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Avances y limitaciones del
diagnostico precoz de las infecciones
invasoras causadas por levaduras
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Resumen

En los ultimos afios los principales avances en el diagnéstico serologico de

las micosis por hongos levaduriformes se han producido en el campo

de la deteccién de anticuerpos y de (1-3)-B-D-glucano. La comercializacion de
la prueba Candida albicans IFA IgG y la deteccidén de anticuerpos frente a los
antigenos recombinantes Hwp1 y enolasa son las aportaciones mas
importantes en el primero de los campos. La deteccion de (1-3)-B-D-glucano
se confirma como un buen marcador para el diagnéstico de la candidiasis
invasora. Los estudios mas recientes sugieren que sera necesaria la
combinacion de dos técnicas que detecten antigeno, anticuerpos,
(1-3)-B-D-glucano y ADN para optimizar el diagnéstico de las infecciones
sistémicas por levaduras.
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Advances and limitations in the early diagnosis of
invasive yeasts infections

Summary

In the last years, the main advances in the serological diagnosis of mycoses

caused by yeasts have occurred in the area of antibody and (1-3)-B-D-glucan
detection. Commercialization of the Candida albicans IFA 1gG test and
detection of antibodies against recombinant antigens Hwp1 and enolase

are the most important contributions to the first area. Detection of
(1-8)-B-D-glucan confirms its usefullness as a good marker for the diagnosis
of invasive candidiasis. The most recent studies suggest that combination of
two tests to detect antigen, antibodies, (1-3)-B-D-glucan and DNA will be
needed to optimize the diagnosis of systemic yeast infections.
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Incidencia de las infecciones por hongos
levaduriformes

Las micosis por hongos levaduriformes constituyen
las infecciones mds importantes causadas por hongos en el
ser humano. Los agentes etiolégicos de estas micosis son
numerosos, destacando Candida spp., Cryptococcus neo-
formans, Trichosporon spp. y Saccharomyces spp. Su inci-
dencia global se desconoce, pero existen datos que indican
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que estd aumentando en los tltimos afios [33]. Sin embar-
g0, se han descrito descensos en la incidencia de las mico-
sis sistémicas por hongos levaduriformes en pacientes tras-
plantados, en los que estd aumentando la incidencia de
micosis por hongos filamentosos [17,38].

La candidiasis invasora es la micosis sistémica por
hongos levaduriformes mds importante en nuestro pais,
siendo la quinta causa de las bacteriemias en el estudio
EPINE realizado entre los afios 1990 y 1999 [2]. Estas in-
fecciones se asocian con una alta mortalidad, que oscila en
el mismo hospital del 38% entre los afios 1983 y 1986 al
499% entre 1997 y 2001 [11,42]. La utilizacién profildctica
o anticipada de antifingicos estd produciendo cambios
importantes en la incidencia de las candidiasis. Asi, aun-
que el nimero de personas con riesgo de desarrollar una
candidemia contintia aumentando en los hospitales actua-
les y la incidencia global de la candidemia estd aumentando
desde la década de 1980, la incidencia de la candidemia
por Candida albicans estd disminuyendo en algunos hos-
pitales pero estd aumentando la de la infeccion por Can-
dida glabrata, Candida parapsilosis y Candida krusei [33-
35]. Todos estos cambios epidemiolégicos deben ser
tenidos en cuenta al analizar el diagndstico de las micosis
sistémicas causadas por hongos levaduriformes.
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El diagnéstico de laboratorio de las micosis
por hongos levaduriformes

El diagnéstico tradicional de las micosis por hon-
gos levaduriformes se basa en la observacién directa, el
cultivo y la serologia [28]. El diagnéstico serolégico se
basa en la deteccion de diversos componentes flingicos
que se liberan durante la infeccién (Figura 1) y de la res-
puesta de anticuerpos que se produce contra ellos [25,29].

Avances en el diagnodstico temprano de las micosis
por levaduras mediante la deteccion de antigenos

Tras un periodo en el que se realizaron muchos
estudios sobre la utilidad de la deteccion de diversos com-
ponentes antigénicos en el diagndstico de la candidiasis
invasora, en los dltimos afios se han producido muy pocos
avances en este campo. La mayoria de los escasos trabajos
en los que se detectan antigenos de Candida con fines
diagnésticos se ha realizado en combinacién con la detec-
cién de anticuerpos y serdn comentados en un apartado
posterior.

Practicamente todos los estudios sobre deteccion de
antigeno en pacientes con candidiasis invasora se realizan
en la actualidad con la prueba Platelia Candida Ag. Esta
prueba es un ELISA que detecta manano, el antigeno
mayoritario de la pared celular de Candida, que debe ser
liberado de su unién con los anticuerpos anti-manano para
poder ser detectado en el suero de los pacientes. La libera-
cién del manano de los inmunocomplejos que forma con
los anticuerpos, es probablemente el paso mas critico de la
prueba de deteccion y, junto con la transitoriedad de la ma-
nanemia, son los responsables de la baja sensibilidad de la
prueba.

Dado que el Platelia Candida Ag detecta residuos
de manosa unidos por enlaces a (a-Man), la combinacién
de esta prueba con un ELISA que detecta residuos de
manosa unidos por enlaces  (3-Man) permite aumentar la
sensibilidad diagndstica, ya que ambos antigenos tienen
cinéticas de aclaramiento diferentes. En un estudio retros-
pectivo con 90 sueros de 26 pacientes con candidemia por
C. albicans, C. tropicalis y C. glabrata, se observé la pre-
sencia de a-Man y B-Man en 14 pacientes, de a-Man en
cuatro y de 8-Man en otros cuatro [37]. Aunque la detec-
cion de a-Man fue mds sensible por muestra de suero que
la deteccion de 3-Man, la detecciéon combinada de ambos
antigenos alcanzé una sensibilidad diagnéstica del 90%,
una especificidad del 95%, un valor predictivo positivo del
79% y un valor predictivo negativo del 97%. En el 55% de
los pacientes, la deteccién de manano precedié al cultivo
por una media de 4,7 dias [37].

Aunque se ha estudiado en un niimero reducido de
pacientes, la deteccién de manano puede ser interesante en
el diagnéstico de la meningitis por Candida. Verduyn-
Lunel et al. [41] han detectado manano con el Platelia
Candida Ag en cuatro de cinco pacientes con meningitis
por Candida demostrada por cultivo del liquido cefalorra-
quideo mientras que la prueba fue negativa en muestras de
otros pacientes con otras infecciones del sistema nervioso
central.

Avances en el diagndstico temprano de las micosis
por levaduras mediante la deteccion de anticuerpos

La comercializacién de la prueba Candida albicans
IFA IgG (Figura 2) es probablemente el avance mds impor-
tante que se ha producido en los ultimos afios en el diag-
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Figura 1. Principales componentes del micelio (A) y la levadura (B) de
C. albicans de utilidad en el diagnéstico seroldgico de la candidiasis
invasora. Modificado de Pontoén [29].

Figura 2. Anticuerpos anti-micelio de C. albicans detectados mediante la
prueba Candida albicans IFA IgG (Laboratorios Vircell). Reproducido de
Pontén [29].

nostico de la candidiasis invasora mediante la deteccion de
anticuerpos. Este hecho ha permitido la estandarizacion de
la técnica y abre la puerta a su utilizacién en diferentes
estudios. La prueba Candida albicans IFA IgG permite el
diagnéstico de la candidiasis invasora con una sensibilidad
del 84,4% y una especificidad del 94,7% [19], resultados
similares a los obtenidos con la prueba no comercializada
original [10,13,26,31,32].

El interés de la deteccion de los anticuerpos anti-
micelio reside en que estos anticuerpos van dirigidos fren-
te a antigenos de C. albicans que se expresan mayorita-
riamente en la superficie de la pared celular de la fase
micelial del hongo y que se asocia con la invasién tisular.
Dado que estos antigenos se encuentran manosilados, es
necesario eliminar los anticuerpos anti-manano que se
encuentran presentes en el suero de la mayoria de los indi-
viduos para poder detectar los anticuerpos anti-micelio.
Aunque el proceso de adsorcién de los sueros es relativa-
mente sencillo, complica la ejecucién de la técnica.

Actualmente se han identificado varios genes que
codifican antigenos especificos de la superficie de la pared
celular del micelio de C. albicans, entre los que destacan
HWP-1, ALS3, ECEIl y HYRI [3,5,12,39]. El descubri-
miento de estos genes abre la puerta a la produccién de las
proteinas recombinantes correspondientes, que al obte-
nerse en Escherichia coli no estardn manosiladas y, por
tanto, no serd necesaria la eliminacién de los anticuerpos
anti-manano de los sueros.

Esta aproximacion ha sido seguida por Lain et al. [ 14]
desarrollando un Western blot y un ELISA para detectar



anticuerpos contra el fragmento amino terminal de la
Hwpl. Mientras que el Western blot no fue lo suficiente-
mente sensible (27,8%) para realizar un diagndstico de la
candidiasis invasora, el ELISA consiguié una sensibilidad
del 88,9%, una especificidad del 82,6%, un valor predic-
tivo positivo del 80 % y un valor predictivo negativo del
90,2%. Estos valores fueron muy similares a los obtenidos
detectando anticuerpos anti-micelio (80,6%, 91,1%, 87,9%
y 85,4%, respectivamente). Los resultados obtenidos
detectando anticuerpos contra la Hwpl fueron muy simila-
res a los obtenidos detectando anticuerpos anti-micelio,
sobre todo en los pacientes infectados por C. albicans. La
cinética de ambos anticuerpos fue similar en un grupo de
pacientes en los que se estudiaron varios sueros seriados.
En general, los anticuerpos anti-Hwp1 se positivizaban
antes del diagndstico microbiolégico de la candidiasis
invasora y los titulos de anticuerpos aumentaban los dias
préximos al diagnéstico y disminufan si el paciente res-
pondia al tratamiento antifingico. Aunque los pacientes
con infeccién por especies diferentes de C. albicans suelen
tener titulos mds bajos de anticuerpos anti-Hwpl que los
infectados por C. albicans, Lain et al. [14] han detectado
anticuerpos anti-Hwpl en pacientes con candidemia por,
C. parapsilosis, Candida tropicalis, Candida utilis, C. gla-
brata 'y Candida dubliniensis.

Un ensayo similar, pero utilizando la enolasa re-
combinante del Candida enolasa ELISA IgG kit (Labora-
torios Vircell, Granada, Espaiia), ha sido utilizado por Lain
et al. [15] para diagnosticar la candidasis invasora detec-
tando anticuerpos anti-enolasa con una sensibilidad del
81%, una especificidad del 83,9%, un valor predictivo po-
sitivo del 79,1% y un valor predictivo negativo del 85,5%.

Avances en el diagndstico temprano de las micosis
por levaduras mediante la deteccion de componentes
no antigénicos

Los avances mas significativos en el campo de la
deteccién de componentes no antigénicos en el diagndstico
de la candidiasis invasora se han producido en la deteccion
de (1-3)-8-D-glucano y ADN.

(1-3)-8-D-glucano

El (1-3)-B-D-glucano es un componente de la pared
celular de la mayoria de los hongos incluyendo Candida.
La inexistencia de (1-3)-B-D-glucano en los tejidos de
mamiferos y la ausencia de glucanasas que lo eliminen,
hacen de esta molécula un buen marcador de infeccién
fingica. Al ser un marcador panfiingico, la identificacién a
nivel de género debe hacerse combinando la deteccién de
(1-3)-B-D-glucano con otras técnicas como el galactoma-
nano en la aspergilosis invasora o los anticuerpos anti-
micelio en la candidiasis invasora.

La deteccién de (1-3)-B-D-glucano se ha utilizado
con éxito en el diagnostico de la candidemia [21,22,24].
Recientemente, Ostrosky-Zeichner et al. [22] han obser-
vado que 87 de 107 pacientes con candidiasis invasora
presentaban concentraciones séricas de (1-3)-8-D-glucano
= 60 pg/ml (sensibilidad 81,3%), mientras que 83 pacientes
presentaron concentraciones séricas de (1-3)-6-D-glucano
= 80 pg/ml (sensibilidad 77,6%).

La deteccién de (1-3)-8-D-glucano puede ser tam-
bién de interés para el diagnéstico de las candidemias aso-
ciadas a la existencia de biopeliculas en catéteres, ya que
Nett et al. [20] han observado que las biopeliculas pro-
ducidas por C. albicans, C. glabrata, y C. parapsilosis
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liberan cantidades importantes de (1-3)-B-D-glucano que
pueden ser detectadas por la prueba Fungitest. La confir-
macién de esta observacion puede tener implicaciones
diagndsticas y terapéuticas importantes, ya que las infec-
ciones asociadas a catéteres se producen con una frecuen-
cia del 1,2-4,5/1.000 paciente-catéter dias [7,18] y las
infecciones por Candida asociadas a catéteres son dificiles
de diagnosticar y de tratar.

ADN

La deteccion de ADN utilizando la tecnologia de la
PCR en tiempo real es probablemente el mayor avance que
se ha producido en este campo en los udltimos afios. Sin
embargo, la mayoria de las publicaciones utilizan técnicas
desarrolladas en cada laboratorio que hacen dificil la com-
paracion entre estudios. Como consecuencia de este pro-
blema, no existe por el momento ninguna prueba amplia-
mente evaluada que sea utilizada universalmente. El
desarrollo de pruebas comercializadas en el futuro pré-
ximo probablemente solucionara este problema. Una revi-
sién reciente de este apartado puede encontrarse en los
articulos de Colom et al. [8] y Bretagne y Costa [6].

Uno de los problemas que todavia no se ha aclarado
es si la deteccién de ADN fiingico es mds sensible que el
hemocultivo. La respuesta puede estar relacionada con la
procedencia del ADN que se detecta en el muestra clinica.
Si el ADN procede de células de Candida vivas, los resul-
tados obtenidos con la PCR deberian de correlacionarse
con los obtenidos en los hemocultivos. Se ha calculado
que con los modernos métodos de extracciéon del ADN, se
obtienen resultados reproducibles por PCR cuando existen
10 unidades formadoras de colonias (UFC) en los 200 pl
de muestra extraidos. Esto corresponde a 50 UFC/ml de
sangre, por lo que es muy probable que un hemocultivo
realizado con 10 ml de sangre también sea positivo, a no
ser que el paciente esté siendo tratado con antiftingicos [6].
Si por el contrario el ADN que se detecta es ADN circu-
lante, lo que explicaria el mayor rendimiento del suero
frente a la sangre completa, la sensibilidad de la deteccion
de ADN serd mayor que la del hemocultivo. Esto puede
llevar a plantear el significado real de resultados positivos
con una PCR muy sensible. Otro problema a solucionar es
la deteccion e identificacién de varias especies del género
Candida simultdneamente, ya que no todas las especies de
Candida tienen la misma sensibilidad a los antiftingicos.

Ademas de deteccion de ADN flingico para el diag-
noéstico de la candidiasis invasora, también se esta utili-
zando para el diagnéstico de las micosis oftdlmicas [40],
en las que la PCR es mds sensible que el cultivo. Esta téc-
nica ha sido utilizada por Ferrer et al. [9] para el diagnds-
tico de una queratopatia cristalina infecciosa en un
paciente con infeccién por C. parapsilosis 'y Staphylococ-
cus aureus.

Combinacion de técnicas

La combinacion de dos técnicas diagnésticas es una
posibilidad que se estd utilizando cada vez més en el diag-
néstico de la candidiasis invasora, ya que una técnica
puede suplir las deficiencias de la otra [28].

Sendid et al. [36] estudiaron retrospectivamente la
utilidad de la deteccién combinada de manano con la
prueba Platelia Candida Ag con la deteccion de anticuer-
pos anti-manano con la prueba Platelia Candida Ab en 162
sueros de 43 pacientes con candidiasis invasora. La sensi-
bilidad y la especificidad de la deteccién de anticuerpos
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anti-manano fueron 53% y 94%, mientras que cuando se
detectaron manano y anticuerpos anti-manano, la sensibili-
dad fue del 80% y la especificidad del 93%. Yera et al. [44]
estudiaron la utilidad de las dos técnicas en relacién con el
hemocultivo y observaron que en el 73% de los pacientes
la serologia se adelantaba en dos dias al hemocultivo.
Puesto que las dos técnicas son complementarias, los
pacientes que tenian anticuerpos anti-manano no solian
tener mananemia y viceversa. Estos autores también obser-
varon que los pacientes hematolégicos solian tener mana-
nemia, mientras que en los pacientes quirtirgicos se detec-
taba mds frecuentemente anticuerpos anti-manano.

La deteccidon combinada de anticuerpos y compo-
nentes no antigénicos también puede dar buenos resultados
en el diagnéstico de la candidiasis invasora. Pazos et al. [23]
han estudiado la utilidad diagndstica de la deteccién com-
binada de anticuerpos anti-micelio y (1-3)-B-D-glucano en
35 pacientes que presentaban un riesgo alto de padecer una
infeccidn fingica invasora [31] y en los que se diagnostica-
ron tres candidiasis probadas y tres candidiasis posibles [1].
Los dos marcadores fueron positivos en el 100% de las
candidiasis probadas y en el 66% de las candidiasis proba-
bles. La deteccién de anticuerpos anti-micelio alcanzé una
sensibilidad del 83,3%, una especificidad del 86,2%, un
valor predictivo positivo del 55,5% y un valor predictivo
negativo del 96,1%. La deteccién de (1-3)-B-D-glucano
alcanzé una sensibilidad del 83,3%, una especificidad del
89,6%, un valor predictivo positivo del 62,5% y un valor
predictivo negativo del 96,3%. Sin embargo, la deteccién
combinada de ambos marcadores aumenté la especifici-
dad y el valor predictivo positivo al 100%, ya que los fal-
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sos positivos fueron diferentes en cada prueba (Figura 3).
En general, los anticuerpos anti-micelio y los niveles de
(1-3)-B-D-glucano se positivizaban antes del diagndstico
microbiolégico de la candidiasis invasora y los titulos de
anticuerpos anti-micelio y los niveles de (1-3)-B-D-glucano
aumentaban los dias préximos al diagnéstico y disminuian
si el paciente respondia al tratamiento antiftingico.

White et al. [43] realizaron una comparacién entre
tres métodos independientes del cultivo: deteccién de ADN
por PCR, deteccién de manano con el ELISA Platelia Can-
dida Ag y deteccién de manano con la técnica de aglutina-
cién de particulas de latex Pastorex Candida. En este tltimo
caso, los sueros fueron sometidos a un paso de ultrasonica-
cién después de la rotura de los inmunocomplejos con el
tampodn de tratamiento y el calentamiento a 100 °C (UELA).
Los dos pacientes con candidemia fueron positivos por
PCR, mientras que solamente en uno de ellos se detectd
manano por ELISA. El latex-UELA fue negativo en ambos
casos. Diecisiete de las 18 candidiasis probables fueron
positivas por PCR, 14 por ELISA y cinco por el latex-
UELA. Trece de los pacientes con candidiasis probable
fueron positivos por PCR y ELISA. De los 18 casos de
candidiasis posible, siete fueron positivos por PCR, cinco
por ELISA y cuatro por ambos métodos. Cuatro pacientes
fueron positivos por el latex-UELA. Dos de los 67 pacien-
tes a riesgo de infeccién fingica fueron positivos por PCR
y ELISA.

La deteccién de ADN de Candida por PCR pre-
sentd una sensibilidad del 95%, una especificidad del 97%,
un valor predictivo positivo del 90,5% y un valor predic-
tivo negativo del 98,5%. La deteccién de manano de Can-

- ¥
L ]
- h & Ewvtm | 545
T | =i | g
ﬁ _ Fare, e parioe phenic 5
] [ETEE ] | R -
B 300 | ]
E III fao &
Tz [ :
< 40§
[0 21
o —J o
i 1) 20 = A
Tima (daryn]
B
Loy Farvmi i .
= Bionchegul mnay | 338
5_":.:_ hefiiige = E
iga @
- =
| G 3
R 2
2 i Mutos il ! 41 L]
Paswtiaral ; lﬂ"‘! !
pla ||u1.:1-_'|:j/ | 20
= |
- = -_._fﬁ_“"l =il D
i £ 10 15 0
Tirtrw [ddyan)

Figura 3. Evolucién de los titulos de anticuerpos anti-micelio (n) y (1-3)-B-Dglucano (®) en un paciente con leucemia mieloide aguda y candidiasis invasora
que respondié al tratamiento con anfotericina B (a) y en un paciente con leucemia linfoide crénica y candidiasis invasora probable que no respondié al
tratamiento con anfotericina B (b). Reaccién positiva falsa para (1-3)-8-D glucano en un paciente con mieloma multiple sin candidiasis invasora (c).
Reaccién positiva falsa para anticuerpos anti-micelio en un paciente con linfoma no-Hodgkin sin candidiasis invasora (d). Abreviaturas: AmB, Anfotericina B.

Reproducido de Pazos et al. [23].



dida por el ELISA Platelia Candida Ag present6 una sen-
sibilidad del 75%, una especificidad del 97%, un valor
predictivo positivo del 88,2% y un valor predictivo nega-
tivo del 92,8%. A pesar de la diferencia en sensibilidad
entre ambas técnicas, los resultados no fueron estadistica-
mente significativos. La deteccion de manano de Candida
por el Pastorex Candida-UELA present6 una sensibilidad
del 25% y una especificidad del 100%.

Al comparar los pacientes que fueron positivos por
PCR y ELISA, se observo que en el 45% de ellos, la PCR
fue mas precoz que el ELISA (6,3-2,2 dias). En el resto de
los pacientes ambas pruebas se positivizaron al mismo
tiempo. Tres pacientes positivos por PCR y ELISA se
recuperaron de la candidiasis sin tratamiento antifiingico y
se consideraron falsos positivos, probablemente relaciona-
dos con una alta colonizacién por Candida.

La combinacién de la PCR y el ELISA permitié
detectar todas las candidiasis probables, por lo que estos
autores recomiendan esta estrategia. Si se tiene en cuenta
el coste de la prueba, el de los controles y el trabajo para
realizar 10 determinaciones, el Latex-UELA fue el mas
barato (8,82 € por muestra), seguido del ELISA (10,29 €
por muestra) y la PCR (14,7 € por muestra).
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