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Diagnastico de la aspergilosis
iInvasiva

Javier Peman

Unidad de Micologia, Servicio de Microbiologia, Hospital Universitario La Fe, Valencia

Resumen  El diagndstico de la aspergilosis invasiva debe basarse, como el de cualquier
enfermedad infecciosa grave, en la sospecha clinica inicial y en la posterior con-
firmacion microbioloégica mediante observacion directa de la muestra clinica, su
cultivo y mediante la deteccion de galactomanano en suero.
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Diagnosis of nosocomial aspergillosis

Summary  The diagnosis of invasive aspergillosis is initially based, as in other severe infec-
tious diseases, on clinical grounds. This diagnosis must be confirmed by micro-
biological methods such as the direct observation of the clinical specimen, its
culture and the detection of galactomannan in serum.
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El géneroAspergillusesta constituido por mas de ser positivo. El cultivo de la muestra requiere habitual-
150 especies diferentes, de ellas sélo una veintena somente 4-5 dias para detectar el crecimiento y es irrempla-
capaces de afectar al hombre, habitualmente por la inhalazable en el diagnéstico ya que permite, por un lado, la
cion de sus espora8. fumigatuses la especie que con identificacion de la especie causal y, por otro, el estudio
mayor frecuencia se aisla en el entorno humano (suelode su sensibilidad a los antifingicos. En los cultivos posi-
agua o vegetacion) y constituye el agente causal de laivos de muestras obtenidas por procedimientos no estéri-
mayoria de las aspergilosis invasoras, seguiddApda- les, siempre debe plantearse el significado del aislamiento
vus A. niger, A. terreuy A. nidulans entre otros. ya que la colonizacién del tracto respiratorio de los
El diagndstico de la aspergilosis invasora (Al) debe pacientes por especies del géngspergillusno es infre-
basarse, como el de cualquier enfermedad infecciosacuente debido a su distribucion universal. Para paliar las
grave, en la sospecha clinica inicial y en la posterior con-deficiencias en sensibilidad e interpretacion del cultivo
firmacion microbioldgica. Por otra parte, al ser la Al una clasico, se han desarrollado técnicas para la deteccién de
enfermedad de sintomatologia variable y poco especifica,ciertos componentes fungicos (galactoman@nb,3-glu-
la sospecha clinica debe ser siempre confirmada por técnicano, ADN) que abren nuevas expectativas en el diagnés-
cas de imagen lo suficientemente sensibles (TAC, RMN). tico de la Al, perfilandose como utiles herramientas en un
El tipo adecuado de muestra para el diagndéstico futuro inmediato.
microbiolégico dependera de la accesibilidad de la lesion, Los pacientes con mayor riesgo de desarrollar una
siendo siempre preferibles las muestras obtenidas porAl se pueden distribuir en los siguientes grupos:
aspiracion o biopsia a las secreciones respiratorias.1l) Receptores aldgenicos de médula ésea con neutropenia
Ademas del cultivo micolégico, debe realizarse siempre prolongada o en tratamiento corticoideo; 2) Receptores de
un examen microscoépico directo de la muestra que facili- drgano sélido o médula ésea autéloga con neutropenia
tard la instauracién precoz del tratamiento en el caso desuperior a dos semanas; 3) Pacientes con leucemia aguda
o linfoma en tratamiento con quimioterapia; 4) Pacientes
con anemia aplasica o neutropenia no inducida farmacol6-
gicamente; 5) Pacientes con aspergilosis previa sometidos
a quimioterapia o TMO; 6) Pacientes con enfermedad gra-
nulosa crénica o con sida avanzado [1]. Esta variedad de
factores de riesgo hace necesario el desarrollo de métodos
alternativos al cultivo que faciliten un rapido diagnostico
y tratamiento precoz de la Al. En lugar de la clasica estra-

tegia diagndstica (paciente de riego con fiebre refractaria
Direccion para correspondencia:

Dr. Javier Peman

Unidad de Micologia,
Servicio de Microbiologia,
Hospital Universitario La Fe,
Valencia, Espafia

Tel.: +34 96 386 2744
E-mail: peman_jav@gva.es

©2000 Revista Iberoamericana de Micologia
Apdo. 699, E-48080 Bilbao (Spain).
1130-1406/99/5.00 Euros

a tratamiento antibacteriano e infiltrados pulmonares)
actualmente se recomienda la combinacion de varias téc-
nicas que, utilizadas conjuntamente, aumentan las proba-
bilidades diagnésticas y disminuyen el niumero de
pacientes que reciben tratamiento empirico (deteccion de
antigeno, TAC de senos o pulmones, rastreo isotdpico con
IgG radiomarcada, etc.) [2].
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Aislamiento e identificacién humanas, el galactomanano (GM), componente de la
pared celular fungica, es el Unico polisacarido caracteri-
El valor del cultivo de las muestras respiratorias en zado hasta la fecha y el primer antigeno detectado en
la Al ha sido cuestionado, debido a las posibles contami-pacientes con Al [6]. Aunque no posea capacidad inmuno-
naciones del mismo por las esporasAdpergilluscircu- génica, el b 1-3 glucano es otro componente de la pared
lantes en el aire. Por tanto, para que el aislamiento teng&elular deAspergillusque puede ser utilizado para el diag-
significacion clinica en un sujeto inmunocompetente, el nostico de la Al. Su deteccion, mediante colorimetria, se
examen microscopico directo de la muestra también debedasa en la activacion del sistema proteolitico de la coagu-
ser positivo y, ademas, el aislamiento debe repetirse erlacion del cangrejo de herradura [7]. Es una técnica muy
otras, o similares, muestras clinicas del paciente. Sinsensible que permite detectar minimas cantidades (pico-
embargo, la presencia de fumigatusen pacientes con  gramos) de3-1-3 glucano, pero que no se encuentra
riesgo de padecer una Al, generalmente inmunocompro-comercializada para su uso habitual [8].
metidos, debe ser siempre considerada como altamente  Para la deteccion de GM se han desarrollado dos
sugestiva de infeccion. En pacientes hematologicos, eltécnicas que, aunque utilizan los mismos anticuerpos
cultivo y/o la microscopia es positivo en el 50-100% de monoclonales, presentan diferente sensibilidad. La agluti-
los lavados broncoalveolares (LBA) de pacientes connacion con particulas de latex (Pastorespergillus,
aspergilosis probable o demostrada. Por desgracia, la renSanofi Diagnostics Pasteur) es mas sencilla de realizar
tabilidad diagndstica del esputo es muy variable segun lospero su nivel de deteccion es demasiado insensible
estudios y no tan elevada [3]. Las muestras de eleccion(15 ng/ml) mientras que el ELISA de doble sandwich
para el diagnéstico de Al son la biopsia, los aspirados de(PlateliaAspergillus Sanofi Diagnostics Pasteur), recien-
lugares estériles y el LBA. Sin embargo, debido a la idio- temente comercializado como, es capaz de detectar hasta
sincrasia de estos enfermos (neutropenia, trombopenial ng/ml de GM en suero. En la actualidad el ELISA de
etc.) en la mayoria de las ocasiones estas maniobras est&foble sandwich es la técnica mas sensible que existe para
contraindicadas, debiendo procesarse muestras menoka deteccion de GM. Los estudios publicados hasta el
profundas como esputos o broncoaspirados. momento han demostrado que, ademas de contribuir al
El examen microscopico directo de toda muestra diagnostico precoz de la Al, presenta una reproducibilidad
clinica es una parte esencial en el procesamiento de lagtra e interlaboratorio muy aceptable, siempre y cuando
mismas en un laboratorio de Micologia. Este examencomo resultado positivo se entienda la existencia de dos
puede realizarse en fresco utilizando una solucién demuestras consecutivas positivas [9-12]. Mediante esta téc-
KOH o de blanco de calcofltior (mediante este ultimo pro- nica, el GM se detecta en menor concentracion en orina
cedimiento la presencia de estructuras fingicas se detectgue en suero. Aunque los niveles detectados en LBA son
facilmente con la ayuda de un microscopio de fluorescen-aceptables, en la mayoria de los enfermos con Al este pro-
cia) [4]. La observacion microscopica de las muestras cli-cedimiento diagndstico esta contraindicado, por lo que el
nicas puede realizarse también mediante técnicassuero es la muestra mas apropiada para la deteccion de
tintoriales especificas como el PAS o la plata metenamina,GM en estos pacientes. Por lo tanto, las muestras de orina
pero la relativa complejidad de las mismas, frente a lay LBA deben utilizarse solo como confirmatorias de un
rapidez y sensibilidad del examen en fresco (sobre todoresultado positivo en suero.
del blanco de calcofltor), hace que se utilicen en la actua- La deteccion de GM mediante ELISA es positiva
lidad como técnicas de confirmacion diagnostica e histo- €n las primeras fases de la infeccion, pudiéndose detectar
logia. 2-3 semanas antes que la aglutinacion de latex y casi
Toda muestra procesada para el diagnéstico de Alsiempre antes de la aparicion de signos o sintomas de
debe ser inoculada en agar de Sabouraud-cloranfenicol énfeccion fungica, lo que la convierte en una Util herra-
incubada, a 25° y 35°, durante 4 semanas antes de ser dedienta para la instauracion de un terapia precoz [13]. Otra
cartada como negativa. Es aconsejable la utilizacion dede las ventajas de esta técnica radica en la posibilidad de
tubos en lugar de placas de cultivo, porque de esta manemonitorizacion de los niveles de GM durante el tratamien-
ra la deshidratacion de los mismos después de variado, asociandose un descenso de los mismos a la eficacia
semanas de cultivo es menor. Una vez detectado el crecidel tratamiento [10,14].
miento, debe procederse a la identificacion de la especie La quitina y una superéxido dismutasa han sido
causal en funcion de sus caracteristicas morfolégicastambién utilizados como marcadores de Al experimental-
macro y microscopicas. La identificacion de la especie esmente [15, 16]. La deteccion de quitina es un metodo sen-
importante no sélo por su trascendencia epidemioldgicasible que permite cuantificar el grado de infeccion fungica
sino también por la diferente sensibilidad de algunas dede un 6rgano y por tanto podria ser de utilidad en la moni-
las especies daspergillusa los antifiingicos sistémicos, torizacion del tratamiento antifangico.
lo que facilita la eleccion del tratamiento adecuado segun ., .
sea la especie aislada [5]. Deteccion de ADN especifico

Deteccion de antigeno Ademés de los métodos de deteccién de compo-
nentes estructurales dspergillus(polisacaridos o protei-

El diagndstico serolégico de la Al se basa en la has), también se han desarrollado técnicas, todavia no
deteccion de antigenos circulantesAdpergillusen dife- comercializadas, para la deteccion de su ADN mediante la
rentes muestras clinicas (suero, orina, LBA, etc.). Aunquereaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Los primeros
la presencia de antigenos en el suero de pacientes con Agstudios aplicando técnicas de PCR para el diagnostico de
fue ya detectada en 1979, son muy pocos los antigeno$a Al se realizaron en muestras de LBA 'y, en ellos, los
identificados, hasta la fecha, en los diferentes liquidoscasos de Al confirmada se asociaron siempre a resultados
organicos, tan sélo el galactomanano, el b 1-3 glucano yde PCR positivos [17,18,19]. Sin embargo, debido a la
los diferentes antigenos de 29, 18 y 11 kDa, respectiva-ubicuidad de las esporas en suspensiohspergillusy a
mente. la elevada sensibilidad de la técnica (capaz de detectar

De los mas de 100 componentes antigénicos.de hasta 10 fg de ADN)a posibilidad de un falso positivo
fumigatusque pueden unirse a las inmunoglobulinas siempre debe valorarse cuando se utiliza este tipo de téc-
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nicas en muestras respiratorias, ya que pueden deberse a A pesar de todos los progresos diagndsticos reali-
la presencia transitoria de estas esporas en el tracto respiados en la Ultima década, el diagnéstico precoz y especi-
ratorio del paciente. De hecho, el 25% de sujetos sanodico de la Al sigue siendo un reto para clinicos, radidlogos
presentan una PCR positiva pa&spergillus[17]. Todo y microbidlogos. Este diagnoéstico evitaria los tratamientos
ello, unido a la escasa correlacion que presentan los resulempiricos y, en muchas ocasiones, tardios de los pacientes
tados de PCR con los de ELISA en muestras de LBA [20] con riesgo de desarrollar Al. En lo que a las técnicas
y a la dificultad de obtener un LBA en la mayoria de los microbiologicas se refiere, el futuro pasa por la estandari-
pacientes con riesgo de Al, ha obligado a la aplicacion dezacién de las pruebas moleculares y su uso combinado
la PCR en otro tipo de muestras, como plasma o suerocon las inmunoldgicas, asi como en la correcta identifi-
Hasta la fecha, los resultados obtenido con estas muestrasacion de todas las especiesfdpergillusaisladas en las
son prometedores, si bien el suero parece ser la muestra dauestras clinicas de los pacientes

eleccion para el diagnostico de la Al mediante PCR [21,

22]. Actualmente, las investigaciones contintian para

determinar el mejor método de extraccion de DNA a partir

del suero asi como para establecer el grado de correlacion

entre los resultados de PCR y la deteccién de GM median-

te ELISA.
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