IH_'N'_

Rev Iberoam Micol 1998; 15: 10-15 Review iy
%

Aspergilosis: mecanismos de patoge-
nicidad implicados y aproximacion al
diagnostico de laboratorio

José Luis Blanco, Javier Guedeja-Marron, Jesus Caballero y
Marta Eulalia Garcia

Departamento Patologia Animal |, Facultad de Veterinaria, Universidad Complutense de Madrid, Espafia

Resumen Las aspergilosis constituyen un amplio grupo de enfermedades, dentro de las
cuales las mas graves son las aspergilosis invasoras, alteraciones que afectan
fundamentalmente a individuos inmunodeprimidos.

En el presente trabajo se realiza una revision centrada en tres aspectos princi-
pales de estas alteraciones: 1) Posibilidad de diferenciacion de cepas de
Aspergillus fumigatus tanto por métodos fenotipicos como genotipicos,

2) Mecanismos de patogenicidad de esta especie fungica y en especial los rela-
cionados con la actividad elastasa y 3) Procedimientos de diagnéstico de labora-
torio de las aspergilosis, principalmente en relacion con la determinacion de
antigenos circulantes y secuencias de ADN en suero y orina de pacientes.
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Aspergillosis: Mechanisms of pathogenicity implica-
ted and approach to laboratory diagnosis

Summary  Aspergillosis comprises a wide range of clinical conditions, of which the most
serious is invasive aspergillosis, which particularly affects immunodeficient indivi-
duals.

In the present work we present a review centred on three main aspects of this
disease: 1) Possibility of differentiation of strains of Aspergillus fumigatus by phe-
notyphic and genotypic methods, 2) Mechanisms of pathogenicity of this species
and especially the relationships of elastase activity, and 3) Laboratory diagnosis
of aspergillosis, principaly in terms of determination of circulating antigens and
DNA sequences in the blood and urine of patients.
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Nos proponemos en el presente trabajo realizar unaaspergilosis
revision de la situacion actual de las aspergilosis, una de
las infecciones hospitalarias mas importantes, tanto por su Las aspergilosis constituyen un grupo de enferme-
frecuencia como por su gravedad, centrandonos especialdades que en los Gltimos afios estan alcanzando una gran
mente en el estudio de los mecanismos de patogenicidad ymportancia, entre las cuales se encuentran asma alérgica,
en los avances en el diagndstico de laboratorio de estogspergilosis broncopulmonar alérgica, aspergiloma y
procesos. En los Ultimos afios son constantes las descripaspergilosis invasora. Estan producidas por hongos consi-
ciones de nuevas sustancias |mpI|cadas'en_Ia patogeniciderados oportunistas, incluidos en el génkspergillus
dad deAspergillus fumigatusque ademas tienen gran de los cuales sin duda el mas importanté.esimigatus

importancia para el posible diagnostico de la enfermedad:responsable de la mayoria de los procesos morbosos oca-
si siempre que hay invasion por el hongo es porque secresionados por este género.

ta una determinada sustancia, cada vez que ésta sea detec- Los méas graves de estos procesos son las aspergi-
tada serfa indicativa de la enfermedad. Esta es la premisgsis invasoras, alteraciones que afectan fundamentalmen-
sobre la que trabajan muchos laboratorios en el mundo e a individuos inmunodeprimidos; por tanto se trata de
lo que nos impulsa a la realizacion de esta puesta al dia déna patologia directamente relacionada con personas que
las tltimas investigaciones al respecto. han sido sometidas a un trasplante, y las que son someti-
dos a terapias con farmacos citotoxicos y corticosteroides;
también se relacionan con pacientes con fibrosis quisti-
ca [1].
Entre las infecciones sistémicas graves causadas
por hongos patdgenos, la incidencia de aspergilosis apare-

Direcci6n para correspondencia: ce en segundo lugar, so6lo superada por las infecciones por
gngaﬁfaér#ér?tfg%fgofozf}geA'& mal . Facultad de Candida,si bien las aspergilosis son las que producen una
Veterinaria, Universidad Compluténse, mayor morta“d_ad [2] . i . i
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excluidas por su escasa incidencia [3]. Esto parece seblotting. También se han utilizado los sistemas de ubiqui-
debido a que clasicamente la inmunodepresion por célulasiona y la comparacion electroforética de enzimas.
T no se relaciona con una mayor predisposicion al desaNinguna de estas técnicas se ha desarrollado como un sis-
rrollo de aspergilosis, a diferencia de lo que acontece contema formal y reproducible porque su grado de discrimi-
otros hongos comdCryptococcus neoformanse nacion es bajo y la estandarizacién dificil [13-16]. No
Histoplasma capsulatuniParece aceptada una incidencia debe olvidarse el hecho de que el depender de factores
de aspergilosis invasora en pacientes con infeccion por embientales hace que sea un procedimiento demasiado
VIH de aproximadamente un 5-7 por 1000, siendo masvariable para ser considerado concluyente [17].
frecuente hallar una simple colonizacion aspergilar del
tracto respiratorio superior, con valores de hasta un Métodos genotipicosSe asume qué. fumigatus
5% [4]. se propaga casi exclusivamente por via asexual a través de
Sin duda, uno de los principales grupos de riesgo la produccion de conidios [18]. Esto ha hecho que se
de aspergilosis invasora son los pacientes sometidos dayan aplicado diferentes sistemas a la diferenciacién
trasplante. Asi, en el caso concreto de trasplante de médugendmica dentro dAspergillus patrones de fragmentos
la 6sea se ha descrito una frecuencia de aspergilosis de 4e restriccion (RFLP), separacion electroforética de cro-
38% [5], con una mortalidad aproximada del 60%, si bien mosomas, amplificacién aleatoria de ADN (RAPD),
ésta puede reducirse por el diagnéstico precoz y el trataSouthernblotts con ADN ribosomal o mitocondrial,
miento eficaz [6]. Otros autores indican mortalidades secuencias genémicas no ribosomales, etc. [15,17,19,20].
superiores, que llegan al 94% [7]. Saugier-Vetieal [8], Si bien los resultados iniciales de estas investigaciones
también en pacientes trasplantados de médula ésea descrparecen prometedores, todavia no se puede hablar de rea-
bieron que un 5% desarrollaron aspergilosis pulmonarlidad en el campo de la diferenciacion genémica de cepas
invasora, con un 82% de mortalidad; en ningln caso sedeA. fumigatus

detectaron anticuerpos, y s6lo en uno de los 18 pacientes Un problema afadido es la descripcion de un
se detecto antigeno despergillus,unos dias antes de la mismo mecanismo de patogenicidad originado por sustan-
muerte del paciente. cias diferentes. Es el caso que citaremos a continuacion de

La fibrosis quistica es la enfermedad hereditaria la actividad elastasa, lo que implicaria diferencias geno-
letal mas frecuente en la raza blanca. En los ultimos afiosnicas pero con el mismo efecto patogénico, o lo que es lo
se ha hecho especial hincapié en la alta frecuencia denismo, con la misma potencial virulencia.
aspergilosis broncopulmonar alérgica (ABPA) en enfer-
mos con fibrosis quistica, con una prevalencia aproximadaSustancias implicadas en la patogenicidad
del 10% [9]. Otros autores citan que en un 25% de pacien-
tes con fibrosis quistica se describié colonizacion por Diferentes sustancias se han descrito como impor-
A. fumigatusy en un 6,5% se diagnostic6 ABPA [10]. En tantes en la patogenicidad de fumigatus si bien en
nuestro pais, Negreds al [11] han descrito una coloni- algunos casos existen datos contradictorios entre diferen-
zacion porA. fumigatusen un 25,8% de pacientes con tes autores. Especial importancia se le ha dado a la activi-
fibrosis quistica, mientras que el 33,3% poseian anticuer-dad elastasa dA. fumigatus principalmente por las
pos frente a este hongo. siguientes razones [21]: a) la elastina constituye un com-

Dentro del concepto de aspergilosis invasora, con- ponente importante de la proteinas pulmonares totales, b)
sideramos de gran importancia el hecho de que cada veA. fumigatugiene una conocida actividad elastasa y c) la
se van describiendo mas casos en pacientes no inmunodelastasa es un importante factor de virulencia en otros
primidos [4], que ha llegado en estudios realizados enpatdégenos pulmonares, cofseudomonas aeruginasa
Espafia hasta un porcentaje del 18,7% [12], lo que lleva a Se ha descrito que mientras que todos los aisla-
estos autores a recomendar que se sospeche de aspergilmientos que causan aspergilosis invasora producen elasta-
sis invasora ante pacientes que presentan fiebre e infiltrasa, no todos los aislamientos que producen esta enzima
dos pulmonares, no s6lo inmunodeprimidos, sino tambiénfueron asociados con una enfermedad invasora [22,23].
aquéllos aparentemente inmunocompetentes, que no res- Actualmente parece que la actividad elastasa en
pondan al tratamiento antibiético habitual y cuyos estu- A. fumigatupuede deberse a la sintesis de diferentes pro-
dios microbioldgicos rutinarios muestren la presencia de teasas elastinoliticas, y no de un compuesto Unico:
hongos. 1. Una serin-proteasa alcalina de 33 kDa [23], muy

En los ultimos afios las principales investigaciones semejante a la quimiotripsina [22]. Hasegastal. [24]
acerca del poder patdgenoAlefumigatuse han centrado  han aislado y caracterizado este compuesto, que ellos indi-
en dos campos: can con un PM de 32 kDa, con 336 residuos de aminoci-

1. Posibilidad de diferenciacion de cepas aisladasdos y un punto isoeléctrico de 9,1.
de diferentes origenes, con objeto por una parte de poder 2. Una metaloproteasa de 43 kDa [25], que para
prever su patogenicidad, y por otro, de poder identificar otros autores presentaria un PM de 42,1 kDa y estaria
como iguales los aislados procedentes de distintos pacieneonstituida por 389 aminoéacidos [26], probablemente pro-
tes, de diferentes partes de un area (un hospital por ejemducida y excretada durante el crecimiento fungico en teji-
plo) y de distintas localizaciones en un mismo paciente. do pulmonar [27].

2. Estudio de los diferentes compuestos sintetiza- 3. Una aspartico-proteasa (Aspergillopepsin F) de
dos por estos hongos, y con un papel claro en la patogeni39 kDa y 393 aminodacidos [28]. Esta Aspergillopepsin F
cidad, y consecuentemente, en el desarrollo de laes capaz de hidrolizar no s6lo la elastina, sino también

enfermedad, y por ende, implicados en el diagnéstico. colageno y laminina, las otras dos matrices proteicas prin-
cipales del pulmon [28].
Diferenciacion de cepas déspergillus fumigatus 4. Una quimiotripsina, descrita como constante en

A. fumigatusy especifica de especie, que tendria gran
Métodos fenotipicasLa variabilidad fenotipica se  importancia en la patogenicidad de la aspergilosis, degra-
ha estudiado por las caracteristicas morfolégicas, sensibi-dando compuestos como elastina, colageno, fibrinégeno y
lidad a diferentes toxinas, electroforésis enzimatica conlaminina, ademas de presentar una potente accion histoli-
respecto a movilidad de esterasa y fosfatasa, e inmunotica [29,30].
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La expresion de la actividad elastasa se ha descritcadaptadas al crecimiento en tejido pulmonar, y de aqui su
como dependiente de la temperatura [31]. Asimismo se hamayor capacidad para sobrevivir y proliferar, dando lugar
comprobado que cuando se afiade peptona al medio, no s& una patologia [44].
produce degradacion de la elastina, lo que indicaria la Pero en definitiva, la duda persiste: ¢Hay un factor
posibilidad de tratarse de un enzima inducible [32]. de virulencia erA. fumigatuso su patogenicidad es resul-

Si bien se le da una gran importancia a esta elastatado exclusivamente de la receptividad del hospeda-
sa, parece evidente que no es el Unico factor de virulenciador? [35]; o bien: ¢ Todas las cepasiddéumigatugienen
habiendo otras proteasas importantes que se producen la misma capacidad para invadir tejidos o existen diferen-
actdanin vivo [33]. Asi, se han descrito distintas sustan- cias genémicas relacionadas con el desarrollo de la enfer-
cias como importantes en la patogenicidacAdéumiga- medad? [17].
tus

1. Una mitogilina de 18 kDa [34] con actividad Diagnéstico de aspergilosis
citotoxica [35] y que podria estar relacionada con protei-
nas similares sintetizadas pAspergillus restrictusy En individuos inmunodeprimidos la terapia anti-
Aspergillus giganteysgue parece ser podria llegar a per- fangica resulta efectiva solo si se aplica en los primeros
mitir la diferenciacion especifica de cepastdéumigatus estadios de la enfermedad; si se inicia demasiado tarde su
[34]. Se trataria de un antigeno principal de 18 kDa, de laefectividad decrece considerablemente. Incluso en
gue el gen responsable ha sido secuenciado recientementmuchos casos las micosis invasivas se reconocen Unica-
y que resultaria ser homéloga en un 99% a la mitogilinamente en la autopsia [45]. Todo ello lleva a la necesidad

deA. restrictug36]. de disponer de métodos sensibles, rapidos y efectivos para
2. Una metaloproteasa de 40 kDa con actividad el diagnéstico de las aspergilosis.

residual colagenolitica [21], cuyo gen que la codifica ha En los ultimos afnos se han desarrollado diversos

sido recientemente clonado [37]. procedimientos tanto para la deteccién de anticuerpos
3. Un galactomanano secretado al medio como uncomo de antigenos en suero y orina de pacientes con

exoantigeno de importancia diagnostica [38-40]. aspergilosis, con desigual resultado segun el tipo de asper-
4. Una Proteina similar a la dieéat shockque gilosis.

podria jugar un papel importante en los mecanismos Asi, en el caso concreto de la ABPA, se ha com-

inmunorreguladores de las aspergilosis [41]. probado que estos pacientes tienen un elevado nivel de

5. Factores cilioinhibidores que permitirian coloni- anticuerpos especificos de tipo IgG e IgE, lo cual supone
zar la mucosa, de los que el mas importante seria la glio-un criterio de ayuda para el diagndéstico [46]. Por tanto las
toxina [42]. Se ha concedido gran importancia al técnicas de inmunoblotting con la subsiguiente deteccion
mecanismo por el cuadl. fumigatuspuede colonizar la  de subclases de IgG y de IgE pueden jugar un importante
mucosa respiratoria. En este sentido, Amitatnal. [42] papel en el serodiagnostico de enfermedades alérgicas
han purificado y caracterizado dos factores cilioinhibido- debidas &. fumigatug47].
res: uno de bajo PM y otro de elevado PM. EIl primero de También se ha descrito la utilidad de la técnica
ellos resulto ser la gliotoxina, metabolito conocido de ELISA, mas sensible que Elmunoblottingpara cuantifi-

A. fumigatus El otro compuesto, constituido a su vez por car IgE antiAspergillusen pacientes con fibrosis quistica
proteinas con 35 y 25 kDa todavia no ha sido perfecta-[46].

mente caracterizado, si bien no posee actividad elastinoli- En la aspergilosis pulmonar de colonizacion y en
tica ni proteolitica. La gliotoxina junto con otras la necrotizante cronica, la deteccion de anticuerpos es de
micotoxinas, principalmente acido helvélico y fumagilina, utilidad diagnéstica, especialmente la deteccion de anti-
han recibido ultimamente una gran atencion dentro de lacuerpos especificos anti-elastasa por Western-Blot [48].
patogenicidad de este hongo [43], con un efecto inmuno- En el caso de las aspergilosis invasoras, parece ser
supresoin vivo[2]. que el camino mas adecuado seria el de la deteccién de

6. Factores de adherencia Aspergillusa tejidos antigenos especificos en sangre u orina de pacientes. Esto
del hospedador. La atencion de los investigadores se haendria directamente influenciado por la carencia de res-
centrado principalmente en las interacciones con el fibri- puesta inmune en aquellos individuos inmunodeprimidos,
négeno, una glicoproteina plasmatica incluida en la via deque constituyen sin duda el grupo de riesgo de pacientes
coagulacion y en reacciones inflamatorias; se ha demos-<on aspergilosis.
trado que el fibrinbgeno depositado sobre epitelios dafa- Por tanto, la descripcién de antigenos puros de
dos forma un lugar de unién para numerosos conocidas propiedades fisicoquimicas serian de gran valor
microorganismos patdgenos [35]. Segun estos autores, déanto para definir los diferentes mecanismos inmunoldogi-
los diferentes hongos investigados, Unicamente algunoscos incluidos en estas enfermedades como en el diagndsti-
Aspergilluspatégenos, en particular fumigatusse unen co de las mismas.
significativamente al fibrindgeno. La deteccién de antigenos puede ser un método

En este mismo sentidd,. fumigatugambién inte- efectivo cuando se disponga de reactivos suficientemente
racciona con la laminina, el principal componente estruc- sensibles y especificos. Las investigaciones actuales apun-
tural de la membrana basal pulmonar [35]. Los lugares detan en esa direccion [49], si bien se encuentra la dificultad
unién todavia no han sido identificados, pero parece serde estandarizacién de los extractosAddumigatug47].
gue sean los mismos receptores fangicos los responsableEn este sentido ya hemos comentado a la hora de hablar
de la unién a fibrindgeno y laminina. de la produccion de elastasa, su caracteristica de ser indu-

En conclusion, a pesar de la amplia bibliografia cida, y por tanto, la posibilidad de sintdgivivo, sin que
existente al respecto, todavia no se han elucidado lossea detectada vitro.
determinantes moleculares incluidos en la virulencia del La purificacion de uno de estos antigenos, un
patdégeno oportunistd. fumigatusProbablemente la viru-  galactomanano, ha llevado al desarrollo de un método
lencia sea el resultado de la actividad de numerosos factoeomercial de diagnostico de aspergilosis por aglutinacion
res que incluirian uno o mas sistemas de adherenciaen latex (Pastorex Aspergillus test), cuya sensibilidad en
varias toxinas y enzimas extracelulares. Algunos autorespacientes con aspergilosis invasora para algunos autores
indican que ciertas cepas #e fumigatusestan mejor ronda el 90% [39,50]. Su inconveniente es que estos anti-
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genos de galactomanano son rapidamente eliminados delad de la técnica PCR para detectar ADMd&imigatus
sangre circulante por la formacion de complejos inmunestanto en animales infectados experimentalmente como en
y la endocitosis por las células de Kupffer en el higado muestras clinicas de pacientes humanos. Una de las prin-
[6]. Estos mismos autores han mostrado la mayor utilidad cipales criticas al uso de PCR para detectar ADN de
del sistema Pastorex para detectar galactomanano en orinAspergilluses el hecho de que, toda vez que los conidios
con respecto a suero, si bien en cualquier caso no sale Aspergillusson habituales en el ambiente, resultarian
encontro una diferencia apreciable entre la infeccion por comunes contaminantes. Por ello, se tendria un elevado
Aspergillusy la presencia en personas sin infeccién. Por riesgo de contaminacion con ADN durante el proceso de
tanto podria ser interesante su utilizacion Gnicamente enPCR. Sin embargo, se han detectado productos amplifica-
casos de pacientes con riesgo de padecer aspergilosigjos s6lo cuando se afiaden por encima ded@idios a
pues lo que detecta es el contacto con el hongo, pero no lda mezcla para PCR, resultando evidente que tales canti-
enfermedad en si. Esto ha llevado a ciertos autores a indidades es imposible que lleguen a dicha mezcla [1].
car que este test Pastorex muestra una baja sensibilidad y Otra consideracion importante es la posible detec-
especificidad en el diagndstico inicial de aspergilosis cion por PCR de ADN dAspergillusen falsos positivos,
invasora, y siempre se debe simultanear con el cultivo al haberse generado por la colonizacién del tracto respira-
microbioldgico, considerando los resultados obtenidos torio por este hongo sin causar enfermedad activa. Por
conjuntamente con evidencias clinicas y radiolégicas, asiesto se ha sugerido que los resultados basados en la hibri-
como con la obtencion de muestras seriadas [7,51]. Estedacién del ADN probablemente resulten demasiado sensi-
test se ha adaptado recientemente a un ELISAsapd- bles para el diagnostico de aspergilosis clinica [1].
wich con una mayor sensibilidad y especificidad [52]. Reddyet al.[62] han descrito un método de detec-
Para Haynes y Rogers [53] los métodos ELISA son cidon de ADN deA. fumigatusen orina de pacientes sospe-
muy superiores al test de aglutinacion de latex tipo chosos de aspergilosis invasora. Esta metodologia
Pastorex, que s6lo en uno de los 19 casos investigados fueecesita mas estudio para comprobar su utilidad.
el primer indicador de la existencia de aspergilosis. Makimuraet al. [63] han descrito una metodologia PCR
Stynenet al. [54] describen un ELISA doblsandwich capaz de detectar un amplio rango de hongos de impor-
gue permite detectar galactomanano a cantidades tan bajasncia médica a partir de muestras clinicas (sangre, liqui-
como 1 ng, mejor en suero que en orina, y que puededo cerebroespinal y esputos), y en trabajos posteriores
detectarse al menos 39 dias antes de la muerte. El andlisidescriben la capacidad de detectar especificamente infec-
de multiples muestras del mismo paciente incrementaciones polA. fumigatug64]. Nosotros hemos desarrolla-
notablemente la posibilidad de deteccién del antigeno; asido una metodologia capaz de diferenciar especificamente
se recomienda la toma de muestras entre diariamente aepas dé\. fumigatug65].
dos veces por semana, especialmente durante periodos Melcherset al.[66] han descrito una metodologia
febriles en pacientes con neutropenia [55]. PCR para detectar especiesAdpergillusen muestras de
Ademéas del mencionado galactomanano, reciente- lavado broncoalveolar y, por tanto, para identificar asper-
mente ha aparecido la descripcion de distintos antigenoggilosis invasora en pacientes de riesgo.
circulantes Utiles para el diagnoéstico de aspergilosis inva- Tanget al. [67] han descrito un PCR especifico
sora. Hamiltoret al. [56] han descrito la utilidad de la  para la deteccidon d&. fumigatus A. flavusen liquido de
deteccion de una Cu, Zn, superéxido dismutasa en pacientavado broncoalveolar; esta metodologia podria resultar
tes con aspergilosis por inmunoblotting. Otros autores hanmuy util en el diagnostico de aspergilosis pulmonar inva-
utilizado la deteccién de un carbohidrato Atpergillus sora.
en suero de pacientes [57]. En definitiva, si bien son numerosas las investiga-
Dentro de otros métodos de diagnostico de asper-ciones realizadas en los Gltimos afios, todavia no estan
gilosis, Jadreguet al.[58] describen que la deteccion de claros los mecanismos de patogenicidadhd&umigatus
quitina es un método sensible que permite cuantificar ely sobre todo, su implicacién en la diferenciacion de cepas,
grado de infeccion fungica de un érgano y podria ser depudiendo llegar a hablarse de cepas patégenas y saprofi-
utilidad en estudios sobre la patogenia de la infeccion portas. Desde el punto de vista del diagnostico, parece que el
A. fumigatusy en la evaluacion de la eficacia de farmacos camino a seguir, especialmente en aspergilosis invasoras,
antifingicos. es la deteccion de antigenos o secuencias de ADN en san-
Se ha aislado una proteina inmunodominante de 90gre u orina, sin que por el momento exista una metodolo-
kDa que presenta actividad catalasa, que ha mostradaia que podamos considerar eficaz.
reaccion inmune especifica con un 90,3% de muestras de
suero de pacientes con aspergiloma, y en ningln caso con
sueros de individuos control. Por tanto, constituiria un
potencial marcador para el diagndéstico de pacientes con
aspergiloma [59].
A pesar de ser muchos los métodos descritos en los
ultimos afios, ninguno de ellos aparece por el momento
como un método infalible, con eliminacion total de falsos
positivos y negativos, para el diagnéstico de aspergilo-
sis [60].
El test ideal no s6lo deberia mostrar una buena
sensibilidad y especificidad, sino también tener un alto
valor predictivo de los casos negativos que evitarian que
muchos pacientes fueran innecesariamente tratados con
farmacos potencialmente toxicos o de elevado coste [61].
Una buena alternativa a los métodos inmunolégi-
cos podria ser la amplificacion de secuencias especificas
de DNA deA. fumigatuson su posterior deteccion en gel
de agarosa. Ya Spreadbuwatyal. [1] demostraron la utili-



Rev Iberoam Micol 1998; 15: 10-15

Bibliografia

1. Spreadbury C, Holden D, Aufaufre-
Brown A, Baineridge B, Cohen J.
Detection of Aspergillus fumigatus by
polymerase chain reaction. J Clin
Microbiol 1993;31:615-621.

2. Sutton P, Newcombe NR, Waring P,
Mullbacher A. In vivo immunosuppres-
sive activity of gliotoxin, a metabolite
produced by human pathogenic fungi.
Infect Immun 1994;62:1192-1198.

3. Alba D, Gomez-Cerezo J, De la Rosa
P, Molina F. Aspergilosis pulmonar
invasiva como primera manifestacion
de SIDA. Med Clin (Barc) 1994;102:
435-436.

4. Barbera JR, Castro M, Capdevila JA,
Ortega A, Garcia A, Ocafia |. Aspergi-
losis diseminada en pacientes con sin-
drome de inmunodeficiencia adquirida.
Med Clin (Barc) 1994;103:101-104.

5. Wingard JR, Beals SV, Santos GW,
Merz GW, Saral R. Aspergillus infec-
tions in bone marrow transplant reci-
pients. Bone Marrow Transplant 1987;
2:175-181.

6. Ansorg R, Heintschel E, Rath PM.
Aspergillus antigenemia compared to
antigenemia in bone marrow transplant
recipients. Eur J Clin Microbiol Infect
Dis 1994; 13: 582-589.

7. Hopwood V, Johnson EM, Cornish JM,
Foot ABM, Evans EGV, Warnock DW.
Use of the Pastorex aspergillus antigen
latex agglutination test for the diagno-
sis of invasive aspergillosis. J Clin
Pathol 1995;48:210-213.

8. Saugier-Veber P, Devergie A, Sulahian
A, et al. Epidemiology and diagnosis of
invasive pulmonary aspergillosis in
bone marrow transplant patients: result
of a 5 year retrospective study. Bone
Marrow Transplant 1993;12:121-124.

9. Murali PS, Bamrah BS, Choi H, Fink
JN, Kurup VP. Hyperimmune serum
modulates allergic response to spores
in a murine model of allergic aspergillo-
sis. J Leukoc Biol 1994;55:29-34.

. Mroueh S, Spock A. Allergic broncho-
pulmonary aspergillosis in patients with
cystic fibrosis. Chest 1994;105:32-36.

. Negredo P, Ballestero S, Borrajo E, et
al. Colonizacién por hongos en pacien-
tes con fibrosis quistica. Rev Iberoam
Micol 1993;10:101-103.

. Alba D, Gomez-Cerezo J, De la Rosa
P, Molina F, Vazquez JJ. Aspergilosis
pulmonar invasora. Rev Clin Esp 1995;
195:22-25.

. Denning DW, Clemons KV, Hanson
LH, Stevens DA. Restriction endonu-
clease analysis of total cellular DNA of
Aspergillus fumigatus isolates of geo-
graphically and epidemiologically diver-
se origin. J Infect Dis 1990;162: 1151-
1158.

14. Loudon KW, Burnie JP, Coke AP,
Matthews RC. Application of polymera-
se chain reaction to fingerprinting
Aspergillus fumigatus by random
amplification of polymorphic DNA. J
Clin Microbiol 1993; 31: 1117-1121.

. Girardin H, Latge JP, Srikantha T,
Morrow B, Soll DR. Development of
DNA probes for fingerprinting
Aspergillus fumigatus. J Clin Microbiol
1993; 31: 1547-1554.

. Garcia ME, Blanco JL, Kurup VP.
Immunochemical reactivity of
Aspergillus fumigatus antigens from
different sources. Rev Iberoam Micol
1997;14:55-59.

. Mondon P, Thelu J, Lebeau B,
Ambroise-Thomas P, Grillot R.
Virulence of Aspergillus fumigatus
strains investigated by random ampli-
fied polymorphic DNA analysis. J Med
Microbiol 1995;42:299-303.

. Aufauvre-Brown A, Cohen J, Holden
DW. Use of a randomly amplified poly-
morphic DNA markers to distinguish
isolates of Aspergillus fumigatus. J Clin
Microbiol 1992;30:2991-2993.

19. Birch M, Nolard N, Shankland GS,

1

o

1

[N

1

N

1

w

1

a1

1

[}

1

~

1

(o)

20.

2

=

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

3

ey

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

Denning DW. DNA typing of epidemiologi-
cally related isolates of Aspergillus fumiga-
tus. Epidemiol Infect 1995;114:161-168.
Girardin H, Sarfati J, Traore F, Dupoy
Camet J, Derouin F, Latge JP. Molecular
epidemiology of nosocomial invasive asper-
gillosis. J Clin Microbiol 1994;32:684-690.

. Holden DW, Tang CM, Smith JM. Molecular

genetics of Aspergillus pathogenicity.
Antonie van Leeuwenhoek 1994;65:251-
255.

Guglielminetti M, Piccioni PD, ladarola P,
Luisetti M, Caretta G. Production of serine
chymotrypsin-like elastase by Aspergillus
fumigatus strains. Bol Micol 1993;8:27-33.
Kolattukudy PE, Lee JD, Rogers LM, et al.
Evidence for possible involvement of an
elastolytic serine protease in aspergillosis.
Infect Immun 1993;61:2357-2368.
Hasegawa Y, Nikai T, Yamashita R, et al.
Isolation and characterization of elastolytic
proteinase from Aspergillus fumigatus. Jpn
J Med Mycol 1995;36:235-243.

Markaryan A, Morozova I, Yu H, Kolattu-
kudy P. Purification and characterization of
an elastinolytic metalloprotease from
Aspergillus fumigatus and immunoelectron
microscopic evidence of secretion of this
enzyme by the fungus invading the murine
lung. Infect Immun 1994;62:2149-2157.
Sirakova TD, Markaryan A, Kolattukudy PE.
Molecular cloning and sequencing of the
cDNA and gene for a novel elastinolytic
metalloproteinase from Aspergillus fumiga-
tus and its expression in Escherichia coli.
Infect Immun 1994;62:4208-4218.

Tomee JFC, Kauffman HF, Klimp AH, De
Monchy JGR, Koeter GH, Dubois AEJ.
Immunologic significance of a collagen deri-
ved culture filtrate containing proteolytic
activity in Aspergillus-related diseases. J
Allergy Clin Immunol 1994;93:768-778.

Lee JD, Kolattukudy PE. Molecular cloning
of the cDNA and gene for an elastinolytic
aspartic proteinase from Aspergillus fumiga-
tus and evidence of its secretion by the fun-
gus during invasion of the host lung. Infect
Immun 1995;63:3796-3803.

Bouchara JP, Tronchin G, Larcher G,
Annaix V, De gentile L, Chabasse D.
Aspergillus fumigatus interactions with host
proteins: fixation and degradation. J Mycol
Med 1992;2:43-48.

Coulot P, Bouchara JP, Renier G, Annaix V,
Planchenault C, Tronchin G et al. Specific
interaction of Aspergillusfumigatuswith fibri-
nogen and its role in cell adhesion. Infect
Immun 1994; 62: 2169-2177.

. Denning DW, Elliot J, Keaney M.

Temperature-dependent expression of elas-
tase in Aspergillus species. J Med Vet
Mycol 1993;31:455-458.

Kothary MH, Chase T, Macmillan JD.
Correlation of elastase production by some
strains of Aspergillus fumigatus with ability
to cause pulmonary invasive aspergillosis in
mice. Infect Immun 1984;43:320-325.
Frosco MB, Chase T, Macmillan D. The
effect of elastase specific monoclonal and
polyclonal antibodies on the virulence of
Aspergillus fumigatus in immunocompromi-
sed mice. Mycopathologia 1994;125:65-76.
Moser M, Crameri R, Menz G, et al. Cloning
and expression of recombinant Aspergillusf
umigatus allergen I/a (rAsp f I/a) with IgE
binding and type | skin test activity. J
Immunol 1992;149:454-460.

Bouchara JP, Tronchin G, Larcher G,
Chabasse D. The search for virulence
determinants in Aspergillus fumigatus.
Trends Microbiol 1995;3:327-330.

Arruda LK, Mann BJ, Chapman MD.
Selective expression of a major allergen
and cytotoxin, Asp fl, in Aspergillus fumiga-
tus. J Immunol 1992;149:3354-3359.
Jaton-Ogay K, Paris S, Huerre M, et al.
Cloning and disruption of the gene encoding
an extracellular metalloprotease of
Aspergillus fumigatus. Mol Microbiol 1994;
14:917-928.

Fratamico PM, Long WK, Buckley HR.
Production and characterization of monoclo-
nal antibodies to a 58-kilodalton antigen of

3

4

41.

4

4

44.

4

it

4

4

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

©

©

N

w

o

=

~N

©

Aspergillus fumigatus. Infect Immun 1991,
59:316-322.

Drouhet E. Rapid tests for immunodiagnosis
of invasive opportunistic mycoses. Rev
Iberoam Micol 1993;10:53-67.

Latgé JP, Kobayashi H, Debeaupuis JP, et
al. Chemical and immunological characteri-
zation of the extracellular galactomannan of
Aspergillus fumigatus. Infect Immun 1994;
62:5424-5433.

Kumar A, Reddy LV, Sochanik A, Kurup VP.
Isolation and characterization of a recombi-
nant heat shock protein of Aspergillus fumi-
gatus. J Allergy Clin Immunol 1993;91:1024-
1030.

Amitani R, Taylor G, Elezis EN, et al.
Purification and characterization of factors
produced by Aspergillus fumigatus which
affect human ciliated respiratory epithelium.
Infect Immun 1995;63:3266-3271.

Bauer J, Gareis M, Bott A, Gedek B.
Isolation of a mycotoxin (gliotoxin) from a
bovine udder infected with Aspergillus fumi-
gatus. J Med Vet Mycol 1989;27:45-50.
Tang CM, Cohen J, Rees AJ, Holden DW.
Molecular epidemiological study of invasive
pulmonary aspergillosis in a renal transplan-
tation unit. Eur J Clin Microbiol Infect Dis
1994;13:318-321.

Ruchel R. Diagnosis of invasive mycoses in
severely immunosuppressed patients. Ann
Hematol 1993;67:1-11.

Knutsen AP, Mueller KR, Hutchenson PS,
Slavin RG. Serum anti-Aspergillus fumigatus
antibodies by immunoblot and ELISA in cys-
tic fibrosis with allergic bronchopulmonary
aspergillosis. J Allergy Clin Immunol 1994;
93:926-931.

Trompelt J, Becker WM, Schlaak M.
Analysis of IgG subclass and IgE response
in allergic disease caused by Aspergillus
fumigatus by immunoblotting techniques. Int
Arch Allergy Immunol 1994;104:390-398.
Pinel C, Monod M, Ambroise-Thomas P,
Grillot R. Western-Blot detection of IgG anti-
Aspergillus fumigatus elastase in sera of
patients with aspergillosis. J Med Vet Mycol
1994;32:231-234.

Torres JM, Madrenys N. El diagndstico
seroldgico de la aspergilosis sistémica. Rev
Iberoam Micol 1993;10:75-79.

Dupont B, Improvisi L, Provost F. Detection
de galactomannane dans les aspergilloses
invasives humaines et animales avec un test
au latex. Bull Soc Fr Mycol Med 1990;19:35-
42.

Verweij PE, Latge JP, Rijs AJMM, et al.
Comparison of antigen detection and PCR
assay during bronchoalveolar lavage fluid
for diagnosing invasive pulmonary aspergi-
llosis in patients receiving treatment for
hematological malignancies. J Clin Microbiol
1995;33:3150-3153.

Verweij PE, Stynen D, Rijs AJMM, de Pauw
BE, Hoogkamp JAA, Meis JFGM. Sandwich
enzyme-linked immunosorbent assay com-
pared with pastorex latex agglutination test
for diagnosing invasive aspergillosis in
immunocompromised patients. J Clin
Microbiol 1995;33:1912-1914.

Haynes K, Rogers TR. Retrospective eva-
luation of a latex agglutination test for diag-
nosis of invasive aspergillosis in
immunocompromised patients. Eur J Clin
Microbiol Infect Dis 1994;13:670-674.
Stynen D, Goris A, Sarfati J, Latge JP. A
new sensitive sandwich enzyme-linked
immunosorbent assay to detect galactofuran
in patients with invasive aspergillosis. J Clin
Microbiol 1995;33:497-500.

Manso E, Montillo M, De Sio G, D'Amico S,
Discepoli G, Leoni P. Value of antigen and
antibody detection in the serological diagno-
sis of invasive aspergillosis in patients with
hematological malignancies. Eur J Clin
Microbiol Infect Dis 1994; 13: 756-760.
Hamilton AJ, Holdom MD, Hay RJ. Specific
recognition of purified Cu, Zn superoxidedis-
mutase from Aspergillus fumigatus by immu-
ne human sera. J Clin Microbiol 1995;33:
495-496.

Patterson TF, Miniter P, Patterson JE,
Rappeport JM, Andriole VT. Aspergillus



58.

59.

60.

antigen detection in the diagnosis of invasi-
ve aspergillosis. J Infect Dis 1995;171:
1553-1558.

Jauregui A, Martinez ML, Arnaiz |, Pontén J,
Cisterna R. Estudio de la infeccion disemi-
nada por Aspergillus fumigatus mediante la
deteccion de quitina. Rev Iberoam Micol
1994;11:21-24.

Lopez-Medrano R, Ovejero MC, Calera JA,
Puente P, Leal F. An immunodominant 90-
Kilodalton Aspergillus fumigatus antigen is
the subunit of a catalase. Infect Immun
1995,63:4774-4780.

Blanco JL, Garcia ME, Castillo L, Kurup VP.
Antigenos de Aspergillus fumigatus en el
diagnostico de aspergilosis broncopulmonar
alérgica por técnica ELISA. Rev Iberoam
Micol 1994;11:34.

61.

62.

6.

6

6!

3.

4.

al

Burnie JP. Early diagnosis of systemic fun-
gal infection. Curr Opin Infect Dis 1995;8:
258-260.

Reddy LV, Kumar A, Kurup VP. Specific
amplification of Aspergillus fumigatus DNA
by polymerase chain reaction. Mol Cel
Probes 1993;7:121-126.

Makimura K, Murayama SY, Yamaguchi H.

Detection of a wide range of medically
important fungi by the polymerase chain

reaction. J Med Microbiol 1994;40:358-364.
Makimura K, Murayama SY, Yamaguchi H.

Specific detection of Aspergillus and
Penicillium species from respiratory speci-

mens by polymerase chain reaction (PCR).

Jpn J Med Sci Biol 1994;47:141-156.

. Garcia ME, Blanco JL, Nagai H, Guo J,

Kurup VP. Diferenciacion de Aspergillus

Aspergilosis: patogenicidad y diagnéstico

Blanco JL et al.

66.

67.

fumigatus por una técnica PCR. Rev
Iberoam Micol 1994;11:52.

Melchers WJG, Verweij PE, Van der Hurk
P, et al. General primer-mediated PCR for
detection of Aspergillus species. J Clin
Microbiol 1994;32:1710-1717.

Tang CM, Holden DW, Aufauvre-Brown A,
Cohen J. The detection of Aspergillus spp.
by the polymerase chain reaction and its
evaluation in bronchoalveolar lavage fluid.
Am Rev Respir Dis 1993;148:1313-1317.



