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Estado actual del diagnostico precoz
de las infecciones invasoras causadas
por Aspergillus y otros hongos
filamentosos emergentes
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La utilidad de los marcadores serolégicos en el diagndstico de las infecciones
fungicas invasoras causadas por Aspergillus y otros hongos filamentosos
emergentes se fundamenta en la capacidad de estos marcadores de detectar
la infeccion causada por las distintas especies de hongos filamentosos.

Los procedimientos microbiolégicos tradicionales para el diagnostico de la
infeccion fungica son lentos y poco sensibles. La deteccién de antigenos

o de (1-3)-B-D-glucano en sangre han sido desarrollados y validados en
laboratorios clinicos. Se revisan estas nuevas herramientas diagnosticas,

asi como su aplicacion clinica e impacto.

Hongos filamentosos, Diagndstico, (1-3)-8-D-glucano, Galactomanano,
Infeccién fungica invasora

Early diagnosis of invasive fungal infections of
caused by Aspergillus and other emerging mycelial
fungi

The usefulness of surrogate markers in the diagnosis of invasive fungal
infections caused by Aspergillus and other emerging mycelial fungi is based
on the ability of surrogate markers to detect the infection caused by different
species of mycelial fungi. Conventional microbiological methods for diagnosis
of fungal disease are slow and insensitive. Antigen based assays or
measurement of (1-3)-B-D-glucan in blood have been developed and validated
in clinical laboratories. We review these diagnostic contemporary tools, their
clinical application and impact.

Mycelial fungi, Diagnosis, (1-3)-B-D-glucan, Galactomannan,
Invasive fungal infection

Tradicionalmente el diagnéstico de infeccién fin-
gica invasora (IFI) ha requerido de la realizaciéon de proce-
dimientos diagndsticos agresivos (obtencién de tejidos
profundos para la realizacién de estudio combinado de
histopatologia y cultivos). En la mayoria de los enfermos
con IFI, por tratarse de pacientes inmunosuprimidos, mu-
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chos de ellos con hipoxia y problemas de hemostasis, es
imposible en la préctica recurrir a estos procedimientos
diagnosticos. En los dltimos 20 afios la incidencia de IFI
debida a hongos filamentosos ha aumentado de forma mar-
cada, y se han desarrollado procedimientos diagndsticos
menos invasores con la finalidad de mejorar el diagnéstico
de IFI y reducir la mortalidad que conllevan las mismas.
Estos marcadores serolégicos o procedimientos diagndsti-
cos independientes de los cultivos tradicionales permiten
la deteccion de IFI y han sido validados prospectivamente
en enfermos que tienen factores de riesgo para adquirir la
infeccion fiingica. Una dificultad afiadida es que los signos
y sintomas clinicos de IFI son inespecificos, de aparicién
tardia en el curso de la infeccién e incluso muchos enfer-
mos son asintomaticos por la inmunosupresion, por lo que
en un elevado nimero de casos las IFI se diagnostican
post-mortem, especialmente las debidas a hongos filamen-
tosos, como demuestra un reciente trabajo en enfermos
con cancer hematolégico que abarca de 1989 a 2003 y rea-
lizado en un hospital terciario [6].
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En esta revision actualizaremos los conocimientos
publicados desde 2005 a junio 2007, en un intento de ac-
tualizar las tdltimas novedades aparecidas en la literatura
sobre el diagnéstico indirecto de la aspergilosis invasora
(AI) e IFI causadas por hongos filamentosos. También se
incluiran los factores de riesgo de Al e IFI, pues es impor-
tante que el conocimiento de aquellos permita la estratifi-
cacioén de los enfermos en relacién a los factores de riesgo
y la adquisicién de IFI. La prevalencia de IFI depende de
la estratificacion y la utilidad de los marcadores mejora
indudablemente si se tiene en cuenta este hecho [1].

IFI causadas por Aspergillus y otros hongos
filamentosos. Aumento de prevalencia

Las IFI causadas por Aspergillus y otros hongos
filamentosos han dado lugar en estos dltimos afios a impor-
tantes complicaciones infecciosas en receptores de tras-
plante de érganos sélidos y enfermos oncohematolégicos.
El agente mas prevalente es Aspergillus fumigatus, seguido
de otras especies de Aspergillus y zigomicetos [6,21,61].
La prevalencia de estas infecciones ha aumentado de
forma significativa.

En un estudio necrdpsico realizado entre 1989 y
2003 en pacientes oncohematolégicos del Hospital An-
derson Cancer Center, en Houston (Tejas, EE.UU.) las
IFI documentadas alcanzaron una prevalencia del 31%
(314/1017), siendo de destacar que se observé un aumento
significativo de hongos filamentosos (p < 0,05), de zigo-
micetos (p<0,03) mientras que la prevalencia de Al era
estable [6]. Es destacable que el 60% de las IFI por hon-
gos filamentosos tenian un cultivo negativo. Esto plantea-
ria la necesidad de hacer tinciones fingicas, de inmunohis-
toquimica o incluso PCR con los distintos tejidos, como se
desprende de los datos de una reciente publicacién [62].
En este estudio prospectivo multicéntrico con histopato-
logia positiva de biopsias pulmonares (IFI pulmonar pro-
bada) en 27 pacientes (solo fueron positivos los cultivos
de 17 casos de los 27), al realizar PCR con los tejidos, se
lleg6 al diagndstico etiolégico de la especie en 26 casos de
los 27 (p = 0,006), es decir con cultivo se identific6 la
especie en el 63% de los casos, ascendiendo al 96% cuan-
do se utilizaba la PCR [62].

Otros hongos filamentosos emergentes como Fusa-
rium, Scedosporium y zigomicetos han aumentado en inci-
dencia posiblemente debido a la mayor inmunosupresion
de los enfermos y a la seleccion de estas especies que son
resistentes a la mayor parte de los antifiingicos como con-
secuencia de la profilaxis y tratamiento empirico antifin-
gico [48,63].

Definiciones de IFI (Consenso EORTC y NIAID).
Sus limitaciones

El patrén de referencia (gold standard) que permite
establecer de forma probada en enfermos oncohematoldgi-
cos y receptores de trasplantes de precursores hematopo-
yéticos la existencia de IFI se basa en los criterios conjun-
tos de la EORTC (European Organization for Research
and Treatment of Cancer) y el Mycoses Study Group
del NTAID (National Institute of Allergy and Infectious
Diseases de EE.UU.) [3]. En la IFI probada, la presencia
histo/citopatolégica de elementos flingicos en tejidos y el
cultivo positivo de hongos (de localizaciones profundas
habitualmente estériles) conjuntamente con datos clinicos
o radiolégicos compatibles permite establecer esta catego-
rizacién. En la IFI probable deben cumplirse al menos un

criterio de factor de riesgo, un criterio microbioldgico y un
criterio clinico mayor (o dos criterios clinicos menores)
compatibles con infeccién [3].

Estas definiciones son dtiles para validar las prue-
bas microbiolégicas, especialmente los marcadores serol6-
gicos (independientes de los procedimientos microbiol6gi-
cos tradicionales) [19, 37, 69]. Incluso actualmente cuando
se hacen estudios de profilaxis, tratamiento empirico y
dirigido con antifiingicos en distintas poblaciones, se utili-
zan las definiciones de IFI probada y probable en las valo-
raciones de efectividad (end-points) de las distintas drogas
antifungicas [66].

Las propuestas de Ascioglu et al. [3] tienen serias
limitaciones y su aplicacién in vivo, por ser criterios poco
sensibles, infravalora o infradiagnostica las IFI, como
muestra la tabla 1, basada en estudios necrépsicos con IFI
probada, pues si se hubiesen aplicado estos criterios pre-
morten solo se hubiesen diagnosticado como IFI probadas
entre el 25% y el 47%.

Actualmente es necesaria la realizacién de amplios
estudios prospectivos ya que las propuestas del grupo de
expertos de la EORTC y del NIAID [3] no han sido vali-
dadas prospectivamente. Debe tenerse en cuenta ademads
que no deben ser utilizadas para tomar decisiones clinicas
o para evaluar a los pacientes en la practica habitual con la
finalidad de instaurar tratamiento.

Otra seria limitacién es que son propuestas hechas
para una subpoblacién de pacientes (oncohematolégicos y
receptores de trasplantes de precursores hematopoyéticos)
y no se pueden en rigor aplicar a subpoblaciones diferen-
tes (por ejemplo enfermos criticos no neutropénicos,
receptores de trasplante de érganos sélidos, pacientes con
sida o con enfermedad granulomatosa crénica etc) [11].

Tabla 1. Limitaciones diagnésticas in vivo de los criterios Ascioglu et al. [3].

Acierto en diagnodstico N° pacientes IFI Referencia
premorten probada necropsia
36% API* 22 [65]
47% API 47 [18]
25% IFI™ 314 6]

*API: aspergilosis pulmonar invasora
**|FI: infeccion fungica invasora

Tabla 2. Incidencia de Al y factores de riesgo en receptores trasplante de
érgano solido.(Modificado de [64])

Incidencia "

Trasplante media (%) Factores de riesgo

RifioN 0.7 Fallq |nJ.erto (necgsano hemodidlisis)
Corticoides (dosis altas y prolongadas)
Cultivos respiratorios con Aspergillus
Retrasplante

Higado 2 Fallo renal (necesario hemodialisis)
Indicacion de trasplante por fallo hepatico
fulminante
Cultivos respiratorios con Aspergillus

. R i6

Corazon 5 eoperfa,clloln
Hemodidlisis postrasplante
Infeccién por citomegalovirus
Trasplante de un solo pulmén

Pulman 6 Infeccién por citomegalovirus

Bronquitis obliterante
Rechazo (mayor inmunosupresion)




Factores de riesgo de IFI

Como los sintomas clinicos de IFI son inespecificos
y de aparicion tardia (especialmente en inmunodepri-
midos) es importante conocer los factores de riesgo de
desarrollar IFI. El conocimiento de los factores de riesgo
en distintas subpoblaciones permite definir el grupo de
enfermos en los que la incidencia de IFI es mds elevada.
Asi por ejemplo, en el caso de Al que es la IFI més fre-
cuente en enfermos oncohematolégicos neutropénicos y
receptores de precursores hematopoyéticos es mayor seglin
el riesgo de padecer IFI: hace unos afios Prentice et al. [59]
propusieron una estratificaciéon de los enfermos como de
alto, intermedio (alto y bajo) y bajo riesgo de padecer IFI.
Estas propuestas han sido ulteriormente validadas por Mc
Lintock et al. [38] mediante una PCR panfiingica a tiempo
real en un estudio ciego, demostrando que las IFI y los
resultados secuenciales positivos de PCR (al menos dos)
se correlacionaban de forma directa con la estratificacion
del riesgo.

Nuestro grupo de trabajo [45] ha validado prospecti-
vamente las propuestas de Prentice et al. [59] utilizando
basicamente el galactomanano como herramienta diagnds-
tica, procedimientos microbiolégicos tradicionales, lavados
broncoalveolares y estudios radiolégicos con tomografia
computerizada de alta resolucién (CT). La incidencia de IFI
se correlaciond directa y significativamente (p = 0,0229)
con el grupo de riesgo, con mayor incidencia en el grupo
de riesgo alto, y disminucién de la incidencia de forma
significativa segin descendia el grupo de riesgo.

Los marcadores fingicos se pueden utilizar en for-
ma de cribado (screening) o bien de forma puntual para
confirmar la IFI. Cuando se hacen cribados es de gran im-
portancia la incidencia de la enfermedad fungica que se
quiere diagnosticar, ya que esta es decisiva en el valor pre-
dictivo positivo y el valor predictivo negativo [13,45,51].

Singh y Paterson [64] estudian la incidencia y fac-
tores de riesgo de Al en receptores de trasplante de érgano
s6lido (tabla 2) y en la tabla 3 se recogen los correspon-
dientes a receptores de progenitores hematopoyéticos.

En el paciente critico no neutropénico la incidencia
de Al esta aumentando en estos tltimos afios, siendo los en-
fermos con exacerbaciones de EPOC y en tratamiento con
corticoides (especialmente en administracion intravenosa)
un grupo de riesgo bien definido [70], asi como enfermos
con shock séptico en tratamiento con corticoides [70],
pudiendo estar presentes ademds algunos factores predis-
ponentes tales como malnutricién, diabetes, enfermedad
previa pulmonar y fallo hepdtico [70]. Incluso es de desta-
car que la Al puede aparecer en el paciente critico sin fac-
tores de riesgo [39].

Tabla 3. Factores de riesgo de Al en trasplante progenitores
hematopeyéticos. (Modificado de [64])

Comienzo de
la infeccion

Tipo de

trasplante Factores de riesgo

Enfermedad por citomegalovirus
Retraso injerto neutrdfilos
Alentuzumab

TPH* Temprano (<40 dias)

Enfermedad por citomegalovirus
Deplecién de células T,

seleccioén células CD34

EICH**

Corticoides dosis > 0,5 mg/kg/dia

TPH* Tardio (>40 dias)

*TPH: trasplante progenitores hematopoyéticos
**EICH: enfermedad injerto contra huesped

Diagnéstico precoz de la infeccion fungica invasora
Del Palacio A, et al.

Diagnostico de AI mediante deteccion
de galactomanano

El galactomanano (GM) es un antigeno del género
Aspergillus que se encuentra en la pared celular y puede
ser detectado en sangre. En Europa estd introducido desde
hace una década y la FDA lo aprob6 en EE.UU. en 2003.
El método comercial (Platelia Aspergillus, Bio-Rad, Fran-
cia,) utiliza el anticuerpo monoclonal EB-A2 como captor
y detector del GM, siendo una técnica ELISA de doble
sandwich, con la ventaja de ser reproducible entre labora-
torios.
El GM puede ser utilizado como:
1. Técnica diagnéstica adyuvante para confirmar
AL

2. Herramienta diagndstica prospectiva (de cri-
bado) para detectar anticipadamente la aspergilo-
sis durante el periodo de riesgo antes de que
haga su aparicién el primer signo o sintoma cli-
nico de aspergilosis [52,54]

3. Herramienta para monitorizar la respuesta al tra-
tamiento antifingico [52,54]

4. Criterio de inclusién de pacientes en ensayos cli-

nicos [2,7,8,66].

5. Como herramienta diagndstica para instituir un

tratamiento antifingico adelantado [30,34].
6. Como herramienta diagndstica para establecer
formas clinicas de Al excepcionales [9,20].

GM como herramienta diagndstica

La detecciéon de GM en suero, lavado brocoalveolar
(BAL) y en otros liquidos corporales es considerada como
criterio microbiolégico segtn las definiciones de consenso
de la EORTC/NIAID [3], debido fundamentalmente a su
buena precision diagndstica en enfermos neutropénicos
oncohematolégicos adultos. Pfeiffer et al. [55] realizan un
metaandlisis basdndose en datos de 27 publicaciones. En
este metaandlisis la sensibilidad media era de 61-71% con
una especificidad del 89-93% y un valor predictivo negati-
vo del 95-98% y un valor predictivo positivo bajo (26-53%)
en casos de Al probada y probable. El andlisis de subgru-
pos muestra que la prueba es muy sensible en adultos con
cancer hematolégico o receptores de trasplante alogénico,
mientras que en receptores de trasplante de 6érgano sélido
hay poca experiencia y los estudios existentes no parecen
demostrar que el GM sea una herramienta sensible. Es de
destacar que en los estudios mds estrictos y basados en
datos necrdpsicos y biopsias la sensibilidad se sitda entre
el 90 y el 93% como sucede en los pacientes neutropéni-
cos [32, 35, 60]. Es de destacar sin embargo que en el me-
taanalisis de Pfeiffer et al. [55], de los 27 estudios inclui-
dos, excepto dos estudios que utilizaban un punto de corte
de 0,5, el resto (25 estudios) utilizaban puntos de corte
mads alto (1,5 a 1) con lo que obviamente la sensibilidad de
la prueba es l6gicamente menor, siendo la especificidad
mas elevada.

Cuando el GM fue introducido en Europa, la casa
comercial aconsejaba un punto de corte de 1,5 (en dos
sueros distintos), mientras que cuando se comercializ6
en EE.UU., la misma casa comercial aconsejaba un punto
de corte inferior, de 0,5 (en dos sueros), aunque ya distin-
tos microbidlogos europeos utilizaban 1 como punto de
corte [1,2,19,30,32,34,35,37,45,52,54,55,60,71]. Asi en el
estudio de Maertens et al. [35], al bajar la positividad de
1,5 a 0,5 aument6 significativamente la sensibilidad un
21% (de 76,3% a 97,4%), a expensas de un descenso de la
especificidad del 7% (de 97,5% a 90,5%). Es destacable
ademads, que en el 65% de los enfermos con Al el GM se



Rev Iberoam Micol 2007; 24: 187-197

positiviza una semana antes de establecer el diagnéstico de
Al y en la misma semana en el 79,5% de los casos. Es des-
tacable que en este estudio si se define como positividad
dos sueros consecutivos, el rendimiento global de la prue-
ba aumenta (especificidad y valor predictivo positivo), ver
tabla 4. Este estudio [35] y otro previo [34] dejan estable-
cido que cuando el GM se estudia en pacientes neutropé-
nicos oncolégicos adultos, con riesgo de Al solo son nece-
sarios dos determinaciones semanales de GM.

GM para monitorizar la respuesta
al tratamiento antifiingico

Es conocido que los indices cuantitativos de GM
(IGM) se correlacionan con la respuesta al tratamiento
[2,43,52,54,74] (Figuras 1-3) y hay datos de que cuando
hay reconstitucién de la inmunidad y recuperacién del
niimero de neutréfilos puede haber un deterioro transitorio
clinico y en esta situacién el IGM permite segin demues-
tran recientes estudios anticipar y correlacionarlos con res-
puesta favorable [2,43,74].

GM como criterio de inclusion de pacientes
en estudios clinicos

En estudios clinicos publicados en el presente
afio [2,7,66] con posaconazol y anfotericina B liposdmica,
la FDA ha autorizado la inclusién del IGM como criterio
de reclutamiento ya que aproximadamente el 60% de los
pacientes que potencialmente se podrian incluir, se perde-
rian [6,18,65] (ver tabla 1) y dada la utilidad del IGM en
pacientes neutropénicos adultos [30,32,35,43,52,54,71,74]
se podrian “capturar” o incluir la gran mayoria de los
pacientes [6,18,65]. Ademads con los datos que previa-
mente hemos mencionado sobre su utilidad en la respuesta
al tratamiento y monitorizacidon terapéutica, el IGM puede
ser también utilizado como un pardmetro para medir la
respuesta terapéutica de Al asi como en estudios de terapia
dirigida, empirica y profilaxis [2,7,34,43,52,54,66,74].
Aunque ha sido mantenido [27] que después del tratamien-
to con caspofungina puede haber un aumento paradéjico
del IGM en pacientes con Al, este hecho, comin en mode-
los animales con Al tratados con caspofungina, no ha sido
observado en humanos de forma determinante [31,44].

Es destacable que en el hombre existe una alta con-
cordancia (cuantitativa y cualitativa) entre el IGM y la
supervivencia [12,30,31,34,35,43,52,54,74], con la ventaja
afadida de que el IGM baja con rapidez cuando el trata-
miento es eficaz [34,35,43,52,54,74]. Por otro lado hay que
resaltar que los IGM aumentan en las infecciones debidas a
las distintas especies de Aspergillus, asi como en las diver-
sas localizaciones anatomicas de la Al [34,35,43,52,54,74].

GM como herramienta diagndostica para instituir
tratamiento antifiingico adelantado

Actualmente se cuestiona el tratamiento empiri-
co en los pacientes neutropénicos febriles: seria tratar a
muchos sin IFI o Al y solo unos pocos con micosis profun-

Tabla 4. Punto de corte (0,5) de GM segun [35], estudio conjunto
Europeo (239 episodios, 203 enfermos)

Suero S (%) E (%) VPP (%) VPN (%)
1 GM (+) 97,4 90,5 66 99,4
2 GM (+) 92,1 97,5 87,5 98,5

S: sensiblidad, E: especificidad, VPP: valor predictivo positivo, VPN: valor predictivo
negativo
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Dias postquimioterapia citotoxica

Figura 1. Cinética de la antigenemia de galactomanano en un paciente
neutropénico que presentd mortalidad atribuible a aspergilosis invasora y
no respondié al tratamiento con anfotericina B. Reproducido de [57].
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Dias postquimioterapia citotoxica

Figura 2. Cinética de la antigenemia de galactomanano en un paciente
neutropénico con aspergilosis invasora con respuesta satisfactoria clinico-
radioldgica tras el tratamiento con anfotericina B. Reproducido de [57].
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7 17 24 31 38 48
Dias postquimioterapia citotoxica

Figura 3. Cinética de la antigenemia de galactomanano en un paciente
neutropénico con sindrome mielodisplasico y aspergilosis invasora que
mostré buena respuesta clinico-radiolégica tras el tratamiento con
voriconazol. Reproducido de [57].

das [12,30,34]. Basandose en el conocimiento clinico de
que pacientes tienen riesgo de IFI y monitorizdndolos
estrechamente de forma prospectiva mediante GM en con-
juncion con tomografia computerizada (CT) es posible en
la préctica clinica mejorar el diagndstico de Al mediante la
institucion de un tratamiento adelantado [30,34]. Dado el
alto rendimiento diagnéstico del GM en enfermos adultos
con neutropenia y malignidad hematolégica como demues-
tran un gran nimero de estudios realizados en Europa en
la dltima década, Maertens et al. [34], en 136 episodios
han realizado un estudio prospectivo consiguiendo reducir
el tratamiento antifiingico empirico de forma significativa
(del 35% al 7,7%), es decir una reduccién del 78% y ade-
mas permiti6 en 10 episodios de Al (7,3%) instaurar trata-
miento antifingico adelantado. Con esta estrategia consi-
guid diagnosticar todos los casos de Al (19 casos), siendo
la supervivencia de los enfermos a las 12 semanas con IFI
del 63,6% y del 63,1% en los enfermos que tenfan Al



GM como herramienta diagndstica para establecer
formas clinicas de AI excepcionales

Hope et al. [20] han acufiado un nuevo término:
“Al con localizacion desconocida”. Se trataria de casos
clinicos en que el diagndstico ante-mortem de Al se basa-
ria en la positividad del GM en sangre, pero en los que a
pesar de investigarlos adecuadamente, con CT y diversas
exploraciones radioldgicas, no seria posible localizar el
lugar anatémico donde se localizaria la infeccién. Esta lla-
mada “aspergilosis seroldgica”, podria asentar en el intes-
tino, miocardio, bazo, higado e incluso en el pulmén pero
clinicamente podria no ser aparente porque las técnicas de
imagen no serian suficientemente sensibles para detectar-
las o podria ser debido a que los pacientes recuperasen el
nimero y funcién de los neutréfilos quedando limitados
los focos infectivos, o incluso como consecuencia de la ad-
ministracién de tratamiento antifiingico. La conjuncién
positiva de otros marcadores de Aspergillus tales como BG
y PCR reforzarian esta propuesta de Hope et al. [20]. Un
punto de vista que apoyaria la definicién de Hope et al. [20]
es compartido también por Anaissie [2], pues para €I, la
mayoria de los GM calificados como falsos positivos
representarian verdadera antigenemia como consecuencia
de evaluacion diagnéstica incompleta, que requereriria
comparar con la prueba patrén (estudios necropsicos).

Chetara et al. [9] han descrito un caso de onicomi-
cosis de mano con intensa afectacion del tejido subcutidneo
de la tercera falange debida a A. fumigatus en una enferma
con linfoma no-Hodgkin (Figura 4) y antecedente trauma-
tico (manicura con retirada de cuticula del dedo) el dia
previo al autotrasplante. E1 IGM fue positivo, siendo este
caso por consiguiente una nueva forma de Al

Limitaciones del GM en el diagnéstico de AI

Los resultados falsos positivos de GM pueden apare-
cer como consecuencia del tratamiento antibiético con pipe-
racilina-tazobactam [4] y amoxicilina-clavuldnico [5,42].
Los IGM bajan al parar el tratamiento antibidtico, pero en
enfermos con insuficiencia renal pueden continuar eleva-
dos durante varios dias [16]. Otra causa de falsa reactivi-
dad puede ser debida a alimentacidn parenteral con Racol,
que contiene proteinas de soja [46], asi como a la coloni-
zacion gastrointestinal frecuente en nifios pequefios con
Bifidobacterium [40] y a infeccién con Cryptococcus neo-
formans [10] que contiene epitopos con reacciones cruza-
das con el GM de Aspergillus.

Otra posible fuente de falsa reactividad es la inges-
tién alimentaria de cereales y derivados ricos en galactofu-
ranosa y de leches maternizadas. Los pacientes con altera-
cion de la barrera intestinal, situacién comun en los
enfermos neutropénicos con mucositis intensa debida a la
quimioterapia pueden presentar falsa reactividad.
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Otros hongos que dan lugar a IFI como Penicillium,
Alternaria y Paecilomyces tienen reactividad con los anti-
cuerpos monoclonales EB-A2 utilizados en la prueba
comercial de Platelia Aspergillus. Es de destacar que estas
especies se implican con poca frecuencia en la infecciéon
fungica en el hombre.

Utilizando como punto de corte = 0,5 la tasa de
falsos negativos es baja y como han demostrado Marr
et al. [36] en un reciente estudio, la administracion profi-
lactica o empirica de antifingicos con actividad anti-
Aspergillus es en la practica clinica el factor mas impor-
tante que determina la falsa reactividad, teniendo un
enorme impacto sobre la sensibilidad del GM, por consi-
guiente la utilidad diagndstica se minimiza.

También es bien sabido que cuando la carga fin-
gica es limitada como sucede en pacientes con infeccién
aspergilar restringida a las vias aéreas (traqueobronquitis
en receptores de trasplante de pulmon y pacientes con
sida) la determinacién de IGM es de poca utilidad [37].

En una reciente publicacion Weisser et al. [72] afir-
man que la monitorizacién prospectiva de GM no facilita
el diagnéstico adelantado de Al, pero en este estudio es de
destacar que la metodologia no es adecuada (incluyen
enfermos con bajo riesgo, el 17% fue tratado con piperci-
lina-tazobactam o tratamiento antifingico con actividad
frente a Aspergillus 36% y el nimero de pacientes con Al
probada o probable era bajo).

Una ventaja del Platelia Aspergillus, es que tiene
una excelente reproducibilidad entre laboratorios [67].

Recapitulacion e incognitas por resolver
con galactomanano

» La tasa de GM falsos positivos es baja, siendo
factores importantes la encapsulacién de la infec-
cidén, traqueobronquitis (receptores de trasplante
pulmén y sida), poblaciones no seleccionadas,
pero con mucho, el tratamiento empirico y profi-
lactico con drogas activas frente a Aspergillus es
el factor mas importante.

* Los falsos positivos oscilan entre el 8% y el 14%,
siendo mds frecuentes en la poblacién pediatrica,
en receptores de trasplante de médula 6sea, enfer-
medad de injerto contra huésped, pacientes con
mucositis (especialmente con ingesta de cereales,
leche maternizada) existiendo reactividad cru-
zada con Penicillium, Alternaria, Paecilomyces
lilacinus, C. neoformans y asoaciandose también
a bacteriemias y a la administracién de amoxici-
lina-clavuldnico y piperacilina-tazobactam.

« En la insuficiencia renal y en pacientes sometidos
a hemodidlisis puede haber aumento paraddjico
de GM a pesar de existir una respuesta clinica
favorable.

C

Figura 4. a) Onicomicosis subungueal de dedo mefique debida a Aspergillus fumigatus. b) Examen directo del pus del pliegue ungueal con KOH vy tincién
de calcofluor. ¢) Examen con inmunofluorescencia con un anticuerpo comercial monoclonal frente a Aspergillus del pus del pliegue ungueal.
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* Actualmente el punto de corte que se debe elegir
es de 0,5, siendo la especificidad mayor cuando
se requieren dos sueros positivos, aumentando
también el valor predictivo de la prueba positiva
y manteniéndose el valor predictivo de la prueba
negativa, bajando la sensibilidad poco.

e EI GM es un buen marcador terapéutico y diag-
néstico y actualmente se incluye en los ensayos
clinicos como un criterio mds de inclusién y vali-
dacion de la actividad terapéutica.

e Se acepta que cuando se hace un cribado pros-
pectivo de GM en sangre en enfermos oncohema-
tol6égicos neutropénicos con riesgo de Al, basta
con hacer la determinacién en suero dos veces
por semana.

e Actualmente estd todavia sin definir la utilidad
del GM en poblaciones no neutropénicas (recep-
tores de trasplante de 6rganos solidos, enferme-
dad granulomatosa crénica, pacientes criticos no
neutropénicos, poblacion pedidtrica, sida, etc)

 De cara al futuro son necesarios estudios sobre la
relacién entre el coste y efectividad cuando se
monitoriza prospectivamente el GM.

* En enfermos con traqueobronquitis aspergilar es
necesario realizar estudios prospectivos sobre la
utilidad de la deteccién de GM en el lavado bron-
coalveolar.

» Recordar que en el hombre existe una fuerte con-
cordancia (cuantitativa y cualitativa) entre el
IGM vy la supervivencia y los valores de IGM se
correlacionan con la carga fingica.

» La positividad del IGM antecede a los hallazgos
clinicos y radiolégicos, permitiendo establecer un
tratamiento antifiingico adelantado.

e Como sintesis puede afirmarse que el IGM es un
procedimiento no invasivo, barato, estandarizado,
reproducible y los valores de IGM se correlacio-
nan con la carga flingica, siendo un procedi-
miento diagnéstico que puede calificarse de exce-
lente en pacientes neutropénicos adultos.

e La mortalidad de los pacientes con Al es muy
elevada, habiéndose observado que a partir del
afio 2002, la supervivencia es significativamente
mayor. Entre los factores asociados a un menor
riesgo de mortalidad se citan como muy relevan-
tes el diagndstico mds temprano por la utilizacién
conjunta de GM y CT, asi como el tratamiento
con voriconazol [68].

Diagnostico de IFI mediante (1-3)-8-D-glucano:
marcador panfiingico

La utilizacién del marcador panfingico (1-3)-B-D
glucano (BG) permite cuando se determina en sangre
(suero) hacer un diagnéstico de IFI. El BG es un polisaca-
rido de la pared celular de los hongos excepto de Crypto-
coccus neoformans 'y los mucorales. La presencia en suero
y otros liquidos corporales de BG indica la existencia de
IFIL. Los procariotas, virus y las células de los mamiferos
estdn desprovistos de BG. EL BG reacciona con un sus-
trato cromégeno y se realiza una lectura colorimétrica.

La deteccién de BG es posible por la existencia de
pruebas comerciales: Wako Pure Chemical Industries (Ja-
pén), Seikagaku Kogyo Corporation (Jap6én), Maruha Cor-
poration (Japén) y Asociados de Cape Code (EE.UU.). La
prueba desarrollada por los Asociados de Cape Code (Fun-
gitell, previamente conocida como Glucatell) ha sido apro-
bada recientemente por la FDA para el diagndstico clinico

de IFI y es posible su adquisicion en Espaiia a través de un
distribuidor.

El BG es un marcador panfiingico y puede detectar
la presencia de IFI causadas por Aspergillus, Candida,
Fusarium, Acremonium, Scedosporium, Pneumocystis jiro-
veci, etc, aunque actualmente faltan estudios prospectivos
sobre el papel del BG en el establecimiento de diagndstico
del IFI en las distintas subpoblaciones de enfermos con
riesgo.

Hay que resaltar que la molécula de BG es ubicua
en el entorno, por lo que las contaminaciones de laborato-
rio son frecuentes y el BG ha sido utilizado como un mar-
cador de biomasa fingica [15]. El BG es insoluble en agua
y diversas bacterias, la mayoria de las plantas superiores y
muchas plantas inferiores contienen BG.

Hay que tener en cuenta que es necesario utilizar
material (tubos, pipetas, jeringas, etc) libres de BG (endo-
toxinas de bacterias y BG de hongos) que pueden dar lugar
a falsos positivos.

En la actualidad la cinética de BG en el hombre es
todavia poco conocida; no hay datos sobre su produccion,
paso al torrente circulatorio, metabolismo y vias de excre-
cion. La presencia o ascenso de niveles de BG en sangre,
a pesar del tratamiento antifingico, parece indicar segin
datos preliminares, la falta de respuesta al tratamiento en
casos de Al y candidiasis invasora [53,54]. Asi mismo,
valores descendentes de BG también se correlacionan con
una mejoria o curacion clinica [53,54]. Estos datos parece-
rian indicar que el BG es un marcador qtil para monitori-
zar el tratamiento antifingico, aunque es necesario ampliar
la experiencia clinica disponible.

Limitaciones del BG en el diagnostico de IFI

BG falsos positivos pueden aparecer en enfermos
en hemodialisis con membranas de celulosa [24], o trata-
dos con inmunoglobulinas humanas intravenosas [22],
polisacaridos antitumorales [23], enfermos quirdrgicos
curados con gasas o esponjas que contengan glucano [47],
inhalacion de glucano fiingico del aire [15], asi como en
los tratamientos con albimina, factores de coagulacién y
proteinas plasmadticas [22]. La mucositis debida a quimio o
radioterapia puede permitir el paso a la sangre de BG de
origen alimentario, asi como de Candida que colonizan el
tracto gastrointestinal.

Asi mismo los enfermos con bacteriemias y los tra-
tados con amoxicilina- clavuldnico pueden dar también
falsos positivos [41,53,54,56]. La presencia de hemdlisis
en los sueros ocasiona BG falsos positivos y los niveles
altos de bilirrubina y triglicéridos dan lugar a BG falsos
negativos con Fungitell [56]. Hay que tener en cuenta que
la manipulacién sucesiva con tubos y material de laborato-
rio no libres de BG pueden dar lugar a contaminaciones y
por consiguiente a una falsa positividad [56].

Utilidad diagnéstica del BG en Al

La experiencia acumulada con los distintos equi-
pos comercializados de BG en el diagnéstico de IFI es
limitada [49].

Las pruebas comercializadas en Jap6n de BG (por
Wako, Seikagoku y Maruha) son de dificil adquisicion
fuera de este pais, mientras que el Fungitell estd comercia-
lizado y se puede adquirir con facilidad en Espafia desde
el afio 2005 y nos referiremos en adelante a esta prueba
comercial. En el diagnéstico de IFI mediante BG se tienen
mds datos disponibles en el diagndstico de candidiasis
invasora (CI), seguido de Al. La experiencia diagndstica
con otras micosis profundas causadas por hongos filamen-
tosos es verdaderamente anecddtica: cuatro casos causados
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Tabla 5. Comparacién temporal de BG y GM en el diagnéstico de Al, segun referencia [54] en pacientes con Al

probada y Al probable.

Antigenemia con BG

Evento Pacientes n (%) Dias entre la deteccion BG
evaluados (n) con BG(+) y el evento (rango)

Primer dia de fiebre 7 2 (28,2) 5 (4-6)

Primer dia con signos clinicos 7 4 (57,1) 10,7 (4-21)

CT pulmonar 7 7 (100) 9,3 (1-21)

Inicio del tratamiento antifungico 7 5(71,4) 14 (4-25)

Antigenemia con GM

Primer dia de fiebre 7 1(14,3) 4 (4

Primer dia con signos clinicos 7 3 (42,8) 9 (4-15)

CT pulmonar 7 6 (85,7) 7,2 (1-15)

Inicio del tratamiento antifungico 7 4 (57,1) 12,5 (1-23)

*Tos y/o disnea y/o hemoptisis y/o dolor toracico.

por Fusarium (probados) [49] y tres casos de fusariosis
probada estudiadas por Ostrosky-Zeichner et al. [50]. En
estos siete casos de fusariosis probadas el BG fue positivo,
siendo destacable que antecedia su positividad en 10 dias
a la aparicién del primer signo o sintoma clinico en la
publicacién de Odabasi [49], y en el caso de las tres fusa-
riosis probadas por Ostrosky-Zeichner et al. [50] como
todo el estudio se basaba en la obtencién de una sola
muestra de suero una vez establecido por diversos proce-
dimientos el diagnéstico de IFI, la secuencia temporal era
imposible de establecer.

En el diagnéstico de Al, Pazos et al. [54] han com-
parado la utilidad diagnéstica de BG y GM en 40 pacien-
tes (episodios) neutropénicos adultos de alto riesgo. En
esta poblacion hubo cinco Al probadas, tres Al probables
y tres Al posibles y se obtuvieron muestras de suero bise-
manalmente durante todo el periodo de riesgo, utilizando
como punto de corte positivo 120 pg/ml (ver tabla 5).

Este estudio sugiere que la deteccion de BG (Fun-
gitell) es una herramienta diagndstica de Al (con una sen-
sibilidad del 87,5%, especificidad 89,6%, valor predictivo
de la prueba positiva 70% y valor predictivo de la prueba
negativa 96,3%) [54] siendo la tasa de falsos positivos del
10,3%. Cuando se comparan estos datos con los disponi-
bles por la FDA para el diagndstico de Al, la S era mds
baja (del 80%) y la especificidad era también inferior (del
81%) [17], Asi por ejemplo en un estudio prospectivo rea-
lizado por Kawazu et al. [25] utilizando el equipo comer-
cial de Wako, la sensibilidad, especificidad, el valor pre-
dictivo de la prueba positiva y el valor predictivo de la
prueba negativa del BG era del 55%, 93%, 40% y 96%
respectivamente. Esta alta sensibilidad del Fungitell podria
ser inherente a la técnica comercial, a la frecuencia de la
obtencion de sueros (bisemanalmente en el estudio de
Pazos et al.) [54] y a los diferentes puntos de corte utiliza-
dos en los distintos trabajos publicados [25,49,50,54,56].
Un hecho importante es que en el trabajo de Pazos et al. [54]
la positividad temporal del BG era significativamente mds
temprana con BG que con GM en relacién a la aparicién
de fiebre, signos clinicos, imdgenes radiolgicas con CT
etc., como muestra la tabla 5.

Utilidad diagnéstica conjunta de GM y BG
en el diagnostico de Al

Datos iniciales [9,54] en el diagndstico microbiol6-
gicos de Al parecen indicar que tanto el GM, como el BG
son positivos en los casos de Al probada y Al probable. Es
también destacable que la cinética de ambos marcadores es

bastante similar, aunque como muestra la tabla 5 la antige-
nemia positiva con BG se positiviza temporalmente antes
que con BG.

Es destacable que hay discrepancias en los enfer-
mos con resultados falsos positivos ya que los enfermos
sin Al pero con BG falsos positivos, son negativos con
GM y los enfermos con GM falsos positivos son negativos
con BG (ver tabla 6). La utilizacién conjunta de ambos
marcadores permite seglin estos datos aumentar la especi-
ficidad y el valor predictivo de la prueba positiva al 100%,
y por consiguiente aumentar la rentabilidad diagnéstica.
La monitorizacién de BG y GM en el suero es concordante
y predice la evolucién en los enfermos con Al (ver figura 5).

Recapitulacion e incognitas por resolver
con (1-3)--D glucano en el diagnostico de AI

Dada la escasez de datos publicados, actualmente
no es bien conocida la tasa de BG falsos negativos en las
distintas poblaciones con riesgo de Al aunque es conocido
el hecho de que las concentraciones altas de bilirrubina y
triglicéridos ocasionan falsos negativos.

e En un primer estudio retrospectivo [49] en pa-
cientes con leucemia mieloide aguda y sindro-
me mielodispldsico (Glucatell: punto de corte
60 pg/ml) la eficacia diagndstica de BG al pare-
cer no se veria influida (disminuida) por el trata-
miento antiflingico profildctico o empirico, aun-
que como en este estudio el nimero de enfermos
con Al era muy bajo (una Al probada y tres Al
probables) es una afirmacién que no puede gene-
ralizarse a los enfermos con Al. Es decir, el efec-
to del tratamiento antifingico sobre el BG esta
sin determinar.

Actualmente hay datos limitados sobre los BG fal-

Tabla 6. Valores de sensibilidad, especificidad, valor predictivo de la
prueba positiva, valor predictivo de la prueba negativa comprando BG y
GM, segun referencia [54] en pacientes con Al probada y Al probable.

‘BG “*GM BG y GM
S (%) 87,5 87,5 87,5
E (%) 89,6 89,6 100
VPP (%) 70 70 100
VPN (%) 96,3 96,3 96,3

*y** El porcentaje de falsos positivos era del 10,3% con cada marcador, siendo los
enfermos falsos positivos diferentes con cada prueba diagnéstica.
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Figura 5. Cinética del GM y BG en un caso de onicomicosis por Aspergillus fumigatus en una enferma con linfoma no-Hodgkin [9]

sos positivos [15,22-24,41,47,53,54,56,61] en las
poblaciones con riesgo alto de Al e IFI. Por otro
lado faltan datos de estudios prospectivos y una
cantidad no desdefiable de estudios publicados
carecen de la metodologia adecuada [49,50,56].
La falsa positividad aparece en enfermos en he-
modidlisis con membranas de celulosa, en trata-
miento con inmunoglobulinas humanas intrave-
nosas, con polisacdridos antitumorales, pacientes
expuestos a gasas 0 esponjas quirdrgicas, en tra-
tamiento con albiimina, factores de coagulacién y
proteinas plasmaticas. Los enfermos con bacte-
riemias y los tratados con amoxicilina-clavula-
nico pueden tener falsa positividad. La mucositis
intensa (por quimio o radioterapia) asi como la
colonizacién por Candida del tracto gastrointesti-
nal pueden ocasionar falsa reactividad.

» Debe recordarse que la manipulacién sucesiva de
tubos y material de laboratorio son fuente fre-
cuente de contaminaciones por lo que se reco-
mienda manipulaciéon minima de las muestras
para evitar contaminaciones. Se debe utilizar
material exento de endotoxinas y glucano.

» La presencia de hemdlisis da lugar también a una
falsa reactividad.

« Esta sin definir el punto de corte éptimo, ni si se
deben utilizar distintos puntos de corte en las dis-
tintas subpoblaciones. Tampoco estd definido si la
positividad se debe basar en la positividad de un
solo suero (punto de corte estdtico) o dos sueros
consecutivos positivos (punto de corte dindmico).

e Tampoco esta establecido con que periodicidad
deben extraerse los sueros durante el periodo de
riesgo para determinar el BG, pues se conoce
poco la cinética, aunque segun datos preliminares
la extraccién bisemanal seria de momento prefe-
rible.

* Se dispone de pocos datos clinicos y micoldgicos
prospectivos sobre si el BG discrimina entre co-
lonizacién e infeccidn fungica.

 El hecho de que en estudios publicados el valor
predictivo de la prueba negativa es elevado servi-
ria para excluirlos en enfermos con riesgo la exis-
tencia de IFL.

 Puesto que el BG es un marcador panfingico,
cuando se estudien pacientes con riesgo de IFI en
los que aparezcan determinaciones positivas de
BG es necesario realizar maniobras exploratorias
(CT de alta resolucion, ecografias, BAL, biopsias,
etc.) para descartar o afirmar la existencia de IFI.

Consideraciones finales

Para que una técnica diagnéstica pueda ser validada
se requiere que esté estandarizada, consiguiéndose este
objetivo mediante la comercializacion, que permite la vali-
dacion externa multicéntrica, como recientemente comenta
Donelly en un articulo editorial [14].

Actualmente la deteccién del GM de Aspergillus y
de BG (componente de la pared fingica, excepto de
Cryptococcus y mucorales) permiten hacer estudios multi-
céntricos, aunque estos estudios deben reunir unas caracte-
risticas de disefio muy estrictas [69]. Estos estudios deben
incluir un grupo control que debe estar constituido por la
subpoblacién en riesgo que se estd estudiando pero no
tiene IFI. Se deben ademds hacer cultivos semicuantitati-
vos de Candida y levaduras. El andlisis de los resultados
en el caso del BG (por ser marcador panflingico) debe
hacerse en relacion con las distintas especies etioldgicas
productoras de IFI. El desarrollo de marcadores diagnésti-
cos seroldgicos es necesario puesto que las técnicas micro-
bioldgicas tradicionales son poco sensibles, se positivizan
tardiamente y tienen un impacto muy limitado en el diag-
néstico y manejo de IFI [33].



Es necesario estratificar a los enfermos cuando se va-
lidan las pruebas diagnésticas y describir detalladamente la
subpoblacién en estudio, asi como sus caracteristicas [58].
Se requiere ademads estudiar a los enfermos prospectiva-
mente mientras dure el periodo de riesgo. Hay que tener en
cuenta que para el clinico el valor predictivo (positivo y
negativo) es mds util, pues indica la probabilidad de que el
paciente esté o no esté infectado [14,33]. Puesto que los
valores predictivos dependen de la prevalencia de IFI en la
poblacién que se va a estudiar [26] es deseable que estd
sea al menos superior al 10%.

La sensibilidad diagnéstica del GM vy, al parecer
segln un estudio inicial [54], del BG en el diagndstico de
Al es alta en una poblacion definida: pacientes con riesgo
alto con leucemia aguda, sindrome mielodisplédsico y
receptores de trasplante alogénico o en tratamiento por
enfermedad del injerto contra huésped [54]. Los niveles de
GM son muy altos cuando la carga fiingica y la angioinva-
sion es alta como sucede en los neutropénicos [6] mientras
que en los pacientes tratados con corticoides el grado de
inflamacién es grande, hay poca carga fingica y los nive-
les de GM son bajos [6].

Cada prueba diagndstica de las aqui revisadas tiene
limitaciones y discrepancias cuando se comparan entre si,
y por ello es util emplear, conjuntamente el GM y el BG
en el diagndstico de Al (y en el caso de otras IFI incluyen-
do si es posible la deteccién de anticuerpos antimicelio de
C. albicans, mananos e incluso PCR) para intentar superar
las limitaciones inherentes de cada prueba diagndstica.

Otras posibilidades de diagndstico de Al de cara
al futuro estdn en fases de desarrollo preliminares, como
por ejemplo la deteccion de gliotoxina en las Al debidas a
A. fumigatus y Aspergillus niger [28,29].

El impacto que pueden tener en el futuro los distin-
tos marcadores de Al y de IFI esta en desarrollo: se requie-
ren amplios estudios para detectar el coste-efectividad, im-
pacto sobre la supervivencia, diagndstico (adelantado),
sobre el tratamiento antifiingico (profilaxis, tratamiento em-
pirico) en las distintas subpoblaciones con riesgo de IFI.
Todavia el diagnéstico de Al y de otras IFI es un reto para
el clinico y el microbiélogo, como muestran los datos ne-
crépsicos de enfermos con cdncer hematolégico: el 75% de
las IFI no fueron diagnosticadas en vida del enfermos [6].
Esto refleja las limitaciones actuales de las pruebas diag-
nosticas.
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Los estudios necrdépsicos permiten establecer la cali-
dad médica en los hospitales y, sin embargo, el porcentaje
de necropsias desciende en todos los hospitales del mun-
do [73]. En el caso de las enfermedades infecciosas hasta
el 30% de las mismas son detectadas post-mortem [73],
aunque esta tasa es mds elevada en el caso de IFI [6].

Una dificultad afiadida en la validacién clinica de
los marcadores es que deben basarse en la obtencién de
biopsias profundas y datos necrépsicos; por ello se com-
prende que en la validacion del GM, los estudios realiza-
dos por Maertens [30-35] retinen todos estos requerimien-
tos y resultan irrefutables, siendo todavia el GM el tnico
marcador validado e incluido como criterio microbiolégico
por el grupo de expertos de la EORTC y del NIAID [3].

Una dificultad afiadida es que incluso los cultivos
de biopsias con invasion flingica son negativos en el 38%
de los casos segun se sugiere en una reciente publicacién
[62] por lo que es posible seglin estos datos que haya que
realizar ademds PCR con los tejidos en lugar de tnica-
mente el cultivo pues la PCR permite aumentar de forma
significativa el diagnéstico de la especie fiingica infectante
(del 63% al 96%) cuando se compara con el cultivo micro-
biolégico tradicional [62].

Los autores agradecen a la Dra. Maria Dolores
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