Aspectos de la presentacion clinica

y diagndstico de la Aspergilosis invasiva
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Aspergillus spp es un género de
hongos filamentosos de las cuales por lo
menos 33 se asocian a patologias en el ser
humano. La frecuencia y severidad del
sindrome clinico causado por Aspergillus
sppdepende de factores ambientales, de la
condicién inmunoldgica del paciente y la
respuesta a la terapéutica antifungica
instaurada. En este articulo el Dr. Cardenas
Delgado del Area de Inmunologia de
Laboratorios MANLAB nos presenta una
breve revisién de la etiologia, factores de
riesgo, presentacién clinica y herramientas
para el diagnostico de la Aspergilosis
invasiva.
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Introduccion

Aspergillus spp es un género de
hongos filamentosos ubicuo en la naturaleza
que comprende numerosas especies, de las
cuales por lo menos 33 se asocian a
patologias en el ser humano(Hope et al.,
2005). Dentro del espectro de procesos
infecciosos causados por miembros del
género Aspergillus hay cuadros invasivos
severos del parénquima pulmonar con
diseminacion a organos vitales, sindromes
semi-invasivos y reacciones de hipersen-
sibilidad a esporas inhaladas en pacientes
con condiciones subyacentes tales como el
asma o la fibrosis quistica (Kousha et al.,
2011).

A pesar de la diversidad de
especies descripta, Aspergillus fumigatus es
el patégeno mas frecuentemente aislado en
el ser humano (Latge, 1999). La frecuencia y
severidad del sindrome clinico causado por
Aspergillus spp., esto es, la Aspergilosis,
depende de factores ambientales, de la
condicién inmunoldgica del paciente y la
respuesta a la terapéutica antifungica
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instaurada (Wald et al., 1997). En este
articulo se pretende hacer una breve
revision de la etiologia, factores de riesgo,
presentacidén clinica y examinar
herramientas para el diagndstico de la
Aspergilosis invasiva, condicién asociada a
significativa morbilidad y mortalidad en
pacientes inmunocompro-metidos (Barton,
2013).

Aspergilosisinvasiva

La Aspergilosis invasiva (Al) es una
micosis oportunista que afecta a pacientes
con inmunodeficiencia severa. Entre los
factores de riesgo mas relevantes para su
adquisicion destacan la neutropenia y todo
déficit sostenido cuali/cuantitativo o
disfuncién de la serie granulocitica, tal como
el observado en poblaciones sometidas a
regimenes de quimioterapia mieloablativa:
pacientes con desdrdenes hematoldgicos
malignos o como parte del
acondicionamiento para el trans-plante de
médula 6sea/ células progenitoras
hematopoyéticas u érganos solidos (Erjavec
et al., 2009).En este contexto, la
administracion prolongada de
corticosteroides o ciclosporina como
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medidas con el objetivo de prevenir el
rechazo de los tejidos o la enfermedad
injerto-contra-huésped mediante
inmunosupresion predispone también a la
Al (Lewis & Kontoyannis, 2009).

En estudios pioneros se determiné
que doslineas de defensaindependientes de
accién secuencial en el pulmdén son
importantes para erradicar el micelio de
Aspergillus fumigatus: |as células del sistema
reticulo endotelial previenen la germinacion
de las esporas inhaladas mientras que los
leucocitos polimorfo nucleares protegen
contra el desarrollo de las hifas (Schaffner et
al., 1982). Estas observaciones coinciden con
los datos epidemioldgicos que indican que la
intensidad y duracion de la neutropeniaes el
principal determinante de la frecuencia de la
Al en pacientes inmunocomprometidos
(Gerson et al., 1984). Por otro lado, los
déficits de la inmunidad adaptativa tales
como la disminucién moderada del recuento
de linfocitos T CD4+ en pacientes HIV+ no
parecen representar factores de riesgo
significativos (Barton, 2013) a menos que ya
esté establecido el sindrome de inmuno-
deficiencia adquirida (Mylonakis et al.,
1998).

La exposicion a las diminutas
esporas ambientales de A. fumigatus facilita
su acceso alas vias aéreas. En este sentido, la
estrategia de mantener a los pacientes en
riesgo en salas con flujo de aire lami-
nar/filtros HEPA ha demostrado ser efectiva
para prevenir brotes de Al (Wald et al.,
1997), pese al elevado costo que implican
dichas medidas preventivas. Por otro lado, si
bien A. fumigatus es el agente etioldgico mas
frecuente, también se han aislado de
muestras clinicas las especies A. flavus, A.
niger y A. terreus. La tipificacion a nivel de
especie tiene interés no solo desde el punto
de vista epidemioldgico sino también
terapéutico ya que las especies de Asper-
gillus no-fumigatus exhiben distinta
sensibilidad a los agentes antifungicos
debido a mecanismos de resistencia
intrinsecos. Tal es el caso de la resistencia a
anfotericina B que presentan A. terreus y
A.nidulans (Kontoyiannis et al., 2002).

El cuadro clinico de la Al no posee
ningun signo patognomanico sino que, por
el contrario, las manifestaciones respira-
torias inespecificas con las que se presenta
son semejantes a la neumonia: tos
productiva, hemoptisis y disnea con fiebre

persistente que no responde a los esquemas
empiricos de terapia antibacteriana (Kousha
et al., 2011).El desarrollo de las hifas puede
conducir a la invasién de vasos sanguineos
pulmonares con produccion de infartos
distales al sitio de oclusién causando intenso
dolor pleuritico. Ademas, Aspergillus puede
diseminarse al SNC por via hematdgenay
producir fiebre, convulsiones, meningitis y
abscesos cerebrales.

El diagndstico de la Al es complejo:
el procedimiento “Gold Standard” consiste
en demostrar la invasion del parénquima
pulmonar mediante un examen histopa-
toldgico y un cultivo positivo a partir de
material derivado de la misma biopsia. Si
bien Aspergillus puede crecer en la mayoria
de medios microbioldgicos de rutina, el
cultivo demora 48-72 hs. y es poco sensible
(Tarrand et al., 2003) ya sea que se trate de
muestras de sangre o material del tracto
respiratorio. Por otro lado, la neutropenia
caracteristica de la poblaciéon de riesgo suele
asociarse a trombocitopenia, lo que hace
que la biopsia esté generalmente contra-
indicada, teniéndose que optar por
abordajes no invasivos como las técnicas de
imagen y/o deteccidn de marcadores séricos
(Pffeiferetal., 2006).

Entre los marcadores seroldgi-
coses de suma utilidad la determinacidn del
antigeno galactomanano (GM) por un
inmunoensayo enzimatico comercial de tipo
sandwich (Platelia® Aspergillus, Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA). El GM es un
constituyente inmunogénico de la pared
celular de Aspergillus que se incorpora y
libera a la circulacién durante la fase logarit-
mica de crecimiento del microorganismo.
Estructuralmente, el GM es un polisacarido
que circula en forma libre o asociado a
péptidos, glicoproteinas o anticuerpos cuya
inmunogenicidad reside en las cadenas
laterales de galactofurandsido unidas por
enlacesp (1->5) a un ndcleo de manano
(Hope et al., 2005). Ademas, el curso de la
antigenemia correlaciona con la invasion de
vasos sanguineos por las hifas de A. fumi-
gatus (Hope et al., 2007), precediendo la
aparicion de signos clinicos y manifesta-
ciones de Al (Pfeiffer et al., 2006). En el
ensayo comercial, la captura y revelado del
GM en muestras de suero y lavado bronco-
alveolar se lleva a cabo mediante el anti-
cuerpo monoclonal EBA-2 de clase IgM
segun el esquemade la Figura 1. Sibien se ha
documentado una sensibilidad variable de

29-100%, la especificidad del ensayo es
superior al 90% (Ascioglu et al., 2002; Marr
et al., 2004). Dado que la diseminacién al
SNC a partir del pulmén es frecuente se
suele determinar la antigenorraquia pese a
no estar recomendado por el fabricante del
kit ni existir consenso acerca del criterio de
positividad a adoptar en esta clase de
muestras (Barton, 2013).

.

Figura 1. Deteccion del antigeno GM en el
inmunoensayo Platelia® Aspergillus. La
muestra se calienta a 100 °C durante 3
minutos en presencia de 4 % de EDTA, luego
de lo cual el sobrenadante se mezcla con el
anticuerpo EBA-2 de deteccién acoplado a
una enzima. Esta mezcla es incubada en
pocillos recubiertos con el anticuerpo EBA-2
de captura. Luego las placas se incuban con
un sustrato cromogénico, tetrametil-
bencidina/H202(TMB). De estar presente el
antigeno, se desarrolla color, que es medido
a una A=450/620 nm usando un lector de
microplacas (Wheat & Walsh, 2008).
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Existen una serie de cuestiones
relacionadas a la especificidad de la prueba
de deteccién del GM que deben consi-
derarse al interpretar los resultados del
ensayo. En primer lugar, el anticuerpo
monoclonal IgM EBA-2 reconoce al GM
presente en los hongos de los géneros
Penicillium, Fusarium, Alternaria, e Histo-
plasma, ocasionando resultados falsos
positivos (Swanink et al., 1997). En segundo
lugar, el tratamiento antibacteriano empi-
rico de inmunosuprimidos con piperacili-
na/tazobactam y amoxicilina/clavulanico
podria ser también fuente de falsos
positivos: la piperacilina es un antibiético b-
lactamico semisintético derivado de un
producto natural sintetizado por el hongo
Penicillium (Adam et al., 2004), y se piensa
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que la contaminacion con GM persiste en el
producto final luego de completado el
proceso de produccion. En tercer lugar, la
amplia distribucion del antigeno GM en
alimentos como cereales, vegetales y
formulas lacteas para neonatos (Gangneux
et al., 2002) es causa potencial de falsos
positivos, particularmente en poblaciones
de pacientes pediatricos con permeabilidad
aumentada de la mucosa gastrointestinal
por inmadurez en su constitucion o trata-
miento con quimioterapicos. Finalmente, se
ha demostrado que antigenos de origen
bacteriano derivados de Bifidobacterium
spp tales como el lipoglicano pueden
generar reaccion cruzada con el anticuerpo
IgM EBA-2. Este género no sélo es
componente de la microflora intestinal del
adulto sino también del neonato, y se usa
como probidtico y/o aditivo en alimentos
fermentados como el queso, la manteca, la
leche, etc (Mennink-Kersten et al., 2005),
pudiendo asi translocar desde el intestino y
ganar acceso a la circulacion siempre que la
permeabilidad de la mucosa lo permita. Esto
explica la relativa falta de especificidad del
ensayo en neonatos e infantes alimentados
con férmulas lacteas, poblacion en la que se
observa positividad en ausencia de signos
compatibles con Al.

Conclusiones

La seccién Serologia de MANLAB
asiste en el diagndstico de Al a través de la
determinacién del antigeno GM en muestras
de suero/lavado broncoalveolar/LCR por el
método Platelia® Aspergillus. Si bien el
ensayo presenta algunas limitaciones en
relacion a la especificidad, la deteccion del
antigeno GM tiene indudable valor
diagndsticoy prondstico por cuanto el GM es
un marcador precoz de Al probable segun lo
establecido en los criterios EORT/MSG
(Puaw et al., 2008), ademas de ser usado con
éxito para monitorear la eficacia de la terapia
antifungica en pacientesinfectados.
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