-
mentosa de C. albicans. En el caso de los antigenos cito-
pldsmicos, la eliminacién del manano de los extractos

antigénicos y la identificacién de antigenos inmunodomi-
nantes que no contienen manano ha abierto nuevas pers-
pectivas en el diagndstico serolégico de la CI
(Tabla 2) [16,35].

El aumento de la especificidad del diagndstico
serolégico de la CI también se ha intentado utilizando
antigenos de la fase micelial de C. albicans, ya que la fase
micelial facilita la penetracion del hongo en los tejidos y
por tanto, los anticuerpos contra los antigenos de esta fase
morfolégica podrian ser un marcador de la invasién tisu-
lar. Nuestro grupo ha estudiado la utilidad de la deteccién
de los anticuerpos anti-micelio para identificar los pacien-
tes con CI (Figura 2) [36,39-42]. Utilizando una técnica
de inmunofluorescencia indirecta con el suero adsorbido
para eliminar los anticuerpos antimicelio, Quindés et al.
[39,41] obtuvieron una sensibilidad del 77-89% y una
especificidad del 91-100% en el diagnostico de la CI en
varios grupos de pacientes, incluyendo pacientes inmuno-
comprometidos (Tabla 2).

En un estudio prospectivo realizado en pacientes
ingresados en una Unidad de Cuidados Intensivos, se ha
observado que la deteccion de anticuerpos anti-micelio se
correlaciona bien con los datos microbiolégicos y clinicos
de los pacientes con CI y que puede ser utilizada en el
diagndstico y seguimiento de la candidiasis invasora en la
UCI, ya que estos anticuerpos se detectan antes que exista
una evidencia microbioldgica de la infeccién y su titulo
disminuye cuando el tratamiento antifingico tiene
éxito [16]. La utilizacién de los antigenos purificados
especificos de la fase micelial de C. albicans puede ser la
base del desarrollo de nuevas pruebas serolégicas. Lain et
al. [18] han utilizado el antigeno recombinante Hwpl de
la pared celular de C. albicans en un ELISA para detectar
la presencia de anticuerpos en pacientes con CI. En este
estudio se obtuvo una sensibilidad del 88,9%, y una
especificidad del 82,6% en el diagndstico de la CI, sin
tener que adsorber el suero para eliminar los anticuerpos
anti-manano.

Deteccion de otros marcadores en el paciente
critico con CI

En los dltimos afos se estdn realizando avances
importantes en la deteccion de marcadores séricos de la CI
diferentes de los antigenos y anticuerpos. Entre ellos
debemos destacar el D-arabinitol y el (1—3)-f-D-glucano.

El D-arabinitol es un metabolito producido por
C. albicans, Candida tropicalis, Candida parapsilosis y
Candida kefyr que puede detectarse utilizando cromato-
graffa de gas-liquido en el suero y orina de pacientes con
CI, aunque requiere técnicas complejas que hacen su
deteccién poco practica (Tabla 3).

Tabla 2. Sensibilidad y especificidad de las pruebas que detectan anticuerpos en pacientes no neutropénicos con Cl.

Prueba Antigeno Sensibilidad Especificidad Tipo Qe Referencia

(%) (%) estudio
No comercializada Citoplasmico 70,0 85,7 R Van Deventer et al. [50]
No comercializada HSP90 92,0 62,0 R Matthews et al. [20]
No comercializada Enolasa 50,0 86,0 R Van Deventer et al. [50]
No comercializada Enolasa 92,5 95,0 R Mitsutake et al. [21]
Syscan3 Enolasa 74,0 75,0 R Philip et al. [29]
No comercializada Micelio 77-89 91-100 R Quindés et al. [39,41]
No comercializada Micelio 75,0 100 R Torres-Rodriguez et al. [49]
Candida albicans IFA 1gG Micelio 84,4 94,7 P/R Moragues et al. [24]
No comercializada Micelio 78,0 82,0 R Berdin et al. [2]

R: retrospectivo, P/R: sueros obtenidos prospectivamente, pero estudiados retrospectivamente



Figura 2. Anticuerpos anti-micelio de C. albicans. Adaptado de
Pontén y cols. [34].

Puesto que se han detectado niveles elevados de D-
arabinitol en pacientes con fallo renal y el D-arabinitol se
aclara por los rifiones al mismo ritmo que la creatinina, la
proporcién arabinitol/creatinina corrige las variaciones en
el suero de D-arabinitol debidas a la funcién renal. Es
posible diferenciar el arabinitol producido por Candida
del arabinitol generalmente encontrado en humanos, ya
que Candida produce solamente D-arabinitol, mientras
que los humanos producen sélo L-arabinitol, por lo que la
proporcién D-arabinitol/L-arabinitol es ttil para diferen-
ciar pacientes con CI de los que tienen fallo renal [43]. La
proporcién D-arabinitol/L-arabinitol en orina puede ser un
marcador temprano de la CIL.

Ademas del manano, el glucano es un componente
importante de la pared celular que se libera durante la
infeccién y puede detectarse (1—3)-B-D-glucano en el
plasma. Aunque no es especifico de la CI, puede utilizarse
en el diagnéstico de varias micosis, incluida la CI. EI ser
humano carece de glucanasas para digerir el (1—3)-B-D-
glucano y por tanto, la eliminacién de este metabolito es
lenta [13]. La evaluacién preliminar de la técnica ha mos-
trado una sensibilidad mayor que el 78% y una especifici-
dad mayor del 87,5% en el diagnéstico de la candidemia
(Tabla 3) y Odabasi et al. [27] han observado que el
(1—3)-B-D-glucano se positiviza una media de diez dias
antes que el diagnéstico clinico. Se han detectado resulta-
dos falsos-positivos en pacientes en tratamiento con
hemodidlisis con aparatos que tengan membranas de celu-
losa, asi como aquellos tratados con albimina o productos
de globulinas, agentes anti-cancerosos (lentinan, crestin y
sizofuran) y ciertos antibiéticos [13]. Sin embargo, Digby
et al. [6] no han encontrado dtil la deteccién de (1—3)-f-
D-glucano para diferenciar la infeccién fiingica invasora
de la infeccién bacteriana en pacientes criticos. Este estu-
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dio, aunque se realizé prospectivamente, solamente anali-
z6 una muestra de cada paciente, lo que puede haber dis-
minuido notablemente la sensibilidad de la prueba y
algunos de los subgrupos de pacientes eran demasiado
pequefios para obtener conclusiones significativas. La
deteccién de (1—3)-B-D-glucano se ha utilizado también
para seleccionar pacientes quirdirgicos con colonizacién
por Candida que podrian beneficiarse de un tratamiento
antifiingico empirico, ya que el 47% de los pacientes que
tenfan (1—3)-B-D-glucano respondieron al tratamiento
empirico con fluconazol [48].

Combinacion de pruebas

En general, las combinaciones de varias pruebas
pueden ser utiles para superar las deficiencias de cada
prueba individual. Se han intentado combinaciones de
pruebas que incluyen la deteccién de anticuerpos y antige-
nos [9,12,44,46], antigenos y componentes no antigénicos
[5,13,22] y anticuerpos, antigenos y componentes no anti-
génicos [3,30]. Las combinaciones tan diversas de pruebas
utilizadas en cada estudio individual hace las comparacio-
nes entre estudios dificil, pero las combinaciones de prue-
bas que detectan anticuerpos y antigenos han mostrado
que puede mejorarse el diagndstico de la CI [9,44,46].

La utilizacién de anticuerpos monoclonales que
reconocen epitopos especificos de los antigenos puede
mejorar el diagndstico seroldgico de la CI. Empleando dos
anticuerpos monoclonales, uno que reconoce epitopos oli-
gomanosidicos con enlaces -1—2 y otro con enlaces
a-1—2, se ha observado una baja sensibilidad individual
del 35%, pero la deteccién de los dos antigenos permitié
una sensibilidad del 50% [38] (Tabla 1). La deteccion de
estos antigenos en algunos pacientes fue posible antes de
que existiese una evidencia microbioldgica de la candidia-
sis, demostrandose la transitoriedad de la mananemia en
los pacientes con CI y que la antigenemia puede ser nega-
tiva para un antigeno que posea un epitopo oligomanosidi-
co 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 diagndstica al
compensar la transitoriedad de la antigenemia de cada uno
de los epitopos del manano. Basicamente, estos resultados
se han confirmado en un estudio posterior [45].

La necesidad de una combinacién de pruebas es
evidente cuando un antigeno especifico y anticuerpos con-
tra este antigeno se detectan en el mismo paciente, ya que
los anticuerpos pueden facilitar el aclaramiento de los

Tabla 3. Sensibilidad y especificidad de las pruebas que detectan componentes no antigénicos en pacientes no neutropénicos con ClI.

Prueba Antigeno Sensibilidad Especificidad Tipo qe Referencia

(%) (%) estudio
No comercializada D-arabinitol 56,3 60,0 R Eng et al. [8]
No comercializada D-arabinitol 45,5 76,2 NA Bougnoux et al. [3]
No comercializada D/L-arabinitol 83,3 100,0 R Roboz et al. [43]
No comercializada D-arabinitol/Creatinina 50,0 91,0 R Fujita et al. [10]
FungiTec G B-1,3-D-glucano 78,0 95,5 R Kohno et al. [14]
FungiTec G B-1,3-D-glucano 100,0 100,0 R Miyazaki et al. [23]
FungiTec G B-1,3-D-glucano 90,0 100,0 R Obayashi et al. [26]
FungiTec G B-1,3-D-glucano 84,4 87,5 P Chryssanthou et al. [5]
FungiTec G B-1,3-D-glucano 50,0 58,3 R Mitsutake et al. [22]
Fungitell B-1,3-D-glucano 60-100 90-99 P Odabasi et al. [27]
Fungitell B-1,3-D-glucano 81,3 87,1 R Ostrosky-Zeichner et al. [28]

R: retrospectivo, P: prospectivo; NA: no aplicable
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antigenos. La deteccién de manano y anticuerpos anti-
manano se complementa en pacientes con CI. El diagnds-
tico de la candidemia se mejora cuando se utilizan varias
combinaciones de tests incluyendo la deteccién de mana-
no y anticuerpos anti-manano [44,46], (1—3)-B-D-gluca-
no y manano [22,14] y enolasa y
(1-3)-B-D-glucano [22]. Platenkamp et al. [30] comuni-
caron una sensibilidad del 77% y una especificidad del
100 al combinar la deteccién de un anticuerpo, un antige-
no y D-arabinitol para diferenciar la CI de la colonizacién
por Candida en pacientes inmunocomprometidos. Sin
embargo, Bougnoux et al. [3] no encontraron ttil la com-
binacién de un anticuerpo, antigeno y D-arabinitol para
diferenciar la CI de la candidiasis superficial.

Conclusiones

El diagnéstico de la CI utilizando métodos inde-
pendientes del cultivo puede ser de utilidad en el paciente
critico febril que presenta hemocultivos negativos y facto-
res de riesgo para desarrollar esta infeccidn fingica, as{
como para el seguimiento de la respuesta al tratamiento.
Hasta el momento, los métodos desarrollados para el diag-
nostico serolégico no han alcanzado una distribucién
generalizada por su baja sensibilidad en muestras tnicas y
el lento desarrollo de nuevas pruebas comercializadas. Sin
embargo, el diagndstico de la CI podria beneficiarse del
desarrollo de nuevas pruebas comercializadas, basadas en
la deteccion de antigenos y anticuerpos de Candida. Entre
los antigenos potencialmente interesantes se encuentran la
enolasa y algunos epitopos del manano y entre los anti-
cuerpos deben destacarse aquellos dirigidos contra antige-
nos de la fase micelial [16].

A diferencia de lo que ocurre en el diagnéstico
serolégico de la meningoencefalitis criptocdcica, para el
que existe una prueba de aglutinacién de particulas de
latex que permite detectar el polisacdrido capsular de
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detecte un antigeno o un anticuerpo. Por el contrario, dada
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