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INTRODUCCION

El objetivo de esta tesis es valorar el uso de una técnica diagnostica basada en la
PCR en tiempo real (PCR-TR) para la deteccion de Aspergillus fumigatus en el

diagndstico de aspergilosis invasiva (Al) en el paciente oncohematolégico.

Importancia de la infeccion fungica invasiva (IFl) en el paciente

oncohematologico.

La infeccion fungica es una de las primeras causas de mortalidad y morbilidad en
el paciente oncohematoldgico. Esta infeccion es ademas, el mayor obstaculo para

obtener buenos resultados en el tratamiento de la patologia hematoldgica maligna.

La mortalidad por infeccion bacteriana se ha reducido notablemente gracias a la
disponibilidad de antibidticos de amplio espectro, cada vez mas efectivos, y a su

empleo empirico precoz en pacientes con neutropenia febril (1).

Asi mismo, la infeccién por citomegalovirus (CMV) también ha presentado un
descenso en su mortalidad en pacientes sometidos a trasplante de progenitores
hematopoyéticos, gracias a los avances en los métodos diagnosticos y en la

profilaxis y el tratamiento de dicha infeccion (2).

Por todo ello, las infecciones fangicas invasivas (IFl) constituyen en la actualidad,
la principal causa de morbi-mortalidad por infeccién en pacientes hematoldgicos,
mayormente en pacientes con neutropenia inducida por quimioterapia y en
pacientes sometidos a trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH) (3).

De hecho, en la segunda mitad del siglo XX, la prevalencia de IFI ha aumentado
constantemente, debido al mayor nimero de pacientes inmunodeprimidos y a la

generalizacion de agresivas practicas diagnoésticas y terapéuticas. Actualmente



entre un 10-50% de los pacientes hematoldgicos con neutropenia o receptores de
un trasplante de médula 6sea, tienen un episodio de IFI durante la evolucion de su
enfermedad. Candida spp. y Aspergillus spp. son las especies que causan un
mayor numero de estas infecciones (4). En un estudio observacional, prospectivo,
multicéntrico reciente desarrollado en 234 pacientes sometidos a trasplante de
médula ésea con IFl, la aspergillosis invasiva (Al) fue la causa mas frecuente

(59.2%), seguida de la candidiasis invasiva (24.8%) y la zigomicosis (7.2%) (5) .

En los ultimos afios, las tasas de infeccion y mortalidad asociada a Candida spp.
han disminuido de forma evidente por el uso de profilaxis y por la utilizacién de
tratamientos empiricos en enfermos con neutropenia febril. Sin embargo, estos
descensos no han sido tan acusados en las infecciones por Aspergillus spp. y en
otras micosis. La mortalidad por Al en pacientes hematoldgicos continla siendo

muy alta (60-90%), sobretodo en el seno de la neutropenia y en el TPH (6).

Entre los agentes etiologicos causantes de IFI en el paciente oncohematoldgico, la
Candida spp. y el Aspergillus spp. son los principales responsables como hemos
dicho, sin embargo, a esta situaciéon hay que afadir el aumento constante de la
lista de hongos patdgenos que un laboratorio debe ser capaz de identificar.
Ademas, muchos de estos hongos, muestran una sensibilidad impredecible a los
antifingicos convencionales, con casos de resistencia a la anfotericina B,
equinocandinas y otros antifungicos. En algunos casos, la mortalidad de las

infecciones invasoras por estas especies emergentes se aproxima al 100%.

Asi, Candida spp. y Aspergillus spp. estan seguidos, aunque a mucha distancia en
la lista etiologica de IFI del paciente oncohematoldgico, por otros hongos hialinos
segmentados del género Fusarium, Acremonium y Paecilomyces, hongos
dematiaceos de los géneros Exophiala, Scedosporium, Bipolaris y Alternaria,
hongos no septados como los zigomicetos y otros hongos levaduriformes entre los
gue se incluyen Trichosporon, Cryptococcus, Malassezia y Rhodotorula.



¢Cuales son los factores de riesgo de IFlI en el paciente

oncohematologico?

Situacién inmunoldégica del huésped

Los pacientes con cancer estdn sometidos a distintos tipos de inmunodeficiencia
como consecuencia de la propia enfermedad de base y de su tratamiento. Esta
inmunodeficiencia afecta a mas de un mecanismo de defensa y variara a lo largo
del tiempo. Esto implica cambios en cuanto al riesgo de infeccion, tanto en el tipo,

como en lo referente a la incidencia y gravedad.

El desarrollo de infeccion es consecuencia del desequilibrio entre los mecanismos
de virulencia del agente infeccioso y los mecanismos de defensa del organismo

afecto, a favor del primero.
El organismo dispone de mecanismos de defensa generales (barreras cutaneo-

mucosas, neutrofilos, etc...) y especificos. Dependiendo del tipo de mecanismo

alterado se generara un tipo de riesgo para determinadas infecciones (7).(Tabla ).

Tabla I.- Defecto inmunitario y riesgo de infeccion (Adaptada de M Lizasoain et al)

Neutropenia Bacterias
-Cocos gram +
Staphylococcus coagulasa
negativa
Staphylococcus aureus
Streptococcus viridans
Enterococcus spp.
-Bacilos gram —
Enterobacterias
Pseudomonas aeruginosa

Hongos
-Candida spp.
-Aspergillus spp.
-Fusarium spp.




Inmunidad celular

Bacterias
-Listeria
-Nocardia
Micobacterias
Hongos
-Pneumaocystis jirovecci
-Aspergillus spp.
-Cryptococcus neoformans
Virus
-Herpesvirus
-Virus respiratorios
-Adenovirus
Protozoos
-Toxoplasma gondii

Inmunidad humoral

Bacterias
-Streptococcus pneumoniae
-Haemophilus influenzae

Esplenectomia, asplenia funcional

Bacterias
-Streptococcus pneumoniae
-Haemophilus influenzae
-Neisseria meningitidis
-Capnocitophaga spp.

Otros
-Babesia

Alteracion barreras
-Piel / Catéter

- Mucosas

Bacterias
-Staphylococcus coagulasa —
-Staphylococcus aureus
-Corynebacterium spp.
-Bacillus spp.
-Pseudomonas aeruginosa
-Acinetobacter spp.

Hongos

-Candida
-Mucormicosis
Bacterias
-Streptococcus viridans
-Enterococcus spp.
-Capnocytophaga canimorsus
Hongos
-Candida spp.
Virus
- Virus Herpes simples

Los neutrofilos y los macréfagos son la primera linea de defensa innata frente a la
aspergilosis, aunque cada vez es mas evidente la importancia de una adecuada

respuesta celular T para el adecuado control de la enfermedad (8).



Especificamente los macréfagos alveolares ingieren y eliminan las conidias
mientras que los neutrofilos y los monocitos son fungicidas frente a las hifas (9,
10). Es probable que los neutrofilos interactien para generar una respuesta
adaptativa T-helper (Th). La respuesta Th se divide ampliamente en dos

categorias dependiendo de la produccién de citoquinas.

La respuesta tipo 1 (Thl) se caracteriza por una elevacién de las citoquinas
proinflamatorias (gamma interferdn, factor de necrosis tumoral, interleukina 2 (IL-2)
e IL- 1), lo que se asocia a un aumento de la funcion fagocitica esencial para la
eliminacion de las hifas. La respuesta tipo 2 (Th2) se caracteriza por el incremento
de las citoquinas (IL- 4, IL- 5 e IL-10) que estimulan la funcién de mastocitos y

eosinofilos y suprimen la actividad fagocitica de los neutrofilos y los macréfagos.

En estudios animales se ha sugerido que la disregulacion de la respuesta Th, con
un predominio de la Th2, contribuye a un mal prondstico de la Al (11) y que la
administracion de citoquinas asociadas a la respuesta Thl puede proteger a los

ratones del desarrollo de Al (12).

Estos efectos beneficiosos de las citoquinas de la respuesta Thl también se ha
demostrado en pacientes con enfermedad granulomatosa cronica (13).
Recientemente, se ha comunicado que enfermos con Al no neutropénicos con
niveles de interleukina-10 indetectable tienen una evolucion mas favorable y que
los incrementos de la IL-10 se asocian a progresion de la enfermedad

independientemente del tratamiento antifingico (14).

Por otra parte, Aspergillus spp. parece que activa la inmunidad celular innata a
través de los receptores Toll (TLR) 2 y 4 (proteinas de transmembrana existentes
en la superficie de las células inmunes que reconocen diferentes organismos).
Polimorfismos o alteraciones en los genes TLR se han asociado con una mayor
susceptibilidad para diferentes infecciones. En un estudio reciente se ha visto que

la presencia del haplotipo S4 para el TLR 4 en el donante, se relaciona, de forma



estadisticamente significativa, con un mayor riesgo de Al en pacientes sometidos

a TPH alogénico de donante no emparentado (15)

En los pacientes con cancer, tanto por la enfermedad como por el tratamiento, se
va a producir una alteracion de los distintos mecanismos de defensa. Estos nunca
van a estar alterados de forma aislada, sino que siempre habra una combinacién
de déficits inmunitarios dependientes, como se ha dicho, de la enfermedad
subyacente y del tratamiento utilizado. Estos déficits inmunitarios ademas, van a

variar segun el tipo y grado de inmunodeficiencia a lo largo del tiempo.

La relacion con el tipo de enfermedad de base se hace mas evidente al considerar
la diferencia de riesgo en cuanto a incidencia, tipo y gravedad de infecciones
encontrada entre los pacientes con leucemia y linfoma con respecto al resto de
tumores sélidos. Asi, en el conocido como paciente oncohematoldgico, que es en
el que se focaliza el estudio de esta tesis, la poblacidén celular neoplasica reside
por definicion dentro del sistema inmune y las células residuales estaran
expuestas a una quimioterapia agresiva lo que conlleva un grado de

inmunodeficiencia mucho mayor.

La variacion en cuanto al tiempo se hace muy evidente en pacientes sometidos a
TPH. EIl periodo de riesgo inicial se resuelve con la regeneracion medular y la
reparacion de las barreras cutaneo-mucosas. Sin embargo, persisten déficits
inmunoldégicos tanto de tipo humoral como celular hasta la reconstituciéon inmune
completa que se alcanza en un periodo de tiempo variable (hasta 2 afios)
dependiendo, por ejemplo, del desarrollo de enfermedad injerto contra huésped
(EICH) (7).

Las diferencias en cuanto al tipo de infeccion segun el tiempo no sélo van a
depender del tipo de inmunodeficiencia sino de lo que dure ésta y asi, los
microorganismos infectantes pueden variar en la fase precoz de la neutropenia o

en el seno de una neutropenia profunda y prolongada.



Importancia de la neutropenia

Asumiendo la presencia de una inmunodeficiencia multiple y cambiante en el
paciente oncohematoldgico, el descenso de neutréfilos 0 neutropenia es uno de
los principales factores de riesgo de IFI, por lo que es Util revisar este concepto y

el de la neutropenia febril.

Todos los farmacos citotoxicos usados en el tratamiento del cancer alteran la
proliferacion de las células hematopoyéticas. Asi, después de la destruccion del
pool mitético y de la deplecion del pool de reserva medular sobreviene la
neutropenia. Ademas, tanto la quimioterapia como la radioterapia interfieren en la

funcién de los neutrofilos.

La neutropenia (y la disfuncion de los neutrdéfilos) es el factor de riesgo mas
importante para la infeccion en general y para la IFI en los pacientes con céancer, y

sera uno de los factores en el que centraremos la atencién de esta tesis.

Definimos neutropenia como un recuento de neutrofilos inferior a 500/ul 0 una cifra
<1000/ul si se prevé una caida a <500/ul en las 48 horas siguientes a la

evaluacion. Neutropenia profunda es un recuento por debajo de 100 — 200/ul (16).

El riesgo de infeccion va a depender del grado de neutropenia, de la rapidez de
instauracion y de la duracion (17). El grado y duracion de dicha neutropenia
dependen del régimen de quimioterapia utilizado y del tipo de enfermedad tratada.
En el caso de linfomas o neoplasias solidas, la duracién media de la neutropenia
no suele superar los 7 dias; por el contrario, el tratamiento de induccion en los
pacientes con leucemia mieloide aguda lleva consigo periodos de neutropenia

facilmente superiores a 14-21 dias. (Tabla II).

La propia neutropenia es causa de fiebre en este tipo de paciente, sin embargo, se

calcula que el 50% de los pacientes neutropénicos febriles tienen una infeccion



establecida u oculta, y un 20% de los pacientes con <100 neutrofilos/ul tendran

bacteriemia durante su evolucién (18).

Tabla Il.- Categorizacion por Riesgo de Neutropenia Febril

Alto Riesgo Riesgo Moderado Bajo Riesgo
Neutropenia > 14 dias 7 — 14 dias <7 dias
Neoplasia hematologica | Tumor solido Tumor solido
Neoplasia activa Remision
TPH Quimioterapia

convencional
Comorbilidad significativa | Minima comorbilidad No comorbilidad
Inestabilidad clinica Estable Estable

La neutropenia es uno de los principales factores de riesgo para el desarrollo de
Al. La duracion de la neutropenia y la intensidad de la misma son las variables
directamente relacionadas con el desarrollo de Al (19-21). En los Ultimos afios se
han realizado distintas propuestas que intentan estratificar el riesgo a priori de Al.

En todas ellas la neutropenia profunda (< 200 polimorfonucleares/ul) es
considerada uno de los principales factores de riesgo. La duracion para evaluar un
episodio de neutropenia como de alto riesgo de Al es variable, segun los
diferentes expertos, oscilando entre 9 y 21 dias de neutropenia. La intensidad de
la neutropenia que se considera de riesgo también es variable; desde < 200
neutréfilos/pl  de cualquier duracion a < 100 neutrofilos/ul durante mas de una
semana (22-24).

Los pacientes con mayor riesgo de neutropenia profunda y prolongada son los
pacientes con leucemia mieloide aguda (LMA) o sindrome mielodisplasico (SMD)
gue reciben tratamiento de induccion o con enfermedad refractaria, asi como los

pacientes sometidos a TPH alogénico mieloablativo con fallo del injerto. La Al es



también una de las principales causas de mortalidad en pacientes con anemia

aplasica y neutropenia prolongada (25).

Por ultimo, en todos los estudios el antecedente de Al previa reciente se considera
como un factor de alto riesgo para la reactivacion de la misma en un periodo de
neutropenia posterior. También la exposicion a altas concentraciones ambientales
de esporas de Aspergillus durante la neutropenia es considerada una situacion de

alto riesgo para el desarrollo de Al (26)

Importancia de las nuevas terapias biologicas

El mejor tratamiento de soporte y los avances en la profilaxis y tratamiento de las
infecciones bacterianas, viricas y fungicas por Candida spp. del enfermo
oncohematoldgico, han permitido ampliar el nimero de personas que pueden
beneficiarse de un tratamiento mas agresivo de su neoplasia hematologica de
base. EI aumento global de pacientes sometidos a estos tratamientos con
guimioterapia es otro de los factores relacionados con la mayor incidencia de Al.

Dentro de los nuevos farmacos usados como tratamiento quimioterapico estan los
analogos de purina y el alemtuzumab. Los analogos de purina (fludarabina,
cladribina y pentostatina) son farmacos cada vez mas utilizados en el tratamiento
de neoplasias hematoldgicas linfoides, entre las que destaca como indicacion mas
frecuente el tratamiento de la leucemia linfatica crénica (LLC). Ademas se usa
como régimen de acondicionamiento en el TPH alogénico haploidéntico no
mieloablativo y en el tratamiento de rescate, junto a altas dosis de citarabina, en la

leucemia mieloide aguda (LMA) refractaria o recurrente.

El principal efecto de estos farmacos es la mielosupresién con la consiguiente
neutropenia y una disminucion marcada de los linfocitos T, particularmente de los
linfocitos CD4, que se desarrolla en los primeros meses de tratamiento, aunque



persiste durante afios tras la suspension del medicamento. De forma menos

marcada reducen la cifra de linfocitos B y de monaocitos.

Su utilizacion se ha asociado a un aumento de las infecciones por patégenos
oportunistas como Poliomavirus, Listeria, Legionella, Nocardia, Mycobacterium,
Cryptococcus, Aspergillus, Pneumocystis y Toxoplasma (27-29). Su utilizacién en
pacientes con LLC (30, 31), como régimen de quimioterapia en el TPH no
mieloablativo (32, 33) y como tratamiento de rescate de la LMA (34) se ha

asociado a un aumento en la incidencia de aspergilosis.

Otro tratamiento cada vez mas utilizado es el alemtuzumab. Se trata de un
anticuerpo (AC) monoclonal humanizado dirigido contra el antigeno CD52. Esta
indicado en el tratamiento de la leucemia linfatica crénica refractaria, leucemia

prolinfocitica T, linfomas no Hodgkin refractarios y en el tratamiento de EICH.

El CD52 se encuentra en los linfocitos B y T sanos y en los leucémicos, en los
monocitos y en los granulocitos. Este farmaco produce una linfopenia profunda
(con CD4 <200/ul) y prolongada, que se puede mantener hasta un afio tras la
remision completa de la enfermedad. Se acompafa de neutropenia grave en el

10% de los pacientes.

De todos los ACs. monoclonales que se utilizan en la actualidad es el que produce
un mayor riesgo de complicaciones infecciosas. En el 28-42% de los enfermos se
produce una infeccion oportunista (infecciones virales por herpes simple, varicela-
zoster y citomegalovirus, listeriosis, tuberculosis, pneumocistosis, candidiasis,

criptococosis, aspergilosis y mucormicosis).
Las complicaciones infecciosas son mas probables en pacientes con tratamiento

inmunosupresor previo y en los que el tratamiento no controla la enfermedad. Se

ha comunicado una incidencia de infeccién por CMV del 3,6% y la de IFI puede
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llegar al 6%. La utilizacion de profilaxis antifingica frente a hongos filamentosos es

opcional aunque muchos autores la recomiendan (35, 36).

El papel de los corticoesteroides

En los Ultimos afios se ha visto el importante factor de riesgo para IFI que supone
el uso de corticoesteroides en distintos grupos de pacientes. En algunos pacientes
con enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC) y/o asma, el uso de
corticoesteroides por via inhalada era el Unico factor de riesgo para el desarrollo
de Al (37, 38), aunque la utilizacion de corticoesteroides sistémicos, el ingreso en
unidades de cuidados intensivos y el empleo de antibioterapia de amplio espectro
en pacientes con EPOC, también son factores de riesgo para el desarrollo de una
Al (39).

Los corticoesteroides afectan a cada una de las células envueltas en la respuesta
inflamatoria e inmune que se desencadena ante una IFl. Entre las alteraciones
descritas pueden destacarse la produccion de linfopenia y de monocitopenia, la
disminucion de la inmunidad celular tipo T reduciendo la proliferacion y activacion
de los linfocitos T, la alteracién de la funcion de los neutréfilos disminuyendo su
capacidad de fagocitosis y su adherencia a la superficies celulares y, por dltimo, la
alteracion de la funcién de monocitos y macrofagos, que es lo que mas se ha

relacionado con el aumento de incidencia de IFI por hongos filamentosos.

Los corticoesteroides disminuyen la produccion de fagolisosomas y de oOxido
nitrico por los macréfagos, ademas de inhibir la maduracion de los monocitos a
macrofagos y su migracion a los lugares de inflamacion (40). Este efecto sobre los
macrofagos, entre ellos los macrofagos alveolares que son una de las principales
barreras innatas frente a las conidias de los hongos filamentosos, es uno de los
principales factores implicados en la predisposicion a las IFI que causan los

corticoesteroides (9, 41).
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Por otra parte, la toma de corticoesteroides es también uno de los factores de
riesgo relacionados con el desarrollo de candidiasis invasora tanto por C. albicans
como C. no albicans en los pacientes con cancer (42-44). El aumento del inéculo
fungico, la alteracion de la funcion de los macréfagos y neutréfilos y la mayor
capacidad de adherencia a la superficie epitelial de la Candida, son los factores
implicados en el aumento de la candidiasis invasiva en pacientes tratados con

glucocorticoides.

Sin embargo, es la aspergilosis la IFI méas frecuente asociada a uso de
corticoesteroides. Ademas de los efectos descritos sobre la inmunidad que
predisponen al desarrollo de la Al, los corticoesteroides alteran la biologia de
Aspergillus spp. El crecimiento de A. fumigatus y A. flavus in vitro aumenta cuando

se afladen corticoesteroides (45).

Los hallazgos histopatolégicos de los pacientes con Al cuyo principal factor
predisponente es la toma de corticoesteroides, frente a los pacientes con Al en los
gue la neutropenia ha jugado el papel fundamental, son diferentes. En los
primeros, el hallazgo histopatolégico caracteristico es la existencia de granulomas
de monocitos y polimorfonucleares con areas de necrosis inflamatoria, con escasa
cantidad de hifas, invasion vascular y hemorragia. En las formas invasivas del
paciente neutropénico, la necrosis coagulativa con extensas areas de hemorragia
y angioinvasion, asi como la presencia de gran cantidad de hifas con poco

componente inflamatorio son la regla (46, 47).

La asociacion de Al y corticoesteroides ha sido ampliamente estudiada en los
pacientes sometidos a TPH alogénico. Se ha visto que la utilizacion de grandes
dosis de los mismos para la prevencién y tratamiento de la EICH se asocia a un
mayor riesgo de Al, asi como en caso de presentarse ésta, a un peor pronostico
de la misma (19, 48-51).
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Por ultimo, los corticoesteroides son un factor de riesgo para el desarrollo de
zigomicosis (52, 53) y de otras IFI por hongos emergentes (Fusarium spp., y

hongos dematiaceos) (54-56).

Nuevas modalidades de trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH)

El TPH, es una modalidad terapéutica de uso cada vez mas extendido. Bajo este
término no se incluye un Unico tipo de trasplante sino muchos. Atendiendo al tipo
de donante, se habla de trasplante autélogo (TPH aut6logo) cuando se utilizan
progenitores del mismo paciente, alogénico (TPH alogénico) cuando el donante es
una persona distinta al paciente y singénico cuando el donante es un gemelo

univitelino.

En los trasplantes alogénicos hay que distinguir entre donante familiar y donante
no emparentado segun el parentesco existente o no entre donante y receptor.
Segun los estudios de antigenos de histocompatibilidad (HLA) se habla de
trasplante de HLA genotipicamente idénticos, HLA fenotipicamente idénticos y

HLA no idénticos.

También puede variar la fuente de progenitores, que puede ser la médula 0sea, el
cordon umbilical y la sangre periférica. Segun el tipo de acondicionamiento se
habla de trasplantes mieloablativos y no mieloablativos y, por ultimo, debemos
tener en cuenta si hay manipulacion del in6culo, fundamentalmente si hay

seleccion de células CD34 y de linfocitos T.

La utlizacion cada vez mas frecuente de TPH alogénicos de donante no
emparentado se ha relacionado con un mayor nimero de complicaciones
infecciosas y entre ellas de IFI, ya que la menor similitud del HLA suele producir
una mayor incidencia de EICH (57). La utilizacion del cordén umbilical como fuente

de progenitores también se ha asociado a un aumento de la IFI (48, 58).
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La utilizacion de regimenes de acondicionamiento no mieloablativos con menor
toxicidad hematoldgica y gastrointestinal conllevan un aumento de la incidencia de
Al con una alta mortalidad (80%) asociada a la misma. La aparicion de EICH, el
uso de esteroides, la neutropenia recidivante y la recidiva de la enfermedad de
base, son los factores de riesgo relacionados con la aparicion de IFI en estos

pacientes (59).

La manipulacién del inoculo, fundamentalmente la seleccion de células CD34 para
disminuir la contaminacion neoplasica del inéculo a trasplantar y la deplecion de
linfocitos T, se realiza para intentar reducir la incidencia de EICH, pero también se

ha relacionado con un aumento en la incidencia de IFI (48, 60).

En los pacientes sometidos a TPH alogénico se distinguen claramente dos
periodos de riesgo para el desarrollo de Al, el precoz y el tardio. En el periodo
precoz (< 40 dias) o periodo pre-injerto, los factores de riesgo relacionados con el
desarrollo de Al son la duraciéon de la neutropenia, la manipulacion del indculo
(deplecion de linfocitos T y seleccion de CD34) y tener un SMD 0 anemia aplasica

como enfermedad de base.

En el periodo tardio (40-180 dias) o post-injerto, los factores de riesgo
relacionados son ademas de la neutropenia y la manipulacion del inoculo, la
enfermedad por CMV, la linfopenia, la monocitopenia, la EICH, el uso de
corticoesteroides y las infecciones por virus respiratorios (48). Hay pacientes que
desarrollan la Al en un periodo muy tardio (> 180 dias); el principal factor de riesgo
en estos pacientes es la existencia de EICH muy extensa con uso de

corticoesteroides y la enfermedad por CMV.

En diversos estudios se ha puesto de manifiesto la importancia cada vez mayor de
la Al tardia, no sélo por su aumento en la prevalencia, sino por la dificultad para
mantener pautas de profilaxis durante un tiempo tan prolongado y por estar

asociadas a una alta mortalidad (19, 49, 61, 62). Son factores asociados a
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mortalidad por Al tardia la presencia de EICH extensa y el tratamiento con alta

dosis de esteroides en el momento del diagnéstico de la aspergilosis (63).

En un estudio reciente, entre 1248 pacientes sometidos a TPH alogénico, 163
fueron diagnosticados de Al probada o probable. Los factores de riesgo asociados
al desarrollo de Al fue multifactorial con un predominio, en el periodo precoz (< 40
dias tras TPH), de los factores relacionados con el huésped y el tipo de trasplante
(edad avanzada, enfermedad de base, donante no emparentado, HLA-mismatch o
recibir globulina antitimocitica como acondicionamiento) siendo los factores de
riesgo en el periodo tardio (40-100 dias tras TPH), aquellos relacionados con
complicaciones posteriores del trasplante (enfermedad por CMV, transfusiones
frecuentes, EICH severa y altas dosis de corticoides). Los principales factores de
riesgo biolégicos en ambos periodos fueron las multiples citopenias y la

sobrecarga férrica (64).

Aunque A. fumigatus es la especie que con mas frecuencia causa enfermedad
invasiva, se ha comunicado un aumento en la incidencia de Al por especies no-
fumigatus en pacientes sometidos a TPH alogénico. En un estudio de cohortes
retrospectivo realizado en Seattle, la incidencia de Al por Aspergillus no-fumigatus
fue del 33,7% entre 1996-1998 frente al 18,3% entre 1993-1995 (p=0.01) (4). En
este mismo estudio, se evidencia un aumento en la incidencia de infecciones por
hongos filamentosos de géneros distintos al Aspergillus (no-Aspergillus),

fundamentalmente infecciones por Fusarium spp. y Zigomicetos.

Los pacientes sometidos a varios trasplantes son los que mas riesgo tienen de IFI
por hongos filamentosos no-Aspergillus. Mientras que las infecciones por
Scedosporium y Fusarium suelen aparecer en el periodo precoz postrasplante (<
30 dias), presentando formas diseminadas en el momento del diagndstico. Las
infecciones por Zigomicetos suelen ser tardias (> 90 dias) y estar mas localizadas
(pulmon y senos paranasales). Una de las caracteristicas de estos hongos

filamentosos no-Aspergillus es el alto porcentaje de resistencia intrinseca a la
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anfotericina B y a otros antifungicos, siendo multirresistentes en muchos casos. La
utilizacion de voriconazol en profilaxis de pacientes sometidos a TPH y en
pacientes con LMA se ha relacionado con el aumento en la incidencia de
zigomicosis (65-72).

Prevalencia y mortalidad de la |IFI en el paciente
oncohematologico

Entre un 8-15% de los pacientes sometidos a TPH presentaran una Al (73). La Al
es en la actualidad la principal causa infecciosa de fiebre persistente y la principal
causa de muerte por infeccion en pacientes sometidos a TPH alogénico (8). De
hecho, a pesar de los avances en el tratamiento, la mortalidad por Al se ha
mantenido elevada, con cifras que se sitlan entre 30-70% en este tipo pacientes
(74).

En una revision de los casos desde 1972 a 1995 la mortalidad asociada a
aspergilosis cerebral, pulmonar y sinusal era del 99%, 86% y 66%
respectivamente (75). La anfotericina B deoxicolato fue el tratamiento utilizado en

la mayoria de los casos.

Posteriormente, Lin et al revisaron todos los casos publicados en la literatura
desde 1995 a 1999. En esta revision la mayoria de los pacientes eran tratados con
anfotericina B deoxicolato, aunque en algunos casos se utilizaron las formas
lipidicas de anfotericina o itraconazol. A pesar de ello, la mortalidad global era del
58%, siendo del 88% en pacientes sometidos a TPH alogénico y del 90% en
aguellos con enfermedad diseminada o afectacién del sistema nervioso central
(SNC). (76)

La mortalidad por Al entre pacientes sometidos a TPH se ha situado

histéricamente en cifras de hasta el 80% (77). Datos mas recientes, sin embargo,
aportan cifras no tan elevados de mortalidad, probablemente en relacion al uso
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extendido de voriconazol, el diagnoéstico precoz de Al, el uso de regimenes de
acondicionamiento no mieloablativos y el uso de células de sangre periférica (78,
79).

De hecho, en un estudio de pacientes oncohematologicos que comparaba
tratamiento antifingico con voriconazol vs anfotericina B deoxicolato la
supervivencia a las 12 semanas fue del 70.8% en el grupo de voriconazol (144

pacientes) y del 57.9% en el de la anfotericina B deoxicolato (133 pacientes) (79).

En un estudio reciente de Neofytos et al. en el cual se aportan los datos de 16
centros de Norteamérica, la mortalidad por Al a las 6 y 12 semanas de
seguimiento de 107 pacientes que habian recibido un TPH fue del 21,5% y 35,5%

respectivamente(5).

En estudios de necropsia llevados a cabo en hospitales terciarios, es mas
frecuente encontrar en la actualidad hongos filamentosos que hongos
levaduriformes, como la Candida (80-82). Ello se debe en parte, a la utilizacion
profilactica de fluconazol en distintos grupos de riesgo, dado que éste carece de
actividad frente a hongos filamentosos. Otra de las causas de este aumento en la
prevalencia de Al en estudios de necropsia, es que a pesar de un tratamiento

agresivo de la misma, esta sigue presentando altas tasas de mortalidad.

Un 10% de las muertes que ocurren en pacientes sometidos a TPH alogénico son
debidas a aspergilosis, y hasta el 20% de los pacientes con leucemia aguda que

fallecen presentan Al en la necropsia (8).

En un estudio retrospectivo realizado en una amplia cohorte de pacientes y
publicado recientemente (83), se han investigado los factores de riesgo asociados
a la mortalidad en este tipo de pacientes. Entre 289 episodios de Al, los factores
predictores de mortalidad global fueron los siguientes: ser receptor de un

trasplante hematopoyético alogénico o de o6rgano sélido, la progresion de la
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enfermedad hematologica de base, presentar patologia respiratoria previa, el
tratamiento corticoideo cronico (0,2 mg/kg/dia), la insuficiencia renal, presentar
cifras bajas de leucocitos, tener una aspergilosis diseminada, la presencia de
derrame pleural o consolidaciones difusas en la prueba de imagen y el diagndstico
de Al probada o probable frente a posible (segun criterios EORTC-MSG) (84).

Al evaluar los factores predictores de mortalidad atribuible a la Al, aparecieron los
mismos factores descritos con excepcion de las cifras de monocitos y el derrame
pleural, sin embargo, la neutropenia aparecié como factor de riesgo de mortalidad
atribuible a Al. En este mismo estudio, los rangos de supervivencia global y la
relacionada con la enfermedad a las 12 semanas, fueron del 52,2% y 57,9%

respectivamente (83).

Aspergillus fumigatus

El género Aspergillus se reconocié por primera vez en 1729 por Micheli, en
Florencia. Fue nombrado asi por la similitud existente entre la cabeza espurulante
de una especie de Aspergillus y el hisopo usado para asperjar agua bendita (Ver
imagen 1, 2 y 3). Virchow publico las primeras descripciones microscopicas

completas del microorganismo en 1856 (85).

El género Aspergillus esté constituido por hongos filamentosos que habitualmente
se reproducen asexualmente por conidias (Deuteromycetes), aunque algunas

especies presentan reproduccion sexual (Ascomycetes).

Aunque hay mas de 200 especies de Aspergillus, menos de 20 son las causantes
de enfermedad en el hombre. A. fumigatus es la especie que con mas frecuencia
causa enfermedad (90% de los casos), seguida de A. flavus, A. niger, A. terreus y
A. nidulans. El resto de las especies son causa de enfermedad de forma

excepcional (86).
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Los hongos filamentosos del género Aspergillus estdn ampliamente distribuidos en
el ambiente, creciendo en el suelo, en las plantas y sobre todo en la materia
organica en descomposicion. Desde estos nichos se liberan conidias al aire en
forma de aerosol, de tal manera que existen altas concentraciones de conidias en
el aire exterior e interior de los hospitales y son frecuentes contaminantes de

laboratorio.

Esta concentracion de conidias se incrementa notablemente con los movimientos
de tierras, la tala de arboles, las construcciones y los derribos, y se asocia a la
aparicion de brotes nosocomiales de aspergilosis (87). Es por ello que las
principales puertas de entrada del Aspergillus son el tracto respiratorio (arbol
tragueobronquial y senos paranasales), la piel gravemente dafiada por
traumatismos o heridas quirargicas, la cérnea y el oido. Aunque el tracto
gastrointestinal puede tedricamente ser una puerta de entrada, nunca se ha

documentado clinicamente (86).

A. fumigatus es la especie mas patdgena. Produce unas esporas muy pequefias
(3-5 ym), por lo que penetran hasta los alvéolos pulmonares. Estas esporas estan
recubiertas de una capa hidrofobica que les permite sobrevivir en condiciones
atmosféricas extremas. Ademas A. fumigatus, tras invadir el arbol respiratorio,
tiene una mayor capacidad de adherencia que otras especies a varias proteinas
presentes en la superficie epitelial del huésped (fibrinégeno, laminina, fibronectina,

complemento, inmunoglobulinas y surfactante pulmonar).

Tras la adhesion a la superficie epitelial, varios factores de virulencia se han
descrito en las especies de A. fumigatus que le permiten la invasion. Destacan la
produccion de proteasas, catalasas, ribotoxina, fosfolipasas, hemolisinas,
gliotoxina y aflatoxina. La gliotoxina reduce la fagocitosis de los macrofagos y
neutrdéfilos, y su produccion es claramente mayor en A. fumigatus que en otras
especies de Aspergillus (88-91).

19



No esta claramente establecido el periodo de incubacion de la enfermedad, que es
el tiempo entre la inhalacion de las conidias y el desarrollo de enfermedad. Se han
descrito casos con un periodo de incubacion entre 3 dias a 90 dias y esta
variabilidad depende, fundamentalmente, de la carga de indculo y del grado de

inmunosupresion del huésped.

Courtesy of
The Geraldine Kaminski Medical Mycology Library |
Producod by: David Ellis and Roland Hermanis
oy Fig _mmmmnﬂu: Corporation

Imagen 1: Morfologia microscopica de Aspergillus fumigatus que demuestra la morfologia tipica

en columnas con las cabezas conidiales uniseriadas.
De: http://www.doctorfungus.org/
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Imagen 2 y 3: Morfologia microscépica
de Aspergillus fumigatus, se caracteriza
por sus hifas tabicadas gruesas con

ramificaciones en angulo estrecho.
De: http://www.doctorfungus.org/

21



Diagndstico de la aspergilosis invasiva (Al)

Introduccién

La evaluacidn inicial de un paciente oncoldgico con fiebre o sospecha de infeccion
debe estar guiada por el tipo de inmunodeficiencia subyacente y, por lo tanto, por

la necesidad de tratamiento empirico (18).

En el paciente neutropénico siempre existe urgencia para iniciar el tratamiento
empirico, ya que de la precocidad de este tratamiento va a depender el prondstico.
Debe indicarse, que la ausencia de capacidad inflamatoria de los pacientes con
neutropenia puede enmascarar o ensombrecer los sintomas y signos clinicos de
infeccidn, por lo que es necesario que se tenga en cuenta la posible existencia de
infeccidén en estos enfermos.

La fiebre es el principal y, frecuentemente, el Unico sintoma de infeccion. En el
paciente neutropénico no se debe especular con la posibilidad de que sea un
episodio febril autolimitado. Aunque puede ser que la fiebre tenga una causa no
infecciosa, siempre se debe considerar como de origen infeccioso y manejarla
como tal. El hecho de que la mayoria de los pacientes febriles sin otro signo de
infeccibn mejoren con tratamiento antibiodtico de amplio espectro sugiere la
presencia de una infeccion oculta. La fiebre puede estar incluso ausente por efecto

de los farmacos utilizados, aunque esto es poco frecuente.

El diagnostico clinico tiene una baja rentabilidad ya que existe una capacidad
reducida para desarrollar signos inflamatorios que ayuden a establecer el
diagndstico de un posible foco infeccioso. Asi mismo, el diagnostico microbiolégico

sélo se alcanza en un tercio de los episodios febriles en pacientes neutropénicos.
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Rentabilidad de los cultivos microbiolégicos convencionales en el

diagndstico de Al en pacientes hematoldgicos

La rentabilidad y la especificidad de los cultivos de muestras biologicas habituales
(sangre, esputo, exudado nasal, etc.) es baja en el diagndstico de Al, por lo que la
certeza del mismo requiere la realizacion de biopsias que pueden estar
contraindicadas en un alto porcentaje de estos pacientes por causas diversas
(trombopenia severa, insuficiencia respiratoria aguda, alteraciones de la
coagulacion, etc.) (92). Estas dificultades diagnésticas hacen que se subestime la
frecuencia de la Al, como se hace evidente en estudios de necropsia, que han
demostrado que hasta en un 68% de los pacientes oncohematolégicos tenian Al

en el momento de su muerte, y ésta no se sospecho (93, 94).

El esputo es una de las muestras mas significativas que se procesan en el
laboratorio de microbiologia, tanto para el examen directo como para el cultivo de
hongos. Su sensibilidad es baja (<20%) y tardia para el diagnostico de Al.
Ademas, su especificidad diagnostica es variable, pues es dificil discriminar entre
contaminacion, colonizacién o invasion, ya que Aspergillus es un contaminante
frecuente. Varios estudios han intentado determinar el valor predictivo positivo del
hallazgo en el esputo de Aspergillus spp. en distintas poblaciones de riesgo (95-
97). En pacientes con leucemia aguda o neutropénicos, el valor predictivo del
cultivo de esputo para el diagnostico de Al oscila entre 46-72%, aunque en

pacientes sometidos a TPH puede ser de hasta un 82%.

La sensibilidad del cultivo del lavado broncoalveolar (LBA) en pacientes con Al es
mayor, aunque no supera el 60% y como en el esputo, su hallazgo es tardio (98-
101). En pacientes con lesiones pulmonares Unicas y periféricas, la sensibilidad
del LBA es aun menor. Para este tipo de lesiones, algunos autores han utilizado la
puncién-aspiracién con aguja fina (PAAF) bajo control radiolégico, que presenta

una baja tasa de complicaciones y alto rendimiento diagnéstico (102).
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La deteccion de Aspergillus spp. en el hemocultivo es excepcional y tardia en
pacientes onco-hematolégicos. En la mayoria de los casos su deteccion es
posterior o inmediatamente anterior al exitus. Lo principal es distinguir si se trata
de una aspergilemia verdadera o de una contaminacion. El aislamiento de A.

terreus hace mas probable que la aspergilemia sea significativa(103).

En los Ultimos afios, en un intento de minimizar estas dificultades, se ha avanzado
en los métodos de diagnostico alternativos al cultivo en la Al. Estos meétodos se
basan en la utilizacion precoz y secuencial de la tomografia axial computerizada

de alta resolucién (TACAR) y en la deteccion de antigenos fungicos (98).

Técnicas de diagnoéstico alternativas al cultivo para la deteccion
dela Al

Dadas las dificultades y la baja rentabilidad de las técnicas diagndsticas
tradicionales, se han desarrollado técnicas no invasivas alternativas al cultivo
como el TACAR y técnicas de deteccion de antigenos fangicos, como el
galactomanano (GM) usado en la practica clinica diaria y el 1-3 3-D Glucano (BG),
con el que se dispone de menor experiencia, pero que ha sido incluido entre los
criterios EORTC-MSG (84) para el diagnoéstico de IFI.

Aportacion del TACAR en el diagnéstico precoz de la Al

El TACAR de térax es mas sensible y precoz que la radiologia convencional (Rx)
de térax en el diagnostico de neumonia en pacientes con neutropenia febril sin

respuesta a tratamiento antibidtico.

En un estudio prospectivo llevado a cabo en estos pacientes, un 60% de los
mismos con Rx de térax normal, presentaron infiltrados radiolégicos en el TACAR,
permitiendo adelantar el diagnostico clinico en 5 dias respecto a la radiologia

convencional. A los pacientes que tuvieron alteraciones radiolégicas en el TACAR,
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se les realizaron distintas técnicas diagnosticas (cultivo de esputo, LBA, PAAF y

biopsia pulmonar) y en un 54% se consiguio un diagnéstico microbioldgico.

Se calcul6 la sensibilidad (S), especificidad (E), valor predictivo positivo (VPP) y
valor predictivo negativo (VPN) del TACAR en el diagnéstico de neumonia. La S
fue del 87%, la E del 57%, el VPP del 54% y el VPN del 88%. En el subgrupo de
paciente sometidos a TPH, el VPN fue del 97% (104).

La realizacion rutinaria del TACAR en pacientes con sospecha de Al ha permitido
la descripcion de dos signos sugestivos de la misma, el signo del halo y el de la
media luna. El signo del halo es un signo precoz y permite adelantar el diagnostico
de Al (105-107). Un estudio retrospectivo llevado a cabo por Caillot et al (108)
demostré que el 92% de los pacientes con Al probada o probable presentaban
lesiones con signo del halo antes del diagndstico de Al, permitiendo adelantar el

diagndstico de la misma en 5,1 dias.

En un estudio posterior, este mismo autor documentd que el signo del halo es
transitorio. En 25 pacientes con Al probada, se realizaron TACAR secuenciales en
el plazo de 14 dias (dias 0, 3, 7 y 14). En el dia 0O, el signo del halo estaba
presente en el 95% de los pacientes, en el dia 3 en el 68%, el dia 7 en el 22% y el
dia 14 en el 19% de los casos, por lo que se puso de manifiesto la importancia de

realizar precozmente el TACAR en pacientes con sospecha de Al (109).

El TACAR, ademas de adelantar el diagndstico, permite una mejor localizacion de
las lesiones. Lo que parece de vital importancia en el 10-15% de los pacientes con
diagndstico de Al, que fallecen de hemoptisis al tener lesiones que contactan con

las arterias pulmonares (110).
Las indicaciones de cirugia de la Al, ademés de la prevencion de la hemoptisis

masiva y de la reduccion de la masa fungica antes de un nuevo ciclo de

quimioterapia, es la de obtener una confirmacién diagnéstica (111, 112). La
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precocidad en el diagnéstico y la mejor caracterizacion de las lesiones, para
realizar una lobectomia urgente en casos de lesiones con riesgo de hemoptisis

masiva, permite la reduccién de la mortalidad por Al del 50% al 17% (108).

Deteccion de antigenos fungicos en el diagndstico de Al . Galactomanano y
1-3 B-D Glucano

Galactomanano

El galactomanano (GM) es un componente de la pared celular del Aspergillus spp.
que se libera durante la fase de crecimiento del hongo. Fue el primer antigeno
detectado en animales con aspergilosis experimental y en pacientes

diagnosticados de aspergilosis (87).

Se trata de un antigeno polisacarido constituido por una estructura lineal de
residuos de manosa y cadenas laterales de galactofuranosina y su deteccion se

debe a la capacidad inmunogénica que le confiere la estructura citada (113).

Una técnica de ELISA tipo sandwich (Platelia Aspergillus, BioRad® Maners-La-
Coquete, France) es la técnica de deteccion comercializada mas sensible, con un
limite de 0,5 -1 ng/ml. Esta técnica utiliza el anticuerpo monoclonal EB-A2, que
reconoce las cadenas laterales de galactofuranosina de la molécula de

galactomanano (114).

Este test fue comercializado en Europa a mediados de 1990 y posteriormente
aprobado para su uso diagnostico por la US Food and Drug Administration en el
2003. Sin embargo han existido discrepancias a la hora de establecer el punto de
corte de esta técnica. En Europa, originariamente se recomendaba un punto de
corte de 1,5 ng/ml para un resultado positivo. Posteriormente y con la préactica
clinica, se ha rebajado este punto de corte a 1 ng/ml y, actualmente, se

recomienda un punto de corte de 0,5 ng/ml. La US Food and Drug Administration
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también recomienda un punto de corte de 0,5 para considerar un resultado

positivo.

El GM ha sido aceptado y validado como marcador subrogado de Al en el paciente
neutropénico (115). Mas recientemente y apoyandose en todos los datos
aportados en la literatura, se ha postulado que el galactomanano podria también
ser usado como marcador de seguimiento y evolucion en el paciente onco-

hematoldgico (116).

Woods et al publicaron un estudio en el que se observaba una excelente
correlacion entre los niveles séricos de galactomanano y la evolucion de la Al en

pacientes diagnosticados de mieloma multiple (117).

Otra importante contribucion de la determinacion de GM es su valor como
marcador pronostico de Al. En animales con Al experimental, el nivel de
antigenemia se relaciona con la masa fangica y el tratamiento reduce los niveles
de antigenemia. Esto mismo ha sido comunicado en pacientes sometidos a TPH,
donde la elevacion de los niveles de antigenemia se asocia a un peor pronostico
(118, 119).

Recientemente, Maertenes et al han presentado un estudio de 70 pacientes
oncohematologicos diagnosticados de Al probada o probable y con neutropenia en
el momento del diagndéstico. En dicho estudio se observo que la supervivencia fue
mayor en aquellos pacientes con normalizacién de los niveles de GM, frente a la
de los pacientes que mantenian niveles elevados (120). EI GM present6 ademas
una excelente correlacion estadistica con la Al probada diagnosticada mediante
autopsia (120, 121).

En un meta-analisis publicado por Pfeiffer et. al. en el que se incluian 27 estudios,

la sensibilidad global del GM fue del 71% y la especificidad del 89% para el

diagndstico de Al probada. La media del Youden Index fue del 0,54 lo que
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indicaba una fiabilidad adecuada para el punto de corte elegido para interpretar el
test del GM (122). (Tabla IlI).

En otra revision realizada por Leeflang et. al. publicada en la Cochrane Database
Syst Rev. se incluyeron Unicamente estudios en pacientes neutropénicos. En siete
estudios en los cuales el punto de corte para el GM fue del 0,5, la sensibilidad
global fue del 78% y la especificidad del 81%. Por otra parte, para un punto de
corte de 1 (12 estudios) y de 1,5 (17 estudios), la sensibilidad global
respectivamente fue del 75% y del 64%, y la especificidad del 91% y 95% (123).

La deteccion de galactomanano mediante la técnica de ELISA en sangre ha sido
validada prospectivamente tras los metanalisis antes mencionados. Estos trabajos
han sido llevados a cabo en pacientes neutropénicos y en pacientes sometidos a
TPH. La S segun los diversos estudios esta entre un 47% y un 100% vy la E suele
ser superior al 80%, con un valor predictivo positivo variable (46-75%) y un valor
predictivo negativo superior al 70% (Tabla 1V). Tarinover et. al. han aportado

porcentajes de rentabilidad diagnostica mas bajos.(124)

Existen diferencias en la S y E que no se explican solo por las discrepancias en
las poblaciones de estudio y/o en el limite de deteccion del GM (125, 126). Se ha
visto que la S es menor en pacientes donde la neutropenia no es el principal factor
de riesgo, como son los pacientes sometidos a trasplante de érgano sélido (TOS)
(127) lo que se puede explicar por una menor carga fungica y por la presencia de
anticuerpos frente a Aspergillus. También se ha visto una menor E en pacientes

sometidos a TPH, por un mayor numero de falsos positivos (128).
En el metandlisis efectuado por Pfeiffer y colab. en el que se incluian tres estudios

en pacientes sometidos a TOS con Al probada o probable, la sensibilidad global
del GM de estos trabajos fue del 41% y la especificidad de 85% (122).
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Tabla 11l Principales estudios de GM incluidos en el meta-analisis de
diagndstico de Al en el paciente oncohematoldgico (de 1995 al 2005).

Adaptada de Pfeiffer et al (122)

Estudio Pacientes
Disefio GP' 2 vP® FN* FP® VN® ST EP
Estudio
Beckeretal  O-Hemato® =1 2P 6 7 12 62 46% 84%
(2000)(129)  Adultos 2GM  11Pb*
Prospectivo
Platelia O-Hemato 20,5 NR 25 6 16 132 81% 89%
package NR!? 2GM
insert(2003)  Prospectivo
(130)
Bretagne et O-Hemato 21 3Pr 6 10 O 34 100% 77%
al(1997)(131) Todos 2GM  3Pb*™
Prospectivo
Bretagneet TPH 21 6Pr 14 4 5 18 78% 78%
al(1998)(132) Todos 2GM  12PDb
Retrospectivo
Buchheidtet O-Hemato 21,5 6Pr 3 6 1 167 33% 99%
al(2004)(133) Adultos 2GM  3Pb
Prospectivo
Costa et al O-Hemato 215 4Pr 20 O 0 10 100% 100%
(2002)(134)  Adultos 1GM  16Pb
Retrospectivo
Herbrechtet O-Hemato 215 31Pr 31 67 51 648 32% 93%
al(2002)(128) Todos 1GM  67Pb
Prospectivo

29



Jarque et al
(2003)(135)

Kami et al
(2001)(136)

Machetti et
al(1998)(137)

Maertens et
al(1999)(121)

Maertens et
al(2002)(138)

Maertens et
al(2004)(139)

Marr et al
(2004)(140)

Moragues et
al(2003)(141)

Pazos et al
(2003)(142)

Pinel et al
(2003)(143)

O-Hemato
Adultos
Prospectivo
O-Hemato
Adultos
Prospectivo
TPH

NR
Prospectivo
O-Hemato
Todos
Prospectivo
TPH
Adultos
Prospectivo
O-Hemato
Adultos
Prospectivo
O-Hemato
Todos
Prospectivo
O-Hemato
Adultos
Retrospectivo
O-Hemato
NR

Prospectivo

O-Hemato
Todos

Prospectivo

21,5
2GM

21,5
2GM

21,5
2GM

21,5
2GM

21,5
2GM

2GM

9Pr
3Pb

33Pr
OPb

1Pr
3Pb

27Pr
OPb

5Pr
8Pb

16Pr
13Pb

13Pr
11Pb

3Pr
1Pb

5Pr
3Pb

3Pr
31Pb

25

11

28

13

17

14

11

17

11

17

85

86

15

42

82

93

32

49

143

756

67%

58%

75%

93%

85%

97

54%

50%

88%

50%

97%

97%

83%

95%

92%

98%

74%

98%

98%

98%
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Rovira et al
(2004)(144)

Suhalian et

al(2001)(145)

Suhalian et

al(1996)(146)

Ulusakarya
et al
(2000)(147)

Verweij et al
(1995)(148)

Yoo et al
(2005)(149)

TPH
Adultos
Prospectivo
TPH
Adultos
Prospectivo
TPH

NR
Prospectivo
O-Hemato

Todos

Retrospectivo

O-Hemato
Adultos

Retrospectivo

O-
Hemat/TPH
Adultos

Prospectivo

21,5
1GM

21,5
1GM

20,5
2GM

1Pr
5Pb

22Pr
22Pb

25Pr
NR

10Pr
6Pb

6Pr
OPb

2Pr
12Pb

17

19

11

12

32

53

18

25

66

396

138

113

36

89

67%

77%

76%

69%

83%

86%

97%

93%Pr

72%Pr

95%

65%

78%

'GP: Galactomanano positivo punto de corte
como positivo; 2IFI: infeccion fangica invasiva;

3/ namero de muestras para considerar resultado
VP: Verdadero positivo; “FN: Falso negativo; °FP:
Falso positivo; ® VN: Verdadero negativo. 'S: Sensibilidad; °E: Especificidad; °O-Hemato: Onco-
hematolégico; °AlPr: Aspergilosis invasiva probada; “AlPb: Aspergilosis invasiva probable;
2NR: No se refiere.
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Tabla IV. Principales estudios de sensibilidad, especificidad, valor predictivo
positivo y negativo de la determinacion de GM por ELISA Platelia en sangre
en pacientes oncohematoldgicos desde el 2006 a la actualidad.

Episodios de

q 1 2 4 4 5|
Estudio riesgo GP IFI S E VVP VVN

Florent et al 167 pacientes >0,5 4 AIPr’ 47,1% 80,2% 51,1% 77,5%
(2006)(150) O-hematolégicos® 29 AIPR®

Neutropénicos 2GM 18 AIPs®

Prospectivo
Busca et al 74 pacientes 21 2AIPr 100% 93% 64% 100%
(2006)(151) TPH Alogénico 7 AIPb

Prospectivo 2GM
Lai et al 189 pacientes 21,5 5AIPr 78,6% 93,9% 55% 97,9%
(2007)(152) O-hematoldgico 9 AlPb

Inmunosuprimido 2GM 26 AlPs

Prospectivo
Foi et al 121 pacientes 20,5 2AIPr 50% 94%  46%  94%
(2007)(153) TPH 10 AIPb

Retrospectivo 2GM

Recogida

prospectiva

(71adultos/50nifios)
Tariover et.al 58 pacientes 20,5 1AIPr 84% 27,3% 46,7% 69,2%
(2008)(124) O-hematoldgicos 4 AIPb

Neutropénicos 2GM 20 AlPs

Prospectivo
Suarez et al 138 pacientes 20,5 1AIPr 88.2% 95,8% 75%  98,3%
(2008) (154) O-hematoldgicos 15 AlPb

Prospectivo 2GM 1 AlPs

'GP: Galactomanano positivo punto de corte y niimero de muestras para considerar resultado
como positivo; S: Sensibilidad; °E: Especificidad; “VPP: Valor predictivo positivo; ®> VPN: Valor
Eredictivo negativo; ®0O-Hematolégico: Oncohematoldgico; ‘AlPr: Aspergilosis invasora probada;
AlPb: Aspergilosis invasora probable; °AlPs: Aspergilosis invasora posible.
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Marr K et. al. mostraron que en pacientes sometidos a TPH con Al probada, la
sensibilidad del GM variaba desde un 87,5%, en pacientes sin tratamiento
antifungico, a un 20% en aquellos que recibian tratamiento. Por tanto, el uso de
antifingicos con actividad frente a Aspergillus disminuye la S del test y aumenta el
porcentaje de falsos negativos, por lo se aconseja que en pacientes tratados con
antifingicos con actividad frente a Aspergillus se escoja el nivel de corte inferior

(0,5 ng/ml) para considerar un valor como positivo (140).

Por otra parte, la estrategia de extraccion de muestras en pacientes neutropénicos
no esta claramente definida, y aunque la mayoria de los estudios la realizan dos
veces por semana, una menor frecuencia o falta de adherencia a estos protocolos

puede alterar la sensibilidad de la prueba.

En el estudio de Foy et. al. se observd una mayor S y E del test de GM en
pacientes en edad pediatrica en comparacion con adultos, sin embargo, en
estudios europeos previos, se sugeria que los resultados de GM presentaban
mayor frecuencia de falsos positivos y una menor especificidad en pacientes
pediatricos (153)

Asi, aunque en la mayoria de los estudios la E supera el 90%, en trabajos
realizados con neonatos se ha visto una especificidad inferior por la ingestion de
sustancias que contienen galactomanano (leche o cereales), que por traslocacién

(mucositis intensa) alcanzan el torrente sanguineo (128, 145, 155-158).

Otra causa de falsos positivos es la administracion de antibidticos de la familia de
los betalactdmicos, principalmente piperacilina-tazobactam (159-161), lo que se
explica por la presencia de galactomanano en algunos lotes del farmaco.

Aungue algunos autores han descrito que las elevaciones de galactomanano

suelen ser transitorias y relacionadas con la administracion del farmaco, un

estudio farmacocinético ha demostrado que el GM puede permanecer elevado
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hasta 5 dias después de la interrupcion de la medicacion (162) . En revisiones
mas recientes, otros farmacos betalactamicos como la amoxicilina, la amoxicilina-

clavulanico y la ampicilina también pueden producir falsos positivos (163, 164).

También se han visto falsos positivos con la administraciéon de preparados de
nutricion parenteral (165). Recientemente Asano-Mori et. al. han observado falsos
positivos de GM en los primeros 100 dias tras el trasplante alogénico de médula

0sea Yy en la EICH cronica gastrointestinal(166)

Por ultimo, la presencia del GM en la pared no es exclusiva del Aspergillus, y la
infeccion por otros hongos también puede producir reactividad cruzada, como es
el caso de Penicilium spp., Paecylomices spp., Histoplasma spp., Cryptococcus

spp. y Blastomyces spp., y quiza también en el caso de Fusarium spp. (167-171).

Un tema debatido y de gran trascendencia clinica es si la deteccion prospectiva de
GM en pacientes con riesgo de Al, contribuye al diagndstico precoz de la
enfermedad. En varios estudios prospectivos realizados por Maertens y cols (121,
138, 172) se resalté el valor del GM como test valido para el diagndstico precoz de
la Al. En ellos, la positividad de GM se adelanté una media de 5 dias al inicio de

fiebre, y en el 50% de los casos fue el primer marcador de enfermedad.

Sin embargo, esto no ha sido confirmado por otros autores. En un estudio
realizado por Herbrecht et al, solo en 3/153 casos de Al, la positividad del GM fue
el primer indicador diagnéstico (128). En otro estudio en pacientes sometidos a
TPH, este test no permitié adelantar el diagndstico en ningun caso (144). Otros
autores han concluido que la determinacion de GM no antecede al desarrollo de
sintomas clinicos o a las alteraciones radiologicas en los pacientes con Al (144,
173).

La deteccion de GM en muestras no séricas (orina, LBA, liquido cefalorraquideo

(LCR)), se ha utilizado en el diagndstico clinico de la Al, aunque no ha sido



validada en la practica clinica por falta de estudios prospectivos que incluyan un
numero suficiente de pacientes con Al probada (174). La eliminacion de GM en la
orina fue el origen de su utilizacion como técnica para el diagnostico de Al, aunque
se ha documentado un mayor porcentaje de falsos positivos que en las muestras

séricas (175).

La validacién del LBA como muestra para deteccion de GM en casos de Al junto
con el TACAR ha sido realizada en un estudio prospectivo en pacientes
hematolégicos con VPP y VPN del 100%. Es claramente mas sensible para el
diagnostico de Al que los métodos convencionales de cultivo, o que permite evitar
la practica de biopsias que en muchas ocasiones estan contraindicadas en estos
pacientes (176, 177). Sin embargo esta por establecer el punto de corte que

distinga la enfermedad invasora de una colonizacion.

La aspergilosis cerebral es una entidad de dificil diagnéstico clinico, y rara vez el
cultivo del LCR es positivo. La deteccion de GM podria ayudar a un diagndstico de

esta entidad, aunque no existen evidencias suficientes hasta la fecha (178, 179).

1-3 B-D Glucano

El 1-3 B-D glucano (BG) es un polisacarido presente en la pared celular de una
gran variedad de hongos excepto en los zigomicetos (Mucor spp. y Rhizopus spp.)
y Cryptococcus spp. (180, 181). Aunque esto Ultimo se ha puesto en duda en
algunos estudios (182, 183). Parece que existe BG en la pared celular de
Crytococcus spp. aunque en menor cuantia a la encontrada en Candida spp. o

Aspergillus spp.(184).
El BG se puede detectar gracias a su capacidad para activar la cascada de la

coagulacion del cangrejo, ya que se une especificamente a la subunidad a del

factor G. Si a esta reaccion se le afiade un sustrato cromogénico se pueden
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detectar mediante espectrofotometria niveles de BG tan bajos como de 1 pg/ml
(182).

Se han comercializado varios métodos de deteccion que utilizan distintos
sustratos. Pero los mas conocidos son el método comercial Fungitec-G
(Seikagaku) que utiliza las enzimas del Tachipleus tridentatus y el método
comercial Glucatell o Fungitell (Associates of Cape Cod, Inc.) que utiliza como

sustrato las enzimas del Limulus polyphemus.

En un estudio de cinética llevado a cabo por Obayashi et al se demostré que el
Glucatell es 2,5 veces menos reactivo que el Fungitec-G. Con Fungitec-G el autor
sugirié en 1995, un punto de corte de 20 pg/ml comparando los niveles de BG en
sujetos sanos y sujetos con IFI confirmada por necropsia (185). Sin embargo en
un estudio reciente, este mismo autor refiere que con un punto de corte de 30
pg/ml se mantiene una alta sensibilidad de la técnica, siendo posible descartar IFI
por debajo de dicho valor, exceptuando el caso de la Zigomicosis, mientras que
para un punto de corte por encima de 80 pg/ml deberia considerarse la IFI con un
90% de probabilidad (183).

El punto de corte sugerido para la técnica Glucatell es de 60 pg/ml en sujetos con
candidemia confirmada. El punto de corte para el diagndstico del resto de las IFI
no esta establecido con este test (182). La S, E, VPP y VPN de la determinacion
del BG por el método de deteccion Glucatell en el diagndstico de la IFI, depende
de la etiologia de la misma (candidiasis, aspergilosis, fusariosis etc.) y del punto
de corte elegido (40 pg/ml-150 pg/ml). Otros dos factores relacionados con la S, E,
VPP y VPN, son la certeza diagnostica de la IFl y el protocolo de extraccion de las
muestras clinicas (182, 186). (TablaV)
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Tabla V. Sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor
predictivo negativo de la determinacion de 1-3 B-D glucano en el diagnostico

de infeccion fungica invasiva.

Punto de corte (IFI global) ° st E° VPP® VPN*
40 pg/ml 79.1 [79.4 [78.7 [79.9
60 pg/ml 69.9 |87.1 [ 83.8 | 75.1
100 pg/ml 62.6 [94.7 [91.9 [ 725
125 pg/ml 60.1 | 96.5 |94.2 | 71.6
Etiologia de la IFI

Candidiasis global (60 pg/ml)° 82.6

C. albicans (60 pg/ml) 83.3

C. parapsilosis(60 pg/ml) 72.2

C. tropicalis (60 pg/ml) 90.9

C. glabrata (60 pg/ml) 80.8

C. krusei(60 pg/ml) 100

Aspergilosis (60 pg/ml)° 80

Aspergilosis (120 pg/ml)° 87.5 [89.6 [70 [96.3
Fusariosis (60 pg/ml)° 100

Criptococosis® 25

Mucormicosis® 0

Certeza diagnéstica '

Probada o probable 100 |90 43 100
Probada, probable o posible 70 96 79 93
NGmero muestras °  Probada/probable ~ LAM °/SMD°

1 muestra positiva 100 |90 43 100
=2 muestras consecutivas positivas 65 96 57 97
>3 muestras consecutivas positivas 60 99 80 96

's: Sensibilidad; *E: Especificidad; * VPP: Valor predictivo positivo; * VPN: Valor
predictivo negativo; ®IFI Infeccion fungica invasiva. Tomado de Ostrosky-Zeichner
et al (186) Estudio multicéntrico con pacientes con IFI probada y probable y sin IFl;
®Tomado de Pazos C et a (181) Estudio prosgoectivo en pacientes onco-
hematolégicos; ‘Tomado de Odabasi Z et al (182); ® Leucemia Aguda Mieloide; °
Sindrome Mielodisplasico.



En el estudio de Odabasi et. al. (182), al valorar la S y E en un estudio de 30
pacientes sanos y 30 pacientes con candidemia no neutropénicos con el punto de
corte de 60 pg/ml, se obtienen valores de 97% y 93% respectivamente. Similares
datos aporta el estudio de Pickering et. al. (187), en el cual para un punto de corte
de 80 pg/ml con la técnica de Fungitell, la S y E fue del 92,9% y 100%. En este
mismo estudio al incluir pacientes con bacteriemia la E y el VPP disminuyen a un

77,2% Yy un 51,9% respectivamente, por el incremento de falsos positivos.

Estudios comparativos betaglucano y galactomanano.

En el diagnéstico de la Al, un estudio reciente sefiala que la S, E, VPP y VPN del
BG (técnica de glucatell para un punto de corte 2120 pg/ml) es similar a la
obtenida con la determinacién prospectiva de galactomanano (87.5%, 89.6%, 70%
y 96.3%, respectivamente) en pacientes onco-hematolégicos con Al probada y
probable. Una ventaja adicional es que el BG es mas precoz que la determinacion
de GM para el diagnostico de Al. Ademds, la determinacion conjunta puede

ayudar a delimitar los falsos positivos de cada uno de los test (181).

Kami et. al. encontraron la técnica de GM menos sensible que el BG (Fungitec)
(58% vs 67%) para el diagnéstico de Al pulmonar (136). En un trabajo
recientemente publicado por Hachem et. al. (6) en el que se incluyeron 82
pacientes con infeccion fungica por A. fumigatus, pacientes con infeccién por
Aspergillus no fumigatus y pacientes con infeccion por otro tipo de hongos,
ademas del grupo control, se observo una sensibilidad mayor para BG en relacion
al GM para la deteccion de Al y de otras infecciones fungicas. La sensibilidad del
GM fue significativamente mayor para pacientes con Al por especies distintas
A.fumigatus. Sin embargo el rango de S y E para la técnica de BG fue similar en

todos los grupos independientemente del patogeno identificado.
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Tabla VI. Estudio en 82 pacientes con IFI
Modificado de Hachem et. al. (6)

IFI Técnica st E? VPP? VPN?
Aspergilosis GM 38 100 100 61
(n=22)

BG 67 90 88 72
Candididemia | GM 0 100 49
(N=23)

BG 62 90 87 69
Otros hongos | GM 6 100 100 57
(N=17)

BG 63 90 83 75

's: Sensibilidad; “E: Especificidad; *VPP: Valor predictivo positivo; “VPN: Valor predictivo
negativo

La hemodialisis con membranas de celulosa en pacientes con insuficiencia renal
cronica, el tratamiento con inmunoglobulinas y la exposicién a sustancias que
contengan glucanos son causas de falsos positivos en la determinacion de BG. La
presencia de bacteriemia es también causa de falsos positivos en la determinacion
de BG, fundamentalmente la bacteriemia por cocos gram positivos (187). El
tratamiento con antifangicos parece reducir la sensibilidad y aumentar el
porcentaje de falsos negativos, aunque menos que con la determinacion de GM
(181, 186).

Técnicas moleculares para el diagnostico de la Al. Determinacion
de ADN fungico mediante la reaccion en la cadena de la

polimerasa (PCR).

Debe sefalarse no obstante, que en términos generales, las aportaciones de
todas las técnicas anteriores pueden considerarse discretas, por lo que se estan
intentando desarrollar otros procedimientos diagnosticos que permitan detectar la

infeccion por Aspergillus con mas fiabilidad y precocidad. Entre estos métodos se
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encuentran técnicas moleculares para la deteccion de acido desoxirribonucleico
(ADN) fangico.

Las técnicas para la deteccion de ADN se han desarrollado menos que los
métodos de deteccion antigénica. Ademas, se han evaluado técnicas no
estandarizadas para detectar &cidos nucleicos de levaduras y hongos miceliales.
Habitualmente, se han amplificado las regiones ITS (Internal Transcriber Spacer),
insertadas en los fragmentos de DNA ribosomico, llegandose a detectar

cantidades muy pequefas de ADN (10 pg).

Sin embargo, la limitacion de estas técnicas no es la sensibilidad sino la
especificidad, que se sitta alrededor del 70% (188, 189). Por ello, las técnicas
moleculares cuantitativas pueden ser de mayor utilidad para el diagndéstico de las
micosis. Una de estas técnicas es la PCR en tiempo real (PCR-TR), que ha
mostrado eficacia para el diagnostico y la deteccidn de resistencias en bacterias y
virus, por lo que se esta evaluando, con resultados dispares, para el diagnéstico

de las infecciones fungicas (134, 136, 190).

Algunos autores confirman, que las técnicas moleculares pueden tener una
sensibilidad algo superior a las técnicas de cultivo y a la deteccion antigénica y lo
gue es mas importante, ser mas Utiles para el diagnostico precoz de la IFl. Sus
principales limitaciones incluyen la falta de reproducibilidad y cierta variabilidad
segun la muestra utilizada, ya que han resultado valiosas en muestras

respiratorias, pero no tanto en muestras de sangre y de suero (191, 192).

Otra de las ventajas de las técnicas moleculares es que pueden disefarse
modelos que sirvan para el diagnéstico de infecciones por otras especies. Como
ya se ha indicado, cada vez se identifican més especies fungicas patdogenas para
el ser humano y las técnicas moleculares pueden detectar distintas especies

segun sean disefiadas (193).
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En el caso de la aspergilosis, la falta de estandarizacion de las distintas técnicas
de PCR para la deteccion de Aspergillus spp. es la principal barrera para la
aplicacion de esta técnica en la practica clinica diaria. En los distintos estudios se
emplean diferentes muestras biolégicas, métodos de extraccion y/o métodos de

amplificacion y deteccion.

La muestra biolégica utilizada en los estudios para el diagnostico de Al es variable.
Se han utilizado distintas fracciones de sangre, LBA y muestras de tejido en fresco
y en parafina. La deteccidn en sangre tiene el inconveniente de que aun no esta
claro cual es la fraccién de sangre a utilizar. Parece que la deteccion de ADN en
sangre completa es superior a la deteccion en plasma en el diagndéstico de Al, sin
embargo, el suero tiene la ventaja de que de forma concomitante se puede
proceder a la deteccion de antigenos de Aspergillus spp. y no requiere la adicion
de anticoagulantes que pueden inhibir la amplificacion por PCR (126, 134, 194,
195). En el trabajo de Costa y cols. se compararon ambas muestras y se observo
gue la deteccion de DNA de A. fumigatus en suero fue mejor que en plasma.(196)

La extraccion del ADN es un paso clave fundamental y dificil debido a las
caracteristicas de la pared fungica. Se han descrito distintos métodos de
extraccion (métodos caseros, metodos comerciales, y métodos automaticos
comerciales). El perfeccionamiento y avance en los métodos automaticos
comerciales con menor posibilidad de contaminacion son la alternativa ideal. La
eficiencia de los distintos métodos de extraccion es muy variable y es uno de los
aspectos que impiden la comparacién de los diferentes estudios clinicos (197).

También varia el segmento del genoma elegido (DNA ribosémico, DNA
mitocondrial) para su amplificacion y el método para realizar ésta. No obstante, en
los ultimos afios se ha desarrollado la PCR cuantitativa en tiempo real (PCR-TR),
gue presenta la ventaja de que el proceso de amplificacion y deteccion se hace de
forma simultdnea en un vial cerrado. Esto disminuye la posibilidad de

contaminacion y permite cuantificar la carga fungica (198).
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La S, E, VPP y VPN de la deteccién de DNA fungico en la sangre de los pacientes
neutropénicos y/o sometidos a TPH es variable. En general, la mayoria de los
estudios sefialan una alta sensibilidad (75-100%), y por tanto un VPN por encima
del 98%, aunque algunos estudios presentan porcentajes menores de S (36-66%),
con VPN un poco inferiores (80-96%) (133, 150, 199, 200). Sin embargo, el
principal problema es una moderada especificidad (65-96%) con un bajo VPP (15-
68%) y un alto porcentaje de falsos positivos (tabla 1V). Algunos estudios han
sefialado que los falsos positivos pueden no ser realmente falsos positivos sino
representar infecciones subclinicas, ya que pacientes con PCR positivas y sin

evidencia clinica de Al, desarrollaron Al posteriormente (201) .

Las diferencias de S, E, VPP y VPN en los distintos trabajos se relacionan con las
diferentes técnicas usadas, tanto en el método de PCR (Nested PCR, PCR-ELISA,

PCR-TR), como en la muestra empleada, sangre, plasma o suero.

Segun Suarez et al el uso de un mayor volumen (1ml) de extraccion de DNA
permite aumentar la sensibilidad de la técnica al 100% sin afectar a otros
parametros, permitiendo, de esta forma, la deteccion de cantidades menores de
DNA (154).

Recientemente se ha publicado un meta-andlisis que incluye 16 estudios y que
valora la técnica de PCR para el diagnéstico de la Al. evaluando conjuntamente
estos estudios, la S y E de la técnica de PCR con dos resultados positivos fue del
75% (95% CIl 0.54-0.88) y del 87% (95% CI 0.78-0.93), respectivamente. En
cambio, para aquellos estudios que se admitié un sélo resultado de PCR positivo
como criterio de Al, la S fue del 88% (95% CI 0.75-0.94) y la E del 75% (95% ClI
0.63-0.84). Por tanto y en vista a estos resultados, una PCR negativa excluiria el
diagnéstico de Al probada o probable, pero se precisarian dos resultados positivos

para confirmar el diagnéstico de Al (202)
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Tabla VII. Principales estudios prospectivos de la utilidad de la PCR para el diagndstico de IF en pacientes
oncohematoldgicos

Estudio

Hebart
et al(2000)
(188)

Hebart
et al(2000)
(203)

Lass.Florl et
al(2001)
(204)

Buchheidt et
al (2001)
(205)

Jordanides et
al
(2005)(206)

Kami et al
(2001)(136)

Diana

18S
ADNr

18S
ADNr

18S
ADNr

18 s
ARNr

18S
ADNr

18 S
ADNr

Hongo
detectado
Asp spp ’

Asp spp
Candida spp

Asp spp

Asp spp

Panftng®

Asp spp

Técnica PCR?

1 PCR-Southern blot
Sangre completa

1 PCR-Southern blot
Sangre completa

2 PCR-ELISA
Sangre completa

1PCR
Nested PCR
Sangre completa

1 PCR-TR (Light
Cycler®) Sangre
completa

1 PCR-TR (Light
Cycler®)
Sangre/Plasma

Episodios 2

84 TPH®alogénicos
7 Al

92 Episodios neutropenia
febril o TPH alogénico
8 Al

121 Episodios de
neutropenia (O-Hemato y
tumores sélidos)/TPH

3 Al

218 pac
O-Hemato/TPH antélogo
33 Al

125 Episodios de
neutropenia
8 Al

122 Episodios neutropenia
O-Hemato
33 Al

100%

100%

75%

91,7%

75%

79%

65%

73%

96%

81,3%

70%

VPP®
44%

42%

49,3%

15%

VPN®
100%

98%

98%

98%
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Kawazu 18 s Asp spp 2 PCR-TR 149 Episodios neutropenia 55% 93% 40% 96%

et al (2004) ARNr con TagMan™ 96 Pacientes
(199) Plasma O-Hemato/TPH alogénico
24 Al*
Buchheidt 18s Asp spp 2 Nested PCR 205 Pacientes 36,4% 92,3%  -----—-  ----e--
et al (2004) ARNr S.completa O-Hemato/TPH
(133) 11 Al
Halliday 18S Asp spp 2 PCR.Sourther blot 95 Episodios neutropenia
et al(2006) ADNr Sangre completa febril en LMA o TPH 100% 75,4% 46,4% 100%
(207) 13 Al
Florent Mt Asp 2 PCR-ELISA 256 Episodios neutropenia 51% 89,75% 68,5% 80,6%
et al (2006) DNA'"  fumigatus  Suero (167 Pacientes
(150) fflavus O-Hemato)
51 AI*
White et al 28s Asp 2 PCR 203 Pacientes 92,3% 94,6% 60,0% 99,3%
(2006)(208) ARN fumigatus  RT-PCR con TagMan y O-Hemato/TPH alogénico
Nested PCR También pediatricos
Sangre completa 14 Al
Badiee 18s Asp spp 1 PCR-ELISA 194 Pac 66% 96% 62,5% 97%
et al (2008) DNAr Sangre completa O-Hemato
(200) Tratamiento Quimioterapia
14 AlI*
Suarez 28s Asp 1 PCR-TR 138 Episodios neutropenia 100% 96,7% 81% 100%
et al (2008) ARN fumigatus  (Light Cycler®) (O-hemato)
(154) Suero 17 Al*
Cesaro et al 18s Asp spp 2 PCR-TR 62 Pac pediatricos 63% 81% 33% 94%
(2008) (209) ARNr (Light Cycler®) O-Hemato/TPH alogénico
Suero 8 Al

'PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa Técnica y niimero de PCR requeridas para dia%]néstico positivo; 2 Pacientes incluidos en el estudio y

niimero de pacientes diagnosticados de aspergilosis invasivas (Al); Al*: incluye Al posibles; °S: Sensibilidad; “E: Especificidad; VPP Valor

Poredictivo positivo; ®°VPN: Valor predictivo negativo; 7A?P: Aspergillus; °TPH: Trasplante de progenitores hematopoyéticos; ° Panfun: Panflingica;
TaqMan Utiliza prueba de hidrélisis para tiempo real;” mtDNA: DNA mitocondral
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Muchos de estos trabajos sefialan, al igual que con el GM, que la positividad de la
PCR precede a los sintomas clinicos de enfermedad y que, en hasta el 50% de los
pacientes, es el primer marcador de Al, lo que permite adelantar el tratamiento

antifangico.

En el estudio de Herbart et al (188), la PCR precedia a la evidencia clinica con una
media de 5,75 dias (rango 0-14 dias) en pacientes neutropénicos. Florent et al
(150) observaron que en 8 de 12 pacientes con diagnéstico micologico o
histoldgico, la PCR se adelantaba con una media de 16 dias (rango 1-110 dias) a
dicho diagnéstico. Ademas, en 19 de 31 pacientes con TACAR positivo, la PCR se
adelantaba una media de 8 dias (rango 1-84 dias). En el estudio de Badiee et al
(200), la PCR precedio a los signos clinicos con una media de 12,6 dias (rango 7-
24 dias).

En un estudio que comparaba la deteccion de ADN fungico en sangre por PCR
con la determinacion de GM y BG de forma prospectiva en pacientes
neutropénicos (136), se sefialo que la positividad de la PCR antecede a la
positividad del GM y del BG, siendo el marcador microbiolégico méas precoz. En el
estudio de Florent et al (150), la PCR se adelantaba al GM en 12 de 38 pacientes,
con una media de 17 dias (4-63) y en 11, la PCR se positivizaba al mismo tiempo

que el GM.

Pocos estudios han utilizado la técnica de PCR-TR para detectar Aspergillus spp.
(136, 154, 199, 208, 209) y de ellos, soOlo dos realizan determinaciones seriadas
en sangre o en suero (154, 208), aunque el trabajo de Suarez sélo realiza una
determinacion de PCR semanal en suero, lo que puede disminuir la rentabilidad de

la técnica y considera un resultado positivo con una soéla PCR positiva (154).
Por otra parte, la utilizacion de la PCR en LBA y muestras de tejido, aunque

parece no ser un marcador precoz de enfermedad, si que es mas sensible que los

métodos de cultivo convencionales para el diagndstico de Al. La utilizacion
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conjunta del GM y de la PCR cuantitativa en LBA de pacientes con Al podria evitar

la realizacion de biopsias (177) .

En un estudio reciente, la realizacion de PCR conjunta en sangre y LBA de
pacientes con Al, sefialé una mayor S y E de la PCR en LBA frente a sangre para
el diagnostico de la Al (190). Ademas en la Al experimental, la PCR cuantitativa en
LBA permitié cuantificar la carga fungica en el arbol traqueobronquial y el riesgo
de Al (210), lo que podria usarse en la practica cinica diaria para iniciar

tratamiento antifingico anticipado en pacientes con altas cargas flngicas.

El diagnostico definitivo de Al requiere de la confirmacion histolégica de invasion
tisular por hongos filamentosos, sin embargo so6lo en un 30-50% de los pacientes
con evidencia histologica de Al es posible cultivar Aspergillus spp. (211). La
utilizacion de técnicas de PCR en tejido son méas sensibles que el cultivo
convencional en el diagnéstico de la Al experimental (212), por lo que su

utilizacion en la clinica podria aumentar el porcentaje de deteccion de la Al.
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HIPOTEIS PRINCIPAL

La deteccién en sangre o suero de acidos nucleicos de Aspergillus fumigatus
mediante la técnica de PCR cuantitativa en tiempo real permitira mejorar y
adelantar el diagnostico de la infeccibn fungica invasiva en enfermos

hematolégicos con alto riesgo de aspergilosis.

HIPOTESIS SECUNDARIAS

1. La PCR cuantitativa en tiempo real para la deteccion de &cidos nucleicos de
Aspergillus fumigatus, puede emplearse en muestras clinicas de sangre o0 suero
para mejorar y adelantar el diagndstico de infeccién fungica invasora en el

paciente onco-hematoldgico.

2. El uso conjunto de la técnica de PCR cuantitativa en tiempo real para la
determinacion de DNA de Aspergillus fumigatus (en pacientes hematologicos con
alto riesgo de infeccion fungica invasiva) y de la técnica antigénica de GM
permitird incrementar el valor predictivo de ambas técnicas en el diagnostico de la

aspergilosis.
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OBJETIVOS

1. Validacion de la técnica de PCR-TR para Aspergillus fumigatus, evaluando la
sensibilidad, especificidad, valores predictivos positivos y negativos, en muestra
de sangre o suero, de pacientes con patologia hematoldgica y alto riesgo de

micosis.

2. Valorar si la determinacion de ADN fungico de Aspergillus fumigatus mediante
PCR-TR puede considerarse como una técnica diagnéstica fiable, con porcentajes

de acierto comparables a los del TACAR o la deteccién de antigenos fangicos.

3. Determinar si la cuantificacion de ADN fungico mediante la técnica de PCR-TR,
sirve para establecer puntos de corte que ayuden a distinguir entre pacientes
colonizados o infectados.

4. Calcular la correlacién temporal de los resultados de la PCR-TR para Aspergilus
fumigatus con los datos clinicos, radiolégicos y la cuantificacion antigénica de GM,
para determinar la utilidad diagndstica real de la PCR-TR, asi como la precocidad

diagndstica de la misma

5. Valorar el uso conjunto de la técnica antigénica de GM y PCR-TR para el
diagndstico precoz de la infeccidon fangica en el paciente hematoldgico de alto
riesgo, evaluando sensibilidad y especificidad conjunta y valor predictivo

diagndstico.
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MATERIAL Y METODOS

Poblacién de estudio

Desde el 1 de octubre del 2004 al 15 de noviembre del 2005, se recogieron, de
forma prospectiva, las muestras de sangre y suero de los pacientes ingresados en
la planta de Hematologia y en la Unidad de Trasplante de Progenitores
Hematopoyéticos del Hospital Universitario 12 de Octubre de Madrid. Se
incluyeron en el estudio todos aquellos pacientes sometidos a tratamiento
quimioterapico, que presentaban neutropenia febril o eran receptores de TPH y
presentaban alto riesgo de infeccion fungica invasiva. Cada paciente podia tener
uno o varios episodios de neutropenia febril con el consiguiente riesgo de infeccion

fungica.

Fueron estudiados un total de 83 enfermos con neutropenia febril (<500
neutréfilos/pl y >38 °C) o sometidos a TPH, considerados de alto riesgo para sufrir
aspergilosis invasiva. Se recogieron de forma prospectiva los datos clinicos,
radiologicos y microbiolégicos y posteriormente se hizo un estudio retrospectivo
valorando todos los episodios de neutropenia en conjunto de cada paciente. Se

excluyeron del estudio aquellos pacientes que no recibian quimioterapia.

Se tomaron dos muestras semanales de sangre y suero durante los episodios de
neutropenia febril. Se realiz6 determinacion de GM en estas muestras y, ademas,
se remitieron al Servicio de Micologia del Centro Nacional de Microbiologia del
Instituto de Salud Carlos lll, para la realizacion de la técnica de PCR-TR para
Aspergillus fumigatus. Las muestras fueron almacenadas a -20°C hasta su

utilizacion.

Los pacientes fueron seguidos hasta el 31 de marzo del 2006. Las variables
clinicas analizadas fueron: enfermedad de base, sexo, edad, duracién de la

neutropenia en dias, uso de esteroides, profilaxis antifGngica o tratamiento,
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tratamiento de la enfermedad hematoldgica maligna con quimioterapia o trasplante
de progenitores hematopoyeéticos, tipo de trasplante alogénico o autélogo, tipo de

aspergilosis y el resultado final como curacion o muerte.

El estudio fue aprobado por el Comité Etico del Hospital y se solicité un

consentimiento informado a cada uno de los pacientes.

Definicion de los episodios de riesgo

Se incluyeron sélo aquellos pacientes y episodios de alto riesgo de infeccidn
fungica. Segun la enfermedad de base y el tratamiento administrado, los episodios
de tratamiento con quimioterapia eran clasificados en episodios de bajo o alto
riesgo de Al atendiendo a los criterios EORTC-MSG (84) modificados en relacion

al paciente onco-hematologico y basados en la experiencia clinica diaria.

Se definié episodio de alto riesgo de Al aquel que cumplia alguna de las siguientes
condiciones: LMA, SMD, TPH alogénico, neutropenia esperable < 500/ul
neutréfilos superior a 10 dias; episodios con neutrofilos < 500/ul > 5dias y
tratamiento corticoesteroideo con dosis de prednisona (o equivalente) > 500 mg en
el mismo episodio; episodios con coexistencia de neutropenia (neutrdfilos <
500/ul) de cualquier duracion y tratamiento con alemtuzumab y/o fludarabina en
los Ultimos 6 meses y episodios con coexistencia de neutropenia (neutréfilos <
500/ul) de cualquier duracién y otros tipos de inmunosupresion celular (pacientes
con trastornos linfoproliferativos postrasplante, pacientes con Infeccion VIH y CD4
< 200/pl y pacientes con Linfomas T). El resto de los episodios eran considerados
de bajo riesgo de Al. (Tabla VIII).

Se realizé esta clasificacion de pacientes en alto y bajo riesgo acorde a la
experiencia clinica del grupo investigador, habiendo comprobado en estudios
previos, que si el enfermo era clasificado con dichos criterios como de alto riesgo,

la probabilidad de desarrollar Al se multiplicaba casi por 4 y si era clasificado como
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de bajo riesgo mediante dichos criterios, la probabilidad de desarrollar Al era casi

3 veces menor (213).

Tabla VIII. Clasificacion de los episodios segun el riesgo de Al

Alto riesgo Al

Bajo riesgo Al

LMA

SMD

TPH alogénico.

Neutropenia < 500/ul durante > 10 dias.

Neutropenia < 500/ul durante > 5 dias y > 500 mg de
prednisona o equivalente en episodio.

= Neutropenia < 500/ul de cualquier duracién y tratamiento

con alemtuzumab y/o fludarabina en los Ultimos 6 meses.

= Neutropenia < 500/ul de cualquier duracién en pacientes
con infeccién VIH con CD4 < 200 /mm3

= Neutropenia < 500/ul de cualquier duracién en pacientes
con linfoma postrasplante.

= Neutropenia < 500/ul de cualquier duracién en pacientes
con Linfomas T.

No cumple ninguno
de los criterios
anteriores.

Determinacion de GM

Se extrajeron dos veces por semana una muestra de 5 ml de sangre total en tubo

seco desde el inicio de la quimioterapia hasta la resolucion de la neutropenia. La

determinacion de GM se realizé con Platelia Aspergillus Bio-Rad®. Las técnicas

de procesamiento de la muestra y las medidas de la densidad optica (DO) se

realizaban de acuerdo con las recomendaciones del fabricante.

Se consideraba un resultado positivo si 2 muestras consecutivas presentaban un

indice de DO = 0,5, 6 una muestra presentaba un indice de DO = 0,8.
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Determinacion de PCR

Se realiz6 igualmente determinaciones de PCR-TR para A. fumigatus dos veces
por semana en muestra de sangre y suero. La recogida bisemanal de muestras
fue prospectiva, aunque la determinacion de PCR-TR se hizo posteriormente de
forma retrospectiva sin conocer dicho resultado durante el seguimiento del
paciente. Se considero6 la técnica de PCR-TR como positiva cuando se obtuvieron
dos 0 mas resultados positivos consecutivos en menos de una semana o tres o

mas resultados positivos consecutivos en menos de 12 dias.

Técnica de PCR cuantitativa en tiempo real (PCR-TR)

Se disefid una pareja de iniciadores y una sonda del tipo Molecular Beacon
especificos para A. fumigatus dirigidos al ADN ribosémico, en concreto a la regién
ITS1 (Internal Transcriber Spacer 1). Para el disefio de los iniciadores y de la
sonda se analizaron las secuencias de la regiones ITS (Internal Transcriber
Spacers) del ADN ribosémico de 24 cepas de A. fumigatus disponibles en el
Servicio de Micologia. El disefio de los iniciadores y de la sonda se realizo con la
ayuda del programa de disefio de sondas Beacon Desing 5.0 (Premier Biosoft,
Palo Alto, CA, EE.UU.. El iniciador directo era OIAFMBl1 5%
TCCCACCCGTGTCTATCG 3 'y el reverso era OIlAFMB2 5
GAACCAAGAGATCCGTTGTTG 3'. La sonda Molecular Beacon se marco en el
extremo 5’ con el fluoréforo FAM y en el extremo 3’ con el quencher o apagador
BHQL, y su secuencia fue:

5" FAM CGCGATCGCCGAAGACCCCAACATGAACGCTGATCGCG BHQ1 3'.

Se realiz6 un estudio para conocer la especificidad de la secuencia elegida para
los iniciadores y en la sonda. En este estudio de especificidad se utilizO ADN de
cepas pertenecientes a otras especies del género Aspergillus asi como de cepas
pertenecientes a otras especies de hongos filamentosos que causan infecciones

fungicas invasoras. Estas especies son: Aspergillus flavus, Aspergillus terreus,
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Aspergillus niger, Fusarium solani, Fusarium verticilloides, Fusarium oxysporum,

Scedosporium apiospermum, Scedosporium prolificans y Rhizopus oryzae.

Ademas se incluyeron en los experimentos ADN genOmico humano y de raton
(Promega, Madrid, Spain). Una vez disefiados los iniciadores y las sondas, se
realizd una busqueda de tipo BLAST en la base de datos GenBank
(http://www.ncbi.nih.gov/Genbank/) para estar seguros de que las sondas

disefiadas no presentaban homologia con otros microorganismos.

Adicionalmente, se comprobé la especificidad de la sonda y de los iniciadores
diseflados mediante analisis filogenéticos de sus secuencias. Para estos analisis
se utilizé la base de datos de secuencias del Servicio de Micologia, que dispone
de 4.000 cepas pertenecientes a 270 especies fungicas y el programa informatico
Fingerprinting Il informatix, version 3.0 (BIORAD, Madrid, Espafia).

La extraccion de ADN a partir de las muestras se realizd empleando el kit
QiampDNA Mini Kit (Qiagen, Izasa, Madrid, Espafa). Se emplearon 2 pl del ADN
extraido de cada muestra para cada reaccion de PCR-TR. Las reacciones de
PCR-TR contenian un volumen final de 20 pL, con 3mM de CI2Mg, 0,5 pM de
cada iniciador y 0,4 uM de sonda Molecular Beacon. Se realiz6 una preincubacion
a 95°C seguida de 45 ciclos de desnaturalizacion (15s a 95°C), anillamiento (30s a
56°C), y extension (5s a 72°C).

Cada experimento se realiz6 por duplicado y se incluyeron controles negativos,
controles de inhibicién de la reaccién de PCR y un control positivo (214). Para este
ultimo se utiliz6 ADN de la cepa de A. fumigatus CNM-CM-237 (Coleccion de
hongos filamentosos del Servicio de Micologia del Centro Nacional de

Microbiologia).
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Se considero resultado positivo cuando se detectd un aumento exponencial de la
fluorescencia, con respecto a los controles negativos, antes del ciclo 40 de

amplificacion. El limite de deteccion se situé en 10 fg de DNA por pL de muestra.

En los casos en que se obtuvo un resultado positivo, se verifico la presencia de un
amplicon de 185 pb mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%. Los
fragmentos amplificados se secuenciaron en el sistema ABI Prism 377 DNA
sequencer (Applied Biosystem, Madrid, Espafia) y sus secuencias se compararon
con las bases de datos disponibles en el laboratorio, para asegurar que se trataba

de A. fumigatus.

La cuantificacion del ADN amplificado se realizaron mediante la construccién de
rectas de regresion con los resultados de cinco repeticiones de diferentes
diluciones de ADN del A. fumigatus CNM-CM-237 (desde 10 ng a 1 fg DNA/uL).
Las rectas de regresion se realizaron entre los logaritmos de las concentraciones
de ADN Yy el ciclo de la reaccion de PCR en el que se empezaba a detectar la
fluorescencia (crossing point, Ct). La recta de regresion construida entre las
concentraciones conocidas de ADN vy los Ct tenia un coeficiente de determinacion
(r’) de 0,99 (P<0.01). La reproducibilidad del ensayo fue muy elevada siendo la

media de los coeficientes de variacion del 2,8%.

Tomografia axial computerizada de alta resolucion (TACAR)

En todos los pacientes con neutropenia febril persistente, GM positivo en dos
determinaciones consecutivas, examen en fresco o cultivo positivo para hongos
filamentosos en muestras no invasivas (esputo o exudado nasal) o Rx de térax
anormal se realizaba un TACAR con una demora no superior a 4 dias desde el

hallazgo clinico, microbioldgico y/o radiologico.



Pruebas invasivas

En los pacientes con TACAR patoldgico se indicaba una broncoscopia con lavado
broncoalveoloar (LBA) y/o biopsia transbronquial (BTB), salvo contraindicacion

clinica.

La muestra obtenida de LBA se procesaba para gram y cultivo bacteriano, tincion
Ziehl-Nielsen y cultivo de micobacterias, tincion para Pneumocystis jiroveci, cultivo
de virus y examen directo y cultivo de hongos. En caso de obtencién de biopsia
transbronquial se procesaba para cultivo de hongos y examen anatomopatologico

con tinciones especificas para hongos en los tejidos.

Seguimiento clinico

Diariamente se vigilaba la presencia de fiebre (temperatura > 38 °C) y la presencia
de sintomas (tos, expectoracion, hemoptisis, disnea) y signos (hipoventilacion,

crepitantes, roce pleural, lesiones cutaneas) de Al.

En caso de neutropenia febril se solicitaba Rx Torax, dos hemocultivos y
urocultivo. En pacientes con foco pulmonar se procesaba un exudado
nasofaringeo para cultivo viral y un exudado nasal y un esputo para examen
directo y cultivo de hongos. En todos los casos se iniciaba tratamiento antibiético

empirico con meropenem o imipenem o cefepime méas amikacina.

En pacientes con mucositis grado 1V, shock séptico o foco infeccioso en catéter se
afladia tratamiento con vancomicina o teicoplanina. En el resto de los pacientes no
estaba indicado su uso a pesar de la persistencia de la fiebre, salvo
documentacion microbiolégica (bacteriemia por cocos grampositivos). En
pacientes con neutropenia febril y diarrea se solicitaba la determinacion de toxina
de Clostridium. difficile y se iniciaba tratamiento empirico con metronidazol.
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Pautas de profilaxis

En los pacientes sometidos a TPH y en los episodios con neutropenia esperable <
500 neutréfilos/mm3 superior a 10 dias y/o mucositis > grado 3-4 se iniciaba
tratamiento profilactico antibacteriano (ciprofloxacino 500 cada 12 horas via oral),
desde 5 dias antes del inicio de la neutropenia hasta su recuperacion o la

instauracion de tratamiento antibacteriano empirico por neutropenia febril.

Los pacientes que recibian tratamiento con prednisona > 1mg/kg/peso durante >
10 dias o habian sido tratados con alemtuzumab y/o fludarabina en los Ultimos 6
meses recibian tratamiento de profilaxis para Pneumocystis jiroveci con

cotrimoxazol (800/160 mg) tres veces por semana.

En todos los pacientes por ser considerados de alto riesgo para Al se iniciaba
profilaxis antifingica con itraconazol. En todos los casos se administraba una
dosis de choque de itraconazol (200 mg/12 horas) por via intravenosa durante 1-2
dias y posteriormente se iniciaba tratamiento con solucién oral a dosis de 200 mg
cada 12 horas. En caso de intolerancia por via oral, se administraba itraconazol
(200 mg/24 horas) por via intravenosa. El tratamiento se iniciaba 3-5 dias antes
del inicio de la neutropenia hasta su recuperacion o la instauracion de tratamiento

antifingico empirico o dirigido.

Se realizaba profilaxis antifungica secundaria en los episodios de riesgo de
pacientes con Al previa, indicAndose tratamiento con voriconazol a dosis de 4
mg/kg/12 horas, itraconazol a dosis de 200 mg /12 h via oral, anfotericina B

liposomal (3-5 mg/kg) o caspofungina (50 mg/dia).
Solo se indicaba profilaxis antivirica en pacientes sometidos a TPH. En los TPH

autologo con aciclovir a dosis de 800 mg/12 horas desde el acondicionamiento

hasta 30 dias postrasplante. En los TPH alogénicos se indicaba ganciclovir
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(5mg/kg/12 horas) hasta el injerto y posteriormente aciclovir 800 mg/12h hasta 30

dias postrasplante.

Tratamiento antifungico

Se indicaba tratamiento antifingico dirigido en pacientes con galactomanano
positivo, en pacientes con TACAR patoldgico o si se detectaba A. fumigatus en
LBA o la presencia de hifas en la BTB y el TACAR no era excluyente de Al. El
tratamiento antifingico empirico sélo se indicaba en estos pacientes de alto riesgo

cuando presentaban neutropenia febril persistente.

Definiciones
Aspergilosis invasiva
La Al fue definida y clasificada segun los criterios de la EORTC/MSG publicados

por Ben De Pauw et al. (84) que establece 3 grados de certeza: probada, probable
o posible (Tabla IX).
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Criterios EORTC-MSG 2008 para el diagndstico de Al

Al

Pacientes con evidencia histolégica, citopatolégica o vision microscépica directa de

Probada | hifas en el tejido obtenido por biopsia o por puncién aspiracién con dafio tisular

asociado o cultivo positivo para Aspergillus spp. de una muestra de un lugar
habitualmente estéril, de un érgano afectado clinica o radiolégicamente
excluyendo mucosas, orina, cavidad sinusal, LBA o sangre (se asume
contaminacion)

Al

Pacientes con factores de riesgo* de Al (criterio huésped) ademas de evidencia

probable | clinica** de Al y con documentacion microbiolégica*** de infeccién por Aspergillus

spp. (Todo los criterios coincidentes en el tiempo)

Al
posible

Pacientes con factores de riesgo* de Al y evidencia clinica** de Al sin
documentacién microbiolégica.

*Factores de riesgo de Al (Factor huésped):

Historia reciente de Neutropenia < 500/mm3 durante > 10 dias relacionada en el tiempo
con la aparicién de Al.

Ser receptor de un TPH alogénico.

Uso prolongado de tratamiento corticoideo (excluyendo pacientes con aspergilosis
broncopulmonar alérgica) con una dosis media de 0,3mg/Kg/dia equivalente a
prednisona durante > 3 semanas.

Tratamiento con cualquiera del resto de tratamientos reconocidos como
inmunosupresores de linfocitos T, como ciclosporina, bloqueantes TNF-a, anticuerpos
monoclonales especificos (como alemtuzumab) o analogos de nucledsido durante los
Gltimos 90 dias.

Inmunodeficiencia severa congénita (como enfermedad granulomatosa crénica o
inmunodeficiencia combinada severa)

**Criterio clinico de Al:

Enfermedad fungica del tracto respiratorio bajo
Presencia de uno de los tres siguientes signos radioldgicos en el TAC:
1. Condensacion, lesion bien circunscrita con o sin signo del halo
2. Signo de la media luna
3. Lesion cavitada
Traqueobronquitis
Ulcera, n6dulo, pseudomembrana o placa necrética traqueobronquial en el
analisis brocoscépico.
Infeccion sinusal
Imagen sugerente de sinusitis + al menos 1 de los siguientes signos:
1. Dolor agudo localizado (incluido dolor irradiado al 0jo)
2. Ulcera nasal con placa necrética
3. Extensidn desde el seno paranasal a través del hueso, incluyendo afectacién
orbitaria.
Infeccion del SNC:
1 de los 2 siguientes signos:
1. Lesion focal en una prueba de imagen
2. Engrosamiento meningeo en el TAC o RMN
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**Criterio microbiolégico de Al:

« Test directos, pruebas diagndsticas microbioldgicas invasivas (citologia, microscopio
directo o cultivo):
1. Presencia de elementos flngicos de Aspergillus spp.
2. Cultivo positivo para Aspergillus spp.
e Test indirectos, pruebas diagndsticas microbiolégico no invasivas:
1. Galactomanano positivo en plasma, suero, LBA o LCR
2. R-D-glucano detectado en suero

Tabla IX. Criterios EORTC-MSG para el diagndstico de la Al.
Adaptada de Ben De Pauw et al (84)

ANALISIS ESTADISTICO

Para la recogida prospectiva de los datos epidemioldgicos, clinicos,
microbiolégicos y radiolégicos, se disefio una base de datos con el programa
Microsoft® Access para Windows. El disefio del estudio es una cohorte
prospectiva de episodios de tratamiento con quimioterapia en pacientes con

neoplasias hematolégicas y de alto riesgo para IFI.

La informacion recogida de cada paciente, asi como los resultados de la PCR
fueron incluidos posteriormente en una base de datos (SPSS 15.0, SPSS
Ibérica S.L., Madrid, Espafia). Las definiciones de aspergilosis probada,
probable y posible se realizaron segun las definiciones de la EORTC/MSG
publicados en el 2008 (84).

Las variables continuas se definieron mediante la media, mediana, intervalo de
confianza (IC) y se compararon mediante tests no paramétricos. Las variables
discretas se definieron con su frecuencia y sus diferencias se analizaron
mediante el test de la X? o el de Fisher si alguno de los valores esperados era

menor de 5.
Para el calculo de la sensibilidad, especificidad y valores predictivos de las

determinaciones de PCR, se emplearan procedimientos rutinarios y tablas de

célculo de 2x2.
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Se evaluo la sensibilidad, especificidad y valores predictivos de la técnica de
PCR con un resultado positivo, dos 0 mas resultados positivos consecutivos en
menos de una semana y tres 0 mas resultados positivos consecutivos en
menos de 12 dias. Se calcularon los porcentajes de aciertos, de falsos
positivos y de falsos negativos con cada uno de los criterios antes

mencionados.

En los pacientes con PCR positiva, se cuantificd la cantidad de DNA en cada
muestra positiva, con la intencion de analizar la cinética del acido nucleico y

hallar posibles relaciones entre el Ct y la evolucion clinica de los enfermos.

Se realiz6 un analisis de la clase data mining utilizando el programa CART v
5.0 (Correlation and Regression Trees, Salford Systems, San Diego, CA).
CART es una herramienta informatica que trabaja con modelos predictivos y
arboles de decisién que permiten identificar tendencias, relaciones y patrones
ocultos en bases de datos complejas. CART se caracteriza por realizar analisis
binarios, autovalidacién automatica de los modelos propuestos e identificacion

de variables o marcadores significativos.

La representacion del test diagnostico se realizé considerando el numero de
casos correctamente clasificados, asi como aquellos clasificados de forma
incorrecta por la técnica diagnéstica de la PCR. La representacion de la
probabilidad diagndstica del test fue expresada como el porcentaje de
verdaderos positivos (sensibilidad) y falsos positivos (1-especificidad) y se
representd mediante receiver operator curves (ROC). Se considerd

estadisticamente significativo una P<0.01
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RESULTADOS

Pacientes

De los 83 pacientes incluidos en el estudio, un total de 12 enfermos, siete
hombres y cinco mujeres, fueron diagnosticados de Al segun los criterios
EORTC/MSG del 2008 (84), lo que constituye una prevalencia de 14.4%. Una
aspergilosis fue clasificada como probada, nueve como probables y dos como
posibles. En la tabla X se recogen los principales datos clinicos de los
enfermos diagnosticados de aspergilosis, asi como el resultado del TACAR y

de las determinaciones de GM.

Las enfermedades de base de los 83 enfermos incluidos en el estudio eran 28
linfomas no Hodgkin (LNH), 21 leucemias agudas mieloblasticas (LAM), diez
leucemias agudas linfoblasticas (LAL), siete leucemias linfaticas crénicas
(LLC), siete mielomas multiples (MM), seis enfermedades de Hodgkin (EH),
tres sindromes mielodisplasicos (SMD) y una aplasia medular. La edad media

de estos pacientes era de 52 afos, 48 eran hombres y 35 eran mujeres.

Las enfermedades de base mas frecuentes de los 12 enfermos con Al, fueron
LAM y LAL, con seis (50%) y tres (25%) casos respectivamente. Tres enfermos
(25%) sufrieron un trasplante alogénico de precursores hematopoyéticos

(TPH). Diez pacientes (83%) estaban en profilaxis con itraconazol.

Once enfermos de los 12 pacientes con Al, presentaban signos radiolégicos de
infeccion fungica en el TACAR y uno tenia signos radiologicos de infeccion

sinonasal. Nueve individuos (75%) tenian GM positivo.

De los 83 pacientes, aparte de los 12 enfermos diagnosticados de Al, dos
pacientes presentaron infeccion fungica de etiologia distinta a la aspergilosis.
Un enfermo sufrid una candidiasis diseminada y otro fue diagnosticado de

zigomicosis.
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Tabla X. Datos demograficos, radiologicos y microbiolégicos de los pacientes con aspergilosis invasiva.

Enfermedad Dias que Dias
Paciente | Género | hematolégica | Diagndstico Profilaxis ~ TACAR @ GM ® PCR | precede | precede
W TACAR® | aGM®

Paciente 1 | Hombre LAL Aspergilosis Fluconazol/ Positivo Positivo Positivo 67 65
probada® ltraconazol

Paciente 2 | Hombre LNH Aspergilosis No Positivo Positivo Positivo 0 0
probable

Paciente 3 Mujer LAM Aspergilosis Itraconazol Positivo Positivo Positivo -27 -28
probable

Paciente 4 Mujer LAM Aspergilosis Itraconazol Positivo Positivo Positivo 61 199
probable

Paciente 5 Mujer MM Aspergilosis Fluconazol | Negativo™ Positivo Positivo 0 0
probable

Paciente 6 | Hombre LAM Aspergilosis Itraconazol Positivo Positivo Positivo 1 37
probable

Paciente 7 | Hombre LAL Aspergilosis Itraconazol Positivo Negativo® Positivo 84 79
probable

Paciente 8 Mujer LAM Aspergilosis Itraconazol Positivo Positivo Positivo 19 107
probable

Paciente 9 | Hombre LAL Aspergilosis Itraconazol Positivo Positivo Positivo 90 154
probable

Pacientel0 Mujer LAM Aspergilosis Itraconazol Positivo Positivo Negativo NC™O NC
probable

Pacientell | Hombre SMD Aspergilosis Itraconazol Positivo Negativo Positivo -69 NC

posible
Pacientel2 | Hombre LAM Aspergilosis Itraconazol Positivo Negativo Positivo 8 NC
posible

1: LAL: Leucemia aguda linfoblastica; LNH: Linfoma no hodgkin; LMA: Leucemia aguda mieloblastica; MM: Mieloma multiple; SMD: Sindrome mielodisplasico. 2: Aspergilosis probada por biopsia. 3:
Tomografia axial computada de alta resolucion. 4: Paciente diagnosticado de aspergilosis sinusal, TAC con imagen de sinusitis. 5: GM: galactomanano. 6: Paciente diagnosticado por esputo con
cultivo positive para A. fumigatus. 7: Se tiene en cuenta dos (en < de 10 dias) o mas resultados positivos. (8): Tiempo en dias que precede el resultado de PCR al TACAR, un signo negativo
significa que el DNA flngico fue detectado mas tarde que el signo radiolégico. 9: Tiempo en dias que precede el resultado de PCR al GM, un signo negativo significa que el DNA flngico fue
detectado mas tarde que el GM; en el Paciente 7, el calculo se realizé acorde con la fecha del cultivo de esputo positivo. 10: NC: No calculado
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GRAFICOS DE LOS PACIENTES CON Al y PCR positiva

Hemos realizado resumenes de los 12 pacientes diagnosticados de Al y
graficos de aquellos 11 pacientes con Al y PCR positiva. De esta forma se
puede ver de forma resumida la evolucion de cada paciente, los episodios de
riesgo, el nimero de GM y PCR positivas, el momento del diagnéstico de Al y
de una forma gréfica cuanto antecede la PCR al diagnéstico del GM y TACAR,
en aquellos pacientes en los que existio precocidad diagndéstica con la técnica
de PCR-TR.

Resumen de cada paciente con su gréfica:

Paciente 1
Varon de 37 afios
Leucemia aguda linfobl4stica (LAL)

* Ingresa del dia 0 al dia 23 para tratamiento de induccién (segun
protocolo PHETEMA del 2003 (Programa de estudio y tratamiento de las
Hemopatias Malignas) de LAL de alto riesgo para adultos con vincristina,
daunorrubicina y prednisona ademas de tratamiento intratecal
(metrotexato, citarabina (Ara-C), hidrocortisona)

» Posteriormente del dia 32 al dia 40 y del dia 54 al dia 58 recibe
tratamiento de consolidacion tras remisidbn completa

* Se administro una dosis total de corticoides de 6150 mgr.

* Neutropenia < 500/ul (20, 10 y 12 dias en cada ciclo respectivamente) y
< 100/ul (9,7 y 6 dias respectivamente)

» El paciente presenta fiebre intermitente desde el inicio de los ciclos de
quimioterapia, fiebre el dia 14 y 15, del dia 44 al 46 y del dia 66 al 71

con buena respuesta a tratamiento antibiético

* Nuevo ingreso el dia 104 para tercer bloque de consolidacion, pero
comienza con fiebre sin neutropenia y se decide no iniciar quimioterapia
(fiebre del dia 104 al 138)
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Se inicia por la fiebre y la imagen del TAC tratamiento con anfotericina B
y en los ultimos dias caspofungina por empeoramiento

TAC IFI: TAC abdominal con lesiones nodulares en “ojo de buey”

Exitus el dia 138 por distrés respiratorio, progresion de su leucemia y
sindrome hemofagocitico

Necropsia: A. fumigatus en biopsia hepética
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Paciente 1
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Varon de 37 afios con LAL, recibe tratamiento (tto) de induccién y dos ciclos de consolidacién tras remisién completa (RC), ingresa el dia
104 para tercer ciclo de consolidacién, pero empieza con fiebre y posteriormente se diagnostica de IFI probable el dia 120 por TAC y GM.
La PCR ya habia sido positiva 65 dias previamente al GM y 67 al TACAR. Exitus el dia 138 en necropsia dto IF| probada.
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Paciente 2

Linfoma no Hodgkin (LNH)

Varon de 23 afios

Linfoma postrasplante cardiaco en 1996, en tratamiento actual con ciclosporina

e imurel

* Ingreso el dia 0 iniciAndose ciclo de quimioterapia de induccién el dia 13
con R-CHOP (rituximab, ciclofosfamida, adriamicina, vincristina,
prednisona) quedando en remision completa

» Corticoides: dosis total 700mg

* Neutropenia < 500/ul, 2 dias

* Fiebre del dia 25 al 27

* Imagen en TAC de IFI el dia 4: Infiltrado nodular circunscrito en I6bulo
inferior izquierdo

* Fue un escape de profilaxis. Se traté con voriconazol por IFI probable
(imagen de TACy GM positivo)

» Posteriormente el paciente clinicamente asintomatico y no mas ingresos

de etiologia infecciosa
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Paciente 2

Voriconazol
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Paciente con LNH y tto con ciclosporina por trasplante cardiaco previo, escape de profilaxis, ingreso para inicio de tto
R-CHOP. IFI desde inicio, dia 4, con GM, TACAR y PCR positivos a igual tiempo. Posteriormente paciente en RC.
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Paciente 3
Leucemia aguda mieloblastica (LAM)

Mujer de 63 afios

* Ingresa el dia 0 para tratamiento de induccion con idarrubicina + Ara-C
desde el dia 5 al 11 y una 22 linea de rescate con Ara-C y amsacrina del
dia 41 al 45, no existiendo respuesta y pasando a pautarse tratamiento
paliativo

* Recibe dosis total de corticoides de 100mgr y citarabina en perfusion.

* Neutropenia < 500/ul, 33 dias, < 100/pl, 17 dias

* Fiebre desde el dia 13 al 39 y del dia 41 al 67

* No itraconazol por escape de profilaxis

* Voriconazol como tratamiento de IFI por imagen de TAC y GM positivo y
luego caspofungina asociada por empeoramiento del TAC

» TAC (dia 5): Imagen nodular bien delimitada y TAC (dia 33): nédulo de
mayor tamafno

* En un lavado broncoalveolar del dia 55 y en la biopsia transbronquial se
objetivan hifas tabicadas en el examen directo compatible con
Aspergillus spp

» Exitus el dia 80 por enfermedad avanzada e insuficiencia respiratoria
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Paciente 3
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Paciente con LAM ingresa para tratamiento de induccién recibiendo tratamiento de rescate el dia 41 sin haber
respuesta y pautandose tratamiento paliativo. IFI probable desde el dia 5. La PCR no se adelanta al GM y TACAR.
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Paciente 4

LAM

Mujer de 36 afios

Ingreso el dia 0 para tratamiento de induccién desde el dia 4 al 10 con
idarrubicina + Ara-C

Recibe una dosis total de corticoides de 180 mg y citarabina en
perfusion

Neutropenia < 500/ul, 21 dias, < 100/ul, 14 dias

Fiebre desde el dia 9 al 21

Tazocel desde el dia 22 al 27

Se inicio voriconazol por fiebre mantenida con TAC normal, aunque leve

derrame pleural

Ingreso de nuevo el dia 44 para 2° ciclo de quimioterapia del dia 48 al 54
quedando en remision completa

Dosis de corticoides total de 40 mg y citarabina en perfusion.
Neutropenia < 500/ul, 22 dias, < 100/ul, 15 dias

Neutropenia febril con fiebre del dia 58 al 70

Recibe anfotericina B por imagen en el TAC de nédulo con halo en

|6bulo inferior izquierdo (dia 71)

Ingreso nuevamente el dia 106 para tratamiento de consolidacion del dia
106 al 108

Se realiza movilizacion y recoleccion de células progenitoras de sangre
periférica, remision completa citoldgica.

Dosis total de corticoides 40 mgr y citarabina en perfusion

Neutropenia < 500/ul, 9 dias, < 100/ul, 6 dias

Fiebre del dia 118 al 122

Recibe voriconazol como profilaxis secundaria

Ingreso el dia 170 para tratamiento quimioterapico del dia 171 al 175 por

enfermedad residual y a la espera de TPH alogénico no emparentado
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con 22 linea de quimioterapia con mMAMSA + Ara-C, ante refractariedad
se administra 32 linea el dia 307 con FLAG-Ida (fludarabina, citarabina,
idarrubicina) y 42 linea del dia 347 al 351 con AraC, mitoxantona y
Mylotarg (gentuzumab, ozogamicin o anti-CD33)

También recibe citabina en perfusion

Neutropenia < 500/pul, 21 dias, 33 y 28 respectivamente y <100/ul, 16, 16
y 18 dias respectivamente

Neutropenia febril con fiebre del dia 190 al 203 y del dia 222 al 224
Imagen de nuevo TAC: nddulo residual (dia 200) y nuevos micronddulos
Se pauta voriconazol (estaba con itraconazol) por GM positivo y TAC IFI
(dia 209)

Ingreso para nuevo ciclo de quimioterapia del dia 278 al 280 con 52
linea de quimioterapia: fludarabina + mefalan, timoglobulina, ciclosporina
y metotrexate

Dosis total de corticoides 1gr

Neutropenia < 500/pl, 23 dias y 51 < 100/ul, 23 dias.

Fiebre del dia 268 al 284

Se pautd caspofungina como tratamiento anticipado desde la 42 linea
Present6 también infeccion virica por CMV con encefalitis y tratamiento

con ganciclovir

Ultimo ingreso para Trasplante alogénico el dia 289: sindrome de
toxicidad epitelial postrasplante. Precis6 hemodialisis

El dia 322 el paciente presentd edema agudo de pulmoén, precisando
ingreso en unidad de cuidados intensivos

Exitus el dia 330
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Paciente 4
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Paciente 4

0 9 10 15 24 29 32 53 5 57 58 66 74 78 79 115 116 120 123 125 181 183 200 205 209 211 215 223 227 232 240 260 281 288 290 297 302 303 305 309 309 330

500 1

Paciente con LMA, tto de induccion y 2° ciclo de QT alcanzando RC. El dia 71 diagndstico (dto) de IFI posible (TACAR IFI)
posteriormente enfermedad residual recibiendo hasta 5° linea de QT. IFI probable dia 209 por GM + TACAR con lesiones
residuales y nuevas de IFIl, TPH alogénico posteriormente. Exitus dia 330. PCR se adelanta 61 dias al GM y 199 al TACAR.
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Paciente 5
Mieloma Mdltiple (MM)

Mujer de 39 afios

* Ingreso el dia 0 de seguimiento por reagudizacién de EICH en paciente
con mieloma multiple multitratado: 6 ciclos de VBCMP-VBAD (vincristina,
BCNU, ciclofosfamida, melfalan, prednisona/ vincristina, BCNU,
adriamicina, dexametasona), dos TPH autbélogos, posteriormente 3
ciclos de bortezomid y tres meses antes TPH alogénico no
mieloablativo). EICH grado Il, dos meses antes

* Entto con ciclosporina y corticoides

» El dia 13 se diagnostica de IFI probable con dolor agudo localizado
compatible con sinusitis y TAC compatible, recibiendo anfotericina B y
posteriormente sustitucion por voriconazol por hipopotasemia

* TAC: Sinusitis

* Nuevo ingreso dia 33 por progresion de EICH

e Se Iinici6 tratamiento de 32 linea con Inolimomab iv (leukotac ®) y
sustitucion de ciclosporina por tacrolimus, asociando posteriormente
Rituximab

» Cambio de voriconazol a caspofungina por toxicidad

» Exitus el dia 169 por EICH y mudltiples complicaciones (sepsis por
Klebsiella, infeccion por CMV, encefalopatia toxico metabdlica., ascitis e

ileoparalitico de etiologia multifactorial)
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Paciente con Mieloma Mudltiple que tras varios ciclos de QT y TPH alogénico no mieloablativo y estando en remision parcial,
presenta EICH. Dto IFI probable el dia 13. PCR, GM y TAC positivos a igual tiempo y desde el inicio del tratamiento. Exitus el
dia 169 por EICH y multiples complicaciones.
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Paciente 6
LAM

Varon de 57 anos

* Ingreso el dia O para tratamiento de induccion ICE (idarrubicina,
citarabina, etopdsido) del dia 3 al 10

* Recibe citarabina en perfusion

* Neutropenia < 500/ul, 42 dias, < 100/ul, 20 dias

» Fiebre del dia 1 al 45, fiebre tumoral y enterocolitis neutropénica.

e Voriconazol por hiperbilirrubinemia con itraconazol y por imagen de TAC
y GM positivo (IFI probable)

* Imagen del TAC: derrame izquierdo con imagen nodular |6bulo inferior
derecho

* Vuelve a ingresar el dia 55 para tratamiento de rescate del dia 60 al 68
por refractariedad-progresion

* Recibe citarabina en perfusién + amsacrina

* Neutropenia < 500/ul, 16 dias, < 100/ul, 15 dias

* Fiebre del dia 69 al 83, fiebre trombdtica

* Se mantuvo tratamiento con voriconazol por GM positivo

* Nuevo ingreso para tratamiento de consolidacion del dia 171 al 175,
guedando el paciente en remisidbn completa

* Recibe citarabina en perfusion de nuevo

* Neutropenia < 500/ul, 19 dias, < 100/ul, 14 dias

» Fiebre del dia 179 al 181

* Tratamiento con caspofungina y posterior cambio a voriconazol por
elevacion de transaminasas, posteriormente se objetivO como causa de

la hipertransaminasemia una serologia VHC + como nuevo diagnostico
* Ingreso dia 227 para trasplante alogénico
* Recibe fludarabina y ciclosporina

* Neutropenia < 500/ul, 9 dias, < 100/ul, 5 dias
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Fiebre del dia 240 al 242

El paciente fuera del seguimiento tras el trasplante presentdé una
recidiva con nuevo ciclo de quimioterapia, ingresando el dia 429 por
neutropenia febril, GM positivos y TAC compatible con IFl: mdultiples
imagenes nodulares acompafadas de imagenes en vidrio deslustrado
en I6bulo medio derecho, se tratd con voriconazol asumiendo IFI y

fallecié posteriormente por pancitopenia no relacionado con IFI
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Paciente 6
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Paciente con LMA que ingresa para tto de induccién, presentando el dia 40 IFI probable, posteriormente tto de rescate por
progresion de enfermedad de base alcanzando RC. El paciente posteriormente recibe TPH alogénico y fuera del seguimiento
nueva IFl probable en fase de recidiva. Posteriormente exitus por recidiva-refractariedad de enfermedad de base y

pancitopenia. PCR se adelanta 1 dia al TACAR y 37 dias al GM.
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Paciente 7
LAL

Varon de 47 anos

* Ingresa el dia O por recidiva leucémica para tratamiento de reinduccion
con una 22 linea de HiperCVAD (ciclofosfamida, vincristina,
doxorrubicina, dexametasona/ metotrexato, Ara-C), (el tratamiento de
mantenimiento habia finalizado 7 meses antes confirmandose el estado
de remision completa, el paciente habia recibido tto segun protocolo
PETHEMA de alto riesgo para el adulto y TPH autdlogo)

» El paciente recibe varios ciclos de quimioterapia del dia 10 al 20, dia 39
al 42 y del dia 68 al 77

» Recibio dosis total de corticoides 1 gr

* Neutropenia < 500/ul, 28 dias, y < 100/ul, 12 dias y posteriormente en el
segundo ciclo < 500/ul, 5 dias y < 100/ul, 2 dias

* Neutropenias febriles del dia 0 al 2 y del dia 50 al 54, resueltas con

tratamiento antibiotico

* Ingreso de nuevo el dia 68 para nuevo ciclo de quimioterapia con Hiper-
CVAD+ Rituximab partiendo de una médula ésea en remision citolégica
completa, posteriormente se observa refractariedad con necrosis masiva
medular

« Como protocolo de rescate recibe vincristina-antraciclinas semanales
con pulsos de L-asparraginasa y corticoides continuos, intercalando,
segun tolerancia, pulsos de ARA-C y VP16 (dia 136 al 143)

e Recibe corticoides 430 mgr y citarabina 1500-2000mg

* Neutropenia < 500/ul, 11 dias y < 100/ul, 8 dias

* Neutropenia febril del dia 149 al 163

» Caspofungina por cultivo Aspergillus en esputo y TAC compatible con IFI

* Imagen del TAC: nddulo con signo del halo

» Exitus dia 200 por leucemia refractaria
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Paciente 7
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Paciente con LAL que presenta refractariedad tras haber quedado en RC posteriormente a tto de reinduccion por recidiva de
enfermedad de base. Presenta el dia 166 IFI probable, posteriormente exitus por progresion de enfermedad de base. PCR se
adelanta 79 dias al GM y 84 dias al TACAR.
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Paciente 8

LAM

Mujer 42 afos

Ingreso dia 0 habia obtenido RC con un esquema de poliquimioterapia
tipo 3/7 con citarabina y daunorrubicina, posteriormente recibié un 2°
ciclo de induccion similar al primero y un 2° de consolidacion con
idarrubicina y citarabina

Ahora ingresa para acondicionamiento con Bucy-2 (busulfan,
ciclofosfamida) + TPH autdlogo (TASPE)

Recibe una dosis total de corticoides de125mg

Neutropenia < 500/ul, 7 dias, < 100/ul, 4 dias

Neutropenia febril resuelta con tratamiento antibiotico profilactico

Ingreso nuevamente el dia 223 por recidiva a los 7 meses de TASPE

Se inicia tratamiento de rescate con amsacrina + citarabina en perfusiéon
del dia 234 a 340

Neutropenia < 500/ul, 24 dias, < 100/pl, 20dias

Presento fiebre del dia 246 al 258

Se inicié6 voriconazol por imagen del TAC: nddulos pulmonares (IFI
posible) (dia 246)

Ingreso el dia 318 estando en remision completa para trasplante
alogénico

Dosis total de corticoides 70mg, ciclosporina, 300mg

Recibe también fludarabina + mefalan para acondicionamiento no
ablativo (dia 318 a 322)

Neutropenia < 500/pl, 14 dias y < 100/ul 6 dias.

Fiebre del dia 355 al 339

Esofagitis ulcerosa grave por CMV

Se inici6é caspofungina por GM positivo dia 344 (micronddulos y derrame
pleural en TAC)



Ingreso el dia 475 en remision completa, ingresa por enfermedad injerto
contra huésped cronica oral y hepatica con respuesta a esteroides y
micofenolato

NOTA: La paciente posteriormente al seguimiento presentd varios
ingresos por neutropenia febril, infeccibn por CMV e infecciones
respiratorias con Rx normal

Finalmente recidiva leucémica meningea. Coma irreversible

Exitus dia 783
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Paciente 8

0 12 13 17 19 223 237 238 239 246 253 258 262 272 318 324 329 335 337 338 344 349 351 358 379 391 400 414 419 426 475 489 493 496 498 783
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Paciente con LAL que presenta recidiva de enfermedad de base tras TPH autélogo, apareciendo en ese momento TAC IFlI,
posteriormente estando en RC y tras TPH alogénico, dto de IFI probable el dia 344. Finalmente exitus por recidiva enfermedad
base. PCR se adelanta 19 dias al TACAR y 107 dias al GM.
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Paciente 9
LAL

Varon de 32 anos

* Ingresa el dia O para tratamiento de induccion segun protocolo
PETHEMA de alto riesgo para el adulto del dia 1 al dia 22 alcanzando la
remision completa

* Recibe dosis total de corticoides de 3720 mgr

* Neutropenia < 500/ul, 15 dias y < 100/ul, 10 dias

* Ingresa de nuevo el dia 40 para tratamiento de consolidacion, 1° bloque
del dia 48 al dia 53 y 2° bloque del dia 80 al dia 89.

* Recibe citarabina > 2gr

* Neutropenia < 500/ul, 5 dias y < 100/ul, 2 dias y en el segundo bloque,
neutropenia < 500/pl, 6 dias

* Fiebre del dia 61 a 68 con respuesta a antibioterapia

* Ingreso el dia 110 para tratamiento de consolidacién (3° bloque) del dia
113 al dia 117

* Recibe citarabina > 2gr

* Neutropenia < 100/ul, 5 dias

» Neutropenia febril del dia 123 a 126

* Ingreso el dia 113 para tratamiento de consolidacién (4° bloque) del dia
113 al 117

» Citarabina > 2gr

* Neutropenia < 500/ul, 2 dias

» Fiebre en relacién con proceso trombotico del dia 153 al 155

* TAC No hecho

* Ingresa el dia 181 por recidiva intratratamiento

88



Tratamiento de rescate con 22 linea de Ara-C + idarrubicina y 32 linea de
HiperCVAD, ademas de citarabina >2 gr. (del dia 181 a 186 y del dia
215 al 225).

Neutropenia < 500/pl, 26 dias, < 100/ul, 23 dias

Fiebre tumoral del dia 197 al 203

TAC: Infiltrado nodular inespecifico (dia 201, IFI posible)

Ingreso dia 252 para tratamiento paliativo el dia 243 con vindesina,
VP16 (42 linea)

Neutropenia < 100/ul, 12 dias.

Fiebre tumoral del dia 252 a 255

No hecho TAC ni PCR

Ingreso dia 264, se habia administrado tratamiento paliativo dia 260 con
vindesina + idarrubicina, 52 linea

Neutropenia < 500/ul, 17 dias al < 100/ul, 17 dias.

Fiebre tumoral del dia 264 al 270

El paciente presenta progresion leucémica y probable hemorragia
cerebral.

Exitus dia 276
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Paciente 9
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Paciente con LAL que tras 4° bloque de consolidacion, presenta recidiva de enfermedad de base por lo que inicia 2° y 3° linea de
QT objetivandose IFI posible (TACAR compatible) positivandose posteriormente el GM (IFlI probable). Exitus posterior por
progresion enfermedad hematologica. PCR se adelanta 90 dias al TACAR y 154 dias al GM.

91




Paciente 10
LAM
Mujer de 26 afios

PCR negativa. Falso negativo

* Recibe tratamiento de induccion dia O segun esquema 3 + 7:

idarrubicina + Ara-C
» Profilaxis con itraconzol
* Dosis total de corticoesteroides, 19
* Neutropenia < 500/ul, de 29 dias y < 100/ul, 24 dias.
* Neutropenia febril persistente
e CT Térax: Infiltrado nodular (dia 30)
* GM dia 34 positivo 0,8 y el del dia 40 de 0,5 (IFI probable)

*« Tratamiento con voriconazol

* Ingreso el dia 68 en RC para segundo ciclo de quimioterapia
* Neutropenia < 500/ul, 33 dias y <100/ul, 27 dias
e GM todos negativos. No hecho TAC.

* Ingreso 4 meses después para trasplante alogénico, posteriormente en

remision completa y sin complicaciones
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Paciente 11
Sindrome Mielodisplasico (SMD)

Varon de 64 anos

* Ingreso el dia 0 por SMD y por inicio de fiebre

* No tratamiento quimioterapico

* No neutropenia como tal por estar en tratamiento con G-CSF para
mantener cifras por encima de 500 neutrofilos/pl

» Fiebre desde el 0 hasta el dia 58.

» Desde el inicio tratamiento de forma empirica con voriconazol y
caspofungina y posteriormente caspofungina con lo que se mantuvo
afebril.

* Imagen del TAC del dia 37: nédulos bilaterales y consolidacion nodular

en Iébulo superior derecho. No se hizo PCR, GM negativo

* Nuevo ingreso el dia 77 por fiebre de nuevo

» Tto profilactico secundario con itraconazol

* Reagudizaciéon de EPOC buena evolucion en tto con meropenem (Rx
térax: cambios de enfisema pulmonar)

* PCR negativa, GM negativo

* Ingreso el dia 102 por sepsis secundaria a colitis por C. difficile.
*  GM negativo y TAC no hecho

* PCR positiva el dia 106 y el dia 134, posteriormente negativas

* Ingresa nuevamente el dia 174 por infeccion respiratoria (Rx torax:
cambios de enfisema pulmonar), buena respuesta a tratamiento con
cefepime

« Ultimo ingreso el dia 229 con desarrollo de LMA secundaria a SMD y el
diagnéstico de bronconeumonia e insuficiencia respiratoria

» Exitus dia 233
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Paciente 11
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Paciente con SMD que no inicia tto quimioterapia por fiebre desde inicio de dto, con TAC compatible con IFI el dia 37 (IFI
posible) con GM negativo y PCR no hecha en ese momento (luego negativas) y que posteriormente presenta varios
ingresos por fiebre la mayoria en relacion con infeccion respiratoria sin nuevos TACAR y con PCR posteriormente positivas.
Se adelanta el TACAR a la PCR en 69 dias. Exitus el dia 233 con LMA tras SMD e Insuficiencia Respiratoria.
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Paciente 12
LAM

Varon de 45 anos

* Ingreso el dia O para tratamiento de induccion con citarabina +
Idarrubicina del dia O al 8

* Recibe dosis total de corticoides 1000 mgr y citarabina en perfusion

* Neutropenia < 500/ul, 23 dias, < 100/ul, 13 dias

* Fiebre del dia 8 al 28

* Anfotericina B y caspofungina por imagen de TAC, posteriormente
voriconazol como profilaxis secundaria (GM en todo momento negativos)

* TAC: N6dulo con halo sugestivo de IFI

* Ingreso dia 44 en remision completa para tratamiento de consolidacién
del dia 47 al 53

» Citarabina >2000 mgqr.

* Neutropenia < 500/ul, 18 dias, < 100/ul, 13 dias.

* Fiebre del dia 65 al 96

* Ingreso dia 80 para tratamiento de intensificaciéon con 22 Ara-C dia 82 al
88 con recoleccidon de progenitores el dia 123

» Citarabina > 2000 mgr

* Neutropenia < 500/ul, 15 dias, < 100/ul, 11 dias

* Fiebre del dia 94 al 96

e ElI dia 160 se realiz6 trasplante autélogo sin complicaciones,

posteriormente el paciente se ha mantenido en remision completa.
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Falsos positivos:

Los 4 pacientes con PCR positiva y sin diagnostico de IFI son:

« Una paciente mujer con MM, GM repetidamente positivos y TAC normal.
Fallecio posteriormente por progresion de enfermedad de base

* Una paciente mujer con LAL, con GM repetidamente positivos, TAC
normal, exitus por fracaso hepatico (habia recibido previamente al
diagnéstico de la enfermedad hematoldgica, un trasplante hepatico)

* Una paciente mujer con LNH, GM negativo y TAC no hecho

* Un paciente varon con LAM con trasplante alogénico no mieloablativo,

con GM negativo y TAC no hecho
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Paciente 12
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Paciente con LMA que tras tratamiento de induccion presenta IFI posible por imagen de TACAR, en todo momento GM negativos,
posteriormente el paciente recibe tto de consolidacion, intensificacion y TPH autélogo alcanzando RC y sin complicaciones
posteriores. PCR se adelanta 8 dias al TACAR. PCR posteriores al dia 114 negativas.
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Resultados de la técnica de PCR

La tabla XI muestra los resultados de la técnica de PCR. El andlisis se realizo
con un resultado positivo, con dos 0 mas resultados consecutivos positivos y
con tres 0 mas resultados positivos. Tanto con uno como con dos resultados
positivos, la técnica de PCR detectdé 11 de los 12 casos de aspergilosis
(91.6%). Con dos resultados positivos de PCR, la S fue del 91%, con una E del
94%, un VPP del 73% y un VPN del 98%.

De los 83 pacientes en riesgo de aspergilosis, 18 pacientes tenian al menos 2
GM positivos mayores de 0,5 o uno por encima de 0,8. De estos 18 pacientes,

verdaderos positivos fueron 9 (1IFI probada y 8 IFI probables).

Al comparar los resultados de la técnica PCR-TR con dos PCR positivas con la
técnica de GM (ELISA platelia), los resultados de la determinacion de GM para
el diagnéstico de IFI presentaron porcentajes menores en comparacion a la
PCR, con una S del 75%, E del 87,3%, VPP del 50% y un VPN del 95%.

Con dos resultados positivos de PCR se obtuvieron cuatro falsos positivos,
pero con un solo resultado positivo se observaron 14 falsos positivos, lo que
daba un PPV del 43.9%. Un dato interesante a tomar en consideracion es que
dos de los cuatro falsos positivos con dos resultados de PCR positivos tenian
también GM positivo. Estos dos enfermos presentaban un MM y una LAL como
enfermedades de base y no mostraban ningin sintoma ni signo clinico
compatible con infeccion fungica invasiva, por lo que fueron considerados como

falsos positivos.

El analisis con tres 0 mas resultados positivos mostr6 un descenso de la
sensibilidad ya que soélo se detectd un 75% de los casos. Con tres resultados
positivos el numero de falsos positivos se redujo a dos. Uno de estos casos era

uno de los dos enfermos con GM positivo comentados en el parrafo anterior.
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Debe destacarse que todas las muestras analizadas del enfermo con
candidiasis y del enfermo con zigomicosis fueron negativas por la técnica de
PCR-TR de Aspergillus.

El estudio de correlacion entre la cuantificacion de DNA vy la clinica de los
enfermos no encontrd relaciones significativas entre el Ct y la aparicion de
signos de aspergilosis invasiva. Es decir, no se encontré ningun cut-off que
permitiera diagnosticar la infeccidon con mayor fiabilidad o distinguir entre falsos
positivos y verdaderos positivos. Todos los pacientes con PCR positiva

presentaron valores de Ct entre 35-40 ciclos.

Al analizar los resultados por muestra recibida, sangre o0 suero, no se
encontraron diferencias significativas, y ambas muestras mostraron tener

rentabilidad diagndstica similar.

Analisis CART

Para conocer la capacidad predictiva de la técnica de PCR con uno, > 2y > 3
resultados positivos, se realiz6 un analisis CART en el que se incluyeron

ademds las variables clinicas y microbiolégicas mas relevantes.

Para evaluar la probabilidad diagnostica de la técnica de PCR, se generaron
curvas ROC en las que se representaron los verdaderos positivos y los falsos
positivos, calculandose el area bajo la curva (AUC) de cada curva ROC.

En la Tabla XIl se observan las AUCs y los intervalos de confianza (95% CI)
para cada uno de los criterios diagndsticos. Tanto con un resultado positivo por
PCR como con dos, con tres y con la técnica de GM, las curvas ROC
mostraron muy buenos resultados, con AUC préximas a 1 y estadisticamente
significativas. Los mejores resultados se obtuvieron con la técnica de PCR con
dos o mas resultados positivos, con un AUC de 0.930 (95% CI=0.834-1.026,
P<0.01).
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Tras la obtencidn de las curvas ROC, se realiz6 un analisis data mining con el
programa CART. En este andlisis la variable que predijo con mayor
probabilidad la presencia de aspergilosis invasora fue la técnica diagndstica de
PCR cuando se utilizaba como criterio diagnostico dos o mas resultados
positivos en menos de una semana. Con este criterio, el riesgo relativo de
aspergilosis se incrementé 5.04 veces y el éxito predictivo del algoritmo
generado se cifro en el 93.98%. Los riesgos relativos y éxito predictivo de los
otros tres criterios (uno y tres resultados positivos por PCR y el GM) fueron
también elevados aunque inferiores a los encontrados con dos resultados

positivos.

También se realizé un analisis CART, intentando descubrir que combinacion de
pruebas diagndésticas podria ser la mas eficaz para la deteccion de la
aspergilosis. En la Figura 1 se muestra el algoritmo que mejor predice la
presencia de aspergilosis en los pacientes incluidos en el estudio. Este
algoritmo present6 un area bajo la curva de 0.97 (95% CI 0.895-1.032, P<0.01),
con un riesgo relativo de aspergilosis 6.92 veces superior que la poblacion
control y con un éxito predictivo del 95.2%. La combinacion de dos resultados
positivos por la técnica de PCR mas la cuantificacion de GM detect6 el 100%

de los casos de aspergilosis, con un PPV del 75.1%.

Andlisis de la precocidad diagnéstica

Un dato relevante es el de la precocidad diagndstica. En la tabla X se incluyen
los resultados de la PCR tomando en cuenta dos o mas resultados positivos
Gnicamente. Este andlisis no pudo realizarse en el paciente 10, ya que el
resultado de la PCR fue negativo. En los otros 11 enfermos, si pudo calcularse
la precocidad diagndstica de la técnica de PCR respecto al TACAR. En dos
enfermos, la deteccion de ADN fuangico se produjo al mismo tiempo que la
observacion de las imagenes patoldgicas en el TACAR. En otros dos casos el
TACAR detecté la infeccion antes que la técnica de PCR. En los siete
restantes, la deteccion de ADN flngico precedié al TAC, con una media de
adelanto diagnostico de 24 dias (1-84 dias).
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En el caso del GM, el estudio de precocidad diagnostica pudo realizarse en
nueve enfermos (tabla X). En dos enfermos, la deteccion de ADN fungico y de
GM se produjo al mismo tiempo. Estos dos casos son los mismos en los que
también se detectaron coetdneamente las imagenes patologicas en el TACAR.
En un caso, la cuantificacibn de GM precedi6 a la deteccion de ADN de A.
fumigatus, pero en seis enfermos, la deteccion de ADN precedié a la de GM,

con una media de adelanto diagndstico de 61 dias (37-155 dias)
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Tabla XI. Resultados de la técnica de PCR-TR

PCR Verdadero Falso Sensibilidad VPP Verdadero Falso Epecificidad VPN
resultados | positivo | negativo negativo | positivo

1 resultado 11/12 1/12 91.6% 43,9% 57/71 14/71 80.3% 98.3%
positivo

2 resultados 11/12 1/12 91.6% 73,3% 67/71 4/71 94.4% 98.5%
positivos

3 resultados 9/12 3/12 75.0% 81,8% 69/71 2/71 97.2% 95.8%

positivos

VPP: Valor Predictivo Positivo; VPN: Valor Predictivo Negativo
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Figura 1: Curvas ROC y datos estadisticos en relacidn a los resultados obtenidos con la técnica de PCR y GM.

Curvas ROC para 3 0 mas resultados de PCR y GM fueron similares y estan superpuestas en la figura

Resultados Diagndsticos Area Bajo la Curva 95% Intervalo de P
Confianza
Un resultado de PCR positiva 0.860 0.752-0.967 <0.01
Dos o0 mas PCR positivas 0.930 0.834-1.026 <0.01
Tres o mas PCR positivas 0.861 0.712-1.010 <0.01
GM positivo 0.861 0.712-1.010 <0.01
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Figura 2: Modelo obtenido mediante analisis CART con dos o mas resultados de PCR y GM positivo.
AUC: Area Bajo la Curva.
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DISCUSION

En la actualidad, la infecciéon por Aspergillus spp. es la principal causa de
mortalidad por infeccion fangica en el paciente oncohematoldgico, siendo
ademas, la principal causa de mortalidad de etiologia infecciosa en este tipo de

pacientes (98).

El prondstico de la aspergilosis invasiva depende de la resolucién de la
neutropenia y de la precocidad en el tratamiento. La mortalidad en enfermos
con enfermedad diseminada al diagndéstico supera el 80%, independientemente
del tratamiento utilizado, reduciéndose a menos de 50% en pacientes con
enfermedad localizada (75). En este paciente mas que en ningun otro, la
precocidad diagnostica es fundamental para reducir la mortalidad relacionada
con la IFIl. Estos enfermos sufren una inmunosupresion profunda por lo que la
respuesta al tratamiento es muy dificil cuando la infeccion esta avanzada, de

ahi la necesidad de técnicas de diagndstico precoz.

El diagnostico precoz es dificil de obtener con los métodos convencionales. Por
ello, se utilizan farmacos que prevengan el desarrollo de infeccion por Al en
pacientes de riesgo, asi como el tratamiento antifUngico empirico en pacientes
con neutropenia febril que no responden a tratamiento antibiético sin causa

aparente.

Sin embargo, la utilizacién generalizada de cualquiera de estas medidas en
estos pacientes, conlleva un sobretratamiento, ya que muchos de ellos no
desarrollaran Al. Estos farmacos tienen toxicidad y un coste no despreciables.
En otras ocasiones, la falta de diagndéstico de certeza genera el infratratamiento
de enfermos con Al, ya que se emplean farmacos que parecen no ser las

mejores alternativas terapéuticas (215).
Segun todos los expertos y los trabajos publicados en los ultimos afos, el

diagnostico de la aspergilosis y de otras infecciones fangicas invasoras debe

basarse en la utilizacidén de varias técnicas, que permitan detectar precozmente
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la infeccion. La combinacién del TACAR y de la cuantificacion de antigenos
fungicos ha mejorado el prondstico de estos enfermos, aunque adn nos

encontramos lejos de resolver el problema (78, 122, 172, 216-218).

Todos estos métodos diagnosticos se basan en las determinaciones seriadas,
gue permiten obtener una vision dinamica de la evolucion del enfermo vy, en
teoria, detectar la infeccién en sus primeros momentos. Sin embargo, estos

meétodos presentan algunas limitaciones que deben tomarse en consideracion.

Los TACAR seriados producen niveles de radiacion que podrian considerarse
como inaceptables (216). Ademas muestran una especificidad baja, ya que
otras afecciones pulmonares pueden cursar con el mismo tipo de lesion. Por
altimo, no sirven para identificar el hongo causante de la infeccion, lo que
empieza a tener trascendencia terapéutica ante los distintos farmacos
antifingicos disponibles y los diferentes perfiles de sensibilidad de las especies
fungicas (219). Por otra parte, cuando la imagen radiolégica aparece en el
TACAR, la Al ya esta establecida y la mortalidad en ese momento a pesar del

tratamiento antifangico dirigido es muy alta.

La cuantificacion de antigenos ha ayudado también a mejorar el diagnostico de
la aspergilosis invasora, pero los falsos negativos observados en enfermos con
profilaxis y los falsos positivos por contaminaciones o farmacos, le han restado
fiabilidad diagnostica (122, 217).

La deteccion seriada de ADN fungico es una estrategia diagndstica que ha sido
evaluada con resultados desiguales, como se indic6 anteriormente (150, 154,
200, 207-209). La mayoria de los trabajos publicados hasta ahora no utilizan
determinacion de PCR-TR, lo que conlleva un mayor riesgo de contaminacion
de la técnica, mayor numero de falsos positivos y, por tanto, una menor
especificidad de la técnica. Solo cinco trabajos previos a éste, evallan la
técnica de PCR-TR para el diagnostico de Aspergillus spp. en el paciente
oncohematolégico (136, 154, 199, 208, 209). De estos trabajos dos utilizan
PCR-TR especifica para A. fumigatus, uno en sangre y otro en suero (154,

208), solo el primero asume dos PCR positivas como resultado microbioldgico
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positivo. Sin embargo, varios consensos consideran que dos PCR positivas
como criterio microbioldgico incrementa la especificidad de la técnica en el
diagnostico de la Al (202).

Por otra parte ninguno de los trabajos realizados hasta el momento para
evaluar el papel de la técnica diagndéstica de PCR en tiempo real, utiliza los
criterios EORTC-MSG actualizados del 2008 (84), habiendo usado la mayoria
de los trabajos los criterios del 2002 (220) o criterios similares no

estandarizados (en aquellas publicaciones previas al 2002).

Este hecho conlleva que muchas Al posibles definidas segun los criterios
previos como la suma del criterio huésped mas el criterio microbioldgico, hayan
pasado en la actualidad a no considerarse Al a no ser que se sume también el
criterio radiolégico (Al probable) o presentando Unicamente el criterio
radiolégico sumado al huésped, que entonces se considera Al posible, segun
los dltimos criterios. Esto implica un menor numero de verdaderos positivos

(VP), afectando al VPP, si aplicamos los criterios actualizados.

Esta tesis recoge uno de los estudios mas completos sobre la deteccion
seriada de ADN de A. fumigatus. Se tomaron prospectivamente muestras de
sangre y de suero de enfermos con neutropenia febril en riesgo de Al.
Obteniendo muestras de forma bisemanal en todos los pacientes de alto riesgo
de Al. La media de muestras disponibles por enfermo fue de 27. Se considerd
ademas un resultado positivo cuando se obtuvieron dos PCR positivas
seguidas en menos de 7 dias o tres PCR positivas en menos de 12 dias,
obteniéndose en la mayoria de los pacientes estos resultados positivos con
mucha anterioridad al GM oTACAR.

Con esta cantidad de muestras se pudieron realizar varios analisis. En primer
lugar, tomando como criterio para definir un resultado positivo por la técnica de
PCR el de dos muestras positivas consecutivas, se detectaron 11 de los 12
casos de aspergilosis (91.6%) y sélo se produjeron cuatro falsos positivos,
segun los criterios EORTC-MSG actualizados del 2008 (84).
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Con estas cifras, el VPP fue del 73.3%, lo que permite decir que la deteccion
seriada de ADN fuangico deberia considerarse como una técnica diagndstica
fiable, con porcentajes de acierto comparables a los del TACAR o la deteccion
de antigenos fungicos (172, 183, 218, 221). El VPP para la técnica de GM, fue

mucho menor, con un porcentaje del 50%.

En general, tanto las cifras de S, E, VPP y VPN del GM fueron inferiores a la
obtenidas con la técnica de PCR-TR (75%, 87,3%, 50% y 95% frente al 91%,
94%, 73% y 98% respectivamente)

Los porcentajes de S, E, VPP y VPN medios de la técnica de PCR-TR en
nuestro trabajo fue similar o superior a la de los pocos trabajos descritos hasta
ahora, que hayan utilizado técnicas de PCR-TR. La superioridad esté
probablemente relacionada con el amplio nimero de muestras recogidas y con

el criterio seleccionado de dos PCR positivas.

Si comparamos los resultados con el trabajo de Suarez et al, el trabajo mas
reciente publicado hasta ahora, con los mejores resultados y que utiliza suero y
PCR-TR para A. fumigatus de forma similar a nuestro trabajo, destacamos una
menor S en nuestras cifras en comparaciéon con al trabajo de Suarez et al
(154), probablemente en relacion a que en dicho trabajo se acepta una Unica
PCR como resultado positivo. Por otra parte, hemos obtenido un VPP
igualmente menor, en probable relacion con lo comentado anteriormente de
gue en nuestro trabajo se han utilizado los criterios EORTC-MSG actualizados
en el 2008 (84).

La cuantificacion de ADN flngico mediante la técnica de PCR cuantitativa en
tiempo real no sirvio para establecer “cut-offs” (puntos de corte) que ayudaran a
distinguir entre pacientes colonizados o infectados o entre falsos positivos o
verdaderos positivos. Esto se debe a que tanto en suero como en sangre, la
cantidad de ADN fungico era pequefa y las muestras positivas tuvieron unos Ct
entre 35 y 40 ciclos, con una media de ADN fungico de 10-500 fg por uL de
muestra. Esta baja cantidad de ADN permite especular con la necesidad de

desarrollar técnicas de PCR cuantitativas mas sensibles y que la baja
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sensibilidad de algunos trabajos previos que evaluaron estas técnicas pueda

deberse a la baja cantidad de ADN fungico en muestras hematoldgicas (209).

Otro aspecto a resefiar es la comprobacion de que la técnica de PCR
cuantitativa puede tener un papel complementario a la radiologia y a la
determinacién de GM. EIl analisis CART demostré que con dos resultados
consecutivos positivos por PCR mas la cuantificacion de GM positiva, el riesgo
relativo de aspergilosis era 6.92 veces superior que el de la poblacion control y
que el éxito predictivo del algoritmo diagnostico era del 95.2%. Estas cifras
permiten recomendar que ambas técnicas podrian ser utilizadas en enfermos

con riesgo alto de aspergilosis.

Para finalizar, uno de los resultados mas significativos del estudio es la
precocidad diagndstica. Al disponer de un nimero tan elevado de muestras v,
en algunos casos, tomadas varias semanas antes a la aparicion de la
aspergilosis invasora, se pudo analizar la precocidad diagnostica de las
técnicas. Debe resaltarse que en los enfermos con aspergilosis, se detectd
ADN fangico mucho antes que GM o que el TACAR detectara la lesion
compatible con IFI. El adelanto medio fue de 24 dias respecto al TACAR y de

61 respecto al GM.

En los trabajos publicados hasta el momento esta precocidad diagndstica ha
sido descrita de forma infrecuente, haciendo hincapié en la mayoria de los
trabajos, en la precocidad con respecto a la clinica, pero casi ningun trabajo
evaluo en cifras la precocidad diagnostica de la PCR en relacion al resto de
técnicas diagnosticas. En el trabajo de Florent et al (150) se aportan cifras de
17 dias de media de adelanto en aquellos pacientes en los que la PCR fue mas
precoz que el GM y, en ningun caso, se ha descrito una media de precocidad
diagnéstica de incluso semanas, como en nuestro trabajo, llegando a
observarse en algunos pacientes de nuestro estudio un adelanto de incluso

meses.

En aquellos pacientes en los que no se adelant6 y se positivizo la PCR a igual

tiempo que el GM o el TACAR, se debio a que ambas técnicas diagnoésticas se
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positivizaron desde el inicio del seguimiento, observandose Al desde los

primeros dias de dicho seguimiento.

Es dificil hallar una explicacion para estos resultados, pues no se conoce
mucho sobre la cinética de los componentes fangicos. Un estudio publicado en
el 2006 (222), analizd la cinética in vitro de los marcadores utilizados para el
diagnéstico de la aspergilosis invasora. Los autores demostraron que el GM y
otros antigenos fungicos se liberan cuando Aspergillus se halla en fase de
crecimiento exponencial, mientras que el ADN fungico se libera cuando las
hifas se fragmentan, fenbmeno que ocurre de forma natural por autolisis,

cuando se limita la cantidad de nutrientes.

Teniendo en cuenta estos datos, nuestro estudio parece indicar que la mayoria
de los enfermos que desarrollaron aspergilosis podrian estar colonizados
previamente por Aspergillus. La profilaxis con itraconazol pudo limitar el
crecimiento exponencial del hongo, disminuyendo la cantidad de GM (217),
hasta que la infeccidn estuvo lo suficientemente extendida para que la profilaxis
fuera ineficaz. Hasta ese momento, el Unico dato de colonizacion fue la
DNAemia detectada por la técnica de PCR, presuntamente causada por la
fragmentacion periddica de las hifas. Este dato deberia confirmarse realizando
un estudio con mayor numero de enfermos. En cualquier caso, la deteccion
seriada de ADN de Aspergillus ha demostrado tener una gran utilidad
diagnéstica, rentabilidad que aumenta cuando se utiliza en combinacion con el
TACAR y la cuantificacion de GM.

Por otra parte, probablemente el factor huésped también desempefie un papel
fundamental en el desarrollo de Al o no en estos pacientes. En nuestro trabajo
se observa que en la practica totalidad de los pacientes con PCR positiva
previa al GM y TACAR, en los que puede aceptarse que estaban colonizados
por A. fumigatus, aparecié una Al en fases tardias del seguimiento, en el
momento en el que existia una progresién de la enfermedad de base o un
empeoramiento generalizado del paciente por otras complicaciones o por el
desarrollo de EICH. En esos momentos de deterioro aun mayor del sistema

inmune del huésped, fue el momento en el que se positivizé el GM y el TACAR,
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permitiendo por tanto el diagnostico de Al segun los criterios EORTC-MSG
(84).

Por otra parte, un articulo reciente hace mencion a una mayor predisposicion al
desarrollo de Al en aquellos pacientes receptores de un TPH procedente de un
donante con polimorfismos o alteraciones genéticas de los receptores Toll tipo
4, unas proteinas de membrana del sistema inmune que intervienen en la
defensa de las infecciones fungicas. En relacion con ello, se ha visto que la
presencia del haplotipo S4 en el donante se relaciona, de forma
estadisticamente significativa, con un mayor riesgo de Al en pacientes
sometidos a TPH alogénico de donante no emparentado (15).

Llama la atencion en nuestro trabajo que la PCR-TR para A. fumigatus no se
negativizo en la mayoria de los pacientes al administrase tratamiento dirigido y
eficaz para la Al, esto apoya aun mas el concepto de colonizacién o infeccién
subclinica, puesto que en muchos pacientes aun observandose una mejoria
clinica relativa, la infeccion probablemente se mantenga de forma oculta, ya
que el huésped tiene un sistema inmune incapaz de erradicar totalmente la
infeccion y, de hecho, en todos los pacientes que fallecieron, la PCR continu6

siendo positiva en el momento de la muerte.

Sin embargo, el dato que nos cuesta mas explicar es la existencia de PCR
negativas en diferentes muestras entre los resultados positivos, lo que
probablemente pueda entenderse porque la técnica debe desarrollarse mas

para detectar ADN en muestras donde su cantidad sea mas pequeiia.

La utilidad clinica real de esta estrategia diagndéstica deberia analizarse en un
nuevo estudio en el que se demuestre que el diagnostico precoz y el
tratamiento anticipado se asocian a un aumento significativo de la

supervivencia en estos enfermos.

Si la técnica diagndstica de PCR en tiempo real llegara a validarse y se pudiera
estandarizar su uso, en un futuro con nuevos estudios, su determinacién de

forma seriada, podria llegar a ser utilizada como método diagnostico
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anticipado, de igual forma que en la préactica diaria utilizamos la antigenemia de
CMV para el tratamiento anticipado de la infeccion por CMV. De esta forma se
podria discriminar entre la poblacibn que necesita terapia antifingica,

disminuyendo el uso indiscriminado de tratamiento antifungico profilactico.

Por otra parte y apoyado por los resultados de este trabajo y otros previos,
consideramos que habra que incluir los resultados de la PCR-TR para el
diagnéstico de la Al en el paciente oncohematolégico, dentro de los criterios
EORTC-MSG. En la version actual de estos criterios solo se reconocen como
criterios microbiologicos no invasivos el GM y, recientemente, la determinacidn
de BG (84).

Probablemente en un futuro no lejano la PCR-TR pasara a formar parte de
dichos criterios, aportando nuevas posibilidades diagndsticas para un problema
que aun en la actualidad estamos lejos de resolver y que continda teniendo

elevadas cifras de mortalidad en el paciente oncohematologico.

Habra que evaluar igualmente en el futuro, el uso de esta técnica entre
pacientes no neutropénicos o con una inmunidad no tan afectada como la que
presenta el paciente sometido a TPH alogénico. Entre éstos podriamos sefalar
el paciente oncologico de organo solido, el paciente trasplantado de 6rgano
sélido o el paciente critico, donde actualmente se esta observando un
incremento en la incidencia de Al (223).
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CONCLUSIONES

1. La técnica de PCR-TR para Aspergillus fumigatus, tanto en sangre como en
suero, es una técnica util para el diagnoéstico de Al en pacientes con patologia
hematolégica maligna y alto riesgo de micosis; con altos porcentajes de

sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y negativo

2. La determinacion de ADN fungico de Aspergillus fumigatus mediante PCR-
TR puede considerarse como una técnica diagnostica comparable al TACAR o

la deteccion de antigenos fungicos.

3. La cuantificacion de ADN fangico mediante la técnica de PCR-TR no ha
demostrado establecer puntos de corte que ayuden a distinguir entre pacientes
colonizados o infectados, siendo mas bien una técnica de diagndstico de
infeccion oculta, con valores de cuantificacion similar durante el periodo de
infeccion subclinica y el periodo de Al diagnosticada segun los criterios
EORTC-MSG.

4. La técnica diagnostica de PCR-TR para Aspergillus fumigatus se adelanta al
diagnéstico por imagen mediante TACAR o a la deteccion de antigenos
fungicos mediante el GM, en semanas o0 incluso meses, para el diagndéstico de

Al en el paciente oncohematologico de alto riesgo de IFI.
5. El uso conjunto de la técnica antigénica de GM y PCR-TR para el

diagnéstico precoz de la infeccion fungica en el paciente hematolégico de alto

riesgo, permite incrementar el valor predictivo diagnaostico.
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