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1. INTRODUCCION Y SITUACION ACTUAL DEL PROBLEMA



1.1. PACIENTES CRITICOS

La poblacion de las Unidades de Cuidados Intensivos (UCI) ha cambiado en las Gltimas
décadas, observandose mayor supervivencia y estancias mas prolongadas como consecuencia de
los avances médicos y tecnoldgicos." Los pacientes de UCI constituyen una poblacion
heterogénea, que incluye pacientes con patologia médica, quirirgica o traumatoldgica. La
mayoria de los pacientes criticos son no-neutropénicos, sin embargo un importante grupo de
pacientes presentan inmunosupresion, como los pacientes receptores de trasplantes de 6rganos
solidos o pacientes en tratamiento con corticoides.

En diferentes estudios multicéntricos en UCIs médicas y/o quirdrgicas, se describe que entre
21-48% de pacientes se encuentran en tratamiento con corticoides, 7-22% presentan neutropenia,
4-5% son receptores de trasplante de érgano sélido y 1,5% son pacientes con infeccion por virus
de inmunodeficiencia humana (VIH) o con trasplante de médula 6sea, aunque estos porcentajes
son variables dependiendo del tipo de UCIs estudiadas.**

El cambio en el tipo de pacientes de la UCI ha supuesto un incremento en tratamientos e
intervenciones mas agresivas, como el uso prolongado de antibidticos o el uso de catéter venoso
central (CVC) o ventilacibn mecénica, que a su vez incrementan el riesgo de desarrollar
infecciones.® Se ha descrito que en las UCIs, entre 59-89% de los pacientes reciben tratamiento
antibidtico, 91-98% son portadores de CVC y 75-91% han requerido ventilacién mecénica.”*

La mayor supervivencia conlleva el incremento de pacientes criticos de edad avanzada y con
frecuencia con mayor nimero de patologias de base. En estudios en UCIs médico-quirdrgicas se
observa que el 7-26% de los pacientes presentan cancer de 6rgano sélido, 21% presentan
enfermedad neuroldgica, 5-17% presentan Insuficiencia Renal Crénica (IRC), 13-15% presentan

Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC) y 11-20% Diabetes Mellitus tipo 1.3%®



Las patologias mas prevalentes de UCI varian dependiendo del tipo de UCI estudiada. En un
estudio multicéntrico en Espafia el 49% presentaba un diagndstico inicial por enfermedad
médica, 35% quirlirgica y 16% por traumatolégica;® de estos el 39% presentaba sepsis al ingreso
y 16% shock séptico. Es importante destacar que en esta poblacion la incidencia de infecciones
nosocomiales es desproporcionadamente alta comparada con los pacientes no criticos, siendo las
infecciones mas frecuentes la infeccion del tracto urinario (31%), la neumonia (27%) y las
infecciones primarias del torrente sanguineo (19%).°

A pesar del desarrollo tecnoldgico de las Gltimas décadas, en muchos pacientes de UCI no se
llega a establecer un diagndstico exacto, ya sea de la causa de ingreso o de las complicaciones
desarrolladas durante su estancia.'® Esto se debe a que los pacientes criticos muchas veces no se
pueden someter a pruebas complementarias por su estado clinico grave. Las necropsias, en este
contexto, son una importante herramienta en las UClIs terciarias,'®'* debido a que en general, a
pesar del desarrollo de nuevas herramientas diagnosticas, la tasa de errores diagnosticos no ha
disminuido en las ltimas décadas."

La reciente revision de estudios de necropsias en UCI de De Vlieger y cols.'® muestra que la
tasa de errores mayores clase | (diagndsticos post-mortem obviados que podrian haber
modificado el tratamiento y la supervivencia de los pacientes de acuerdo a la clasificacion de
Goldman vy cols.*®), se encuentran entre el 3 y 16%, y son mas frecuentes en los pacientes que
fallecen a los pocos dias de su ingreso en UCL.* Por este motivo es importante el desarrollo de
herramientas diagndsticas no invasoras, asi como determinar subpoblaciones de pacientes
criticos en las cuales el riesgo de determinadas patologias se encuentra incrementado, para poder

realizar un seguimiento mas estrecho.**



1.2. ENFERMEDAD FUNGICA INVASORA EN PACIENTES CRITICOS:
PATOLOGIAS MAS PREVALENTES

En los pacientes de UCI las Enfermedades Fungicas Invasoras (EFI) tienen un papel
importante por diversos motivos: los pacientes criticos presentan enfermedades de base
complejas, las EFI, en este tipo de pacientes, son patologias que no presentan signos o sintomas
caracteristicos, se presentan de forma insidiosa y presentan una alta tasa de mortalidad.** La
incidencia de EFI en la poblacidn hospitalaria se ha incrementado de forma paulatina en las
Gltimas décadas. Estudios basados en necropsias de un hospital terciario de Alemania, describen
un incremento en la incidencia, de 2.2% en el periodo de 1978-1982, 3.2% entre los afios 1983-
1987, 5.1% entre 1988-1992, 6.6% entre 1993-1996 a 10.4% 2001-2005, similar a lo descrito
por Schwesinger y cols.*"*>1°

La prevalencia de EFI por hongos miceliales y, en menor medida, por zigomicetos ha
aumentado también en las Ultimas décadas, a diferencia de la disminucion observada en la
incidencia de EFI por Candida spp., como consecuencia de las estrategias terapéuticas empiricas
implementadas en los Gltimos afios, especialmente con el uso de fluconazol.' La incidencia real
de EFI en pacientes criticos, es dificil de determinar por la baja rentabilidad del diagnéstico
tradicional, la baja tasa de estudios post-mortem y por la presentacion clinica inespecifica.?
Diversos estudios realizados en base a necropsias de pacientes de UCI, han demostrado que las
infecciones fungicas se encuentran entre los diagnosticos mas frecuentemente obviados o
discrepantes (4-5% de todas las necropsias realizadas).”**® En un estudio realizado en un
hospital terciario a lo largo de 15 afios, se determiné que de 272 casos de EFI s6lo 22% fueron
sospechadas o documentadas pre-mortem.®

En la UCI alrededor del 18% de todas las infecciones, comprobadas microbiol6gicamente,

19,20

son flngicas, y especificamente, en el 12% de los hemocultivos se aislan microorganismo

fangicos.® En este tipo de pacientes las levaduras del género Candida son con amplio margen las



micosis predominantes (17% de todas las infecciones), seguido de Aspergillus spp. (1.4%).%
Debemos tener en cuenta que la incidencia de infecciones por hongo filamentosos,
especificamente de Aspergillus spp., esta aumentando entre los pacientes no-neutropénicos de la
UCI, siendo estos patdgenos los agentes etioldgicos més frecuentemente asociados a Neumonia
fingica.®*#

Otros hongos Fusarium, Scedosporium, Zigomicetos 0 Pneumocystis jirovecii, Yy
Cryptococcus, particularmente en pacientes receptores de 6rgano solido, estan emergiendo como
nuevos agentes etioldgicos en este tipo de pacientes. Esto se debe a la importante
inmunosupresion de los pacientes, asi como a la seleccion de estas especies por tratamiento

profiléctico o empirico, aunque su incidencia continua siendo baja.>****

1.2.1. Aspergilosis Invasora en pacientes criticos y espectro clinico de
Aspergilosis

En la UCI los hongos miceliales mas frecuentemente aislados pertenecen al género
Aspergillus.?’ Son organismos ubicuos en el ambiente, que causan un abanico de sindromes
clinicos: desde sindromes alérgicos a EFI1.>> El género Aspergillus estad constituido por
aproximadamente 200 especies, de las cuales aproximadamente 40 han sido asociadas a

. 26
patologia humana.

Las infecciones que puede producir Aspergillus son diversas, y van desde infecciones
superficiales (otitis externas fungicas, onicomicosis, infecciones de heridas) hasta formas
. . . .. 16 . .
invasoras profundas, la denominada Aspergilosis invasora (Al).” Aspergillus fumigatus es la
especie que con mayor frecuencia se aisla en el entorno humano (suelo, agua o vegetacién) y
representa, por tanto, el agente causal mas frecuentemente asociado a Al, seguido de A. flavus, A.
niger, A. terreus, y A. nidulans.”® Las presentaciones clinicas mas frecuente son las asociadas a
las vias respiratorias, en méas del 90% de los casos, la enfermedad invasora afecta a los pulmones
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0 senos paranasales.® Esto se debe a que los conidios de Aspergillus al ser ubicuos en el
ambiente, son facilmente inhalados.

Se han descrito tres diferentes posibles interacciones entre Aspergillus y el ser humano:
colonizacién, reaccion alérgica e infeccion.®A nivel pulmonar, Aspergillus spp. puede asociarse a
diversos sindromes que se asocian a determinadas caracteristicas de la persona que inhala los
conidios. En una persona sin antecedentes patolégicos generalmente no se produce ninguna
enfermedad. El aspergiloma se ha asociado a personas con enfermedad pulmonar cavitaria, la
aspergilosis crénica necrotizante se asocia a pacientes levemente inmunocomprometidos o con
enfermedad pulmonar cronica, que puede llegar a producir cuadros de fibrosis pulmonar, y la
aspergilosis pulmonar invasora (API) se asocia a pacientes inmunosuprimidos. En lo que
respecta los cuadros alérgicos, incluye un amplio rango de sindromes que incluyen asma,
Aspergilosis broncopulmonar alérgica (que se presenta generalmente en personas con cuadros
previos de asma o a pacientes con fibrosis pulmonar) y sinusitis alérgica.’”?

API, como se ha mencionado, es mas frecuente en pacientes inmunosuprimidos, pero la
forma de presentacion dependerd de los factores especificos del huésped. En pacientes
neutropénicos la forma angioinvasora es mas frecuente, a diferencia de los pacientes que reciben
corticoides, presentan EPOC, cirrosis o los pacientes receptores de trasplante de 6rgano solido,
en los cuales es mas frecuente que la API se presenta como lesiones cavitarias.? Los  sintomas
clinicos de esta patologia son inespecificos, especialmente en fases tempranas de la enfermedad.
API se puede presentar con fiebre, tos seca, disnea, dolor pleuritico o hemoptisis.” La API,
como era de esperar, es la forma clinica de Aspergilosis mas frecuente en los pacientes criticos.

Otras presentaciones menos frecuentes de Al son: endocarditis, infeccion de herida,
mediastinitis posterior a cirugia cardiaca, infeccién de injertos vasculares u osteomielitis.* La

infeccion del sistema nervioso central (SNC) es frecuentemente un signo de mal pronostico, y se



puede producir por diseminacién hematogena (generalmente desde el pulmon), por contigiiidad a
partir de los senos paranasales o por neurocirugia.?

La incidencia de Al en la UCI, es dificil de determinar debido a las dificultades que conlleva
su diagnostico y a la baja tasa de estudios necropsicos que se realizan, a pesar de que un alto
porcentaje de Al se diagnostican gracias al estudio necrépsico. La incidencia descrita se sit(ia

81821 | a incidencia

entre el 3% y 15%, dependiendo del tipo de pacientes y el tipo de estudio.
descrita en pacientes criticos con signos de neumonia es mayor (19-23%).**" Debemos sefialar
que en un estudio de vigilancia en Estados Unidos entre los afios 1992-1997, Aspergillus spp. fue
responsable de solo el 0.6% de todas las neumonias en UCIs médicas.” La mortalidad descrita en
pacientes de UCI suele ser muy alta entre 60-80%.%%

El diagndstico de esta etiologia, al igual que en el resto de EFI, es complicado debido a la
ausencia de signos clinicos tipicos, y a la baja especificidad de los cultivos y de los signos
radiologicos. La ausencia de diagnostico y/o el establecimiento del diagndstico tardiamente,

tiene como consecuencia que la tasa de mortalidad sea mayor a 50%, y que por tanto el

diagnéstico definitivo se establezca en el estudio necrépsico.®*!

1.2.2. Enfermedad Fungica Invasora por hongos levaduriformes:
Candidiasis Invasora en pacientes criticos y espectro clinico de
Candidiasis

Las micosis por hongos levaduriformes constituyen las infecciones flngicas mas
importantes en el ser humano. Los agentes etiolégicos son numerosos, siendo los mas
importantes Candida spp., Cryptococcus neoformans, Trichosporon spp. y Saccharomyces spp.

La Candidiasis Invasora (Cl) es la infeccidon levaduriforme mas importante, y ademas
constituye el 70-90% de todas las EFI.**** En las Gltimas décadas el nimero de personas con

riesgo de presentar Cl estd aumentando en muchos hospitales, y la incidencia global de
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candidemias también esta en aumento desde la década de 1980.** La candidemia es la cuarta
infeccion del torrente sanguineo més frecuente en EEUU, y a nivel europeo ocupa el octavo
lugar.®*® Otras levaduras como Cryptococcus han empezado a emerger en los Gltimos afios
particularmente en pacientes receptores de trasplante de 6rgano sélido.?*%*

Candida spp. puede producir infecciones que abarcan desde las formas leves como las
patologias mucocutaneas hasta formas severas como la Cl que puede comprometer virtualmente

cualquier 6rgano.**%

El término Candidiasis invasora, indica invasion de zonas corporales
normalmente estériles, y puede ocurrir por diseminacion hematogena (que puede 0 no estar
documentada como candidemia) o por contigiidad.®* La CI incluye formas focales como
sistémicas. La infeccion focal suele ser consecuencia de una diseminacién hematdgena aunque
puede desarrollarse por alteraciones locales de la anatomia o por la presencia de cuerpos
extrafios (sondas o protesis).®® Las formas focales incluyen infeccién del tracto urinario,
peritonitis, neumonia, mediastinitis, infeccion osteoarticular, candidiasis hepatoesplénica,
pericarditis, laringitis o pericarditis y manifestaciones mas severas como endocarditis, meningitis
0 endoftalmitis; las formas sistémicas son la candidemia y la candidiasis diseminada con
compromiso de 6rgano profundo.* La candidiasis diseminada se define como la invasion no-
contigua de multiples 6rganos por Candida especies, secundaria a candidemia.®

Las levaduras del género Candida son patogenos predominantes en los pacientes criticos y
constituyen la infeccién flngica mas frecuente en ellos.®*® En pacientes receptores de trasplante
de drgano soélido ingresados en la UCI, las infecciones por Candida spp. tambien constituyen la
primera causa de infeccién fangica.** La incidencia de Cl en la UCI, se encuentra en torno al
5%.>*" La presentaciones mas frecuentes de Cl en la UCI son candidemia (60-75%), peritonitis
(31%) y con menor frecuencia endoftalmitis (6%).>*" Se ha descrito un incremento en la

incidencia de 2.4 por 10,000 paciente-dia a 7.4 en sélo cuatro afios.”’ La mitad de las

candidemias hospitalarias se concentran en la UCI, y representan el 11% de todos los
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aislamientos de hemocultivos en la UCI.*** Aproximadamente 85% de CI son consideradas
nosocomiales y entre el 5-10% de los pacientes con Cl presentan bacteriemia asociada.?

La utilizacion profilactica o empirica de antifingicos azoélicos ha producido cambios
importantes en la incidencia de las candidiasis,™* a pesar del incremento de Cl la incidencia de
candidemia por Candida albicans esta disminuyendo, en contraposicion al incremento de
infeccién por Candida glabrata, Candida parapsilosis y Candida krusei.*** Especificamente en
las UCIs de Estados Unidos se observo que en un periodo de 10 afios la incidencia de
candidemia por C. albicans habia disminuido significativamente mientras que la incidencia de
candidemia por C. glabrata se habia incrementado.*® A pesar de que se ha asociado este cambio
a la generalizacion de profilaxis con fluconazol,** algunos autores han cuestionado el rol de este
farmaco en estos cambios.*’*® Este cambio, es importante debido a que la candidemia por
Candida no-albicans presenta una tasa de mortalidad 7 veces mayor que la candidemia por C.
albicans.”® A pesar de esto, C. albicans continua siendo la especie mas frecuentemente aislada,
responsable de mas de la mitad de candidemias, asi como del 50% de todos los aislamientos
fangicos, ademas, es el patdgeno més frecuentemente aislado en las muestras de orina.®*

Es importante tener en cuenta que Candida spp. puede estar colonizando hasta en el 75% de

los pacientes de UCI,**

esto probablemente se deba al uso frecuente de antibioticos de amplio
espectro y a la inmunoparalisis que pueden presentar estos pacientes (por ejemplo debido a
shock séptico o por el uso de inmunosupresores). La dificultad para diferenciar entre
colonizacion e infeccion, ha llevado a que muchos pacientes no sean tratados a pesar de
presentar Cl, y con mayor frecuencia, que muchos pacientes sean tratados de forma empirica, de
tal manera que se ha producido un incremento en el uso de drogas antifungicas, en el costo de
tratamiento y en el riesgo de emergencia de resistencias.®*

Candidiasis Invasora y especificamente candidemia, esta independientemente asociada a

aumento en la morbi-mortalidad y costos, especificamente en pacientes criticos adultos.* La Cl,
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por tanto, es una patologia con un importante impacto en la evolucion clinica de los pacientes
afectados, que se asocia a una estancia hospitalaria mas prolongada asi como a una alta tasa de

mortalidad, mayor al 45%."4"%3

1.2.3. Neumonia por Pneumocystis jirovecii en pacientes criticos

Pneumocystis jirovecii se manifiesta de dos formas en el ser humano, como colonizador de
las vias aéreas bajas en pacientes inmunocompetentes y produciendo Neumonia en pacientes
inmunocomprometidos. La tasa de mortalidad entre pacientes inmunocomprometidos es alta, por
lo cual el diagndstico temprano es de vital importancia.>*

Hasta hace algunos afios la neumonia por P. jirovecii estaba practicamente restringida a
pacientes con Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) pero con el desarrollo del
tratamiento antirretroviral esta patologia se torno poco frecuente en paises desarrollados,
persistiendo como un serio problemas en paises en vias en desarrollo en los cuales los pacientes

1.% En los Gltimos afios,

VIH positivos tienen dificultad para acceder al tratamiento antirretrovira
sin embargo, esta infeccion se ha incrementado en pacientes no VIH por el aumento de pacientes
en tratamiento inmunosupresor por neoplasias, trasplante de médula dsea, trasplante de 6rgano
s6lido o enfermedades autoinmunes.>

La incidencia de neumonia por P. jirovecii en pacientes de UCI es baja, aunque se ha
observado un leve incremento en los Gltimos afios como consecuencia de los cambios producidos
en esta poblacion.®?°%*# Debemos tener en cuenta que, aunque su incidencia ha disminuido, la

neumonia por P. jirovecii sigue siendo una patologia potencialmente presente entre pacientes

HIV positivos ingresados en la UCI.>®
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1.3. FACTORES DE RIESGO DE ENFERMEDAD FUNGICA INVASORA EN
PACIENTES CRITICOS

Debido a que los sintomas clinicos de EFI son inespecificos y de aparicion tardia, y que en
pacientes criticos la opcion de realizar procedimientos invasivos o técnicas radiolégicas mas
sensibles como Tomografia Axial Computarizada (TAC) o Resonancia Magnética (RM) es
limitada, es importante establecer cuales son los factores de riesgo para desarrollar EFI. De esta
manera se podra identificar a la subpoblacion més susceptible, que podria beneficiarse con el
tratamiento profiléctico o empirico antifingico.>”® Ademés, la estratificacion de los pacientes
de acuerdo al riesgo de EFI es necesaria cuando se validan pruebas diagndsticas, debido a que en
los grupos con alta prevalencia la eficacia de las pruebas mejora.**®

Se han establecido diferentes factores que incrementarian el riesgo de desarrollar EFI, como
la inmunosupresion, cirugia previa reciente, diabetes mellitus o malnutricién.?®® Un factor de
riesgo importante, frecuente en la UCI,* es el shock séptico en el que a una respuesta inicial
hiperinflamatoria seguiria una fase de inmunoparalisis relativa,®® que incrementaria el riesgo de
EFI. El uso de CVC, el uso previo de antibioticos o necesidad de ventilacién mecanica, también
se han descrito como factores de riesgo y estaria relacionado con el punto previo.>*

En el caso de Al, se han descrito subpoblaciones en la UCI con mayor riesgo de desarrollar
esta patologia: pacientes con EPOC, pacientes con cirrosis y pacientes en shock séptico en
tratamiento con corticoides.”® Algunos estudios pequefios de pacientes con Al y EPOC
demuestran que el desenlace fue siempre fatal.®® En el caso de fallo hepatico, se ha descrito que
los pacientes con cirrosis presentan una disminucion de la fagocitosis,® lo cual explicaria los
hallazgos de Ascah y cols.% quienes en una revision de la literatura encontraron que en 5 de 14
pacientes aparentemente inmunocompetentes, la Al estuvo asociada a cirrosis.®® En el caso de los
pacientes con shock séptico en tratamiento con corticoides, presentan dos tipos de

inmunosupresion que incrementarian el riesgo de EFI: la secundaria al uso de corticoides y la
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secundaria al shock séptico.®? Otros factores de riesgo para Al, ademas de los mencionados
como factores de riesgo comunes para el desarrollo de EFI, serian las infecciones virales, como
influenza o citomegalovirus.®
En un reciente articulo de revision, Meersseman y col.® proponen estratificar a la poblacion
de pacientes criticos en tres categorias de acuerdo a los factores de riesgo para el desarrollo de
Al que presenten. Esta propuesta, sin embargo, no estd avalada por un estudio prospectivo. A
continuacion se detalla la estratificacion propuesta:
- Categoria de Riesgo Alto
o Neutropenia (<500 neutréfilos/mm?)
o Neoplasia hematoldgica
o Trasplante alogénico de Médula Osea
- Categoria de Riesgo Intermedio
o Tratamiento prolongado con corticoesteroides previo a la admision en UCI
o Trasplante autélogo de Médula Osea
o Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica
o Cirrosis hepatica con una estancia en UCI mayor de 7 dias
o Cancer de d6rgano solido
o Infeccion por VIH
o Trasplante pulmonar
o Enfermedad sistémica que requiere tratamiento inmunosupresor
- Categoria de Riesgo Bajo
o Quemaduras severas
o Receptores de trasplante de otro érgano sélido (ej: corazon, rifién o higado)
o Tratamiento con corticoesteroides por siete dias 0 menos dias

o Estancia prolongada en UCI (mayor de 21 dias)
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o Malnutricion

o Paciente operado recientemente de cirugia cardiaca

En lo concerniente a Cl, en diversos estudios se han descrito factores de riesgo asociados al
desarrollo de Cl en la UCI, que incluyen factores del huésped y factores iatrogénicos, estos han
sido recopilados recientemente por Gléckner y Karthaus® y son los siguientes:

- Factores del huésped: neutropenia (especificamente > 10 dias), colonizacion por
Candida, pancreatitis necrotizante, perforacién gastrointestinal, insuficiencia renal
aguda, sepsis de etiologia bacteriana, neoplasia hematolégica, puntuacion alta del
Acute Physiology and Chronic Health Evaluation Il (APACHE 1), diabetes mellitus,
edad alta

- Factores iatrogénicos: tratamiento inmunosupresor (corticoesteroides), tratamiento
antibiotico de amplio espectro, nutricion parenteral total, CVC, nutricion parenteral,
cirugias mayores, dehiscencia de anastomosis gastrointestinal, quimioterapia
antineoplasica, hemodialisis.

En cuanto a las estrategias disefiadas para estratificar a los pacientes de UCI de acuerdo al
riesgo de desarrollar CI, Paphitou y cols.®’ disefiaron, a través de un estudio retrospectivo en una
cohorte con una incidencia de Cl de 11%, un modelo predictivo para definir los pacientes
criticos que se beneficiarian de la profilaxis antifingica. Determinaron que entre pacientes
criticos con 4 0 mas dias de estancia en UCI, con alguna combinacion de estos factores: Diabetes
mellitus, hemodialisis de novo, nutricion parenteral total o en tratamiento antibiético de amplio
espectro, el riesgo de Cl era significativamente alto.®’

Ledn y cols.®® en base a un estudio prospectivo, observacional, desarrollaron un modelo
denominado “Candida-score” para estratificar el riesgo de los pacientes no-neutropénicos de la

UCI de desarrollar Cl, y de esta manera definir que pacientes se beneficiarian del inicio precoz
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de tratamiento antifungico. En base a un modelo logistico se determind que los factores

asociados a mayor riesgo de infeccidn por Candida eran:

Cirugia durante su estadia en ICU

Nutricion parenteral,

Colonizacion por Candida multifocal

Sepsis severa

A cada uno de estos factores se le dio un valor de 1 excepto a sepsis severa que se le dio un
valor de 2, un “score” > 2.5 se asocié a una probabilidad 7.5 veces mayor de tener infeccién por
Candida. Se concluy6é que los pacientes con un “score” mayor de 2.5 se beneficiarian de iniciar
tratamiento antifingico.

Ostrosky-Zeichner y cols.®® desarrollaron un modelo clinico predictivo para el diagnéstico
temprano de CI en enfermos criticos ingresados en UCI por al menos cuatro dias. Los factores
que, combinados, conformaban el mejor modelo predictivo fueron: uso de antibioticos
sistémicos, presencia de CVC, nutricion parenteral total, cirugia mayor, pancreatitis, uso de
corticoesteroides y uso de inmunosupresores. Este modelo presentaba una sensibilidad de 34%,
especificidad de 90%, valor predictivo positivo (VPP) de 10% y valor predictivo negativo (VPN)
de 97%.% Se expondra en forma mas detallada de este modelo en la seccién de materiales y

métodos.

1.4. DIFICULTADES DIAGNOSTICAS DE LA ENFERMEDAD FUNGICA
INVASORA

El diagnodstico de las micosis invasoras se basa en la sospecha clinica y posterior

confirmacion con métodos microbioldgicos tradicionales, estudio anatomopatolégico y técnicas

69,70

de imagen, siendo el estudio histolégico y el cultivo, las pruebas de oro para el

diagnostico.”>"® Sin embargo, actualmente estas herramientas diagndsticas resultan poco
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efectivas para el diagndstico precoz de EFI.'***" A pesar del desarrollo de nuevas técnicas de
imagen en las Gltimas décadas o de nuevos antifingicos, no se ha podido disminuir la tasa de
mortalidad asociada a esta patologia,’’ ya que es frecuente que la infeccién no se diagnostique o
se diagnostica tardiamente y no responda al tratamiento antifungico.

A continuacién explicaremos las dificultades asociadas al diagndstico de EFI en paciente

criticos.

1.4.1. Cuadro Clinico inespecifico

En este tipo de pacientes criticos, la EFI no tiene un cuadro clinico especifico.®**° Los
pacientes con alto riesgo de desarrollar EFI, generalmente tienen una disminucion de la respuesta
inflamatoria, por lo cual cuando presentan signos o sintomas, la enfermedad se encuentra en
etapa avanzada.' Se ha evidenciado que los pacientes criticos no-neutropénicos suelen presentar
menos sintomas que los pacientes neutropénicos con EFI y es frecuente que presenten neumonia
intercurrente por otros microorganismos.”* Esto, en el caso de Al, asociado a la ventilacion
mecanica a la que se encuentran sometidos la mayoria de pacientes, dificulta la interpretacion de
signos clinicos.>™ En el caso de Cl, se ha descrito casos severos que evolucionan de forma
discreta, que el 20% de pacientes con candidemia no presentan signos de respuesta inflamatoria,

incluido fiebre, y solo el 50% de los pacientes presentan leucocitosis.*

1.4.2. Diagndstico microbioldgico tradicional.

El estudio microbiolégico, radiolégico y anatomopatoldgico, como se ha mencionado,

1.5970 gl

constituyen la piedra angular del diagnostico de EF rendimiento de las técnicas

microbioldgicas tradicionales (el cultivo y examen directo) depende tanto de la patologia clinica,

18



como del tipo de muestra utilizada para el estudio.” Son preferibles las muestras obtenidas por
técnicas asépticas, procedentes de zonas anatomicas estériles, mediante biopsia o aspiracion con
aguja y en casos concretos el liquido de lavado broncoalveolar (LBA).?® Sin embargo este
enfoque diagndstico, al ser mas agresivo, suele evitarse en los pacientes de la UCI debido a su
estado clinico critico, a que presentan alteraciones de la coagulacion, hipoxia, o porque se
encuentran hemodindmicamente inestables.”**"’

El VPP de los cultivos en el diagndstico de Al, en pacientes de la UCI, es bajo’, ademés se
ha descrito una baja sensibilidad (50-60%) y especificidad (20-70%).% Incluso los hemocultivos,
en el diagnéstico de Candidemia, también presentan baja sensibilidad (40-60%).%™ ElI
rendimiento diagndstico de los cultivos puede aumentar si enfocamos el diagndstico en pacientes
con riesgo de presentar EFI1,%*®! sin embargo la probabilidad de tener Al con un cultivo positivo,
incluso en una poblacién de riesgo intermedio como la de UCI, es baja de 8-28%."

En lineas generales el diagnostico microbioldgico tradicional basado en el cultivo es poco
rentable, presenta bajo rendimiento diagnéstico y baja especificidad.?> Ademés debemos tener
en cuenta que los resultados positivos suelen ser tardios en el curso clinico de la
enfermedad.”®®*® Por otro lado en muchas ocasiones resultados positivos no implican infeccién

fangica y pueden representar colonizacién o contaminacion.’23¢">8

1.4.3. Diagnostico anatomopatoldgico.

El estudio anatomopatolégico es, junto con el cultivo, la prueba de oro para el diagnéstico de
EFI**™. Sin embargo como hemos mencionado para el caso del diagnéstico microbiolégico
tradicional, el diagndstico se basa en el estudio de biopsias profundas.**"* Como se ha
mencionado, en los pacientes de UCI es dificil realizar estas biopsias debido a que su estado

clinico es critico, presentan alteraciones de la coagulacién, hipoxia, 0 se encuentran
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hemodindmicamente inestables, por este motivo el diagnostico anatomopatoldgico se limita a

casos especificos o al estudio post-mortem.”**"’

1.4.4. Diagnostico radiolégico

Debido a que el cuadro clinico de EFI es poco especifico, en pacientes con riesgo de EFl y
con un cuadro clinico compatible, el diagnostico de EFI debe incluir técnicas de imagenes
sensibles. Sin embargo el diagndstico radioldgico también presenta complicaciones. Por un lado
los pacientes criticos, en la mayoria de los casos se encuentran conectados a diferentes equipos
tanto de monitorizacién o de tratamiento, como ventilacion mecanica, técnicas de filtracion renal
o hepatica.®"® Esto impide que en el momento critico se les pueda realizar técnicas de imégenes
mas sensibles como TAC, o inclusive radiografias de buena calidad, ya que solo se pueden
realizar en el cuarto de UCI.?%

En los casos en que se pueden realizar las pruebas radioldgicas, nos enfrentamos a otras
dificultades. Para el diagnostico radioldgico se requiere que haya lesiones macroscopicas para
ser detectadas,®® por lo cual los signos suelen aparecer tardiamente en el curso de la
enfermedad.®®

En el caso de Al, los signos radioldgicos tipicos generalmente no estan presentes en los
pacientes no-neutropénicos de UCI, y en caso de estar presentes no son especificos,® por tanto en
pacientes criticos con Al se pueden encontrar diversos patrones radiolégicos no caracteristicos.?
Cornillet y cols.” describieron de forma retrospectiva los signos radioldgicos més frecuentes de
Al en 36 pacientes no-neutropénicos, estos fueron: nodulos (46%), areas de consolidacion

(38%), derrame pleural (33%), nodulos cavitados (25%) y radio-opacidad en vidrio deslustrado

(21%).™
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Estas diferencias y dificultades en el diagndstico se deben a que los pacientes criticos con
estancias prolongadas usualmente desarrollan infiltrados pulmonares, atelectasias o sindrome de
distrés respiratorio del adulto, y a que en muchas ocasiones presentan patologias pulmonares
subyacentes, que producen cavitaciones o patrones de fibrosis.®

El signo de halo, a pesar de presentarse fundamentalmente en pacientes onco-
hematolégicos,®” y tener, junto con el signo del aire creciente, baja sensibilidad (5-24%) en
pacientes no-neutropénicos,® se asocia a mejor tasa de respuesta satisfactoria global y mayor
tasa de supervivencia.*® Debido a que es un signo precoz y transitorio, en pacientes con sospecha
de Al es importante realizar una TAC de forma temprana.®”

En lo concerniente a las otras formas clinicas de EFI, no pulmonares, los signos observados

en TAC también suelen ser inespecificos o tardios.®’

1.4.5. Nuevas técnicas microbiologicas

Ante las dificultades diagndsticas que presenta el diagnostico de EFI, en los Gltimos afios se
han desarrollado nuevas técnicas microbioldgicas independientes de cultivo. Estas nuevas
técnicas, en las que destacan los marcadores fungicos, cobran importancia respecto a las técnicas
tradicionales que son poco sensibles, dan resultados positivos tardiamente y tienen, por tanto, un
impacto muy limitado en el diagnéstico y manejo de EFI.™

La pared celular de los hongos esta compuesta basicamente de polisacaridos y proteinas.
Entre los polisacaridos destacan la quitina, el glucano y el manano o galactomananos, estos son
componentes inmunogénicos que estimulan un gran numero de respuestas celulares y humorales
durante la infeccién.® Algunos como los B-glucanos y los mananos, o los anticuerpos dirigidos

contra ellos, son de utilidad para el diagnéstico de EFI.%
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Estos marcadores fungicos han sido utilizados como herramientas diagndsticas de cribado en
poblaciones hematolégicas en alto riesgo de EFL.* En la practica clinica, otra posibilidad, es
usar los marcadores como herramientas diagndsticas complementarias en pacientes con alto

riesgo de EFI y con un sindrome clinico compatible,'%°%3

0 para monitorizar la respuesta al
tratamiento antifiingico.'®

Existen pocos datos sobre el rendimiento de las nuevas técnicas microbioldgicas,
independientes del cultivo, en pacientes criticos. Aunque la deteccién de GM en suero seria una
prueba poco sensible, la deteccion de GM en liquido de LBA, como herramienta para establecer
el diagnéstico temprano de Al en pacientes criticos en riesgo, es una herramienta prometedora.”
En el caso de BG, existen pocos datos sobre el rendimiento de la técnica pacientes

criticos, 3102195

1.4.5.1. Galactomanano:

El galactomanano (GM) es un heteropolisacarido resistente al calor presente en la pared
celular de Aspergillus spp., Penicillium, Paecilomyces y Criptoccoccus.’®%" La molécula esta
formada por un ndcleo de manano no inmunogénico y cadenas laterales de unidades de
galactofuranosilo inmunoreactivas de longitud variable.'®® Estudios mas recientes indican que
GM es una familia de moléculas denominadas antigeno-galactofuranosa.’®® En los casos de Al
se libera GM, y debido a que es un carbohidrato hidrosoluble, puede detectarse en sangre,
liquido de LBA, liquido cefalorraquideo (LCR), liquido pleural, liquido pericardico, liquido
peritoneal, orina y, ademas en, biopsias profundas.’® Hasta el momento no se ha definido el
mecanismo de liberacion de antigeno por Aspergillus durante la infeccion, que factores
intervienen en su liberacién, ni en qué forma circula el antigeno en la sangre.’® Los estudios

realizados para determinar el rendimiento diagnéstico de esta prueba, se han centrado en la

22



deteccion de GM en sangre y LBA, y actualmente existe escasos estudios sobre la deteccidn de
GM en otro tipo de muestra.

En Europa la técnica se introdujo en 1997, y la FDA lo aprobd en Estados Unidos en el
2003. El ensayo estd comercializado como Platelia™ Aspergillus EIA (BioRad, Marnes-La-
Coquete, Francia) y se basa en una técnica de Inmunoenzimatica (ELISA en doble- sandwich),
que ha demostrado ser una herramienta eficaz en el diagnéstico precoz de Al en pacientes
hematoldgicos.”**%*! En pacientes en riesgo de desarrollar Al se recomienda determinaciones
seriadas en suero (técnica de cribado) dos veces a la semana.*****

La deteccion de GM dependera de su liberacién, que a la vez esta determinada por la fase de
crecimiento, el micro-ambiente de la lesion, el estado inmune y patologia de base del huésped.*?
Los niveles de GM estan relacionados con la carga fungica y puede utilizarse como marcador de
evolucidn clinica, ya que en pacientes tratados, los niveles persistentemente altos de GM estan
relacionados a respuesta clinica mala.**9"**#116

El punto de corte es una variable que debe determinarse en base a la relacion de la curva
ROC (Receiver Operating Characteristic) o Caracteristica operativa del receptor,**’ que establece
una relacion entre la especificidad y la sensibilidad, que a la vez esta influida por la prevalencia
de Al en la poblacion estudiada. El punto de corte aceptado actualmente por la FDA es 0,5

11
L8

ng/m mientras que en Europa se utiliza un valor de 0,7 en una Unica muestra o un indice

mayor 0,5 en dos muestras consecutivas, 10411118119

En las dltimas definiciones establecidas por la European Organization for Research and
Treatment of Cancer/Invasive Fungal Infections Cooperative Group and the National Institute of
Allergy and Infectious Diseases Mycoses Study Group (EORTC/MSG), un resultado positivo de

GM en suero, plasma, fluido de LBA y LCR se considera un criterio microbioldgico para el

diagndstico de Al probable o posible.™
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La deteccion de GM en suero en pacientes de UCI presenta una sensibilidad de 42%, de
acuerdo a un estudio prospectivo.*™ En un reciente estudio en pacientes de UCI con EPOC, los
valores de sensibilidad, especificidad, VPP y VPN se sitdan entre 57- 87%, 64-84%, 70-80% y
47-94%, dependiendo del momento en que se realiza la prueba.*® Debemos considerar que el
rendimiento diagndstico de esta prueba se ve comprometido por diversos factores que influyen
en el resultado, produciendo tanto resultados falsos positivos como falsos negativos.

Una limitacion de la deteccion de GM en suero, es el diagndstico en pacientes con infeccion
por Aspergillus restringida por ejemplo a las vias aéreas, como el caso de traqueobronquitis en
receptores de trasplante pulmonar o pacientes con SIDA, en los cuales la carga fangica en suero

es limitada'®

0 pacientes con enfermedad granulomatosa crdnica, en los cuales es frecuente la
formacion de abscesos.'” Para estos casos la determinacién de GM en otros fluidos es de gran
utilidad, aunque como se ha mencionado solo se ha incluido la deteccion en LBA o LCR entre
los criterios microbioldgicos establecidos por la EORTC/MSG.™ En el caso de la deteccién de

GM en fluido de LBA, la sensibilidad y especificidad de la prueba en pacientes criticos es alta

(>85%)."

1.4.5.2. (1->3)-B-D-Glucano:

(1>3)-B-D-glucano (BG) es el polisacarido estructural més importante de la pared celular
de la mayoria de hongos clinicamente importantes, con la excepcion de los zigomicetos y
representa el 50-60% del peso seco de esta estructura. Ademas esta presente en bacterias, algas y
la mayoria de plantas superiores.>**%*?? |a mayoria de los polimeros de glucano de los hongos
estdn compuestos de unidades de glucosa con uniones R-1,3 (65-90%), aunque también hay
glucanos con otro tipo de enlaces como: 8-1,6 (en Candida pero no en Aspergillus), 3-1,4, 0-1,3

y a-1,4. Al BG se unen covalentemente otros glucanos, la quitina o las manoprotefnas.®?? La
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inexistencia de BG en los tejidos de los mamiferos y la ausencia de glucanasas que lo eliminen,
permiten que esta molécula sea un buen marcador de infeccion fingica.*® Su presencia en la
sangre puede utilizarse como marcador panfingico para el diagndstico de EFI, incluyendo Cl,
EFI producida por otras especies de levaduras, Al, otras enfermedades invasoras por hongos
miceliales (excepto zigomicetos) y P. jirovecii.

La técnica para deteccion de BG fue introducida en Japén hace més de 20 afios. '
Actualmente existen cuatro pruebas comerciales para la deteccion de BG: FungiTec G,
Seikagaku Kogyo Corp., Tokyo, Japan; B-D-glucan Test Wako, Wako Pure Chemical Industries,
Tokyi, Japan; B-G Star, Maruha Corp., Tokyo, Japan; and Fungitell®, Associates of Cape Cod,
Falmouth, Mass. Todos ellos utilizan diferentes tipos de B-glucanos y diferentes especies de
cangrejo de herradura (Tachypleus tridentatus y Limulus polyphemus) como fuente de reactivo,
con diferentes valores de corte y reactividad diferente a p-glucano.’® En el afio 2004 la U.S.
Food and Drug Administration (FDA) aprob6 el uso de la prueba comercial Fungitell®, que
utiliza una técnica de ELISA para el diagnostico presuntivo de EFI. Esta es la prueba comercial
maés utilizada para la deteccion de BG en los ultimos afios. Un reciente estudio en el que se
comparé esta prueba con las otras 3 pruebas comerciales disponibles en Japon, concluyo que
Fungitell® era la prueba con mayor sensibilidad, sin embargo su especificidad era menor que la
de las pruebas Wako y Maruha'?®. Los valores de area bajo la curva (ABC) ROC de las cuatro
pruebas comerciales, sin embargo, no era significativamente diferentes.'?®

La prueba se realiza generalmente en suero. Se ha determinado que esta prueba seria
adecuada tanto para el diagndstico de EFI en pacientes con sospecha clinica (realizacion de la
prueba en forma puntual), asi como para el cribado de pacientes en riesgo de EFI, en los que se
recomiendan determinaciones seriadas 2 veces por semana.’*'%%'?*  Ademas, debido a que los
titulos de BG durante el tratamiento fangico se correlacionan con la respuesta clinica, puede

utilizarse como marcador de evolucién.”* El punto de corte varia de acuerdo a la prueba usada,
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para Fungitell® se ha establecido el punto de corte de > 80 pg/mL como resultado positivo.'” En
las Gltimas definiciones establecidas por la EORTC/MSG, un resultado positivo de BG se
considera un criterio microbioldgico para el diagnéstico de Al probable o posible.™

A pesar de que varios estudios han descrito que BG no seria una herramienta util para el

diagndstico de zigomicosis y criptococosis, %1%

en el caso de criptococosis recientemente se ha
demostrado que 25% de los pacientes con Criptococosis diseminada tendran un resultado
positivo de BG, esto se debe que a pesar de que la pared celular de Cryptococcus contiene BG,
solo una pequefia cantidad es liberado al torrente sanguineo.*

Al igual que la deteccion de GM en suero, la deteccion de BG en suero dependera de la
angioinvasion que pueda producir la infeccion. En el caso de aspergiloma pulmonar la liberacién
de BG, se produciria en la fase temprana de la infeccion: en esta fase es conocido que el hongo
no invade el tejido circundante ni el torrente sanguineo, por lo cual no seria detectable.**® En los
escaso estudios publicados, la sensibilidad y especificidad descrita para el diagndstico de ClI en
pacientes criticos se situa entre de 78-100% y 20-73%, respectivamente dependiendo del tipo de
poblacién estudiada.®*?"'?® Debemos de tener en cuenta que la deteccién de BG en suero
presenta importantes resultados falsos positivos y en mayor medida resultados falsos negativos
asociados a diferentes factores. Esto explicaria el bajo VPP de la prueba en contraste con el alto

VPN, descrito en diferentes estudios.***?*'*® No se han realizado estudios sobre el valor

diagnostico de la deteccion de BG en otro tipo de muestras.
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2. OJETIVOS
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2.1.  JUSTIFICACION

El diagndstico precoz de EFI en pacientes ingresados en la UCI, es primordial para la buena
evolucidn del paciente. Sin embargo la poca especificidad de la clinica, la dificultad de realizar e
interpretar técnicas radioldgicas, asi como el poco rendimiento diagndstico de las técnicas
microbioldgicas convencionales, conlleva al retraso del diagndstico.

En este contexto, el desarrollo de nuevas herramientas diagndsticas no invasoras
independientes del cultivo, como la deteccion de GM y BG, constituyen una opcion para el
diagnostico precoz de EFI. La validacion de estas técnicas en los enfermos criticos seria la base
para establecer un tratamiento adelantado o precoz, y de esta manera disminuir la
morbimortalidad asociada.****® Estas técnicas han mejorado el diagnéstico de EFI en pacientes
adultos  neutropénicos y  pacientes  receptores de  trasplante  de  células
hematopoyéticas.’" 9102124129 gin embargo existen pocos datos sobre su eficacia en pacientes de
Unidades de Cuidados Intensivos,#102105127
Por este motivo desarrollamos un estudio prospectivo para valorar clinicamente el

rendimiento diagnostico de las técnicas de determinacion de GM en liquido de LBA, y GM y BG

en suero, en una cohorte de pacientes criticos de la UCI con alto riesgo de desarrollar EFI.

2.2.  OBJETIVOS:

Determinar el rendimiento diagnodstico de la determinacion de Galactomanano y (1—3)-B-D-
glucano séricos en el diagnostico de Aspergilosis Invasora en pacientes criticos no
neutropénicos con alto riesgo de Aspergilosis Invasora.

Determinar el rendimiento diagnéstico de Galactomanano en liquido de LBA para el
diagnostico de Aspergilosis Invasora en pacientes criticos no neutropénicos con alto riesgo
de Aspergilosis Invasora.
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VI.

VII.

Comparar el rendimiento diagnéstico de Galactomanano en liquido de LBA respecto a
Galactomanano y (1—3)-B-D-glucano en suero para el diagnostico de Aspergilosis Invasora
en pacientes criticos no neutropénicos con alto riesgo de Aspergilosis Invasora.

Comparar el rendimiento diagnostico de los marcadores fungicos (Galactomanano y (1—3)-
B-D-glucano séricos, y Galactomanano en liquidos de lavado broncoalveolar), respecto al
cultivo de Aspergillus spp. en el diagnostico de Aspergilosis Invasora en pacientes criticos
no neutropénicos con alto riesgo de Aspergilosis Invasora.

Determinar el rendimiento diagnéstico de (1—3)-B-D-glucano para el diagnostico de
Enfermedad Fungica Invasora en pacientes criticos no neutropénicos con alto riesgo de
Enfermedad Fungica Invasora.

Determinar el rendimiento diagnéstico de (1—3)-B-D-glucano para el diagnostico de
Candidiasis Invasora en pacientes criticos no neutropénicos con alto riesgo de Candidiasis
Invasora.

Comparar ¢l rendimiento diagnéstico de (1—3)-p-D-glucano respecto al cultivo de Candida
spp. para el diagndstico de Candidiasis Invasora en pacientes criticos no neutropénicos con

alto riesgo de Enfermedad Fungica Invasora.
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3. MATERIAL Y METODOS
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3.1. AMBITO CLINICO EN EL QUE SE REALIZARON LOS ESTUDIOS

Los estudios se realizaron en el Hospital Universitario 12 de Octubre de Madrid,
perteneciente al &rea sanitaria 11 de la Comunidad de Madrid. Es un hospital terciario con 1.300
camas, que atiende a una poblacién de aproximadamente 600.000 habitantes. Dispone de cuatro
Unidades de Cuidados Intensivos de adultos: la UCI polivalente (médico-quirdrgica) con 14
camas, la Unidad de Atencion Coronaria con 19 camas, la UCI de Traumatologia y la UCI de
Cirugia Cardiaca, cada una de estas con 8 camas. EI nimero de admisiones anuales es de
aproximadamente 42.000 en el hospital y de 2. 350 en el total de las cuatro Unidades de

Cuidados intensivos.

3.2. PLANTEAMIENTO DEL TRABAJO

Se plantearon dos estudios prospectivos, ambos en pacientes admitidos en la UCI del
Hospital Universitario 12 de Octubre entre los afios 2008 y 2010. Sin embargo los criterios de
inclusiéon en cada estudio eran excluyentes entre si, es decir los pacientes solo podian estar
incluidos en uno de los estudios. Denominaremos en este trabajo a cada una de las poblaciones
como n® 1 o n° 2 tal como a continuacion se detalla.

- Poblacion n2 1: Estudio prospectivo diagnoéstico de Enfermedad

Fungica Invasora mediante la deteccion de galactomanano y (1—3)-
B-D-glucano séricos

Se realizd un estudio en un Unico centro hospitalario, prospectivo, observacional, para
evaluar y comparar la eficacia diagndstica de GM y BG en suero como herramientas
diagndsticas de EFI probada y probable en una cohorte de pacientes criticos no- neutropénicos

con alto riego de EFI.
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- Poblacion n® 2: Estudio prospectivo diagnodstico de Neumonia
Fungica mediante la deteccion de galactomanano en liquido de
lavado broncoalveolar comparado con galactomanano y (1—3)--D-
glucano séricos

Se realizd un estudio en un Unico centro hospitalario, prospectivo, observacional, para
evaluar y comparar la eficacia diagnéstica de GM en liquido de lavado broncoalveolar respecto a
GM y BG en suero en el diagnéstico de Neumonia Fungica, en una cohorte de pacientes criticos

de la UCI con neumonia y con alto riesgo de EFI.

Los dos estudios fueron aprobados por el Comité ético del Hospital Universitario 12 de

Octubre.

3.3. SELECCION Y CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES.

Se establecieron criterios de inclusién y exclusion para cada poblacion estudiada, los cuales
se detallaran mas adelante. Se recolectaron los datos demogréaficos de los pacientes a medida que
ingresaban en los estudios, y posteriormente se recolectaron los datos de antecedentes
patolégicos, cuadro clinico actual y evolucion clinica. Se incluyeron los datos pertinentes en una
base de datos desarrollada con el programa informatico SPSS 15.0. Para la recoleccion de los
datos clinicos, se contd con el apoyo del personal médico del Departamento de UCI, y de
Medicina Interna en el caso de que los pacientes fueran trasladados a este servicio después de su
estancia en UCI. Los pacientes incluidos en los estudios pertenecian a la UCI polivalente y la
UCI de Traumatologia.

Con el fin de analizar los resultados clinico-microbioldgicos, dividimos a los pacientes en

dos grupos, tal como se menciond anteriormente:
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- Poblacion n° 1: Enfermos criticos con alto riesgo de EFI con muestra de sangre
obtenida para la deteccion de marcadores fungicos (GM y BG) y muestras clinicas
para el estudio microbiologico tradicional, sin estudio de LBA (por no estar indicado
o por la imposibilidad de realizarlo).

- Poblacion n° 2: Enfermos criticos con alto riesgo de EFI con lavado broncoalveolar y
muestra de sangre obtenida sincronicamente (en el mismo dia), para poder comparar
los resultados del LBA (examen directo, cultivo y deteccion de GM) con los

resultados de deteccion de marcadores fungicos en sangre (GM y BG).

3.3.1. Caracteristicas de la poblacion n2 1

El personal médico de UCI solicitd estudio microbioldgico y realizacién de marcadores
fangicos segun criterios clinicos de sospecha de EFI y/o por situacion de riesgo, a los pacientes
ingresados entre los meses de junio del 2008 a Mayo del 2010, inclusive. Basicamente la
inclusion en este estudio descriptivo y prospectivo se hizo a demanda de los intensivistas. Se
incluyeron los pacientes con muestra de sangre solicitada para la determinacion de marcadores
fungicos (GM y BG).

Bésicamente se evidenciaron dos entidades infecciosas principales: Aspergilosis Invasora y
otras infecciones profundas por hongos filamentosos, y Candidiasis Invasora. Los criterios
utilizados para determinar que pacientes presentaban factores de riesgo y un sindrome clinico

compatible con estas entidades se detallan a continuacion.
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3.3.1.1. Pacientes en riesgo de Enfermedad Flingica Invasora causada
por hongos filamentosos

Los intensivistas consideraron riesgo de EFI causada por Aspergillus spp. u otros hongos
filamentosos (Fusarium, Scedosporium y Zigomicetos) si los pacientes presentaban un sindrome
clinico compatible con neumonia, enfermedad naso-sinusal, infeccion del SNC y/o infeccion de
tejido subcutaneo secundario a traumatismo. Asimismo los pacientes debian de presentar al

menos uno de estos factores de riesgo:

Neutropenia (< 500 neutréfilos/mm?®)

Enfermedad Pulmonar Crénica Obstructiva

Cirrosis

- VIH

Cancer de 6rgano solido en tratamiento con quimioterapia

Neoplasia hematoldgica

Receptor de trasplante de érgano sélido

Tratamiento con corticoesteroides o inmunosupresores de células T

Estancia prolongada en la UCI (>21 dias)

Malnutricién

Insuficiencia Renal con requerimiento de dialisis

Se definié neumonia como la presencia de al menos dos de los siguientes criterios:

Fiebre

Alteraciones del intercambio gaseoso

Infiltrados pulmonares

Disnea
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La enfermedad naso-sinusal se definié como la presencia de sinusitis de acuerdo a técnicas
radioldgicas (Radiografia o TAC) y al menos uno de los siguientes tres signos:

- Dolor localizado

- Ulceracién nasal necrosada (escara negra)

- Extension de la lesidn a través de las barreras 6seas

La enfermedad del SNC se definié como la presencia de al menos uno de los siguientes
signos en técnicas de imagen radioldgicas:

- Lesion focalizada

- Realce radioldgico meningeo

3.3.1.2. Pacientes en riesgo de Candidiasis Invasora

Para determinar que pacientes estaban en riesgo de desarrollar CI, los intensivistas se
basaron en un modelo predictivo de riesgo descrito por Ostrosky-Zeichner y cols.?® Este modelo
permite la identificacion de pacientes en riesgo de Cl a partir de su cuarto dia de estancia en la
misma. Los criterios que debian cumplir los pacientes para determinar que estaban en riesgo de
desarrollar CI se detallan a continuacion. Entre paréntesis se especifica el periodo de exposicién
a dichos factores de riesgo, teniendo en cuenta el dia de ingreso en UCI.

- Al menos uno de los siguientes:

o Antibidticos sistémicos (dias 1 a 3) 0

o Presencia de catéter venoso central (dias 1 a 3)
- Y al menos dos de los siguientes:

o Nutricion parenteral total (dias 1 a 3)

o Dialisis (dias 1 a 3)

o Pancreatitis (dias -7 a 0)
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o Uso de esteroides (dias -7 a 3)
o Uso de agentes inmunosupresores (dias -7 a 0)
o Cirugia mayor (dias -7 a 0)

Los pacientes en riesgo de Cl ademas requerian presentar un sindrome clinico compatible, es
decir: la presencia de signos y sintomas compatibles con sepsis y/o anormalidades radiolédgicas
compatibles con absceso peritoneal.

Se definid sepsis como un sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SRIS) asociado a
infeccidn. Para establecer el diagnostico de SRIS, los pacientes debian presentar dos 0 mas de las

siguientes alteraciones:

Temperatura corporal mayor de 38°C 6 menor de 36°C.

Frecuencia cardiaca mayor de 90 latidos por minuto.

Frecuencia respiratoria superior a 20 por minuto 6 PaCO2 menor de 32 mmHg.

Recuento de leucocitos mayor de 12.000 por mm3 6 menor a 4.000 por mm3 6 maés de

10% de formas inmaduras.

3.3.2. Caracteristicas de la poblacion n® 2

El personal médico de UCI solicitd estudio microbioldgico y realizacién de marcadores
fangicos segun criterios clinicos de sospecha de EFI y/o por situacion de riesgo, en los pacientes
ingresados entre los meses de junio del 2008 a Febrero del 2010, inclusive. Béasicamente la
inclusion en este estudio descriptivo y prospectivo se hizo a demanda de los intensivistas. Se
incluyeron los pacientes criticos con un sindrome clinico compatible con neumonia, que
tuvieran liquido de LBA (para realizacion de examen directo, cultivo y GM) y muestra de sangre

(para determinacion de GM y BG), obtenidos sincronicamente (el mismo dia). Los criterios
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utilizados para determinar que pacientes presentaban factores de riesgo y un sindrome clinico
compatible se detallan a continuacion.

El sindrome clinico compatible con neumonia se definié como la presencia de al menos dos
de los siguientes criterios:

Fiebre

Empeoramiento del intercambio gaseoso

Infiltrados pulmonares

Disnea

Se considerd que un paciente presentaba factores de riesgo para EFI si presentaba al menos
uno de los siguientes factores:

- Cirrosis

- VIH

- Cancer de 6rgano sélido en tratamiento con quimioterapia

- Neoplasia hematoldgica

- Tratamiento con esteroides o inmunosupresores de células T

- Receptor de trasplante de 6rgano solido

3.4. MANEJO CLINICO Y SEGUIMIENTO DE LOS PACIENTES

El manejo clinico de los pacientes asi como, el inicio del tratamiento antifingico y
antibiotico se realiz6 de acuerdo a los criterios clinicos de los intensivistas y a las
recomendaciones de los protocolos clinicos actuales. De la misma manera la decision de repetir
pruebas para la deteccion de marcadores séricos (GM y BG) se realizd a demanda de los

intensivistas, y no se basé en ningun protocolo.

37



3.5. DEFINICIONES

3.5.1. Definicion de Enfermedad Fungica Invasora

El diagnéstico de Enfermedad Fungica Invasora se realizd en base a las definiciones
establecidas por la EORTC/MSG.”™ A pesar de que estas definiciones han sido descritas para
pacientes inmunosuprimidos con cancer y pacientes receptores de trasplante de precursores
hematopoyéticos, en la actualidad son las mas ampliamente aceptadas, incluso para pacientes no
neutropénicos.”

Estas definiciones asignan 3 niveles de probabilidad de diagnostico de EFI: posible,
probable y probada. La clasificacion se realiza de acuerdo ha: factores del huésped, criterios
micoldgicos Y criterios clinicos. En el analisis de nuestros resultados solo consideramos como
EFI los casos definidos como probada y probable.

La definicion de EFI probada no requiere cumplir criterios de factores del huésped o
criterios clinicos.”" A continuacion se detallan los criterios especificos para definir EFI probada.

Se define EFI probada por hongos miceliales como la presencia de uno de los siguientes
criterios:

- Presencia histo/citopatologica o por examen directo de hifas tabicadas en una muestra
procedente de aspiracion con aguja o biopsia, con evidencia de dafio tisular asociado.

- Cultivo positivo de hongo micelial procedente de una muestra (obtenida por
procedimiento estéril) de una localizacion habitualmente estéril con datos clinicos o
radiologicos compatibles con un proceso infeccioso (excluyendo el lavado
broncoalveolar, muestras de senos paranasales y orina).

- Hemocultivo positivo para hongo micelial (el crecimiento de Aspergillus spp.

invariablemente representa contaminacion).
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Se define EFI probada por levaduras como la presencia de uno de los siguientes criterios:

- Presencia histo/citopatoldgica o por examen directo de levaduras en una muestra
procedente de aspiracion con aguja o biopsia de una localizacién habitualmente estéril
(excluyendo membranas mucosas).

- Cultivo positivo de levaduras procedente de una muestra obtenida por procedimiento
estéril (incluyendo drenajes colocados recientemente: < 24horas) de una localizacion
habitualmente estéril con datos clinicos o radioldgicos compatibles con un proceso
infeccioso.

- Hemocultivo positivo con levaduras u hongos levaduriformes.

Se define EFI probable (tanto para hongos miceliales como levaduras) como la presencia de

al menos un criterio de la categoria de factores del huésped, un criterio micolégico y un criterio

clinico; en relacion temporal con el episodio y compatible con los hallazgos micoldgicos,

excluyendo etiologias alternativas.” A continuacion se especifican los criterios utilizados en esta

definicion:

- Factores del huésped:

o Historia reciente de neutropenia en relacién temporal con el comienzo de la
enfermedad fangica (<500 neutréfilos/mm? durante més de 10 dias).

o Receptor de trasplante alogénico.

o Uso prolongado de corticoesteroides (excluyendo pacientes con aspergilosis
broncopulmonar alérgica) con una dosis minima de 0.3 mg/kg/dia de prednisona
(o equivalente) durante més de tres semanas.

o Tratamiento con otros inmunosupresores de células T, como ciclosporina, anti-
TNF, anticuerpos especificos monoclonales, como alentuzumab, o andlogos de

nucleodsidos en los 90 dias previos.
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o Inmunodeficiencia hereditaria grave (como enfermedad granulomatosa cronica o
inmunodeficiencia grave asociada).
- Criterios micologicos:
o Pruebas directas: citologia, examen directo o cultivo:
= Presencia de hongos miceliales en esputo, lavado broncoalveolar, cepillado
bronquial o aspirado de senos paranasales, puesto de manifiesto por uno
de los siguientes hechos:
e Observacion de elementos fangicos compatibles con hongo
filamentoso.
e Cultivo positivo de hongo micelial.
o Pruebas indirectas (deteccion de antigeno o constituyente de la pared celular):
= Aspergilosis:
e Deteccion de GM en plasma, suero, lavado broncoalveolar o
liquido cefalorraquideo.
= EFI (excluyendo zigomicosis y criptococosis)
e Deteccion de BG en suero.
- Criterios clinicos:
o Infeccion fungica de vias respiratorias inferiores: definido como la presencia de,
al menos, uno de los siguientes signos en TAC:
= Lesiones densas, bien circunscritas, con o sin signo del halo.
= Signo del aire creciente (o signo de la media luna).
= Cavidades.
o Traqueobronquitis:  visualizacion ~ por  broncoscopio  de  ulceracion

traqueobronquial, nddulo, pseudomembrana, placa o cicatriz.

40



o Infeccion rinosinusal: evidencia radioldgica de sinusitis con, al menos, uno de los
siguientes signos:
= Dolor localizado agudo (incluyendo dolor irradiado al 0jo).
= Ulceracion nasal necrosada (escara negra).
= Extension ésea por contiguidad (incluyendo afectacion orbitaria) desde los
senos paranasales.
o Infeccion del SNC: presencia de, al menos, uno de los siguientes signos:
= Lesiones focales con técnicas de imagen.

= Evidencia radioldgica de realce meningeo (por TAC 0 RM).

En el caso de los pacientes con Al, se consideraron imagenes radiol6gicas compatibles con
esta patologia, las descritas previamente por Greene y cols. y Cornillet y cols.”*®. En el caso de
los pacientes con Cl, se requirio para el diagnostico que los hemocultivo positivos para Candida
spp. obtenidos a través de CVC tuviera muestras positivas simultaneas de hemocultivos tomados
ya fuera a través de catéter arterial o por venopuncién periférica.***

Para el anélisis de ambos estudios, se excluyeron los criterios diagnosticos microbioldgicos

basados en los marcadores: GM en liquido de LBA, y GM y BG en suero.

3.5.2. Definicion de Neumonia por Pneumocystis jirovecii

Para establecer el diagnostico de neumonia por P. jirovecii, los pacientes debian tener una
tincién microscépica positiva con anticuerpos monoclonales (Monofluo™; BioRad Laboratories,
Marnes La Coquette, Francia) en muestras de LBA. Ademas debian presentar al menos cuatro
de los siguientes criterios:

- Infiltrado Intersticial bilateral

41



- Hipoxia

- Fiebre

- Disnea

- Tos

- Lactato Deshidrogenasa > 230 U/L
- CD4+ <200 células/mm®

- Respuesta apropiada a tratamiento especifico de neumonia por P. jirovecii

3.6. METODOS DIAGNOSTICOS

3.6.1. Diagnéstico Broncoscopico con Lavado Broncoalveolar

Los intensivitas solicitaron fibrobroncoscopia diagnostica cuando los determinaron
clinicamente necesario y fue posible su realizacion. Durante este procedimiento se realizo el
LBA eligiendo el area de muestra de acuerdo a la localizacion del infiltrado o consolidacion
pulmonar, evaluado previamente mediante TAC torécico o radiografia de torax. Se instilo 100 a
150 mL de suero salino al 0.9%. Se obtuvo biopsias siempre que fue posible.

Las muestras de liquido de LBA fueron procesadas en el laboratorio de microbiologia,
previa centrifugacion de la muestra. El sedimento se proceso para:

- Examen directo con hidroxido de potasio 20% y dimetil sulfoxido al 40%

- Tincion de Gram

- Tincion de Ziehl

- Tincion con anticuerpos monoclonales para P. jirovecii

- Cultivo para bacterias, hongos, micobacterias y virus
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El sobrenadante del liquido de LBA se utilizd para determinar los niveles de GM. Se
almacend el sobrenadante a 4°C hasta la determinacién de GM, realizada dos veces por semana

en el laboratorio de microbiologia.

3.6.2. Técnicas microbioldgicas tradicionales para el diagndstico de
Enfermedad Fungica Invasora

Todas las muestras provenientes de zonas anatdmicamente estériles (excepto LCR) vy las
muestras de secreciones respiratorias, fueron sembradas en dos placas de Sabouraud-
cloranfenicol y en dos placas de BHI (Brain- heart infusion), las cuales fueron incubadas a 30° C
y 37° C. Las muestras de LCR se sembraron en dos tubos de Sabouraud-cloranfenicol y se
incubaron a 37°C. Las muestras superficiales para evaluar colonizacion por Candida se
sembraron en una placa de Sabouraud-cloranfenicol y se incubaron a 37°C. El tiempo de
incubacion se determind en base al tipo de muestra. Las muestras de exudado faringeo, orina o
muestras superficiales de piel se incubaron 2 dias, las secreciones respiratorias 3 dias, las puntas
de catéter, las muestras corneales u exudados 5 dias, las muestras provenientes de drenajes 7
dias, las muestras de liquidos organicos 10 dias, excepto las muestras de LCR que se incubaron
15 dias y las muestras de médula 6sea o biopsias 20 dias. EI crecimiento fungico fue identificado
segiin los procedimientos habituales.’***** Todos los aislamientos de Candida fueron
identificados a nivel de especie usando el API ID 32C (bioMérieux, Marcy, I'Etoile, Francia) y
posteriormente se determind su sensibilidad a antifungicos con el sistema colorimétrico
Sensititre YeastOne® (TREK Diagnostic Systems, Cleveland, Ohio).

En caso de obtenerse hemocultivos, estos fueron incubados durante cinco dias en el sistema
automatico BacT/ALERT 3D (bioMeérieux, Marcy, I'Etoile, Francia). EI crecimiento fangico fue

identificado tal como se ha descrito previamente.
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3.6.3. Estrategias microbioldgicas para la utilizacion de procedimientos
diagnosticos independientes del cultivo

La determinacion de GM en suero y GM en LBA, se realizd dos veces por semana (martes y
viernes), en la seccion de Micologia del Servicio de Microbiologia del Hospital Universitario 12
de Octubre. En todas las muestras de suero en las que se realizd la determinacion de GM, se
realiz6 ademas la determinacion de BG en el laboratorio del Profesor Ponton en el Departamento
de Inmunologia, Microbiologia y Parasitologia, de la Facultad de Medicina y Odontologia, de la
Universidad del Pais Vasco (Lejona, Vizcaya, Espafia), dos veces por semana (martes y viernes).

Para la realizacion de este estudio, todas las muestras de sangre de los pacientes que
cumplian los criterios de inclusion, fueron centrifugadas y el suero obtenido fue dividido en 3
alicuotas en tubos estériles. La primera alicuota de suero fue almacenada a 4°C, hasta su
procesamiento para deteccién de GM. La segunda alicuota de suero fue almacenada a 4°C y
enviada diariamente al laboratorio del Profesor Ponton para la determinacion de los niveles de
BG. La tercera alicuota fue congelada a -70°C en nuestro laboratorio, y se guardo para utilizarla
en caso de tener algin problema con las primeras dos alicuotas. Entre la recepcion de las
muestras en el servicio de Microbiologia y la determinacion de los marcadores fungicos
transcurrian entre cero y un maximo de cuatro dias.

Las muestras de liquido de LBA fueron procesadas tal como se ha mencionado
anteriormente y, al igual que las muestras de suero, fueron almacenadas a 4°C hasta su
procesamiento.

- Poblacion n° 1: en caso de que los pacientes tuvieran méas de una determinacién de GM o
BG en suero, solo se analizaron los resultados de la primera muestra enviada.
Posteriormente se decidié realizar el andlisis por muestras teniendo en cuenta todas las
determinaciones disponibles de los pacientes de la cohorte. Las muestras en todos los casos

fueron solicitadas por intensivistas de acuerdo a su criterio clinico.
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- Poblacion n° 2: se requeria que la determinacion de GM y BG en suero y la determinacion de
GM en liquido de LBA se hubieran realizado el mismo dia. Para esto a los pacientes a los
que se le realizaba LBA, con un sindrome clinico de neumonia y factores de riesgo para EFI,
se les solicitaban una muestra de suero el mismo dia del LBA para determinar niveles de

GMy BG.

3.6.4. Determinacion de Galactomanano

3.6.4.1. Descripcion de la prueba

Para la deteccién de GM, tanto en suero como en LBA, se utilizd la prueba comercial
Platelia™ Aspergillus EIA (BioRad Laboratories, Marnes La Coquette, Francia). Es una prueba
basada en una determinacion inmunoenzimatica en doble sandwich en microplaca, que utiliza el
anticuerpo monoclonal EB-A2 como captor y detector de GM. EB-A2 es un anticuerpo
monoclonal proveniente de ratas, que reconoce las cadenas laterales de [-1-5-D-
galactofurandsido de las moléculas de GM. Los residuos galactofurandsidos se encuentran
presentes también en glicoproteinas fingicas como fosfolipasa C y fitasa. %

Los anticuerpos monoclonales se utilizan para, en primer lugar, recubrir los pocillos de la
microplaca y unirse al antigeno GM de la muestra, y en segundo lugar, para detectar el antigeno
unido a la microplaca sensibilizada. Para el enlace de los anticuerpos se requieren cuatro 0 mas
antigenos, por tanto en la prueba de EIA el anticuerpo se une a mdultiples antigenos
inmunoreactivos de una (nica molécula de GM.® Este es un punto determinante en la
rentabilidad es esta prueba, ya que moléculas de GM con menor nimero de antigenos no podréan
ser detectas.

Otro punto importante en esta técnica, es el pre-tratamiento al que se somete la muestra para

disociar los complejos inmunes y precipitar las proteinas de la muestra que podrian bloquear el
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enlace de GM a EB-A2. Sin embargo en este paso, los residuos galactofurandsidos pueden ser
degradados por el &cido edético utilizado para este pre-tratamiento, lo que disminuiria la

sensibilidad de la prueba.™? El limite de deteccién de esta prueba es de 0,5 — 1 ng/mL.**

3.6.4.2. Descripcion de la técnica de galactomanano Platelia™
Aspergillus

La técnica de deteccion de GM se realizd con el analizador semiautomatico Behring ELISA
processor Il (Dade Behiring, Marburg, Alemania) con el cual se realiz6 ademas la medicion de
la densidad optica (DO). EI primer paso de la prueba consiste en someter a las muestras a calor
en presencia de EDTA. Una vez tratadas se afiaden, junto con el conjugado (anticuerpos
monoclonales asociados a peroxidasa) a los pocillos de la microplaca recubiertos con anticuerpos
monoclonales y posteriormente se incuba. En presencia de antigeno GM se forma el complejo
anticuerpo monoclonal-antigeno- anticuerpo monoclonal/peroxidasa.

Posteriormente se realiza el lavado de los pocillos y se afiade la solucion sustrato, que
reaccionara con la peroxidasa de los complejos antigeno/anticuerpo formados para dar un color
azul. Se afnade luego un &cido que detiene la reaccion enzimética y cambia el color azul por
amarillo. La absorbancia de las muestras y controles se determina con un espectrofotometro

configurado para leer la longitud de onda a 450 nm. (Filtro de referencia 620 nm.).

3.6.4.3. Analisis de los resultados de galactomanano

La prueba utiliza un control negativo, uno positivo y dos controles de valor de corte. Los
resultados se determinaron en base al promedio de la densidad Optica de los pocillos de control

del valor de corte. Se calculé un valor indice para cada suero examinado (IDO= indice de
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Densidad Optica), dividiendo la DO de cada muestra entre el promedio de la DO de los controles
de valor de corte. Se considero un resultado positivo en las pruebas de GM en suero si el valor
del indice fue > 0.5, en el caso de GM en liquido de LBA se considero un resultado positivo si el
valor del indice fue > 1.0. La prueba se realizd dos veces a la semana. Los resultados de la

prueba fueron informados a los intensivistas.

3.6.5. Determinacion de (1->3)-B-D-Glucano

3.6.5.1. Descripcion de la prueba

Para la determinacién de BG se utilizé la prueba comercial Fungitell® antes denominada
Glucatell® (Associates of Cape Cod Inc, Falmouth, MA, USA). Esta prueba se basa en la
capacidad del (1—3)-p-D-glucano de activar la cascada de coagulacién de los amebocitos
derivados de la hemolinfa del cangrejo herradura americano (Limulus polyphemus). Tal como se
puede observar en la figura 1 (pagina 48), las endotoxinas inducen la formacién del codgulo a
través del Factor C (la pro-enzima proteasa de serina), esta pro-enzima convierte la enzima pro-
coagulante inactiva en enzima coagulante activa de la cascada de coagulacién del cangrejo de
herradura. De igual manera el BG induce la formacién de coagulo de manera independiente al
factor C a través de otra via con una segunda pro-enzima proteasa de serina denominada factor
G. La base de esta prueba es la deteccion de la actividad de la enzima pro-coagulante con un
ensayo turbidimétrico o cromogénico como en el caso de Fungitell, donde la enzima coagulante
escinde el sustrato cromogénico Boc-Leu-Gly-Arg-p-nitroanilido, creando un cromoforo que se

absorbe a 405 nm. %1%’
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Figura 1:

Endotoxinas (LPS) + Ca**

Feckr C. S— ;2%?;(1% L (1-3)- Glucanas
Factor B L Factor B Factor G
Activado Actade N Factor G
Enzima

Procoagulante s —  Enzima Coagulante

Coagul6geno =i Coagulina (ge/

La prueba presenta un limite de deteccion de 1 pg/mL. Este valor esta determinado en parte
por dos cuestiones técnicas. En primer lugar debemos considerar que el plasma humano contiene
una serie de proteasas de serina e inhibidores de proteasas de serina que deben eliminarse con un
pre-tratamiento, en la prueba de Fungitell esto se realiza con un método reactivo alcalino.*® Este
paso ademas convierte glucanos de triple-hélice en glucanos de hebra simple, que presentan
mayor reactividad con el factor G. Otro paso clave en la prueba, que se realiza en el pre-
tratamiento, es la eliminacion de endotoxinas del lisado de Limulus que pudieran activar la
cascada de coagulacién. Esto se realiza en la prueba Fungitell, afiadiendo factor C. Este paso
ademas aumenta la especificidad del ensayo, al remover activadores de proteasas de serina no

especificos presentes en el suero humano.?

3.6.5.2. Descripcion de la técnica de (1->3)-B-D- glucano: Fungitell®

La prueba se llevo a cabo de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. La prueba de
Fungitell® incluye la realizacién de una curva de calibraciéon con controles estandar a

concentraciones conocidas de un BG derivado de un glucano de Basidiomycetes spp. Las
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muestras de suero se descongelaron a temperatura ambiente, y se procesaron por duplicado. Las
muestras fueron pre-tratadas con un reactivo alcalino compuesto por KOH 0,125M y KCI 0,6 M
e incubadas a 37°. A continuacion se dispensaron las muestras control, el control negativo, y los
sueros a analizar en una microplaca, se afiadio a todos los pocillos el reactivo derivado del lisado
de amebocitos del L. polyphemus y el buffer de reconstitucion pyrosol. La microplaca se coloco
en la cadmara precalentada a 37°C, de un lector de microplacas (modelo ELx808, BIO-TEK
Instruments, Inc.; Winooski, VT, USA), registrandose el incremento en absorbancia a 405 nm
(filtro de referencia 490 nm) a intervalos de 30 segundos durante 40 minutos. Se calcul6 la tasa
media del cambio de la densidad 6ptica (unidades de mili-absorbancia por minuto) para cada uno
de los pocillos, con ayuda del programa de software KC4 (BIO-TEK Instruments, Inc.). Se

calculé la concentracion de BG en suero por comparacion con la recta de calibracion.

3.6.5.3. Anadlisis de los resultados de de (1->3)--D-glucano

La concentracion de BG se determiné comparando la tasa media del cambio de la densidad
Optica (unidades de mili-absorbancia por minuto) para cada uno de los pocillos, con ayuda del
programa de software KC4 (BIO-TEK Instruments, Inc.). Se calcul6 la concentracién de BG en
suero por comparacién con la recta de calibracion de los controles con concentraciones estandar.

La prueba se realizd por duplicado en todas las muestras. Los datos de los pocillos
duplicados con més de un 20% de desviacion respecto a la media no se tuvieron en cuenta, y
posteriormente se repitio el ensayo de aquellos sueros con datos no homogéneos. Los resultados
no se mostraron a los médicos adjuntos de la UCI. Se considero un resultado positivo en las

pruebas de BG en suero si el valor fue > 80.0 pg/mL.
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3.7. ANALISIS ESTADISTICO

Para la descripcién de las variables cuantificables se utilizé la media, mediana, desviacién
estandar (DE), rango y rango intercuartil (RQ); y en el caso de las variables categoricas se
utilizé la frecuencia de distribucion.

Las variables continuas se compararon con la prueba de Mann-Whitney U-test. Se
calcularon los parametros diagnosticos mas relevantes de las pruebas diagnosticas evaluadas: la
sensibilidad, especificidad, VPP, VPN, el cociente de probabilidad positiva (CPP), el cociente de
probabilidad negativa (CPN) y la eficiencia.

Los puntos de corte éptimos para GM y BG fueron determinados de acuerdo a curvas ROC,
consecuentemente los puntos de corte elegidos fueron aquellos que presentaban los mejores
parametros diagndsticos para nuestra poblacién. Se analiz6 el ABC para determinar el poder
discriminatorio de las pruebas diagnoésticas evaluadas. La comparacion de las ABC se realizo
utilizando el método de Hanley y McNeil.**

Se considerd que una prueba presentaba un rendimiento diagndstico superior a otra, si existia

una diferencia estadisticamente significativa en el valor del ABC.

Todas las estimaciones se realizaron utilizando un intervalo de confianza (IC) de 95%.
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4. RESULTADOS
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4.1.  ESTUDIO PROSPECTIVO DIAGNOSTICO DE ENFERMEDAD
FUNGICA INVASORA MEDIANTE LA DETECCCION DE
GALACTOMANANO Y (1—3)-B-D-GLUCANO SERICOS

4.1.1. Caracteristicas de los pacientes de la poblacion N2 1:

Durante el periodo de estudio correspondiente a 24 meses (entre Junio del 2008 y Mayo del
2010) 965 pacientes fueron admitidos en la UCI. De estos 149 (15.4%) presentaron un sindrome
clinico compatible y factores de riesgo para EFI, y 98 (10.2%) cumplian los criterios de inclusion
(23 pacientes con EFI y 75 pacientes control sin evidencia de EFI). Se excluyeron 51 pacientes a

los que se les realiz6 estudio de fibrobroncoscopia y lavado broncoalveolar.

Los casos de EFI correspondian a:

- Aspergilosis Invasora Probada: 4 pacientes
- Aspergilosis Invasora Probable: 7 pacientes
- Candidiasis Invasora Probada: 9 pacientes

- Infeccion mixta de Candidiasis Invasora Probada y Aspergilosis Invasora Probable: 1

paciente
- Zigomicosis Probada: 1 paciente

- Enfermedad mixta por hongos miceliales (Scedosporium apiospermum, Rhizopus

arrhizus, Fusarium solani): 1 paciente

La prevalencia global de EFI en esta cohorte de pacientes fue de 23.4% (10.2% de EFI
causada por hongos miceliales y 13.2% de EFI causada por Candida spp.).
En las tablas 1 y 2 (paginas 53 y 54) podemos observar las caracteristicas demograficas y

clinicas de estos pacientes, agrupados de acuerdo al Sindrome de ingreso, asi como la
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distribucién de diagndsticos de EFI en cada grupo. Los sindromes de ingreso mas prevalentes
fueron neumonia severa con shock séptico (52.0%) y shock séptico de origen abdominal o

urolégico (34.6%).
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Tabla 1: Caracteristicas de 98 pacientes criticos en riesgo de Enfermedad Fungica Invasora

Sindrome  Edad Sexo APACHE SAPSII RTOS Estancia SFMO Mortalidad Mortalidad Estancia hospi- Mortalidad

alingreso  Promedio (mascu- Il Promedio enUCI, N (%) enpacientes total en talaria posterior  hospitalaria

en UCI afios lino/ fe- promedio  (x DE) mediana con SFMO UCI (%) a UCl, posterior a

N° (%) (rango) menino) (x DE) dias N (%) promedio dias estancia en
(rango) (rango) UCI, N (%)

Grupo1*  60.9 ] 11 18 ] 1 (1.96)

51 (52.0)13 (21-83) 31/20 24.7 (71.2) 526 (13.2) 5 (1-79) (35.2) 14 (77.7) 26 (50.9) 11 (0-59)

Grupo 2 64.4 f 17.25 14

34 (346)  (22-89) 22/12  49.7(20.7) 269(123) 5 (1-61) (412) 12 (85.7) 15 (44.1) 13 (0-176) 5 (14.7)

Grupo 3° 443 58.66 29.33 37 1

3 (3.1) @32-61) O (11.05) (8.96) s 36-58) (33.3) 1 (100) 2B, v v

Grupo4® 565 o 19 1 )

10 (10.2) (39-78) 6/4 17.8 (2.0) 38.8 (9.5) 1 (5-42) (10) 1 (100) 2 (20) 7 (0-236) 1(10)

UCI= Unidad de Cuidados Intensivos, APACHE II= Acute Physiology and Chronic Health Evaluation Il, SAPS Il = Simplified Acute
Physiology Score II, RTOS= Receptores de Trasplante de Organo Sélido, SFMO = Sindrome de Fallo Multi-Organico
% Neumonia grave con shock séptico; b Shock séptico Abdominal/ Urolégico y meningoencefalitis (n=1), fascitis (n=1), flebitis (n=1) y
celulitis (n=1) con shock séptico; ¢ Politraumatismo grave; ® Este grupo inclufa pacientes con patologias diversas: 4 pacientes presentaban
patologia del Sistema Nervioso Central: Epilepsia (n=3), Hemorragia Subaracnoidea (n=1); 2 pacientes con crisis miasténica; 2 pacientes
con cirugia vascular mayor; 1 paciente con infarto agudo de miocardio, 1 paciente con Angina de Ludwig; °Trasplante renal (n=5);
Mrasplante renal (n= 3), trasplante hepético (n=2); ®Trasplante hepético (n= 1)

54



Tabla 2: Enfermedad Fungica Invasora en 98 pacientes criticos con riesgo

Grupo Al Al Cl Cl Probaday Al Zigomicosis  Enfermedad Probada No EFI TOTAL
Probada Probable Probada Probable Probada mixta por hongos N (%) N
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) filamentosos,® N (%0)
Grupo 1° 0(0.0) 4 (7.8) 2(3.9) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 45 (88.2) 51
Grupo 2° 3(8.8) 3(8.8) 6 (17.6) 1(2.94) 0 (0.0) 0 (0.0) 21 (61.8) 34
Grupo 3° 0(0.0) 0 (0.0 0 (0.0) 0 (0.0) 1(33.3) 1(33.3) 1(33.3) 3
Grupo 4° 1(10.0) 0(0.0) 1(10.0)0 0(0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 8 (80.0) 10
Numero total 4 7 9 1 1 1 75 98

Al=Aspergilosis Invasora, Cl= Candidiasis Invasora, EFI= Enfermedad Fungica Invasora

#Neumonia grave con shock séptico
® Shock séptico abdominal/ uroldgico y meningoencefalitis (n=1), fascitis (n=1), flebitis (n=1) y celulitis (n=1) con shock septico

¢ Politraumatismo grave

9Pacientes con otra patologia clinica: 4 pacientes con enfermedad del Sistema Nervioso Central; epilepsia (n=3), hemorragia subaracnoidea
(n=1); 2 pacientes con crisis miasténica; 2 pacientes con cirugia mayor vascular; 1 paciente con infarto agudo de miocardio, 1 paciente con

angina de Ludwig

¢S. apiospermum, R. arrhizus, F. solani
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En la tabla 3 (pé&gina 56) se detallan las caracteristicas demogréficas, clinicas y
microbioldgicas y los factores de riesgo de EFI, de los pacientes incluidos en el estudio,
agrupados de acuerdo al diagnostico de EFI. El indice promedio de severidad de enfermedad al
ingreso a la UCI medido con el sistema SAPS Il (Simplified Acute Physiology Score I1) y con
el sistema APACHE Il (Acute Physiology and Chronic Health Evaluation) de los 23 pacientes
con EFI fue de 53.8 (rango 15-93) y 27.1 (rango 12-57) respectivamente, y para el grupo
control fue de 49.9 (rango 12-83) y 24.4 (rango 8-42), respectivamente.

El 80.61% (79) de los pacientes incluidos presentaban al menos un factor de riesgo de EFI,
de estos 26 pacientes (26.53%) presentaban dos factores de riesgo definidos, 16 (16.32%)
presentaban tres y 8 (8.1%) presentaban cuatro o mas. En la tabla 3 (pagina 56) se puede
observar que 21 pacientes (21.42%) de los pacientes fueron tratados con corticoesteroides, 18
(18.36%) con agentes inmunosupresores, 4 pacientes (4.08%) presentaban neutropenia y cinco
(5.1%) pacientes eran VIH positivo. La mortalidad en la UCI en el grupo con EFI fue
significativamente mayor al compararla con el grupo control: 19/23 (82.6%) y 33/75 (44%),
respectivamente (p=0.0012).

La tasa de necropsias entre la poblacion estudiada fue de 9/52 (17.3%). Se obtuvieron
biopsias profundas en 29 de 98 pacientes (29.59%).

Las caracteristicas de los 23 pacientes con EFI estan detalladas en la tabla 4 (pagina 58).
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Tabla 3: Caracteristicas de pacientes criticos con riesgo de Enfermedad Fungica Invasora

Pacientes Al Al Cl Zigo Enfermedad No EFI TOTAL
Probada Probable® Probada® Probada filamentosa (n=75) (n=98)
(n=4) (n=8) (n=10) (n=1) mixta (n=1)
Ventilacion mecénica 12.5 16.37 14.4 0 59 13.87 16.92
promedio de dias
Antibiéticos 4/2 8/1 10/2 1/0 1/1 74/11 97/17
sistémicos/CVC
Insuficiencia Renal 2 (50) 3(37.5) 4 (40) 1(100) 1(100) 12 (16) 23
Aguda con TPER (23.46)
(%)
Corticoesteroides” 2 (50) 6 (75.0) 3 (30) 0 0 11 21
(%) (14.6) (21.42)
Neutropenia (%) 0 2 (25.0) 1(10) 0 0 2 (2.6) 4 (4.08)
Agentes 0 3 (37.5) 4 (40) 0 0 12 (16) 18
inmunosupresores (18.36)
(%)
NPT (%) 2 (50) 1(12.5) 4 (40) 0 0 9(12) 15
(15.30)
Cirugia mayor (%) 2 (50) 2 (25) 7 (70) 1 (100) 1 (100) 18(24) 31
(31.63)
Enfermedad Onco- 0 1(12.5) 1(10) 0 0 4(53) 6(6.12)
hematologica (%6)
TCM autélogo (%) O 0 0 0 0 1(1.33) 1(1.02)
No hematolégica
EPOC (%) 1(25) 4 (50) 1(10) 0 0 13 19
(17.3) (19.38)
TOS (%) 0 1(12.5) 2 (20) 0 0 9(12) 11
(11.22)
VIH (%) 0 0 0 0 0 5(6.66) 5(5.10)
Cirrosis (%) 1(25) 0 1(10) 0 0 9 (12) 11
(11.22)
Enfermedad 1(25) 0 0 0 0 7(93) 8(8.16)
Sistémica (%)
Cancer de 6rgano 1 (25) 2 (25) 4 (40) 0 0 12 (16) 19
solido (%) (19.38)
Insuficiencia Renal 1 (25) 2 (25) 2 (20) 0 0 12 (16) 16
Crénica (%) (16.32)
Pancreatitis (%) 0 0 1(10) 0 0 5 (6.6) 6 (6.12)
Criterios Clinicos
Noédulos 3 6 0 0 0 3 12
pulmonares
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Pacientes Al Al Cl Zigo Enfermedad No EFI TOTAL
Probada Probable® Probada® Probada filamentosa (n=75) (n=98)
(n=4) (n=8) (n=10) (n=1) mixta (n=1)
Consolidacion 1 2 1 0 0 20 23
Abscesos 0 0 3 0 0 2 5
abdominales
Cultivo positivo 4/0 8/1 1/10 0/0 0/0 6/0 18/10
Aspergillus /
Candida (zona
estéril)
Estructuras 4 0 0 1 1 0 6
fungicas en
biopsias o
necropsias
GM en suero, 2.50 1.32 0.40 0.1 0.115 0.25 0.423
promedio (rango) (0.155- (0.122- (0.059- (0.032- (0.032-
4.39) 4.56) 2.5) 7.06) 7.06)
BG en suero 1513 2399.7 1655.8 29 535 178.09  501.82
pg/mL, promedio  (639- (24.34- (18.36- (16- (16-
(rango) 1747) 8009) 7836) 2625) 7836)

Al= Aspergilosis Invasora; Cl= Candidiasis Invasora; Zigo= Zigomicosis; EFl= Enfermedad
Fungica Invasora; CVC= Catéter venosos central; TPER=Técnicas de purificacion Extra-Renal,
NPT= Nutricion Parenteral Total; TCM= Trasplante de células madre; EPOC= Enfermedad

pulmonar obstructiva crénica; TOS= Trasplante de oOrgano s6lido;

Inmunodeficiencia Humana; GM= galactomanano; BG= (1—3) f-D-glucano

%Incluye un paciente con CI probada y Al probable; "Dosis minima de 0.3 mg/kg/dia de

prednisona o equivalente por > 3 semanas; ° Un paciente con signo del halo
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Tabla 4: Resumen de las caracteristicas de los pacientes con Enfermedad Fingica Invasora probada y probable (n=23)

Edad/ Factoresdel Organo  EFI Imagen Sitio de Microscopia/  Total N° de Nivel mas Tratamiento  Evolu- DI
% g Sexo = huésped? afectado Radioldgica aislamien-  Cultivo muestra  muestras alto de BG cion ucl/
= o todela de suero  positivas (pg/mL) Hospi-
S2 < especie BG/GM IGM en tal
N flngica suero
1 78/ F 69 Corticoides, Pulmoén Al Nodulo AT Negativo / 2 2/1 155.5/0.624  Anfotericina Falle- 35/35
IRA, CIR, Probable  pulmonar A. terreus, Liposomal cio en
TPER A. flavus, UClI
A. fumigatus
5 59/M 58 IRA, CVC Pulmén Al Na6dulo AT Negativo / 2 212 3525/4.56 Voriconazol Falle- 6/17
TPER Probable  pulmonar A. fumigatus cio en
UCl
10 39/F 47  Cirrosis, Pulmén, Al Nodulo AT, Positivo/ 2 2/2 2218/ 5.029  Voriconazol Falle- 6/18
Corticoides, Cerebro  Probada  pulmonar Biopsia A. fumigatus cio en
CVC, cavitado; pulmonar ucCl
Enfermedad Lesiones
Sistémica cerebrales
hipodensas
11 75/ F 82 IRA, EPOC, Pulmén Al No6dulo AT, Positivo/ 2 2/2 639/ 3.709 Anfotericina Falle- 11/15
NPT, TPER, Probada  pulmonar Necropsia:  A. fumigatus Liposomal cioen
Corticoides cavitado Al UCl
12 70/M 85 EPOC,IRC, Pulmon Al Nodulo AT Negativo/ A. 2 2/2 226/ 0.855 Voriconazol, Falle- 8/8
Neutropenia, Probable  pulmonar fumigatus Caspofungina  cio en
LLC, UClI
Corticoides,
TIS, TPER,
37  78/M 51 EPOC, COS, Pulmén Al No6dulo AT Negativo/ 2 2/1 8009/1.196 Anfotericina Falle- 8/30
IRA, TPER, Probable  pulmonar A. fumigatus Liposomal cio en
Corticoides UCl
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Edad/ Factoresdel Organo  EFI Imagen Sitio de Microscopia/  Total N° de Nivel mas Tratamiento  Evolu- DI
% g Sexo = huésped? afectado Radiolégica aislamien-  cultivo muestra  muestras alto de BG cién ucl/
= e to de la de suero  positivas (pg/mL) Hospi-
S2 g especie BG/GM IGM en tal
fungica SUero
51 8l/F 50 Corticoides, Pulmén Al No6dulo AT Negativo/ 1 1/0 372/0.122 Voriconazol Falle- 61/63
CIR, IRA Probable  pulmonar A. fumigatus cio en
UCl
52 T71/F 53 IRA, COS, Pulmén Al Consolidacion AT, Positivo/ 1 11 1448/2.093 Caspofungina, Falle- 13/28
CIR, NPT, Probada Necropsia:  A. fumigatus Anfotericina cio en
TPER Al Liposomal ucCl
55  59/M 55 IRC, RTxR, Pulmén, Al Consolidacion,  AT; Negativo/ 8 3/3 6550/9.501 Voriconazol, Falle- 10/37
Corticoides,  Seno Probable  Ocupacién Sangre A. fumigatus, Anfotericina cio en
TIS, NPT, Esfe- Cl parcial de seno A. terreus, A. Liposomal UCl
TPER, noidal Probada  esfenoidal niger (AT);
Neutropenia C. glabrata
(sangre)
56  89/F 60 IRC, CIR, Pulmédn Al Nodulo AT, Positivo/ 1 1/0 1747/ 0.155  Anfotericina Falle- 21/21
CvC Probada  pulmonar, signo  Necropsia:  A. fumigatus Liposomal cio en
del halo Al UCl
63  64/M 52 EPOC, COS, Pulmén Al No6dulo AT Positivo/ 2 1/0 14349/0.465 Anfotericina Falle- 2/10
TIS Probable  pulmonar A. fumigatus Liposomal cio en
ucCl
66  40/M 58 CIR, IRA, Cuero EFI - Biopsiade Positivo/ S. 5 5/0 535/ 0.115 Anfotericina Falle- 58/58
CVC, TPER, cabellu-  Probada cuero apiospermum, Liposomal, cioen
Politrauma do cabelludo R. arrhizus, Voriconazol ucCl
F. solani
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Edad/ Factoresdel Organo  EFI Imagen Sitio de Microscopia/  Total N° de Nivel mas Tratamiento  Evolu- DI
£ g Sexo — huésped® afectado Radioldgica aislamien-  cultivo muestra  muestras alto de BG cion ucl/
= %) tode la de suero positivas  (pg/mL) Hospi-
S22 % especie BG/GM /GMen tal
9 flngica suero
67 68/M 34 EPOC, Pulmén Al Consolidacion AT Negativo/ 2 2/0 1274.5/ Voriconazol Falle- 17/32
Corticoides Probable A. fumigatus, 0.166 cio en
A. lentulus UClI
93 61/M 70 CIR, IRA, Pierna Zigomi- - Biopsiade  Positivo/ 1 1/0 291/0.1 Anfotericina Falle- 37/37
Politrauma, cosis herida de Mucor spp. Liposomal cio en
TPER Probada pierna ucCl
94  68/F 38 COS, CIR, Sangre, Cl Absceso intra- Pus Positivo/ 2 0/0 75.88/0.133  Anidula- Sobre-  5/70
NPT, IRA, Abdo- Probada  abdominal abdominal, C. albicans, fungina Vivio
TPER men Sangre C. glabrata
(sangre, pus)
9% 71/M 52 COS, CIR, Sangre, Cl Absceso intra- Sangre Negativo/ 3 31 1363.9/0.766  Anidula- Falle- 21/25
IRA, TPER  Abdo- Probada  abdominal C. albicans fungina cioen
men UCl
129 59/M 52 COS, TIS Pleura Cl - Liquido Positivo/ 1 1/0 86/ 0.207 Fluconazol Falle- 9/10
Probada pleural C. albicans cio en
ucCl
132 47/M 48 IRC, RTxR, Abdo- Cl Hemoperitoneo  Pus Positivo/ 2 2/0 12474/0.142  Caspofungina, Sobre-  17/89
Corticoides, men Probada abdominal  C. albicans Anidula- Vivio
TIS, fungina
Pancreatitis,
CIR, TPER
149 73/M 93 EPOC, CIR, Sangre Cl - Sangre, Negativo/ 2 2/0 293.66/ Caspofungina, Falle- 7146
Linfoma B, Probada catéter C. albicans, 0.571 Anfotericina cio
IRA, C. glabrata Liposomal fuera
Corticoides, (Sangre, de UCI
NPT, TPER catéter)
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Edad/ Factores del Organo EFI Imagen Sitio de Microscopia/  Total N° de Nivel mas Tratamiento  Evolu- DI

% g Sexo — huésped® afectado Radiologica aislamien-  cultivo muestra  muestras alto de BG cién ucl/
= %) todela de suero  positivas  (pg/mL) Hospi-
S2 % especie BG/GM /GMen tal
N fingica suero
160 65/M 55 Cirrosis, Abdomen, CI Absceso intra- Pus Negativo/ 1 1/0 1565/0.487 Anidula- Falle- 28/28
COS, CIR, Sangre Probada  abdominal Abdomi- C. albicans fungina, cio en
IRA, CVC, nal, Sangre  (sangre, pus) Fluconazol ucCl
TPER
166 32/F 13 NPT, CIR Sangre Cl Absceso Sangre Negativo/ 1 0/0 69.81/0.059  Anfotericina Sobre-  15/38
Probada  peritoneal y C. glabrata Liposomal vivio
absceso peri-
rectal
168 78/M 57 NPT, CIR Sangre Cl - Sangre Negativo/ 1 1/0 120.16/ Fluconazol Falle- 37/37
Probada C. albicans 0.102 cio en
ucCl
171 65/F 46 CVC Sangre Cl - Sangre Negativo/ 1 0/0 22.41/0.075  Caspofungina  Sobre-  14/65
Probada C. albicans Vivio

SAPS II= Simplified Acute Physiology Score II; EFI= Enfermedad Fungica Invasora; BG= (1—3)-B-D-glucano; GM= galactomanano; DI= dias
de ingreso; UCI= Unidad de Cuidados Intensivos; IRA=Insuficiencia renal aguda; CIR=Cirugia; TPER= Técnicas de purificacién extra-renal;
Al= Aspergilosis Invasora; AT= Aspirado traqueal; CVC= Catéter venoso central; EPOC= Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica;
NPT=Nutricion Parenteral Total; IRC=Insuficiencia Renal Cronica; LLC= Leucemia Linfocitica Cronica; TIS= Tratamiento Inmunosupresor;
COS= Cancer de 6rgano solido; RTxR=Receptor de Trasplante Renal; Cl= Candidiasis Invasora *Todos los pacientes fueron tratados con
antibioticos sistémicos
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Se incluyeron en este estudio descriptivo 98 pacientes, con un total de 130 muestras
serologicas. La distribucién de muestras de acuerdo al diagndstico micoldgico es como se
muestra a continuacion:

- Pacientes del grupo control: 88 muestras

- Pacientes con Aspergilosis Invasora Probada: 6 muestras

- Pacientes con Aspergilosis Invasora Probable: 13 muestras

- Pacientes con Candidiasis Invasora Probada: 14 muestras

- Pacientes con Infeccion mixta de Candidiasis Invasora Probada y Aspergilosis Invasora

Probable: 3 muestras
- Paciente con Zigomicosis Probada: 1 muestra
- Paciente con Enfermedad mixta por hongos miceliales (Scedosporium apiospermum,

Rhizopus arrhizus, Fusarium solani): 5 muestras

4.1.2. Pacientes en riesgo de Aspergilosis Invasora

4.1.2.1. Niveles de galactomanano sérico

El rendimiento diagndstico dado por el ABC de GM en suero en todos los casos de Al fue
0.873 (IC 95%: 0.75-0.99) y en los casos de Al probada fue de 0.862 (IC 95%: 0.63-1.00) tal
como se muestra en las figuras 2 y 3 (paginas 64 y 65).

Las caracteristicas clinicas y microbiologicas de los pacientes con Aspergilosis (probada y
probable) se muestran en la tabla 3 (pagina 56). En esta tabla se muestran los valores de media y
rango de GM tanto de los casos (agrupados de acuerdo al diagnostico de EFI), como de los
controles. La mediana de GM entre los pacientes con Al probada fue de 2.901 (RQ: 1.799-4.225)
y entre los pacientes con Al probable fue de 0.687 (RQ: 0.332-1.525). En el grupo control (en el

cual incluimos para este andlisis los pacientes con Cl y los pacientes con zigomicosis Yy
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enfermedad por hongo miceliales: Scedosporium apiospermum, Rhizopus arrhizus, Fusarium
solani) la mediana fue de 0.136 (RQ: 0.099-0.196; media: 0.246; rango: 0.032-7.066). La media
de los niveles GM de los dos pacientes control neutropénicos no fue estadisticamente diferente
que la media para los 84 pacientes control no neutropénicos: 0.288 (DE: 0.27, RQ: 0.09-0.48) y

0.245 (DE: 0.76, RQ: 0.10-0.19), respectivamente (p=0.937).

Figura 2: Area bajo la curva ROC de galactomanano y (1—3)-B-D-glucano en suero en

el diagnostico de Aspergilosis Invasora Probada: analisis por paciente
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Figura 3: Area bajo la curva ROC de galactomanano y (1—3)-B-D-glucano en suero en

el diagndstico de Aspergilosis Invasora Probada y Probable: analisis por paciente
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La tabla 5 (pagina 65) muestra el rendimiento de GM en el diagnostico de todos los casos de
Al (probada y probable) y Al probada utilizando diferentes puntos de corte. En nuestra poblacion
el mejor rendimiento diagndéstico para todos los casos de Al (probada y probable), se obtuvo
utilizando un punto de corte > 0.5. Cuatro pacientes con Al (n° 51, 56, 63 y 67, tabla 4, pagina
58) presentaron valores de GM en suero < 0.5. Tres de ellos habian sido tratados previamente de
forma empirica: uno de ellos con Caspofungina y Anfotericina B liposomal y los otros dos con
Voriconazol. Por otro lado, tres pacientes (n° 4,8 y 101) del grupo control, presentaron valores de
GM > 0.5: uno habia sido tratado con piperacilina/tazobactam, y en los otros dos pacientes no se

identificaron posibles causas de falsa reactividad para GM.
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Tabla 5 Rendimiento diagnostico de la determinacién de galactomanano sérico en pacientes con Aspergilosis Invasora

Punto de

corte

Sensibilidad %o
(1C 95%)

Especificidad %
(1C 95%)

VPP %
(1C 95%)

VPN %
(1C 95%)

CPP
(1C 95%)

CPN
(IC 95%)

Eficiencia

(%)

Al Probada

>0.4

v

0.5

v

0.8

>2.0

>3.5

75.00 ( 20.06- 100.0)
75.00 (20.06- 100.0)
75.00 (20.06-100.00)
75.00 (20.06-100.00)

50.00 (0.00-100.00)

Al Probada + Al Probable

>0.4

75.00 (46.33-100.00)
66.67 (35.83-97.51)
58.33 (26.27-90.39)

41.67 (9.61-73.73)

86.17 (78.66-93.68)
91.49 (85.32-97.66)
95.74 (91.13-100.00)
96.81 (92.72-100.00)

97.87 (94.42-100.00)

91.86 (85.50-98.22)
97.67 (93.91-100.0)
98.84 (95.99-100.0)

98.84 (95.99-100.00)

18.75 (0.00-41.00)
27.27 (0.00- 58.14)
42.86 (0.00-86.66)
50.00 (1.66-98.34)

50.00 (0.00-100.00)

56.25 (28.82-83.68)
80.00 (50.21-100.0)
87.50 (58.33-100.0)

83.33 (45.18-100.0)

98.78 (95.80- 100.00)
98.85 (96.04-100.00)
98.90 (96.21-100.00)
98.91 (96.25-100.00)

97.87 (94.42-100.00)

96.34 ( 91.67-100.0)
95.45 ( 90.53-100.0)
94.44 (89.16-99.73)

92.39 (86.43-98.35)

5.42 (2.54- 11.57)
8.81 (3.69-21.07)
17.63 (5.79-53.66)
23.50 (6.74-81.93)

23.50 (4.36-126.76)

9.21 (4.22-20.13)
28.67 (6.88-119.43)
50.17 (6.75-373.06)

35.83 (4.57-281.25)

0.29 (0.05-1.59)
0.27 (0.05-1.49)
0.26 (0.05-1.43)
0.26 (0.05-1.41)

0.51 (0.19-1.36)

0.27 (0.10-0.73)
0.34 (0.15-0.76)
0.42 (0.22-0.82)

0.59 (0.37-0.95)

85.71

90.82

94.90

95.92

95.92

89.80

93.88

93.88

91.84

IC= Intervalo de Confianza; VPP= Valor predictivo positivo; VPN= Valor predictivo negativo; CPP= Cociente de probabilidad positiva; CPN=

Cociente de probabilidad negativa; Al= Aspergilosis Invasora
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4.1.2.2. Niveles de (1->3)-B-D-glucano sérico

El rendimiento diagnostico dado por el ABC de BG en suero en todos los casos de Al
(probada y probable) fue de 0.856 (IC 95%: 0.714-0.998), y en los casos de Al probada fue de
0.928 (IC 95%: 0.874-0.982), tal como se muestra en las figuras 2 y 3 (paginas 63 y 64). En la
tabla 3 (pagina 56) se muestran los valores de media y rango de BG tanto de los casos
(agrupados de acuerdo al diagnéstico de EFI), como de los controles. La mediana de BG entre
los pacientes con Al probada fue de 1588 pg/mL (RQ: 841.25-1724.36 pg/mL) y entre los
pacientes con Al probable fue de 1662.2 pg/mL (RQ: 146.03-4873.50 pg/mL). La mediana de
los valores de BG en el grupo control (grupo de pacientes sin EFI, en el cual incluimos para este
analisis el paciente con zigomicosis) fue 61.26 pg /mL (RQ: 40.52-132.98 pg/mL; media: 179.6
pg /mL; rango: 16-2625 pg/mL). La media de los valores de BG de los dos pacientes control
neutropénicos no fue estadisticamente diferente del valor medio de BG de los 74 pacientes
control no neutropénicos: 630.2 pg /mL (DE: 846.34; RQ: 31.69-1128.6 pg/mL) y 167.4 pg /mL
(DE: 369.04; RQ: 40.52-132.98 pg/mL), respectivamente (p=0.719).

La tabla 6 (pagina 67) muestra el rendimiento de BG para el diagndstico de Al probada y Al
(probada y probable) utilizando diferentes valores de punto de corte. En nuestra poblacion el
mejor rendimiento diagnéstico de esta prueba para todos los casos de Al (probada y probable) se

obtuvo utilizando un punto de corte > 80 pg/mL.
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Tabla 6: Rendimiento diagnostico de la determinacion de (1-3)-B-D-glucano sérico

Especificidad %
(1C 95%)

VPP %
(IC 95%)

VPN %
(IC 95%)

CPP
(IC 95%)

CPN
(IC 95%)

Eficiencia
(%)

Punto de Sensibilidad %
corte (1C 95%)

Al Probada

>70 100.0 (87.50-100.00)

>80 100.0 (87.50-100.00)

> 120 100.0 (87.50-100.0)

>150 100.0 ( 87.50-100.0)

Al Probada + Al Probable

>70 91.67 (71.86-100.00)
>80 91.67 (71.86-100.00)
>120 83.33 (58.08-100.00)

> 150 83.33 (58.08-100.00)
Cl Probada

>70 70.00 (36.60-100.00)
>80 70.00 (36.60-100.00)
> 120 60.00 (24.64-95.36)
>150 40.00 (4.64-75.36)
Todas las EFI

>70 81.82 (63.43-100.00)
> 80 81.82 (63.43-100.00)
>120 72.73 (51.84-93.61)

> 150 63.64 (41.26-86.01)

50.00 (39.36- 60.64)
58.51 (48.02-69.00)
64.89 (54.71-75.07)
71.28 (61.60-80.96)

53.49 (42.37-64.61)
62.79 (51.99-73.59)
68.60 (58.21-78.99)
75.58 (65.92-85.24)

50.00 (38.98-61.02)
59.09 (48.25-69.93)
64.77 (54.22-75.32)
69.32 (59.11-79.52)

56.58 (44.78-68.38)
67.11 (55.88-78.33)
72.37 (61.66-83.08)
77.63 (67.60-87.66)

7.84 (0.00-16.20)
9.30 (0.00-19.15)
10.81 (0.00-22.17)
12.90 (0.00-26.32)

21.57 (9.30-33.84)
25.58 (11.38-39.79)
27.03 (11.37-42.69)
32.26 (14.19-50.33)

13.73 (3.30-24.15)
16.28 (4.08-28.48)
16.22 (2.99-29.44)
12.90 (0.00-26.32)

35.29 (21.20-49.39)
41.86 (25.95-57.77)
43.24 (25.93-60.56)
45.16 (26.03-64.29)

100.0 (98.94-100.00)
100.0 (99.09-100.0)
100.0 ( 99.18-100.0)
100.0 (99.25-100.0)

97.87 (92.68-100.00)
98.18 (93.74-100.00)
96.72 (91.43-100.00)
97.01 (92.19-100.00)

93.62 (85.56-100.00)
94.55 (87.63-100.00)
93.44 (86.41-100.00)
91.04 (83.46-98.63)

91.49 (82.45-100.00)
92.73 (84.95-100.00)
90.16 (81.87-98.46)
88.06 (79.55-96.57)

2.00 (1.63-2.45)
2.41 (1.90-3.06)
2.85 (2.16-3.75)
3.48 (2.53-4.79)

1.97 (1.48-2.62)
2.46 (1.78-3.40)
2.65 (1.78-3.97)
3.41 (2.18-5.35)

1.40 (0.89-2.21)
1.71 (1.06-2.76)
1.70 (0.95-3.04)
1.30 (0.57-2.96)

1.88 (1.36-2.60)
2.49 (1.71-3.63)
2.63 (1.69-4.11)
2.84 (1.68-4.81)

0.16 (0.02-1.03)
0.13 (0.02-0.87)
0.24 (0.07-0.87)
0.22 (0.06-0.79)

0.60 (0.23-1.58)
0.51 (0.19-1.33)
0.62 (0.28-1.34)
0.87 (0.51-1.46)

0.32 (0.13-0.80)
0.27 (0.11-0.67)
0.38 (0.19-0.76)
0.47 (0.27-0.82)

52.04
60.20
66.33
72.45

58.16
66.33
70.41
76.53

52.04
60.20
64.29
66.33

62.24
70.41
72.45
74.49

IC= Intervalo de Confianza; VPP= Valor predictivo positivo; VPN= Valor predictivo negativo; CPP= Cociente de probabilidad positiva; CPN=
Cociente de probabilidad negativa; Al= Aspergilosis Invasora; Cl= Candidiasis Invasora; EFI=Enfermedad Fungica Invasora
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Un paciente con Al (n°63, tabla 4, pagina 58) presentaba en la muestra inicial valores de BG
< 80 pg/mL, aunque posteriormente presento valores muy elevados de BG. Este paciente habia
recibido previamente tratamiento con voriconazol de forma empirica. Veinticuatro pacientes del
grupo control presentaron valores de BG > 80 pg/mL. Catorce de estos pacientes tuvieron
bacteriemias co-sincrénicas por Klebsiella pneumoniae (n=3), Streptococcus pneumoniae (n=3),
Pseudomonas aeuroginosa (n=2), Enterococcus faecium (n=2), Escherichia coli (n=2) y
Staphylococcus simulans (n=2). Otros dos pacientes habian sido tratados con Amoxicilina/Acido
clavulanico y otros tres pacientes habian sido sometidos a una cirugia mayor dos dias (n=1) y
seis dias (n=2) antes de realizarse la prueba de BG en suero. No se identificaron posibles causas
de falsa reactividad de BG en otros cinco pacientes. En estos 24 pacientes se pudo excluir el
diagndstico de EFI luego de una cuidadosa evaluacién de la historia clinica, los hallazgos

microbioldgicos y la evolucion de los pacientes.

4.1.2.3. Comparacion de niveles de galactomanano y (1->3)-B-D-
glucano séricos para el diagndstico de Aspergilosis Invasora

Se compard el rendimiento diagnostico determinado por el ABC de GM y BG en suero tanto
para el diagnostico de todas las Al (probadas y probables) como para el de Al probada. No se
encontro diferencia estadisticamente significativa en ninguno de los casos (p=0.9719 y p=0.588,

respectivamente).

4.1.2.4. Combinacion de niveles de galactomanano y (1->3)-B-D-
glucano séricos

Un paciente con Al probada (n° 56, tabla 4, pagina 58) y dos pacientes con Al probable (n°

51 y n%?7, tabla 4, pagina 58) con valores de GM < 0.5, presentaban valores > 80 pg/mL de BG
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en la misma muestra de suero. Por tanto la combinacion de la determinacion de ambos
marcadores (GM y BG en suero) presenta un mejor rendimiento diagndstico, en todos los casos
de Al (probada y probable) que cada prueba por separado: ABC de la combinacién de GM y BG
en suero: 0.943 (IC 95%: 0.89-0.98). Esta diferencia, sin embargo no fue estadisticamente
significativa (p=0.1934 al compararla con el ABC de GM en suero y p=0.1709 al compararla con
el ABC de BG en suero). La sensibilidad y el VPN de la combinacion de ambas pruebas para el
diagndstico de Al (probadas y probables) fue: 83.33 (IC 95%: 58.08-100.0) y 97.5 (IC 95%:
93.45-100.0), respectivamente, resultando superiores a la sensibilidad y el VPN de GM en suero,
pero no de BG en suero. Los valores de especificidad, VPP, CPP, CPN vy eficiencia de la
combinacién de GM y BG fueron: 90.70 (IC 95%: 83.98-97.42), 55.56 (IC 95%: 29.82-81.29),

8.96 (IC 95%:4.42-18.16), 0.18 (IC 95%: 0.05-0.65) y 89.80, respectivamente.

4.1.2.5. Comparacion de resultados de cultivo y niveles de
galactomanano y (1->3)-B-D-glucano séricos

Los resultados positivos de GM (41.6%) y BG (50%) en los pacientes con Al, antecedieron

un promedio de 6.5 dias (rango 4-11) al cultivo de Aspergillus spp.

4.1.3. Pacientes en riesgo de Candidiasis Invasora

4.1.3.1. Niveles de (1->3)-B-D-glucano sérico

El rendimiento diagnostico dado por el ABC en el diagnostico de CI fue de 0.605 (IC 95%:
0.387-0.823) tal como se muestra en la figura 4 (pagina 70). La mediana de los niveles de BG de

todos los casos de CI fue de 122.18 pg/ mL (RQ: 61.99-1219.6 pg/mL), las caracteristicas
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clinicas y microbioldgicas (incluida la media de BG) de este grupo de paciente se detallan en la
tabla 3 (pagina 56).

Como se menciond anteriormente la mediana de los valores de BG en el grupo control
(incluido el paciente con zigomicosis), fue 61.26 pg/mL (RQ: 40.52-132.98 pg/mL; media: 179.6

pg /mL; rango: 16-2625 pg/mL).

Figura 4: Area bajo la curva ROC de (1—3)-B-D-glucano en suero en el diagndstico de

Candidiasis Invasora: andlisis por paciente
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En la tabla 6 (pagina 67) se muestra el rendimiento de BG en suero en el diagnostico de Cl
utilizando diferentes puntos de corte. EI mejor rendimiento diagnostico se obtuvo con un punto
de corte de >80 pg/mL. Tres pacientes (n° 94, n°® 166 y n° 171, tabla 4, pagina 58) presentaron
valores de BG < 80 pg/mL, uno de ellos habia sido tratado de forma empirica con anidulafungina
previo al diagnostico. Como se menciond anteriormente, 24 pacientes control presentaron

valores de BG >80 pg/mL, las posibles causas de estos resultados se han comentado

previamente.
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4.1.3.2. Comparacion de resultados de cultivo y de niveles de (1->3)-
B-D-glucano sérico

Los resultados positivos de BG en los pacientes con Cl, antecedieron un promedio de 3.25
dias (rango 2-5 dias) al cultivo de Candida spp. en el 40% de los casos, y una media de 4.8 dias

(rango 2-7 dias) a la identificacion a nivel de especie de Candida spp. en el 50% de los casos.

4.1.4. Pacientes en riesgo de Enfermedad Fungica Invasora en general

4.1.4.1. Niveles de (1->3)-B-D-glucano sérico

El rendimiento diagnostico dado por el ABC de BG en suero en el diagndstico de EFI (todos
los casos de Al, Cl y el paciente con enfermedad por hongo micelial mixta) fue de 0.768
(1C95%: 0.633-0.903) tal como se muestra en la figura 5 (pagina 72). La mediana de los niveles
de BG de todos los pacientes con EFI (excluyendo el paciente con zigomicosis) fue 453.5 pg/mL
(RQ: 117.34-1701.78 pg/mL; media: 1626.94 pg/mL; rango: 18.36-8009 pg/mL). ElI mejor
rendimiento diagnéstico de BG en suero para el diagnéstico de EFI (exceptuando el caso de
Zigomicosis) se obtuvo utilizando como punto de corte >80 pg. /mL, tal como se muestra en la
tabla 6 (pagina 67).

El paciente con Zigomicosis (°93, tabla 4, pagina 58) presento valores de BG < 80 pg. /mL.
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Figura 5: Area bajo la curva ROC de (1—3)-B-D-glucano en suero en el diagndstico de
Enfermedad Fingica Invasora que incluye Aspergilosis Invasora, Candidiasis Invasora e

Infeccion mixta por hongos miceliales: anélisis por paciente
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4.1.5. Estudio por muestras para evaluar el rendimiento diagndstico de
galactomanano y (1—3)-B-D-glucano séricos para el diagndstico de
Aspergilosis Invasora y Enfermedad Fungica Invasora.

4.1.5.1. Niveles de galactomanano sérico: analisis por muestra

Analizando todas las muestras de suero disponibles de los pacientes incluidos en el estudio,
determinamos que el rendimiento diagndstico dado por el ABC de GM en suero en todos los
casos de Al fue 0.8617 (IC 95%: 0.76-0.96) y en los casos de Al probada fue de 0.8871 (IC 95%:
0.73-1.00) tal como se muestra en las figuras 6 y 7 (pagina 73). La mediana de niveles de GM en
suero de las muestras correspondientes al grupo de pacientes con Al probada fue de 2.901 (RQ:
1.799-4.226; media: 2.847; rango: 0.155-5.029), y del grupo con Al probable fue 0.687 (RQ:
0.332-1.525; media: 1.982; rango: 0.061-9.501). La mediana en el grupo control (en el cual
incluimos para este analisis los pacientes con Cl y los pacientes con enfermedad por hongos

miceliales y zigomicosis) fue de 0.134 (RQ: 0.096-0.207; media: 0.281; rango: 0.021-7.06).
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Figura 6: Area bajo la curva ROC de galactomanano y (1—3)-B-D-glucano en suero en

el diagndstico de Aspergilosis Invasora Probada: analisis por muestra
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Figura 7: Area bajo la curva ROC de galactomanano y (1—3)-B-D-glucano en suero en

el diagndstico de Aspergilosis Invasora Probada y Probable: analisis por muestra
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La tabla 7 (pagina 75) muestra el rendimiento de GM en suero en el diagnostico de todos los
casos de Al (probada y probable) y Al probada utilizando diferentes puntos de corte. EI mejor
rendimiento diagnostico para Al probada se obtuvo utilizando un punto de corte de > 1.7 y para

Al (probada y probable), se obtuvo utilizando un punto de corte de >0.6.

4.1.5.2. Niveles de (1->3)-B-D-glucano sérico: analisis por muestra

Analizando todas las muestras de suero disponibles de los pacientes incluidos en el estudio,
determinamos que el rendimiento diagnostico dado por el ABC de BG en suero en todos los
casos de Al (probada y probable) fue 0.8535 (IC 95%: 0.76-0.94) y en los casos de Al probada
fue de 0.8642 (IC 95%: 0.77-0.96) tal como se muestra en las figuras 6 y 7 (paginas 73).

La mediana de niveles de BG para el grupo de pacientes con Al probada fue de 1588.0
pg/mL (RQ: 841.25-1742.36 pg/mL; media: 1318.57 pg/mL; rango: 131.3-2218.0 pg/mL) y en el
grupo de pacientes con Al probable 11.62.2 pg/mL (RQ: 146.62-4873.5 pg/MI; media: 2526.78
pg/mL; rango: 14.34-8009.0 pg/mL). En el grupo control (en el cual incluimos para este analisis
al paciente con zigomicosis) fue de 59.5 pg /mL (RQ: 36.08-117.56 pg/mL; media: 145.65
pg/mL; rango: 1.26-1503.55 pg/mL).

La tabla 8 (pagina 76) muestra el rendimiento de BG en el diagnostico de todos los casos de
Al (probada y probable) utilizando diferentes puntos de corte, el mejor rendimiento diagnéstico
se obtuvo utilizando un punto de corte de > 80 pg/mL. En el caso de Al probada, el mejor

rendimiento diagnéstico se obtuvo con un punto de corte de > 120 pg/mL.
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Tabla 7: Rendimiento diagnostico de galactomanano sérico en pacientes con Aspergilosis Invasora: analisis por muestra

Punto de

corte

Sensibilidad %
(1C 95%)

Especificidad %
(1C 95%)

VPP %
(IC 95%)

VPN %
(IC 95%)

CPP
(95% Cl)

CPN
(95% Cl)

Eficiencia
%

Al Probada

>04

> 0.5

> 0.8

83.33 (45.18- 100.0)
83.33 (45.18- 100.0)
83.33 (45.18-100.00)
83.33 (45.18-100.00)

83.33 (45.18-100.00)

Al Probada + Probable

72.73 (51.84-93.61)
68.18 (46.45-89.92)
63.64 (41.26-86.01)
59.09 (36.27-81.91)

45 45 (22.37-68.53)

81.45 (74.21-88.70)
85.48 (78.88-92.09)
91.13 (85.72-96.54)
92.74 (87.77-97.71)

94.35 (89.89-98.82)

88.89 (82.50-95.28)
92.59 (87.19-97.99)
95.37 (90.94-99.80)
98.84 (95.99-100.00)

96.30 (92.27-100.00)

17.86 (1.89-33.83)
21.74 (2.71- 40.77)
31.25 (5.41-57.09)
35.71 (7.04-64.39)

41.67 (9.61-73.73)

57.14 (37.03-77.26)
65.22 (43.58-86.86)
73.68 (51.25-96.12)
83.33 (45.18-100.0)

71.43 (44.19-98.66)

99.02 (96.62- 100.00)
99.07 (96.77-100.00)
99.12 (96.97-100.00)
99.14 (97.02-100.00)

99.15 (94.42-100.00)

94.12 (89.06-99.17)
93.46 (88.31-98.61)
92.79 (87.53-98.05)
92.39 (86.43-98.35)

89.66 (83.68-95.63)

4.49 (2.69- 7.51)

5.74 (3.29-10.02)
9.39 (4.82-18.32)
11.48 (5.57-23.68)

14.76 (6.61-32.97)

6.55 (3.62-11.83)
9.20 (4.46-19.01)
13.75 (5.52-34.23)
35.83 (4.57-281.25)

12.27 (4.23-35.60)

0.20 (0.03-1.23)
0.19 (0.03-1.17)
0.18 (0.03-1.10)
0.18 (0.03-1.08)

0.18 (0.03-1.06)

0.31 (0.15-0.61)
0.34 (0.19-0.63)
0.38 (0.22-0.66)
0.59 (0.37-0.95)

0.57 (0.39-0.83)

81.54

85.38

90.77

92.31

93.85

86.15

88.46

90.00

91.84

87.69

IC= Intervalo de Confianza; VPP= Valor predictivo positivo; VPN= Valor predictivo negativo; CPP= Cociente de probabilidad positiva; CPN=
Cociente de probabilidad negativa; Al= Aspergilosis Invasora
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Tabla 8: Rendimiento diagnostico de (1->3)-B-D-glucano sérico en pacientes con Enfermedad Fingica Invasora: analisis por muestra

Punto de Sensibilidad % Especificidad % VPP % VPN % CPP CPN Eficiencia %
corte (1C 95%) (1C 95%) (1C 95%) (1C 95%) (95% CI) (95% CI)

Al Probada
>70 100.0 (91.67-100.00) 45.97 (36.79- 55.14) 8.22 (1.23-15.20) 100.0 (99.12-100.00) 1.85 (1.57-2.18) - 48.46
>80 100.0 (91.67-100.00) 54.84 (45.68-64.00) 9.68 (1.51-17.84) 100.0 (99.26-100.0) 2.21 (1.82-2.69) - 56.92
>120 100.0 (91.67-100.00) 61.29 (52.31-70.27) 11.11 (1.80-20.42)  100.0 (99.34-100.00) 2.58 (2.07-3.22) - 63.08
> 150 83.33 (45.18-100.00) 67.74 (59.11-76.37) 11.11 (0.82-21.40)  98.82 (95.94-100.00) 2.58 (1.66-4.01) 0.25 (0.04-1.48) 68.46
Al Probada + Probable
>70 95.45 (84.48-100.00) 51.85 (41.97-61.74)  28.77 (17.70-39.84)  98.25 (93.96-100.00) 1.98 (1.60-2.46) 0.09 (0.01-0.60) 59.23
>80 95.45 (84.48-100.00) 62.04 (52.42-71.65) 33.87 (21.28-46.46) 98.53 (94.93-100.00) 2.51 (1.94-3.25) 0.07 (0.01-0.50) 67.69
>120 86.36 (69.75-100.00) 67.59 (58.30-76.88)  35.19 (21.52-48.85) 96.05 (91.02-100.00) 2.66 (1.94-3.67) 0.20 (0.07-0.58) 70.77
>150 77.27 (57.49-97.06) 74.07 (65.35-82.80)  37.78 (22.50-53.05)  94.12 (88.53-99.71) 2.98 (2.02-4.41) 0.31 (0.14-0.67) 74.62
CIl Probada
>70 82.35 (61.29-100.0) 47.79 (38.14-57.44) 19.18 (9.46-28.89)  94.74 (88.06-100.00) 1.58 (1.19-2.09) 0.37 (0.13-1.05) 5231
>80 76.47 (53.37-99.58) 56.64 (47.06-66.22)  20.97 (10.03-31.91) 94.12 (87.79-100.00) 1.76 (1.26-2.47) 0.42 (0.17-0.99) 59.23
>120 70.59 (45.99-95.19) 62.83 (53.48-72.18)  22.22 (10.21-34.24)  93.42 (87.19-99.65) 1.90 (1.29-2.80) 0.47 (0.22-0.99) 63.85
> 150 58.82 (32.49-85.16) 69.03 (60.06-77.99)  22.22 (8.96-35.48)  91.76 (85.33-98.20) 1.90 (1.17-3.08) 0.60 (0.33-1.07) 67.69
Todas las IFI
>170 90.24 (79.94-100.00) 59.55 (48.79-70.31) 50.68 (38.53-62.84) 92.98 (85.47-100.00)  2.23 (1.70-2.93) 0.16 (0.06-0.42) 69.23
>80 87.80 (76.57-99.04) 70.79 (60.78-80.80) 58.06 (44.98-71.15) 92.65 (85.71-99.59) 3.01 (2.13-4.24) 0.17 (0.07-0.40) 76.15
>120 80.49 (67.14-93.84) 76.40 (67.02-85.79) 61.11 (47.18-75.04) 89.47 (81.92-97.03) 3.41 (2.28-5.10) 0.26 (0.14-0.48) 77.69
> 150 68.29 (52.83-83.76) 80.90 (72.17-89.63) 62.22 (46.95-77.50) 84.71 (76.47-92.95) 3.58 (2.22-5.75) 0.39 (0.25-0.62) 76.92

IC= Intervalo de Confianza; VPP= Valor predictivo positivo; VPN= Valor predictivo negativo; CPP= Cociente de probabilidad positiva; CPN=
Cociente de probabilidad negativa; Al= Aspergilosis Invasora; Cl= Candidiasis Invasora; EFI=Enfermedad Fingica Invasora
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El rendimiento diagndstico dado por el ABC en el diagnostico de Cl probada fue de 0.706
(IC 95%: 0.553-0.858) tal como se muestra en la figura 8 (pagina 77). La mediana de los niveles
de BG en los pacientes con CI fue de 181.66 pg /mL (RQ: 75.88-4549.0 pg/mL; media: 2358.08
pg/mL; rango: 1.56-12474.0 pg/mL). La mediana del grupo control (incluido el paciente con
zigomicosis) fue 59.5 pg/mL (RQ: 36.08-117.56 pg/mL), tal como se ha mencionado
anteriormente. El mejor rendimiento diagnéstico de BG en suero para el diagnéstico de Cl se

obtuvo utilizando como punto de corte >120 pg /mL (tabla 8, pagina76).

Figura 8: Area bajo la curva ROC de (1—3)-B-D-glucano en suero en el diagnéstico de

Candidiasis Invasora: andlisis por muestra
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El rendimiento diagndstico dado por el ABC de BG en suero en el diagnostico de EFI (todos los
casos de Al, Cl y el paciente con enfermedad por hongos miceliales mixta) fue de 0.8295 (IC
95%: 0.746-0.913) tal como se muestra en la figura 9 (pagina 78). La mediana de los niveles de
BG de todos los pacientes con EFI fue 297.0 pg/mL (RQ: 120.16 -1747.15 pg/mL; media:
1777.22 pg/mL; rango: 1.56-12474.0 pg/mL). El mejor rendimiento diagndstico de BG en suero
en el diagndstico de EFI (exceptuando el caso de Zigomicosis) se obtuvo utilizando como punto

de corte >80 pg/mL, tal como se muestra en la tabla 8 (pagina 76).

Figura 9: Area bajo la curva ROC de (1—3)-B-D-glucano en suero en el diagndstico de
Enfermedad Fungica Invasora (incluye Aspergilosis Invasora, Candidiasis Invasora y

Enfermedad Probada mixta por hongos filamentosos): analisis por muestra
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4.1.5.3. Comparacion de niveles galactomanano y (1->3)-B-D-glucano
séricos para el diagndstico de Aspergilosis Invasora: analisis por
muestras

Se compard el rendimiento diagndéstico determinado por el ABC de GM y BG en suero tanto
para el diagnostico de todas las Al (probadas y probables) como para el de Al probada. No se
encontrd diferencia estadisticamente significativa en ninguno de los casos (p=0.9048 y

p=0.8111, respectivamente).

4.2.  ESTUDIO DIAGNOSTICO PROSPECTIVO DE NEUMONIA FUNGICA
MEDIANTE LA DETECCCION DE GALACTOMANANO EN LIQUIDO DE
LAVADO BRONCOALVEOLAR COMPARADO CON GALACTOMANANO Y
(1—3)-B-D-GLUCANO SERICOS

4.2.1. Caracteristicas de los pacientes de la poblacion N2 2:

En el periodo de estudio, correspondiente a 21 meses entre Junio del 2008 y Febrero del
2010, 847 pacientes fueron admitidos en la UCI. De estos 191, el 22.5%, tenian neumonia, de los
cuales 93 (48.6%) pacientes presentaban factores de riesgo de EFI, y 51 (26.7%) cumplian los
criterios de inclusion del estudio. Es decir, se les realizd estudio de fibrobroncoscopia
diagnostica con LBA y se extrajo una muestra de suero para la determinacion de GM y BG, el
mismo dia a demanda de los intensivistas.

Entre los 51 pacientes incluidos en el estudio, 13 pacientes fueron incluidos en el grupo de
casos con EFI y 38 en el grupo control.

Los casos de EFI correspondian a:

- Aspergilosis Invasora Probada: 4 casos

- Aspergilosis Invasora Probable: 5 casos
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- Neumonia por P. jirovecii Probada: 3 casos
- Infeccion mixta: Aspergilosis Invasora Probable y Neumonia por P. jirovecii Probada: 1

caso

La prevalencia global de EFI fue de 25.5%, (69.2% causadas por Aspergillus spp., 23.1%
causada por P. jirovecii y 7.7% infeccion mixta: P. jirovecii y Al probable).

Todos los pacientes incluidos presentaban factores de riesgo para EFI tal como se muestra en
la tabla 9 (pagina 82). En esta tabla podemos observar que el 70% de los pacientes fueron
tratados con corticoesteroides (50% de ellos con al menos 4mg de metilpredinisolona por al
menos 7 dias antes del ingreso en UCI y 20% de los pacientes, durante su estancia en UCI). Seis
pacientes (11.8%) presentaban neutropenia como factor de riesgo y ocho pacientes eran VIH
positivo con menos de 200 CD4/mm°. En esta cohorte, 31 pacientes (76.4%) presentaban al
menos dos factores de riesgo para adquisicion de EFI y de estos 19 (37.25%) presentaban al
menos 3 factores de riesgo.

Los diagndsticos de ingreso a UCI fueron:

Insuficiencia Respiratoria Aguda en 48 pacientes, de los cuales 31 presentaban neumonia

con shock séptico

Shock séptico asociado a pancreatitis en un paciente.

Shock séptico asociado a peritonitis fecaloidea en un paciente.

Shock séptico asociado a pielonefritis en un paciente.

Fallecieron 23 pacientes, 9 (69.23%) en el grupo de pacientes con EFI y 14 (36.84%) en el

grupo control, esta diferencia no alcanzo niveles de significacion estadistica (p=0.0571).

Solo se realizd necropsia en 5 casos, siendo la tasa de necropsias de 21.73%.
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Las caracteristicas de los pacientes se describen en la tabla 9 (pagina 82). El LBA y la
obtencién de suero para estudio de GM y BG fue sincronica (en el mismo dia), y se realiz6 un
promedio 9.16 dias después del ingreso en UCI (rango de 1 a 66 dias). Especificamente 50% de
las muestras se obtuvieron entre los dias 1 a 3 después del ingreso a UCI, y el 80% entre los dias
1a10.

Seis pacientes en el grupo control presentaban neutropenia al momento de realizarles el
LBA. Tres pacientes con EFI recibieron tratamiento con voriconazol 1, 3 y 7 dias antes de la
realizacion de la fibrobroncospia para el LBA.

Las caracteristicas de los pacientes con EFI se muestran en la tabla 10 (pagina 83).

82



Tabla 9: Caracteristicas de pacientes criticos con riesgo de Enfermedad Fungica Invasora

Pacientes Aspergilosis  Aspergilosis  Neumonia  por No EFI TOTAL
Invasora Invasora Pneumocystis (n=38) (n=51)
Probada Probable* jirovecii
(n=4) (n=6) Probada®
(n=4)
Edad Promedio, afios (DE) 63.3 (£13.7) 65.6 (£8.0) 59.5 (£15.5) 55.5 57.5 (£15,1)
(£15.66)
Mujeres/Hombre 3/1 3/3 1/3 11/27 17/34
N° muertes (%) 3 (75) 4 (66.6) 3 (75) 14 (36.8) 23 (45.1)
Promedio APACHE 18.3/47.6 31.4/61.4 24.3/61 23.3/49.4 23.8/51.26
1/SAPS 11
Ventilacion mecanica, 17 12 13 18.1 17
promedio de dias
Estancia en UCI, 12.25 (6-15) 11.6 (2-28) 10 (6-20) 18.5(1-66) 16.8 (1-66)
promedio de dias (rango)
Estancia hospitalaria, 19.8 (15-28) 35 (7-76) 33.5 (8-56) 40.9 (4-136) 38.1 (4-136
promedio de dias (rango)
Fallo Renal Agudo con 2 3 1 10 16
TPER
Corticoesteroides (%) 3 (75) 6 (100) 4 (100) 24 (63.2) 36 (70.6)
Neutropenia (%) 0 0 0 6 (15.8) 6 (11.8)
Patologia Hematoldgica 0 0 0 3(7.9) 3(5.9)
(%)
TCM autélogo 0/0 0/0 0/0 1/0 1/0
Patologia No- 4 6 4
hematoldgica (%)
EPOC 1 2 1 5 8
Trasplante Renal 1 0 0 3 4
VIH 1 1 3 4 8
Cirrosis 0 1 0 1 2
Enfermedades sistémicas 1 2 1 2 6
Cancer de Organo 1 1 1 5 8
Solido
Insuficiencia Renal 2 3 1 14 20
Cronica
LBA/Cultivo de 4/4 3/0 0 0 714
Aspergillus en Biopsia o
Necropsia
Indice GM en LBA, 12.4 (4.3-30) 6.9 (0.44- 0.20 (0.02-0.46) 0.21 (0.04-  1.96 (0.02-
promedio (rango) 30.2) 1.56) 30.19)
Indice GM sérico, 1.2 (0.19- 0.56 (0.13- 0.37 (0.08-0.9) 0.22 (0.06-  0.35 (0.05-
promedio (rango) 2.17) 1.15) 1.1) 2.17)
indice BG sérico, 1076.4 (84.3- 990.94 (32- 1023.2 (423-2229) 133.27 (1.4- 336.8 (1.4-
promedio (rango) 2294.6) 3071) 2625) 3071)

EFI= Enfermedad Fungica Invasora; DE= Desviacion Estandar; APACHE Il= Acute Physiology
and Chronic Health Evaluation; SAPS 1I= Simplified Acute Physiology Score II; UCI= Unidad
de Cuidados Intensivos; TPER= Técnicas de purificacion extra-renal; TCM= Trasplante de
Células Madre; EPOC= Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica; VIH=Virus de
inmunodeficiencia humana; LBA=Lavado Broncoalveolar; GM= galactomanano; BG= (1—3)-p-
D-glucano; ® Un paciente VIH presentaba neumonia probada por P. jirovecii y Aspergilosis
Invasora Probable
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Tabla 10: Caracteristicas de pacientes con Enfermedad Fungica Invasora probada y probable (n=13)

N° _ Factores del Organo  Sindrome EFI TAC/ Lugar LBA SUERO Tratamiento Evolu- DI
3o, Huésped afectado  Clinico/ del asilamiento : cion ucl/
g é o Diagnéstico de la especie Microsco-  GM  GM  BG Hospi-
I de ingreso fangica pia/ (pg/mb) tal
cultivo
9 55/ 57 Corticoides, Pulmén Insuficiencia Al Nodulo pulmonar/  Negativa / 30,2 1,2 385 Fluconazol Fallecio 3/13
F Sindrome de Respiratoria Probable LBA A. fumigatus en UCI
Evans, Aguda,
Insuficiencia Insuficiencia
Renal Crénica hepatica aguda
38 76/ 50 Corticoides, Pulmén Pancreatitis Al Nodulo pulmonar  Positiva / 4,27 2,2 478,7  Anfotericina Fallecid 15/15
F Lupus Aguda, Probada / LBA, biopsia A. fumigatus Liposomal en UCI
Eritematoso Insuficiencia pulmonar
Sistémico Renal Aguda
52 71/ 56 Cancer de Pulmén Insuficiencia Al No6dulo pulmonar,  Positiva / 30 2,1 1448  Caspofungina, Fallecid 13/28
F 6rgano solido, Respiratoria Probada Infiltrado A. fumigatus Anfotericina en UCI
Insuficiencia Aguda, Alveolar Liposomal
Renal Crénica Absceso Bilateral/
Abdominal Necropsia
64 61/ 45 Corticoides, Pulmén Insuficiencia Al Nodulo pulmonar  Positiva / 8,8 0,2 84,3  Voriconazol, Fallecid 15/18
F Sindrome de Respiratoria Probada / LBA, biopsia A Caspofungina en UCI
Cushing Aguda pulmonar fumigatus,
A. niger
65 65/ 57 Corticoides, Pulmon Insuficiencia Al Nodulo pulmonar, Negativo / 2,5 0,3 32 Voriconazol® Sobre- 11/45
M Insuficiencia Respiratoria Probable Infiltrado A. fumigatus Vivio
Renal Crénica Aguda, Shock Intersticial
Séptico Bilateral / LBA
69 76/ 71 Corticoides, Pulmén Rabdomiolisis, Al Nodulo pulmonar  Negativo / 1,2 0,7 178,5 Voriconazol? Fallecié 28/33
M Insuficiencia Insuficiencia Probable / LBA A. fumigatus Caspofungina en UCI
Renal Crénica Renal Aguda,
Insuficiencia
Respiratoria
Aguda
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N° _ Factores del Organo  Sindrome EFI TAC/ Lugar LBA SUERO Tratamiento Evolu- DI
3o, Huésped afectado  Clinico/ del asilamiento : cion ucl/
S é o Diagnoéstico de la especie Microsco- GM  GM  BG Hospi-
I de ingreso fangica pia/ (pg/mb) tal
cultivo
79 60/ 68 Infeccion Pulmon, Insuficiencia Al Nodulo pulmonar P, jirovecii 0,5 04  2229,1 Fluconazol, Fallecié 6/34
F avanzada por  lesiones Respiratoria Probable /  consigno del halo /A, Voriconazol?, en UCI
VIH, Insufi- focalesen  Aguda NPJ e Infiltrado fumigatus Trimetoprim —
ciencia Hepa- SNC Probada Intersticial sulfametoxazol
tica Aguda Bilateral, lesiones
sobre proceso focales en SNC /
cronico, Corti- LBA
coides, EPOC
91 64/ 51 Corticoides, Traqueo- Politrauma- Al Traqueobron- Negativa / 0,4 0,1 50,1  Voriconazol Sobre- 20/ 47
M Cancer de bronquitis  tismo Probable quitis®, Nédulo A. fumigatus Vivio
6rgano sdlido, pulmonar / LBA
EPOC
95 78/ 60  Corticoides, Pulmon Insuficiencia NPJ Infiltrado P.jirovecii 0,02 0,9 734,3  Fluconazol, Fallecio 718
M Insuficiencia Respiratoria Probada Intersticial / Negativa Trimetoprim — en UCI
Renal Crénica, Aguda, Shock Bilateral / LBA sulfametoxazol
Cancer de Séptico
6rgano sélido
98 60/ 55 Infeccién Pulmoén Diarrea, NPJ Infiltrado P. jirovecii 0,2 0,1 423 Trimetoprim — Fallecio 20/36
M avanzada por Insuficiencia Probada Intersticial / Negativa sulfametoxazol, en UCI
VIH, Respiratoria Bilateral / LBA Anidulafungina,
Insuficiencia Aguda, Anfotericina
Renal Crénica Insuficiencia Liposomal
Renal Aguda
113 74/ 54  Corticoides, Pulmén Shock Séptico, Al Nodulo pulmonar, Positiva / 7 0,7 3071  Voriconazol Fallecio 217
F Cirrosis Insuficiencia Probable Infiltrado A. fumigatus en UCI
Respiratoria Alveolar / LBA
Aguda
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N° _ Factores del Organo  Sindrome EFI TAC/ Lugar LBA SUERO Tratamiento Evolu- DI
S g 5 Huésped afectado  Clinico / del asilamiento : cion ucCl/
gg o Diagnoéstico de la especie Microsco- GM  GM  BG Hospi-
I de ingreso fangica pia/ (pg/mL) tal
cultivo
120 45/ 48  VIH, Pulmén Insuficiencia Al Nodulo pulmonar,  Positiva / 6,4 0,3 2294,6  Caspofungina Sobre- 67/ 79
M Trasplante Respiratoria Probada Infiltrado A. fumigatus Vivio
Renal, Aguda Alveolar / LBA,
Corticoides biopsia pulmonar
140 40/ 52 Infeccion Pulmén Insuficiencia NPJ Infiltrado P. jirovecii 0,1 0,1 708 Trimetoprim — Sobre- 7156
M avanzada por Respiratoria Probada Intersticial / Negativa sulfametoxazol, Vivio
VIH, Aguda Bilateral / LBA Anidulafungina
Corticoides

SAPS II= Simplified Acute Physiology Score Il; EFI= Enfermedad Fungica Invasora; TAC= Tomografia Axial Computarizada; LBA Lavado
Broncoalveolar; GM= galactomanano; BG= (1,3)-B-D-glucano; DI= Dias de ingreso; UCI= Unidad de Cuidados Intensivos; Al= Aspergilosis
Invasora; VIH=Virus de Inmunodeficiencia Humana; EPOC= Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica; SNC= Sistema Nervioso Central;
NPJ= Neumonia por Pneumocystis jirovecii; *Profilaxis previa con Voriconazol, "Visualizado por fibrobroncoscopia
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4.2.2. Niveles de galactomanano en liquido de Lavado Broncoalveolar

El rendimiento diagnéstico dado por el ABC en todos los casos de Al (probadas y probables)
fue de 0.981 (IC 95%: 0.94-1.0) y el rendimiento diagndstico en los casos de Al Probada fue de

0.968 (IC 95%: 0.92-1.0), tal como se muestra en las figuras 10 y 11 (paginas 86 y87).

Figura 10: Area bajo la curva ROC de galactomanano en LBA, galactomanano en suero

y (1—3)-p-D-glucano en el diagnostico de Aspergilosis Invasora (probadas y probables)
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Figura 11: Area bajo la curva ROC de galactomanano en LBA, galactomanano en suero

y (1—3)-B-D-glucano en el diagnostico de Aspergilosis Invasora Probada
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Las caracteristicas clinicas y microbiologicas (incluyendo la media de los valores de GM en
suero y en LBA) de los pacientes con Aspergilosis probada y probable, se muestran en la tabla 9
(pagina 82).

La mediana de GM en LBA de los pacientes con Al probada fue de 7.596 (RQ: 5.895-
14.068) y en los pacientes con Al probable 1.824 (RQ: 0.641-5.906). En el grupo control (en el
cual incluimos para este analisis los tres pacientes con neumonia por P. jirovecii) fue 0.13 (RQ:
0.095-0.16; media: 0.232; rango: 0.058-1.103). El valor promedio de GM para los 6 pacientes
neutropénicos, pertenecientes al grupo control, fue similar al promedio de GM de los 35
pacientes control, 0.146 (DE: 0.08, RQ: 0.11-0.15) y 0.231 (DE: 0.06, RQ: 0.09-0.17),

respectivamente (p=0.377).
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La tabla 11 (pagina 89) muestra el rendimiento diagndstico de GM en liquido de LBA en el
diagndstico de Al probada, y en todos los casos de Al (probada y probable), con el uso de
diferentes valores de GM como punto de corte. EI mejor rendimiento diagndstico, tanto para Al
probada, como para Al global (probada y probable), se obtuvo utilizando un punto de corte de
GM de > 1. Dos pacientes con Al probable (20%), presentaban niveles de GM < 1. En la tabla
10 (pagina 83) se muestran las caracteristicas de estos pacientes (n° 79 y 91). Uno de estos
pacientes habia recibido tratamiento con voriconazol desde 3 dias antes de la realizacion de la
fibrobroncoscopia diagnostica.

Un paciente en el grupo control presento un valor de GM de 1.516, aunque no pudimos
determinar el motivo de este caso falso positivo, luego de una valoracion clinica y de la

evolucion posterior.
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Tabla 11: Rendimiento diagndstico de galactomanano en liquido de lavado broncoalveolar y galactomanano sérico

Punto  Sensibilidad % Especificidad % VPP % VPN % CPP CPN Eficiencia
de corte (1C 95%) (1C 95%) (1C 95%) (1C 95%) (1C 95%) (1C 95%) (%)
GM LBA

Al Probada
>0.5 100 (87.5-100.0) 85.11(73.86-96.35) 36.36 (3.39-69.34) 100 (98.75-100.0) 6.71 (3.39-13.30) - 86.27
>1 100 (87.5-100.0) 89.36 (79.48-99.24) 44.44 (6.42-82.46) 100 (98.81-100.0) 9.40 (4.10-21.53) - 90.20
>4 100 (87.5-100.0) 95.74 (88.91-100.0) 66.67 (20.61-100) 100 (98.89-100.0)  23.50 (6.05-91.21) - 96.08
>8  50.0(0.0-100.0) 97.87 (92.68-100.0) 66.67 (0.0-100.0) 95.83 (89.14-100)  23.5(2.68-206.36) 0.51(0.19-1.36)  92.16
Al Probada y Al Probable
>0.5 80.0(50.2-100) 92.68 (83.40-100.0) 72.7 (41.80-100.0) 95.00 (87.0-100.0)  10.93 (3.5-33.90) 0.21 (0.06-0.70)  90.2
>1 80.0 (50.2-100)  97.56 (91.60-100.0) 88.8 (62.80-100.0) 95.20 (87.6-100.0)  32.80 (4.6-232.9) 0.20 (0.06-0.70)  94.1
>1.5 70.0(36.6-100) 97.56 (91.60-100.0)  87.5(58.30-100.0)  93.00 (84.2-100.0)  28.70 (3.9-207.4) 0.30 (0.10-0.70)  92.1
>2  70.0(36.6-100) 100.0(98.70-100.0) 100 (92.80-100.0)  93.10 (84.6-100.0) - 0.30 (0.10-0.70) 94.1
GM en suero
Al Probada
>0.2 75.0(20.06-100) 61.70 (46.74-76.66)  14.29 (0.0-31.63) 96.67 (88.58-100) 1.96 (1.00-3.84) 0.41(0.07-2.25)  62.75
>0.4 50.0(0.0-100.0) 82.98(71.17-94.79)  20.00 (0.0-49.79) 95.12 (87.31-100) 2.94 (0.92-9.42) 0.60 (0.22-1.62)  80.39
>0.5 50.0(0.0-100.0) 85.11(73.86-96.35) 22.22 (0.0-54.94) 95.24 (87.61-100) 3.36 (1.02-11.09) 0.59 (0.22-1.58)  82.35
>1 50.0 (0.0-100.0) 95.74 (88.91-100.0) 50.0 (0.0-100.0) 95.74 (88.91-100)  11.75(2.20-62.62) 0.52 (0.20-1.39)  92.16
>2  50.0(0.0-100.0) 100.0 (98.94-100.0)  100.0 (75.0-100) 95.92 (89.36-100)  -- 0.50 (0.19-1.33)  96.08
Al Probada y Al Probable
>0.3 60.0(24.6-95.3) 80.49 (67.1-93.80) 42.8 (13.3-72.3) 89.1 (77.8-100) 3.08 (1.3-6.80) 0.50 (0.2-1.0) 76.4
>0.4 60.0(24.6-95.3) 90.24 (79.9-100.0) 60.0 (24.6-95.3) 90.2 (79.9-100) 6.15 (2.1-17.70) 0.44 (0.2-0.9) 84.3
>0.5 50.0(14.0-85.9) 90.24 (79.9-100.0) 55.5 (17.5-93.5) 88.1 (77.1-99.0) 5.13 (1.6-15.60) 0.55 (0.3-1.0) 82.3
>0.7 40.0(4.6-75.30) 92.68 (83.4-100.0) 57.1 (13.3-100.0) 86.3 (75.0-97.6) 5.47 (1.4-20.60) 0.65 (0.3-1.1) 82.3
> 1 30.0 (0.0-63.40) 97.56 (91.6-100.0) 75.0 (20.0-100.0) 85.1 (73.8-96.3) 12.3 (1.4-106.1) 0.70 (0.4-1.1) 84.3

IC= Intervalo de Confianza; VPP= Valor predictivo positivo; VPN= Valor predictivo negativo; CPP= Cociente de probabilidad positiva; CPN=

Cociente de probabilidad negativa; GM= galactomanano; LBA= lavado broncoalveolar; Al= Aspergilosis Invasora
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4.2.3. Niveles de galactomanano sérico

El rendimiento diagnoéstico de GM en suero determinado por el ABC en todos los pacientes
con Al (probable y probada) fue de 0.854 (IC 95%: 0.74-0.96) y en el caso de los pacientes con
Al probada el ABC fue 0.835 (IC 95%: 0.65-1.00), tal como se muestra en las figuras 10 y 11
(paginas 86 y87).

La mediana de los niveles de GM en suero en el grupo de pacientes con Al probada fue 1.187
(RQ: 0.261- 2.114) y en el grupo de Al probable fue 0.537 (RQ: 0.309-0.717). La mediana de los
niveles de GM en el grupo control (en el cual incluimos para este analisis los 3 pacientes con
Neumonia por P. jirovecii) fue 0.13 (RQ: 0.11-0.26). EI promedio de niveles de GM en suero
para los seis pacientes-control con neutropenia no fue diferente del valor promedio de los 35
pacientes-control no neutropenicos: 0.32 (DE, 0.39; RQ, 0.12-0.27) y 0.203 (DE, 0.21; RQ, 0.10-
0.26), respectivamente (p=0.484).

La tabla 11 (pagina 89) muestra el rendimiento diagnostico de GM en suero en el diagnéstico
de Al probada, y de Al (probada y probable) con el uso de diferentes puntos de corte de GM. En
nuestra poblacion el mejor rendimiento diagnéstico de GM en suero en el diagnostico de Al
(probada y probable) se obtuvo utilizando un punto de corte de >4.0, un valor similar al
recomendado por los fabricantes de la prueba comercial. En el caso de Al probada el mejor
rendimiento diagnostico se obtuvo con un punto de corte de >0.2: con este punto la eficiencia era
de 62.75%, y se mantuvo un alto VPN (96.67%), con una sensibilidad de 75%.

Cuatro pacientes con Al presentaron valores de GM <0.4. Se muestran las caracteristicas de
los mismos en la tabla 10 (n° 64, 65, 91 y 120, pagina 83). Uno de estos pacientes habia sido
tratado previamente con voriconazol (n° 65) y el otro paciente presentaba traqueobronquitis (n°
91). Sin embargo, en tres de estos cuatro pacientes los niveles de GM en liquido LBA fueron

positivos (dos pacientes con Al probada y uno con Al probable).
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Tres pacientes en el grupo control presentaron valores de GM >0.4: dos de ellos presentaban
bacteriemia por Acinetobacter baumannii y por Enterococcus faecalis cuando se obtuvieron las
muestras de suero y liquido de LBA. EI tercer paciente presentaba neumonia por P. jirovecii e

insuficiencia renal crénica.

4.2.4. Niveles de (1—3)-B-D-glucano sérico

El rendimiento diagnostico de BG en suero determinado por el ABC fue 0.815 (IC 95%:
0.67-0.96) en el diagnostico de Al (probada y probable) y 0.867 (IC 95%: 0.74-0.99) en el
diagnostico de Al probada, tal como se puede observar en las figuras 10 y 11 (paginas 86 y 87).
En el diagnostico de EFI en general (pacientes con Al y/o neumonia por P. jirovecii) el ABC fue

0.873 (IC 95%: 0.76-0.99) tal como se muestra en la figura 12 (pagina 91).

Figura 12: Area bajo la curva ROC de galactomanano en LBA, galactomanano en suero
y (1—3)-B-D-glucano en el diagnodstico de Enfermedad Fungica Invasora (Aspergilosis
Invasora probada y probable y de neumonia por P. jirovecii)
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En la tabla 9 (pagina 82) se muestran los valores de media y rango de BG tanto de los casos
con EFI, como de los controles. La mediana de BG entre los pacientes del grupo con Al probada
fue: 963.36 pg/mL (RQ: 380.13-1659.65 pg/mL), en el caso de Al probable fue: 281.75 pg/mL
(RQ: 82.19-1768.08 pg/mL), y para los pacientes con Neumonia por P. jirovecii fue 721.15
pg/mL (RQ: 636.75-1108.0 pg/mL). La mediana de niveles de BG de todos los pacientes con
EFI (Al y neumonia por P. jirovecii) fue 478.72 pg/mL (RQ, 178.5-1448.0 pg/mL; media:
932.05 pg/mL; rango: 32.0-3071.0 pg/mL). El promedio de niveles de BG de los seis pacientes
del grupo control neutropénicos no fue diferente del promedio de los 32 pacientes del grupo
control no neutropénicos: 64.31 pg/mL (DE, 56.53; RQ, 33.72-61.6 pg/mL) y 146.2 (DE,
462.15; RQ, 22.0-79.0 pg/mL), respectivamente (p=0.378).

La tabla 12 (pagina 93) muestra el rendimiento diagnostico de BG en suero en el diagnostico
de Al y todos los casos de EFI, utilizando diferentes puntos de corte de BG. ElI mejor
rendimiento diagndstico de BG en el diagnostico de todas las EFI y Al (probada y probable) se
obtuvo utilizando un punto de corte de > 80 pg/mL. Dos pacientes presentaron valores de BG <
80 pg/mL, uno de ellos habia sido tratado con voriconazol previo al diagndstico (n° 65 y 91,
tabla 10, pagina 83). Ocho pacientes en el grupo control presentaron valores de BG > 80 pg/mL,
tres de ellos habian presentado de forma simultdnea (sincronica) al proceso respiratorio,
bacteriemia por Staphylococcus epidermidis, y uno de ellos por Enterococcus faecalis. Un quinto
paciente de este grupo tenia peritonitis fecal y por tanto fue sometido a cirugia la semana previa
a la toma de muestras para marcadores. No se pudo identificar otras posibles causas de falsa

reactividad de BG en los otros tres pacientes.
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Tabla 12: Rendimiento diagnostico de (1->3)—-p-D-glucano sérico

Puntode  Sensibilidad % Especificidad % VPP % VPN % CPP CPN Eficiencia
corte (1C 95%) (1C 95%) (1C 95%) (1C 95%) (1C 95%) (1C 95%) (%)
Al Probada

>70 100 (87.50-100.0) 65.96 (51.35-80.57) 20.0 (0.00-40.03) 100.0 (98.33-100.0)  2.94 (1.97- 4.37) - 68.63
>80 100 (87.50-100.0) 70.21 (56.07-84.35) 22.22 (0.24-44.21) 100.0 (98.48-100.0)  3.36 (2.16-5.21) 72.55
>120 75.0(20.06-100.0) 72.34 (58.49-86.19) 18.75 (0.00-41.00) 97.14 (90.19-100.0)  2.71 (1.31-5.63) 0.35(0.06-1.90)  72.55
>150 75.0(20.06-100.0) 74.47 (60.94-88.00) 20.00 (0.00-43.58) 97.22 (90.47-100.0)  2.94 (1.39-6.20) 0.34 (0.06-1.85)  74.51
>450 75.0(20.06-100.0) 87.23 (76.63-97.84) 33.33 (0.00-69.69) 97.62 (91.82-100.0)  5.88 (2.30-15.0) 0.29 (0.05-1.57)  86.27
Al Probada + Neumonia por P. jirovecii Probada
>70 100 (93.75-100.0) 72.09 (57.52-86.66) 40.00 (16.03-63.97)  100.0 (98.39-100.0)  3.58 (2.22-5.79) - 76.47
>80 100 (93.75-100.0) 76.74 (62.95-90.53) 44.44 (18.71-70.18)  100.0 (98.48-100.0)  4.30 (2.50-7.40) - 80.39
>120 87.5(58.33-100.0) 79.07 (65.75-92.39) 43.75 (16.32-71.18)  97.14 (90.19-100.0)  4.18 (2.21-7.91) 0.16 (0.03-1.00)  80.39
>400 87.5(58.33-100.0) 93.02 (84.25-100.0) 70.00 (36.60-100.0)  97.56 (91.62-100.0) 12.54 (4.08-38.53) 0.13 (0.02-0.84)  92.16
Al Probaday Al Probable
>50 90.0 (66.41-100.0)  48.78 (32.26-65.30) 30.00 (11.93-48.07)  95.24 (83.75-100.0)  1.76 (1.22-2.53) 0.21 (0.03-1.35)  56.86
>60 80.0(50.21-100.0) 60.98 (44.82-77.13) 33.33(12.39-54.28)  92.59 (80.86-100.0)  2.05 (1.25-3.35) 0.33(0.09-1.16)  64.71
>80 80.0(50.21-100.0)  75.61 (61.25-89.97) 44.44 (18.71-70.18)  93.94 (84.28-100.0)  3.28 (1.76-6.11) 0.26 (0.08-0.92)  76.47
>175 70.0 (36.60-100.0) 85.37 (73.33-97.40) 53.85(22.90-84.79)  92.11 (82.22-100.0)  4.78 (2.06-11.12) 0.35(0.14-0.91)  82.35
>385 60.0(24.64-95.36) 87.80 (76.57-99.04) 54.55 (20.57-88.52)  90.00 (79.45-100.0)  4.92 (1.87-12.91) 0.46 (0.21-0.98)  82.35
EFI: Al Probada + Al Probable + Neumonia por P. jirovecii Probada
>60 84.62(61.16-100)  65.79 (49.39-82.19) 45.83 (23.82-67.85)  92.59 (80.86-100.0)  2.47 (1.50-4.07) 0.23 (0.06-0.85)  70.59
>80 84.62(61.16-100) 81.58 (67.94-95.22) 61.11 (35.81-86.41) 93.94 (84.28-100.0) 4.59 (2.26-0.33) 0.19 (0.05-0.68)  82.35
>120 76.92(50.17-100)  84.21 (71.30-97.12) 62.50 (35.65-89.35)  91.43 (80.73-100.0)  4.87 (2.21-10.76) 0.27 (0.10-0.75)  82.35
>170 76.92(50.17-100)  89.47 (78.40-100.0) 71.43 (44.19-98.66) 91.89 (81.75-100.0)  7.31 (2.76-19.35) 0.26 (0.10-0.70)  86.27

IC= Intervalo de Confianza; VPP= Valor predictivo positivo; VPN= Valor predictivo negativo; CPP= Cociente de probabilidad positiva; CPN=

Cociente de probabilidad negativa; Al= Aspergilosis Invasora; EFI: Enfermedad Flungica Invasora

94



4.2.5. Cultivo y microscopia de liquido de Lavado Broncoalveolar

Todas las muestras de liquido de LBA, correspondientes a 13 pacientes con Al y 38
pacientes del grupo control, fueron procesadas para cultivo y microscopia. En 10 (100%), de las
muestras de los casos con Al, el cultivo fue positivo para Aspergillus spp. (A. fumigatus [n=9], y
A. fumigatus y A. niger [n=1]). Ninguno de los cultivos de las muestras de los controles fue
positivo.

Los resultados positivos de GM (90%) y BG (80%) en suero en los pacientes con Al,
antecedieron un promedios de 4.3 dias (rango 1-10 dias) al cultivo de Aspergillus spp.

Cinco (50%) muestras de liquido de LBA de los pacientes con IA, presentaron un examen
positivo en el examen directo microscopico (se observo hifas septadas). Los cuatro pacientes con
neumonia por P. jirovecii presentaron la prueba de fluorescencia con anticuerpos monoclonales

positiva.

4.2.6. Analisis de la combinacion de niveles séricos de galactomanano y
(1—3)-B-D-glucano

Dos pacientes con Al probada con niveles de GM <0.4 (n° 64 y 120, tabla 10, pagina 83)
presentaron valores positivos de BG en muestras de suero. Esto determind que en el analisis del
rendimiento diagndstico de GM en suero combinado con BG en el diagnostico de Al (probada y
probable), el ABC fuera superior al ABC de GM en suero, sin embargo esta diferencia no fue
estadisticamente significativa (p=0.8751).

Los valores del ABC (0.861; IC 95%: 0.72-0.99), especificidad (95,12%; IC 95%: 87.31-
100), VPP (75.0%; IC 95%: 38.74-100.0), CPP (12.3; IC 95%: 2.9-52.1) y eficiencia 88.24%, de

la combinacion de GM y BG en suero, fueron superiores a los de GM en suero.

95



Los valores de sensibilidad, VPN y CPN de la combinacién de GM y BG en suero fueron:
60% (IC 95%: 24.64-95.36), 90.70% (IC 95%: 80.85-100) y 0.42 (IC 95%: 0.20-0.90),

respectivamente.

4.2.7. Comparacion de los niveles de galactomanano en LBA con los
niveles de galactomanano y (1—3)-3-D-glucano séricos en el
diagndstico de Aspergilosis Invasora

Se compard el rendimiento diagnostico, determinado por el ABC, de GM en LBA comparado
con GM en suero y BG en suero para el diagnostico de Al (probadas y probables). En ambos
casos el ABC de GM en LBA fue significativamente mayor (p=0.0258 y p=0.0322,
respectivamente) (figuras 10 y 11, paginas 86 y 87). Se compar6 ademas el rendimiento
diagnostico, determinado por el ABC, de GM en LBA con la combinacion de GM y BG en suero
para el diagnostico de Al, siendo la deteccion de GM en LBA superior a la combinacion de
ambas pruebas en suero, aungue la diferencia no fue significativa (p=0.765).

Se realiz6 el mismo analisis para el diagndstico de Al probada, sin embargo en este caso no
se encontrd diferencia estadisticamente significativa entre el ABC de GM en LBA y GM en

suero (p=0.203) ni entre el ABC de GM en LBA y BG en suero (p=0.159).

Para concluir queremos resaltar que en el diagnéstico de Al la deteccion de GM en LBA es
significativamente superior a la deteccion de marcadores (GM y BG) en suero. Aunque en
algunos enfermos criticos no se puede realizar el LBA por la extremada gravedad de los

pacientes.
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5. DISCUSION
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En este trabajo se presentan dos estudios prospectivo-observacionales en pacientes criticos
no-neutropenicos, que evaltan el rendimiento diagnostico de los marcadores fungicos (GM en
suero, GM en LBA y BG en suero) en el diagndstico de EFI en un medio clinico real. Los
estudios se llevaron a cabo en una cohorte de pacientes criticos de UCI, de un dnico hospital de
nivel terciario, con alto riesgo de adquisicion de EFl y con un sindrome clinico compatible con
esta patologia. Ambos se desarrollaron sin un protocolo preestablecido que guiara la toma de
decisiones clinicas, ni la solicitud de las pruebas que estudiamos. Todas las peticiones se
realizaron de acuerdo al criterio clinico de los intensivistas.

En las ultimas décadas se ha observado un incremento en las infecciones por EFI en los
pacientes criticos de UCI, especialmente asociado a un incremento de infecciones por hongos
miceliales, siendo Aspergillus spp. la especie mas prevalente.®**’. Es de destacar, sin embargo,
que las infecciones debidas a Candida spp. siguen siendo las infecciones flngicas
predominantes.™®” En un reciente estudio multicéntrico llevado a cabo en 38 UCIs de Italia, la
tasa de API era 6.31 por 1000 ingresos, mientras que la tasa de candidemia fue de 10.08 por
1000 ingresos.*®

En nuestros dos estudios existe una marcada diferencia en la tasa de mortalidad entre los
grupos de pacientes con EFI respecto a los grupos control, en la poblacion n°1, 82.6% y 44%,
respectivamente (p=0.0012) y en la poblacidn n°® 2, 69.2% y 36.8%, respectivamente (p=0.0571).
Estos datos, avalados por estudios previos donde se describe la alta mortalidad atribuible a EFI
en pacientes criticos no neutropénicos, subrayan la necesidad de mejorar el diagnostico de esta
patologl'a.3’4’53’139

En este sentido, en los ultimos afios han cobrado importancia en la practica clinica, los
métodos diagnosticos basados en la deteccién de marcadores fungicos circulantes, debido a que
las herramientas diagndsticas tradicionales presentan bajo rendimiento diagnéstico.®'® Estas

nuevas técnicas diagnosticas, son procedimientos no-invasores, independientes del cultivo, que
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permitirian un diagnostico precoz de EFI en los pacientes criticos, y por tanto incrementaria la
tasa de supervivencia de estos pacientes al instaurar un tratamiento adelantado.*°

La deteccion de GM en suero ha mejorado el diagndstico de Al en pacientes adultos
neutropénicos y receptores de trasplante autélogo de células madre.””**9"®® Recientemente, la
pruebas de deteccion de marcadores fangicos (GM y BG), han sido incluidas como criterios
microbiolégico para el diagnéstico de EFI probable en las definiciones de la EORTC/MSG.™
Estas definiciones, sin embargo, no incluyen a pacientes de UCI, salvo aquellos con EFI
probada.®™ Esto se debe a que actualmente, a pesar del aumento de incidencia de EFI y las
dificultades diagnosticas que presentan las herramientas tradicionales, hay publicados escasos
trabajos sobre el rendimiento diagnostico de estas nuevas técnicas diagnosticas en los pacientes
criticos de UC|.3'4'21'102'105’127'128'141-143

Nuestros dos estudios presentan limitaciones importantes. Primero, los estudios se realizaron,
como se menciond previamente, sin un protocolo de actuacion, por tanto los intensivistas
solicitaron las pruebas diagndsticas (marcadores) de acuerdo a su criterio clinico. Debido a esto
el tiempo desde el ingreso en la UCI hasta la fecha de ingreso en el estudio y el tiempo entre el
inicio de los sintomas hasta la toma de las muestras fue variable. Una segunda limitacion es el
escaso numero de pacientes incluidos en los estudios, 98 pacientes en la poblacion n°l y de 51
pacientes en la poblacion n°2,

Asimismo, la tercera limitacion es la baja tasa de necropsias, 17.3% en la poblacién n°1 y
21.8% en la poblacion n°2. En la poblacion n°1 se tomaron biopsias profundas diagndsticas en 29
pacientes (29.6%).

La tasa de necropsias realizadas a disminuido en todo el mundo en las Ultimas décadas, hasta
tasas menores al 20% en muchos centros.’®**% Este descenso en la tasa de necropsias también
se observa en los servicios de medicina intensiva, a pesar de que diversos estudios han

demostrado la importancia de las necropsias en este tipo de pacientes para un diagnostico
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certero* 1315181819 (1ahla 13, pagina 99). En los pacientes criticos, en los cuales las técnicas

diagndsticas invasoras son dificiles de realizar y la exposicion a tratamiento inmunosupresor es

cada vez mas frecuente, los estudios necrdpsicos permiten establecer un diagnostico certero, y

ademas permiten evaluar el rendimiento de nuevas herramientas diagnosticas.

Tabla 13: Estudios necrdpsicos de Enfermedad Fingica Invasora

10,13,18,145,146

. Autores Tipo de Duracién Observaciones
5 poblacién = < deestudio B 3 S _
5 g 7 < s = sh
2 g £ £a S £¢ £3
2 °_ & &8 £8 88 80
E s & 8% gz 285 2%,
Z 2 o o o = =0 =<'
16 GrollAH.,y Hospitalaria - 8124 - 1978-2002 - - -/3.4  Incremento de
cols. heterogénea Al
147 Sarode V.R., Hospitalaria  23- 1000 - 1983-1988 - - - 89 % de EFI no
y cols. heterogénea  27% se diagnostica-
ron premortem
15  Lehrnbecher, Hospitalaria 29% 2707 - 1993-2005 - - -/8.1  Incremento de
T. ycols. heterogénea Cl
11 Schwesinger, Hospitalaria - 2027 - 1994-2003 1.3 6.6 8.1/-
G. ycols. heterogénea
18 Roosenl.,y Pacientes 93% 100 100% 1996 - - -/16 5 de los 16
cols. criticos casos no se
diagnosticaron
premortem
13 Dimopoulos Pacientes 454 222 100% 1999 - - -/4 7 de los 9 casos
G., ycols. criticos % no se diagnosti-
caron premor-
tem
148 Magret Pacientes 16.3 80 100% 46 meses 2.5 - - Los 2 casos no
Iglesias m., y  criticos % se diagnostica-
cols. ron premortem
149 TejerinaE.,y  Pacientes 30.3 866 100% 1982-2007 0.9 - - Los 8 casos no
cols criticos % se diagnostica-

ron premortem

Al= Aspergilosis Invasora; Cl= Candidiasis Invasora; EFI= Enfermedad Flngica Invasora

-: No datos
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Se ha descrito que hasta un 30% de las enfermedades infecciosas son detectadas post-
mortem™, y en el caso de EFI la tasa aumenta hasta el 75% -89%***'*" (tabla 13, pagina). En el
caso de los pacientes de UCI, varios estudios han demostrado que las infecciones y
especificamente las infecciones fungicas, son los diagnésticos més frecuentemente obviados o
discrepantes (4-5% de todas las necropsias realizadas).™**® Roosen y cols.’®, realizaron un
estudio en una UCI médica con una tasa de necropsias de 93%, y determinaron que en el 30% de
los pacientes con EFI no se considero este diagnéstico pre-mortem®® (tabla 13, pagina 99).

La baja tasa de necropsias, se ha visto reflejada en diversos estudios que evaltan el
rendimiento diagnostico de las nuevas técnicas microbiolégicas, GM y BG. Una revisién de la
literatura, que incluye 40 estudios relevantes publicados en los Gltimos 11 afios sobre la utilidad
diagndstica de GM y BG, revela que solo en 11 estudios, los autores reportaron la tasa de

necropsias (tablal4, pagina 101):
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Tabla 14: 40 estudios relevantes en los Gltimos 11 afios que estudian el rendimiento diagndstico de galactomanano y (1—3)--D-glucano

N° Autores Tipo de N° de Poblacién Estudiada  Herramienta  EFl probada  EFI probable EFI probaday Tasa de Necropsias (N°
Estudio pacientes Diagnédstica  (n) (n) probable de pacientes fallecidos)
mixtas (n)

96 Maertens, J. y  Prospectivo 186 Pacientes GM en suero 27 6 - 100% (77)
cols. hematol6gicos

151 Siemann, M.y  Prospectivo 39 Pacientes ingresados ~ GM en suero 5 7 - No se muestran datos
cols. con signos clinicos de

Al

152 Williamson, Retrospectivo 104 Pacientes GM en suero 7 9 - No se muestran datos
E.C., y cols. hematol6gicos

153 Salonen, J. y Prospectivo 105 Pacientes GM en suero 6 7 - No se muestran datos
cols. hematol6gicos

97 Maertens, J. y  Prospectivo 191/362* Pacientes GM en suero 30* 9* - 92.6% (82)
cols. hematolégicos

154 Chan,C.M.y  Retrospectivo 143 Pacientes ingresados ~ GM en suero 24 - - No se muestran datos
cols.

98 Maertens, J. y  Prospectivo 100 Pacientes GM en suero 5 8 95% (59)
cols. hematolégicos

114 Becker, M. J.  Prospectivo 160 Pacientes GM en LBA 2 11 - No se muestran datos
y cols. hematolégicos

155 Pinel,C. y Prospectivo 807 Pacientes GM en suero 3 31 -
cols. hematolégicos

105 Digby, J. y Prospectivo No se Pacientes Criticos BG en suero - - - No se muestran datos
cols. muestran

datos

124 Odabasi, Z.y  Prospectivo 283 Pacientes BG en suero 16 4 - No se muestran datos
cols. hematolégicos

156 Kawazu, M.y  Prospectivo 96/149*  Pacientes GMyBG 9* 2* - No se muestran datos
cols. hematolégicos en suero

157 Husain, S. y Prospectivo 70 Receptores de GM en suero 9 3 - 100% (10)
cols. Trasplante de pulmon

158 Maertens, J.y  Prospectivo 104/124*  Pacientes GM en suero 16* 13* - No se muestran datos

cols.

hematol6gicos
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N° Autores Tipo de N° de Poblacion Estudiada ~ Herramienta  EFI EFI probaday Tasa de Necropsias (N°
Estudio pacientes Diagnostica  probada (n) probable (n)  probable de pacientes fallecidos)
mixtas (n)

99 Maertens, J. y  Prospectivo 88 Pacientes GM en suero 7* 12* - 100% (16)
cols. hematolégicos

102 Ostrosky- Prospectivo 333 Pacientes ingresados ~ BG en suero - - 163 No se muestran datos
Zeichner, L.y
cols.

159 Weisser, M.y  Prospectivo 107 Pacientes GM en suero - - 20 34.37% (32)
cols. hematolégicos

94 Pazos, C.y Prospectivo 40 Pacientes GMyBG 5 3 - No se muestran datos
cols. hematolégicos en suero

129 Pickering, Retrospectivo 156 Pacientes ingresados  GM en LBA - - - No se muestran datos
JW. ycols.

160 Mar, KA.y Retrospectivo 315 Pacientes GM en suero 20 26 - No se muestran datos
cols. hematologicos

74 Cornillet, A.y  Retrospectivo 88 Pacientes con Al GM en suero 12 52 - No se muestran datos
cols. Neutropénicos vs.

No-neutropénicos

161 Upton, A.y Prospectivo 405 Pacientes GM en suero 235 170 - No se muestran datos
cols. hematolégicos

162 Clancy, C.J.y Retrospectivo 81 Receptores de GM en suero 2 3 - 1/12 de paciente no EFI
cols. trasplante de 6rgano

solido

164 Husain, S. y Prospectivo 116 Receptores de GM en suero 2 4 - No se muestran datos
cols. Trasplante de pulmén

103 Persat, F. y Retrospectivo 279 Pacientes con riesgo BG en suero - - 117 No se muestran datos
cols. de EFI

165 Senn, L.y Prospectivo 95 Pacientes BG en suero 9* 21* - No se muestran datos
cols. hematologicos

4 Meersseman, Prospectivo 110 Pacientes Criticos GM en LBA 26 8 - 95% (73)
W. y cols.

166 Ellis, M. y Prospectivo 95 Pacientes BG en suero 5 21 - No se muestran datos
cols. hematologicos

101 Obayashi, T.y  Retrospectivo 456 Patients with Cancer  BG en suero - - 54 100%: estudio en base a
cols. or autoimmune necropsias

disease

103



N° Autores Tipo de N° de Poblacién Estudiada Herramienta  EFI EFI EFI probaday  Tasa de Necropsias (N°
Estudio pacientes Diagndstica  probada (n) probable (n) probable de pacientes fallecidos)
mixtas (n)

167 Lunel, F.M. y Retrospectivo 51 Pacientes BG en suero 21 - - No se muestran datos
cols. hematol6gicos

116 Maertens, J. y Prospectivo 70 Pacientes BG en suero 27 43 - 79.4% (39)
cols. hematoldgicos

119 Maertens, J. y Retrospectivo 128 Pacientes GM en LBA 31 27 - 60%
cols. hematolégicos

95 Hachem, R. 'y Prospectivo 82 Pacientes GMyBG - - 62 No se muestran datos
cols. hematolégicos en suero

100 Koo, S. y cols. Retrospectivo 871 Pacientes con Cancer BG en suero 80 36 - No se muestran datos

142 Presterl, E. y Prospectivo 197 Pacientes Criticos BG ensuero - - 24 No se muestran datos
cols.

168 Alexander, B.D.  Prospectivo 73 Receptores de BG en suero - - 14 No se muestran datos
y cols. Trasplante de pulmén

169 Pasqualotto, Prospectivo 60 Receptores de GM en LBA 4 4 - 50%
A.C. ycols. Trasplante de pulmén

128 Mohr, J.F.y Prospectivo 57 Pacientes criticos BG en suero 3 6 - No se muestran datos
cols. quirdrgicos

170 Posteraro, B. y Prospectivo 95 Pacientes criticos BG en suero 16 - - No se muestran datos
cols.

120 He, H. y cols. Prospectivo 90 Paciente criticos con GM en suero 1 18 - No se muestran datos

EPOC

EFI=Enfermedad Fungica Invasora; GM= Galactomanano; Al= Aspergilosis Invasora; LBA= Lavado Broncoalveolar; BG= (1—3)--D-
glucano; EPOC= Enfermedad Pulmonar Cronica Obstructiva
*: Corresponde a episodios; -: No datos
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En la tabla 14 (pagina 101), se observa que un grupo de investigadores belgas publicaron 5
estudios en pacientes onco-hematolégicos con tasas de necropsias entre 79.9 a 1009799116158
Este grupo publicé otros dos estudios donde comparan GM en LBA con GM en suero. El
primero, es un estudio prospectivo en 110 pacientes criticos (una poblacién mixta de 24
neutropénicos y 86 pacientes no neutropénicos) con una tasa de necropsia de 95%.* El segundo
estudio, es un analisis retrospectivo de 99 pacientes hematoldgicos de alto riesgo (que incluia 58
caso de Al probada y probable) en los cuales GM en LBA es comparado con GM en suero, con
una tasa de necropsia de 60%."° Por dltimo, un reciente estudio de este grupo evallia de forma
retrospectiva el rendimiento diagnostico de BG en suero en 47 pacientes criticos
inmunocomprometidos (20 pacientes hematoldgicos y 27 no hematoldgicos), con una tasa de
necropsias de 1009.*

Otros investigadores de Norte-America llevaron a cabo un estudio en 70 pacientes receptores
de trasplante de pulmon, ellos reportaron una tasa de necropsia de 100% (murieron 10
pacientes).™’

Asimismo investigadores suizos realizaron un estudio prospectivo en 107 pacientes onco-
hematolégicos y reportaron una tasa de necropsias de 34.37%."*°

Finalmente, un grupo de investigadores Brasil realizd un estudio prospectivo en 60 pacientes
receptores de trasplante de pulmén y reportaron una tasa de necropsia de 50%.

Como podemos deducir de esta tabla general (tabla 14, pagina 101), en la mayoria de
estudios diagnosticos no se indica la tasa de necropsias (probablemente por disponer de un
pequefio nimero de necropsias).

En nuestros dos estudios, los resultados representan las condiciones reales en las que se

trabaja en una UCI de un hospital terciario, aunque ambos tienen la limitacion ya mencionada de

la baja proporcidn de necropsias y/o biopsias profundas.
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El desarrollo de las nuevas herramientas diagndsticas microbioldgicas de EFI, independiente
de las técnicas tradicionales de cultivo, representa un importante avance en el diagndstico y el
manejo de pacientes con EFI. Sin embargo, debemos tener en cuenta que siempre debemos
interpretar los resultados de estas pruebas en el contexto conjunto de los factores de riesgo para
EFI, los signos y sintomas, y las imagenes radiolégicas del paciente.”*07 17

Para la evaluacion y posterior introduccion de los nuevos marcadores (GM y BG), es
importante clasificar a los pacientes, sujetos de estudio, de acuerdo al riesgo que presentan de
desarrollar EFI. Esto es sumamente importante debido a que los valores predictivos positivos o
negativos que se obtengan de la evaluacion de estas técnicas estan influenciados por la
prevalencia de la enfermedad en el grupo estudiado.'™

En este sentido, se han propuesto diferentes estrategias para identificar los pacientes
ingresados en UCI en riesgo de desarrollar EFI. En el caso de CI, la EFI méas prevalente en
pacientes de la UCI, Ostrosky-Zeichner y cols. disefiaron un modelo predictivo, a través de un
estudio multicéntrico retrospectivo, para identificar de forma temprana (a partir del cuarto dia de
estancia en UCI) los pacientes con alto riesgo de C1.® Siguiendo el modelo predictivo propuesto
en este estudio, la tasa de CI entre los pacientes que cumplian la regla fue de 9.9% respecto a
2.3% entre los pacientes que no cumplian la regla, y se capturaron 34% de los casos de CI.% Los
valores de riesgo relativo, sensibilidad, especificidad, VPP y VPN eran: 4.36, 34%, 90%, 1% y
97%, respectivamente.®® Por otro lado, Meersseman y cols.® propusieron un esquema de
estratificacion de riesgo, para identificar los pacientes en riesgo de Al. Agruparon los factores de
riesgo, asociados con el desarrollo de Al en la UCI, en tres categorias: alta, intermedia y alta.
Actualmente no hay datos publicados sobre la validacion prospectiva de estas propuestas.

En el presente trabajo hemos utilizado ambas estrategias para definir y categorizar a la

poblacion de estudio.
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Las cohortes estudiadas por nosotros estaban constituidas por pacientes con alto riesgo de
EFI, en la poblacion n°® 1 casi 50%, y en la poblacion n°® 2 mas del 75% de los pacientes,
presentaban 2 o mas factores de riesgo. Esto explicaria la alta incidencia de EFI detectada en
nuestras poblaciones, 23.4% en la poblacion n°l y 25.5% en la poblacién n°2, aunque debemos
recordar que no se puede determinar la verdadera incidencia de EFI sin examenes necropsicos
ylo estudios de biopsias profundas.’®®"#*14417% | 4 prevalencia descrita en nuestros estudios,
determinada en base a los criterios de la EORTC/MSG™, podria por tanto estar infra-estimada.
Sin embargo de acuerdo a la evolucion clinica de los pacientes y en base a una evaluacion clinica
y microbioldgica, se podria afirmar que la prevalencia real seria similar a la estimada en base a
los criterios de la EORTC/MSG™,

A continuacion se discutiran los resultados obtenidos en el estudio de acuerdo a los objetivos

planteados.

5.1. Estudio prospectivo diagnéstico de Aspergilosis Invasora
mediante la deteccion de galactomanano sérico

Los estudios que evaltan el rendimiento diagnostico de GM en suero en pacientes criticos
son escasos. En un estudio de Meersseman y cols.?, basado en un alto porcentaje de necropsias
en pacientes de UCI, se determin6 que la sensibilidad de GM en suero para el diagnostico de Al
probada era baja (42%),* comparada con la sensibilidad descrita en pacientes neutropénicos
onco-hematoldgicos (88%).°" Para explicar esta diferencia debemos tener en cuenta que la gran
mayoria de pacientes de la UCI son no-neutropénicos, en el estudio de Meersseman y cols.*
78% de los pacientes (96.9% de los pacientes en la poblacion n°1 de nuestro trabajo y 88.2% en
la poblacion n° 2), a diferencia de los pacientes onco-hematoldgicos donde la mayoria son

pacientes neutropénicos (100% en el estudio de Maertens y cols.”).
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La diferencia en la sensibilidad de esta prueba en estas dos poblaciones, pacientes criticos
(no-neutropénicos) y pacientes onco-hematoldgicos (neutropénicos), se puede entender a traves
de la descripcién de un modelo animal experimental en ratones con Al.*™* En él los ratones
fueron tratados con corticoesteroides o quimioterapia. En los individuos tratados con
corticoesteroides (criticos no neutropénicos), la inflamacién en los pulmones es mas pronunciada
y la carga fungica y angio-invasion es minima comparada con los individuos neutropénicos
(equivalentes a los pacientes onco-hematoldgicos). En estos la carga fungica y la angio-invasion
es pronunciada, y sin embargo no se observa signos de inflamacion.

Ademas se ha descrito que los neutréfilos pueden disminuir los niveles de GM en la sangre a
través de receptores de union a la manosa por lo cual la sensibilidad de GM en suero en
pacientes sin neutropenia seria menor.’”? Este patrén histopatolégico ha sido confirmado en
autopsias de pacientes con Al probada.***

En nuestro primer estudio la sensibilidad, especificidad, VPP y VPN de GM para los casos
de Al (probada y probable) fue 66.6%, 97.6%, 80.0% y 95.4% respectivamente, utilizando >0.5
como punto de corte. La especificidad en nuestro estudio y en el estudio de Meersseman y cols.*
fueron concordantes y altas (97.6% y 96%, respectivamente), sin embargo la sensibilidad fue
marcadamente superior en nuestra cohorte (66.6% y 42%, respectivamente) (tabla 15, pagina
108). Esto puede explicarse por el bajo porcentaje de pacientes tratados con corticoesteroides en
nuestra poblacion (aproximadamente 20%) comparado con el 48% en su estudio. En la poblacion
n°2 el mejor rendimiento diagndstico se obtuvo con un punto de corte >0.4, similar al indicado
por la casa comercial, con una sensibilidad, especificidad, VPP y VPN de: 60%, 90.2%, 60% y
90.2% (tabla 15, pagina 110). Utilizando un punto de corte de >0.5 los parametros diagndsticos
no mejoraban. En ambos estudios la prueba presenta altos valores de especificidad y VPN, por
lo cual resulta una prueba Util para descartar con seguridad la posibilidad de Al en pacientes

criticos con alto riesgo de EFI.
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Tabla 15: Rendimiento diagndstico de galactomanano sérico para el diagndstico de Aspergilosis Invasora en pacientes criticos

N° Autores Tipo de Poblacion Al probada Al Incidenci  Punto Sensibi-  Especifi- VPP VPN  Falsos Falsos
Referencia Estudio (n) probada+ a de lidad cidad (%) (%) Positivos  Negativos
probable Al corte (%) (%) (n) (n)
(n)
4 Meerssema  Prospectivo 110 26 (125 34 31% >0.5 420 - - - 6° 14
n, W.y muestras)®
cols.®
120 He, H.y Prospectivo®  90° 1 19° - >0.5 55.0 57.9 545 727 - -
cols.
Poblacion n®1  Acosta, J.y  Prospectivo 98 4 11° 11.2% >0.5 66.7 97.7 80.0 955 3 4
cols.
Poblacién n®2  Acosta, J.y  Prospectivo 51 4 10° 19.6% >0.4  60.0 90.2 60.0 90.2 3 4
cols.

Al=Aspergilosis Invasora; VVPP= valor predictivo positivo; VPN=valor predictivo negativo

a: Analisis por muestras

b: Rendimiento diagndstico de la prueba evaluado para estos casos

c: Pacientes control con pruebas positivas (galactomanano sérico y/o galactomanano en liquido de LBA)
d:Estudio de cribado con muestras en dia 1 y 4 de ingreso en UCI, analisis con al menos una prueba positiva
e: Pacientes con Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica

-: No datos
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Un reciente estudio de He y cols.*

, evalta el rendimiento diagnostico de GM en el
diagnostico de Al, en pacientes criticos con EPOC. Determinaron los valores de GM en suero
los dias 1 y 4 de estancia en UCI. Este grupo describe valores de sensibilidad, especificidad, VPP
y VPN de 57-87%, 64-84%, 70-80% Yy 47-94%, respectivamente, dependiendo del dia en que se
realizo la prueba. Ademaés determinaron el rendimiento diagnostico de GM en suero mediante un
andlisis por muestras (tabla 15, pagina 108). Estos resultados, al haberse determinado en una
sub-poblacion especifica de pacientes criticos, no se pueden extrapolar a todos los pacientes de
UCL.

Uno de los problemas observados en la prueba de deteccion de GM en suero, es la existencia
de resultados falsos positivos que disminuyen la especificidad de la misma. En la primera
poblacion estudiada, tres pacientes del grupo control presentaron valores de GM > 0.5, uno de
ellos habia recibido tratamiento con piperacilina/tazobactam, una causa conocida de falsa
reactividad.'”® En los otros dos casos no se identificaron causas de falsa positividad.

Es ampliamente conocido, que el uso de antibidticos beta-lactamicos,
piperacilina/tazobactam y amoxicilina/acido clavulanico, puede producir resultados falsos
positivos de GM en suero.'”>*# Otros beta-lactamicos, como ampicilina o amoxicilina, también
se han asociado a resultados falsos positivos de GM."’ Por este motivo en pacientes con riesgo
de EFI se deberia evitar el uso de esta clase de antibioticos, que pudieran confundir la
interpretacion de los resultados de GM en suero. Los dias necesarios para eliminar el antigeno
del torrente sanguineo después de discontinuar el tratamiento varian entre 1 y 5.5 dias, con una
media de 2.4 dias.'”’ Por este motivo se deberia esperar al menos 5 dias desde el Gltimo dia de
tratamiento antibidtico, para repetir la prueba y descartar un resultado falso positivo. Debemos
sefialar que en pacientes con insuficiencia renal la excrecion de GM es menor, por lo cual este
periodo puede ser mas prolongado. En pacientes con hemodialisis, el tiempo puede ser mayor

debido a que las moléculas de GM no son filtradas en los sistemas de hemodialisis.'®?
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En el caso de la segunda poblacidn, tres pacientes en el grupo control presentaron valores
positivos de GM en suero, dos de ellos presentaron bacteriemia sincronica por E. faecalis y A.
baumannii. La bacteriemia sincronica a la toma de muestra, ha sido asociada a resultados falsos
positivos de GM en suero.” En el caso del tercer paciente (quien presentaba neumonia por P.
jirovecii e insuficiencia renal crénica), no se pudo identificar la causa de la falsa reactividad. El
paciente falleci6 durante el ingreso pero no se le realiz6 necropsia.

Ademas de estas posibilidades, se han descrito resultados falsos positivos por otros motivos
que incluyen: contaminacion con conidios de Aspergillus en la extraccién o manipulacion de la
muestra, colonizacién por Bifidobacterium en nifios,*®® alimentacién parenteral con Racol (que

contiene proteinas de soja),*®*

inclusive algunas comidas como los cereales, la pasta, leche
maternizadas y productos ricos en galactofuranosa.’®® Ademas se han descrito resultados falso
positivos debido a infeccién por Cryptococcus neoformans,’® por alteracién de la barrera

%989 radioterapia® o enfermedad

intestinal, como casos de mucositis secundaria a quimioterapia,
injerto contra huésped.?®*®* En general, la tasa de pacientes con resultados falsos positivos es
maés alta en pacientes con menor edad: en neonatos se ha descrito una tasa de falsos positivos de
83%"®, en la poblacién pediatrica del 10%'® y en adultos del 2,5%.%

Otros hongos como Penicillium, Alternaria y Paecilomyces, presentan reactividad cruzada
con los anticuerpos monoclonales utilizados en la prueba comercial Platelia Aspergillus, y
podrian producir resultados positivos, aunque estas especies no se asocian con frecuencia a
EFI.>

La deteccion de GM en suero también se ha asociado a resultados falso negativos, lo cual
esta relacionado a la baja sensibilidad de la prueba. En la poblacion n°1(tabla 4, pagina 58), tres
de cuatro pacientes con Al con resultados de GM en suero <0.5, habian recibido tratamiento

antifngico sistémico con actividad frente a Aspergillus. Uno de ellos habia sido tratado con

Caspofungina y Anfotericina B liposomal, y los otros dos con voriconazol. En el caso de la
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poblacion n°2 (tabla 10, pagina 83), cuatro pacientes con Al presentaban niveles de GM en suero
<0.4, uno de ellos habia recibido tratamiento con voriconazol y otro presentaba
traqueobronquitis (aunque este Ultimo posteriormente presento compromiso pulmonar).

Se han sido descritos resultados falsos negativos de GM en suero en pacientes que recibian
profilaxis o tratamiento antifangico.'****** Marr y cols.'®, determinaron que la sensibilidad de
GM en suero se redujo a 52% en pacientes que estaban recibiendo tratamiento antifungico de
amplio espectro, respecto a 89% en pacientes controles. En el caso del paciente con
traqueobronquitis, podemos asumir que debido a que en el momento del diagndstico serolégico
el paciente presentaba una infeccién limitada a las vias aéreas, la liberacion de GM al torrente

sanguineo era escasa, tal como se ha descrito previamente.***

5.2. Estudio prospectivo diagndstico de Aspergilosis Invasora
mediante la deteccion de (1-23)-f-D-glucano sérico

La informacidn sobre la eficacia de la deteccion de BG en suero para el diagnostico de EFI
en pacientes criticos es escasa e imprecisa.>1%2105127128141 1y o] caso especifico del diagnostico
de Al, recientemente se ha publicado un estudio basado en necropsias, que evalla el rendimiento
de diagnéstico de BG en pacientes criticos con Al.**

En este, De Vlieger y cols.** describen que la sensibilidad y especificidad de BG en el
diagndstico de Al utilizando un punto de corte >80 pg/m, fue 85.7% y 36.4%, respectivamente.
Sin embargo utilizando un punto de corte de >140 pg/mL logran incrementar la especificidad a
69.7% sin alterar la sensibilidad. Este estudio incluia un alto porcentaje de pacientes
hematoldgicos (42.65%), al estratificar a los pacientes los autores encontraron que la

especificidad de BG en suero para el diagnostico de Al era mayor en los pacientes hematologicos

que en los no hematoldgicos, 77.8% y 69.6%, respectivamente.'*" (tabla 16, pagina 112)
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Tabla 16: Rendimiento diagnostico de (1—3)-p-D-glucano sérico para el diagnostico de Aspergilosis Invasora en pacientes criticos

N° Autores Tipo de Poblacion Al probada Al Incidencia  Punto  Sensibi-  Especifi- VPP VPN  Falsos Falsos
Referencia Estudio (n) probada+ Al de lidad cidad (%) (%) Positivos  Negativos
probable corte (%) (%) (n) (n)
(n)
141 De Vlieger, Retrospectivo 47 14 - 29.8% >140 85.7 69.7 54.5 920 9 2
G. ycols.
Poblacion n®1  Acosta, J.y  Prospectivo 98 4 112 11.2% >80 91.67 62.79 25,58 98.18 24 1
cols.
Poblacion n®2  Acosta, J. y  Prospectivo 51 4 10* 19.6% >80 80.0 75.61 4444 9394 8 2
cols.

Al= Aspergilosis Invasora; VPP= valor predictivo positivo; VPN= valor predictivo negativo

a: Rendimiento diagndstico de la prueba evaluado para estos casos

-: No datos
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En nuestro trabajo, el mejor rendimiento diagnostico de BG en el diagndstico de Al
(probada y probable), tanto en la poblacién n°1 como en la poblacion n°2, se obtuvo utilizando
un punto de corte de >80 pg/mL. Utilizando este punto de corte, en la poblaciéon n°1 obtuvimos
una sensibilidad y especificidad de 91.7% y 62.8%, respectivamente; mientras que en la
poblacion n°2 los valores fueron de 80% y 75.6%, respectivamente. Los valores de sensibilidad

son similares a los descritos por De Vlieger y cols.**

, aunque en nuestro trabajo encontramos
una especificidad mas alta en ambas poblaciones (tabla 16, péagina 112). Estos valores
discrepantes, se pueden explicar por las diferentes caracteristicas de las poblaciones, asi como
por la diferencia en la prevalencia de Al. En la poblacién n°l el 52.2% de las EFI eran Al
respecto al 76.9% en la poblacién n°2, mientras que en el estudio de Vlieger y cols.**! el 100%
de las EFI eran Al, aunque como hemos mencionado en ese estudio habia un alto porcentaje de
pacientes hematoldgicos.

Es importante recalcar que en nuestros estudios obtuvimos un alto VPN, mayor de 90% en
ambas poblaciones (98.2% en la poblacion n°1 y 92.6% en la poblacion n°2). (tabla 16, pagina
112) Esto permitiria descartar el diagndstico de Al en pacientes con valores negativos de BG.

Una importante limitacion de la deteccion de BG en suero es la alta frecuencia de resultados
falsos positivos, lo cual disminuye la especificidad de la prueba.>®**® En la poblacién n° 1,
veinticuatro pacientes del grupo control (24.4%) presentaban valores de BG >80 pg/mL sin
presentar EFI. Catorce de estos pacientes presentaban bacteriemia de forma sincrénica a la toma
de la muestra de suero, 7 de ellos por bacterias gram positivas y otros siete pacientes por bacilos
gram negativos. Otros dos pacientes habian sido tratados con Amoxicilina-Acido clavulanico y
tres pacientes habian sido sometidos a una cirugia mayor la semana previa a la prueba de BG. En
la poblacidén 2, ocho de los 38 pacientes del grupo control presentaron valores de BG >80 pg/mL

sin presentar EFI. Cuatro de estos pacientes presentaron bacteriemias sincronicas a la realizacion

del LBA, por bacterias gram positivas y otro paciente presentd peritonitis fecaloidea y cirugia
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reciente. Todos estos factores son conocidos como factores de falsa reactividad de
BG.93'105’129'187_192

Se ha descrito resultados falsos positivos de BG en pacientes con bacteriemia, tanto por
bacterias gram positivas como bacterias gram negativas.****¥” En un reciente estudio en
pacientes sin EFI, Albert y cols.®” determinaron que bacteriemias tanto por bacilos gram
negativos, como bacteriemias por cocos gram positivos, producian resultados falsos positivos.
Los valores de BG en el grupo de pacientes con bacteriemia por bacilos gram negativos, eran
significativamente mas altos que en los pacientes con bacteriemia por cocos gram positivos.'®’
Un estudio previo, sin embargo, determind que los pacientes con infecciones del torrente
sanguineo (ya sea bacterianas o fungicas) no presentaban niveles mas altos de BG comparado a

los pacientes sin este tipo de infeccion'®

, aunque en este estudio se utilizé un punto de corte de
>20pg/ml.

El uso concomitante de antibidticos betalactdmicos, como amoxicilina-clavulanico, también
se ha descrito como causa de falsa reactividad de BG,*®® lo cual explicaria el resultado falso
positivo en dos de los pacientes controles. Antibioticos como colistina, ertapenem, cefazolina,
trimetoprim/sulfametoxazol, cefotaxima, cefepima y ampicilina/sulbactam, han presentado
reactividad en las pruebas de BG, pero solo cuando fueron evaluados directamente del vial.'*® A
una menor concentracion, similar a la méxima concentracion posible en plasma, no presentaron
reactividad.'®

Por otro lado, en los pacientes sometidos a cirugia los dias previos a la determinacion de BG
también se han descrito resultados falsos positivos, asociados al uso de gasas 0 esponjas que
contengan glucano.’®*'% En el caso de pacientes con infecciones bacterianas o flngicas,
diferentes a las infecciones del torrente sanguineo, también se ha descrito falsa reactividad de
BG.™™ Aunque en el caso de pacientes con cultivos positivos de secreciones respiratorias,

105

Digby y cols.™ no encontraron que presentaran niveles mas altos de BG comparados con
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aquellos pacientes sin este tipo de infecciones.'® En el paciente control con peritonitis, tanto el
procedimiento quirdrgico, con posible traslocacion bacteriana y de Candida spp., asi como los
implementos usados en la cirugia, podrian explicar el resultado falso positivo.

En cinco pacientes control de la poblacion n°1 y en 3 pacientes control de la poblacion n° 2,
no se pudo identificar ninguna causa de falsa reactividad de BG. Después de un analisis clinico y
microbioldgico, y de acuerdo a la evolucion clinica, se pudo excluir la presencia de EFI en todos
los pacientes control con resultados falsos positivos.

Ademas de los factores mencionados, se han descrito diversas causas de falsa reactividad de

193,194

BG. Entre estas tenemos: la hemodialisis con membranas de celulosa, tratamiento con

195,196

inmunoglobulinas humanas intravenosas , polisacéridos antitumorales™®’, albtimina, factores

de coagulacién o proteinas plasmaticas.*®!*>'*® También se han descrito resultados falsos

59,199

positivos por sobrecrecimiento intestinal por Candida y posterior traslocacion, por

contaminacion iatrogénica en el material de laboratorio (debido a que la molécula de BG es

ubicua en el entorno)*?°*%

, Y por utilizar suero hemolizado para la prueba.

Por otro lado, se han descrito algunos farmacos que contienen BG: lentinan, crestin,
scleroglucan, schizophyllan, que podrian ser causa de falsa reactividad.**

Existe controversia sobre algunas causas descritas como factores de falsa positividad de BG.

Alexander y cols.'®®

investigaron si la colonizacion por hongos miceliales podria ser otra causa
de falsa positividad, sin embargo encontraron que los pacientes colonizados presentaban valores
de BG maés bajos que los no colonizados, planteandose, que la causa de los bajos valores de BG
en los pacientes colonizados fuera el tratamiento antifungico administrado, sin embargo no se
pudo comprobar esta afirmacion.'®®

Otro punto controvertido, es que, a pesar de que se han descrito infecciones bacterianas como
causa de falsa reactividad al BG, las unicas bacterias conocidas que producen glucanos o

polimeros similares a glucanos son Alcaligenes faecalis y Streptococcus pneumoniae.*?%%%
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Recientemente se ha planteado que, probablemente Pseudomonas aeuroginosa presente
(1—3)-p-D-glucano, debido a que pacientes con bacteriemias por este microorganismo presentan
resultados positivos de BG, ademas el sobrenadante de cultivos de esta bacteria también
presentan reactividad frente a BG.!*® Otras bacterias presentan enlaces B-glucano, pero no
enlaces (1—3)-B-D-glucano.'”’

En el caso de colonizacion por Candida, aunque se han descrito resultados falsos positivos,
se ha descrito que pacientes con intensa colonizacion presentaban resultados negativos de
BG.61'94

Recientemente Mohr y cols.*® han propuesto, de acuerdo a los resultados de un estudio en
una UCI quirargica, que debido al alto namero de casos falsos positivos en los primeros tres
primeros dias de ingreso, los resultados positivos de BG en ese periodo deberian interpretarse
con cautela.'”®

La prueba de BG, ademas puede presentar resultados falsos negativos, aunque con menor
frecuencia. En este trabajo, en la poblacion n°l (tabla 4, pagina 58), encontramos un paciente con
Al probable con valores de BG <80pg/mL que habia sido tratado previamente con voriconazol.
En la poblacion n°2 (tabla 10, pagina 83), dos pacientes con Al probable presentaban valores de
BG <80pg/mL (uno de estos pacientes también habia recibido tratamiento previo con
voriconazol). Aunque en el caso de la determinacién de GM en suero, el tratamiento previo con
antifingicos podria explicar un resultado falso negativo'®, en el caso de BG no sucede lo

mismo. Koo y cols.*®

evaluaron si la sensibilidad de la prueba de BG disminuia con la
administracion de tratamiento antifingico sistémico, pero no encontraron que el tratamiento
antifangico recibido por mas de 7 dias influyera en el resultado de la prueba. Esto se deberia al
lento aclaramiento de BG en algunas infecciones flingicas.%%942"1:202

Se han descrito resultados falsos negativos de BG, con el método Fungitell®, en sueros con

altos niveles de bilirrubina y triglicéridos.
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5.3. Estudios prospectivo comparativo utilizando galactomanano y
(1-23)-p-D- glucano séricos en el diagnéstico de Aspergilosis
Invasora

En la poblacion n°1 se comparé el rendimiento diagnostico de GM en suero y BG en suero en
el diagnostico tanto de Al probada y de Al global (probada y probable). En el diagnéstico de Al
probada el ABC de BG en suero fue mayor que el ABC de GM en suero, esta diferencia no fue
estadisticamente significativa (p=0.5888). En el diagnostico de Al (probada y probable), el ABC
de GM en suero fue superior al ABC de BG, esto se refleja en una especificidad y VPP de GM
en suero superior. Sin embargo esta diferencia no fue significativa (p=0.871). Es importante
indicar que, en la poblacion n° 1, la tasa de falsos positivos de BG fue significativamente mayor
(p<0.0001) cuando se compard con los resultados falsos positivos de GM en suero. Esto
explicaria los bajos valores de especificidad y VPP de BG.

Se han realizado escasos estudios que comparen el rendimiento diagnostico de BG y GM en
suero para el diagnostico de Al, todos ellos en pacientes hematoldgicos y utilizando las pruebas
como herramientas de cribado. En ellos se describe resultados similares a los nuestros, mayor
valor de ABC, especificidad y VPP para GM en suero, respecto a BG en suero en el diagnostico
de Al, pero mayor sensibilidad y VPN de BG.%>*°0%%3

Después de una exhaustiva revision de la literatura, podemos afirmar que este es el primer
estudio que compara el rendimiento diagnostico de GM y BG en suero para el diagnostico de Al
(probada y probable) en pacientes criticos. Aunque el ABC de GM en suero fue superior al ABC
de BG en suero, esta diferencia no fue significativa. Sin embargo es probable que en estudios
con un mayor numero de pacientes esta diferencia sea mayor, debido a que GM es un antigeno
especifico de Aspergillus spp. a diferencia de BG que es un marcador panfungico. Ademas la
prueba de BG en suero presenta un alto nimero de resultados falsos positivos, significativamente

mayor que la tasa de resultados falsos positivos de GM en suero, de acuerdo a nuestros datos.
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Debemos mencionar que en el trabajo de Pazos y cols.®*, en pacientes onco-hematoldgicos,
se estudio el rendimiento diagndstico de GM y BG a través de un estudio de cribado con dos
muestras de suero semanales: la positividad de BG era significativamente mas temprana que la
de GM en relacion a la aparicién de sintomas o signos clinicos o radiolégicos.** Esta estrategia

para el diagnostico de Al, no ha sido evaluada en pacientes criticos de UCI.

5.4. Estudios prospectivo combinado utilizando galactomanano y
(1-23)-p-D- glucano séricos en el diagnéstico de Aspergilosis
Invasora

Debido a que las pruebas con marcadores flangicos, GM y BG en suero, presentan

limitaciones, es posible que podamos superarlas con el uso combinado de GM y BG en el

93,94

diagndstico de Al. Esta estrategia, descrita previamente, incrementaria el rendimiento

diagndstico de cada prueba por separado. En ambas poblaciones estudiadas, el ABC de la
combinacién de ambas pruebas fue superior al ABC de cada prueba por separado, sin embargo
esta diferencia no fue estadisticamente significativa. En la poblacién n°® 1, con la combinacion de
ambas pruebas se mejord la sensibilidad y el VPN, respecto a la deteccion de GM en suero.

Mientras que en la poblacidn n° 2 se incremento la especificidad, VPP y eficiencia.

5.5. Estudio prospectivo utilizando galactomanano en liquido de
lavado broncoalveolar para el diagnéstico de Aspergilosis
Invasora.

La mayoria de estudios previos en los que se evalta el rendimiento diagnéstico de GM en

114,119,204,205

LBA, han sido realizados en pacientes hematoldgicos, receptores de trasplante de

162 y pacientes no inmunocomprometidos.'®® En ellos se describe sensibilidades y

6rgano solido
especificidades que varian en entre 85% y 100%, utilizando diferentes puntos de corte con
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valores entre > 0.5 a > 1.0. Por otro lado, se ha reportado que la sensibilidad de GM en LBA en
pacientes receptores de trasplante de pulmon, es significativamente méas baja que en otras sub-
poblaciones (61%).**

Todos estos estudios reportaron alto VPN que se relaciona con los resultados obtenidos en
nuestro estudio en la poblacion n°2. A pesar de existir un nimero importante de estudios
enfocados en evaluar el rendimiento diagnostico de GM en LBA, la comparacion de ellos es
dificil debido a que las definiciones utilizadas son variables. Asi por ejemplo, no se define el
momento de la toma de muestra ni el impacto del tratamiento antifingico, ademas la cantidad de
solucién salina instilada durante el LBA, varia en los diferentes estudios, #!411%162164204 paga 5
estos inconvenientes, en una reciente revision sobre el tema se concluy6 que la deteccion de GM
en LBA seria recomendable en el caso de que se realizara una fibrobroncoscopia para el estudio
de infiltrados pulmonares en pacientes en riesgo de EF1.2%

En el caso de pacientes criticos, Meersseman y cols.* realizaron un estudio en base a
necropsias, donde evaluaron el rendimiento diagndstico de GM en liquido de LBA, ademaés de
GM en suero, para el diagnéstico de Al. La sensibilidad y especificidad reportada de GM en
LBA (para un punto de corte de >0.5) fueron de 88% y 87% (tabla 17, pagina 120). Con este
punto de corte en nuestro estudio, la sensibilidad y especificidad para todos los casos de Al seria
80% y 92.6%, respectivamente, pero utilizando un punto de corte de >1.0, mantenemos la misma
sensibilidad pero se incrementa la especificidad a 97.5% y ademéas mejoran todos los parametros
diagnosticos (VPP, VPN, CPP, CPN). En estudios previos, ya se habia determinado que
incrementado el punto de corte de GM en LBA de <0.5 a <1.0, mejoraba el rendimiento

diagndstico de esta prueba.***

120



Tabla 17: Rendimiento diagndstico de galactomanano en liquido de LBA para el diagnéstico de Aspergilosis Invasora en pacientes criticos

No Autores Tipo de Poblacion Al probada Al Incidencia  Punto  Sensibi-  Especifi- VPP VPN  Falsos Falsos
Referencia Estudio (n) probada+ Al de lidad cidad (%) (%) Positivos  Negativos
probable corte (%) (%) (n) (n)
(n)
4 Meerssema  Prospectivo 110 26 (34 34 31% >0.5 88.0 87.0- - - 6 3¢
n, W.y muestras)”
cols.?
Poblacion n®2  Acosta, J.y  Prospectivo 51 4 10° 19.6% >1.0 80.0 97.5 88.8 952 1 2
cols.

LBA= Lavado broncoalveolar; Al= Aspergilosis Invasora; VPP= valor predictivo positivo; VPN= valor predictivo negativo

a: Analisis por muestras
b: Rendimiento diagnostico de la prueba evaluado para estos casos
c: Pacientes con Al con resultado negativo en la primera muestra

-: No datos
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En lo concerniente a los resultados discordantes, se observo altos niveles de GM en liquido
de LBA en uno de los pacientes del grupo control. Este paciente presentaba examen de vision
directa y cultivo de liquido de LBA negativos. El paciente se recuperd sin tratamiento
antifungico y por tanto podemos descartar de forma razonable que presentara EFI.

Se han reportado altos niveles de GM en LBA en pacientes colonizados por Aspergillus
spp.*® y Penicillium spp.*®%. La prueba de deteccién de GM también puede presentar reactividad
por Alternaria spp, Paecilomyces spp., Lichtheimia ramosa o Histoplasma.’*?"*® Ademés
recientemente Persat y cols.’® han reportado que pacientes colonizados con grandes cantidades
de Candida albicans, determinado a través de cultivo de liquido del LBA, presentaban niveles
altos de GM en liquido de LBAZ?® Se ha descrito, que el tratamiento con
piperacilina/tazobactam o ampicilina/sulbactam se asocia también a resultados falsos
positivos.”*? Nuestro paciente del grupo control con resultado falso positivo, no habia recibido
tratamiento con ninguno de estos antibioticos.

Dos pacientes con Al presentaron valores de GM en LBA <1.0, uno de ellos habia recibido
tratamiento con voriconazol durante 3 dias antes de la toma de muestra. Se ha relacionado el
tratamiento antifungico con itraconazol y voriconazol, con resultados falsos negativos en
pacientes receptores de 6rgano sélido.?'* Sin embargo en un estudio reciente en pacientes onco-
hematologicos, se determind que el tratamiento antifingico (menos de 3 dias), no alteraba el

resultado de GM en LBA.?®

5.6. Estudio prospectivo comparativo de galactomanano en liquido
de Lavado Broncoalveolar respecto a galactomanano y (1-23)-$-D-
glucano séricos para el diagnostico de Aspergilosis Invasora

Es importante sefialar que en la mayoria de estudios disefiados para evaluar el rendimiento

diagnostico de GM en LBA, no se muestran datos sobre el valor diagndstico de GM en liquido
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de LBA comparado con GM en suero. Una excepcion es el estudio de Maertens y cols.??

,enel
cual se estudiaron 10 pacientes neutropénicos y 19 no-neutropénicos con Al probada, donde
posteriormente describieron, que en forma global la determinacion de GM en liquido de LBA
tiene mayor sensibilidad que la determinacién de GM en suero.***?*?

En pacientes criticos de UCI, Meersseman y cols.?, tal como se ha mencionado previamente,
realizaron un estudio que evalGa y compara el rendimiento diagnéstico de GM en liquido de
LBA y GM en suero con muestras tomadas de forma simultanea. En este estudio la sensibilidad
de GM en LBA (utilizando un punto de corte >0.5) en casos de Al probada fue 88%, superior a
la sensibilidad de GM en suero, que fue sélo 42%.* En este estudio sin embargo no se reporté el
VPN ni el VPP de las pruebas. Los resultados obtenidos en nuestro estudio son similares a los
reportados en este estudio, ya que en la poblacion n°2, todos los pardmetros diagndésticos de GM
en liquido de LBA fueron significativamente mejores cuando se compar6 con GM en suero,
incluido el ABC (p=0.0258).

En el caso de BG en suero, los pardmetros diagnosticos de GM en liquido de LBA también
fueron significativamente superiores a los de BG, utilizando un punto de corte de >80pg/mL
(p=0.0322). En este sentido no hemos encontrado literatura que compare estas dos pruebas

diagnosticas, aunque confirma la importancia de realizar broncoscopia a los pacientes con

sospecha de All.

5.7. Estudio prospectivo diagndstico de Enfermedad Fingica
Invasora mediante la deteccion de (1 23)-f-D-glucano sérico

La informacidn sobre la eficacia de la deteccion de BG en suero para el diagndstico de EFI
en pacientes criticos es escasa e imprecisa.' Digby y cols.® han cuestionado la utilidad de BG
en los pacientes de UCI. Estos autores sostienen que los niveles de BG en suero no mantienen

correlacion con la presencia de EFI, y que resultados positivos no serian especificos de esta
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patologia.®® Sin embargo utilizaron en su estudio la prueba FungiTec G con un punto de corte
de >20 pg. /mL."® Dado que en este estudio se utilizé un punto de corte inapropiado, por debajo
del sugerido de >80 pg. /mL, se podia esperar que obtuvieran una alta tasa de falsos positivos.

A diferencia de este estudio, la especificidad de BG reportada por otros autores es alta
(>90%),*%%'* qunque estos estudios se realizaron en pacientes de areas hospitalarias diferentes a
la UCI. En nuestros estudios la especificidad fue de 67,11% en la poblacion n°1, y 81.6% en la

142

poblacion n°2, una especificidad similar a la reportada por Presterl y cols.”™ en pacientes criticos

(75.9%), aunque en este estudio se utilizé un punto de corte de >40pg/mL (tabla 18, pagina 127).

Posteraro y cols.*”

, en un estudio reciente realizado en pacientes criticos con sepsis, describen
una especificidad similar a la reportada en pacientes criticos (93.6%). En este estudio, en el que
solo se incluyd pacientes con sepsis, la tasa de resultados falsos positivos fue baja 5/79, lo que
explicaria la alta especificidad reportada.*”

Nuestros resultados muestran que, tanto en la poblacion n°1 como en la n°2, el VPN de BG
en el diagnostico de EFI (excepto el caso de Zigomicosis) fue mayor a 90%. Estos resultados

coinciden con los valores reportados en estudios previos, realizados en pacientes

94,102,156,165 102

hematologicos, con los resultados del estudio de Ostrosky-Zeichner y cols.

realizado en una poblacion heterogénea de pacientes hospitalizados y con los resultados de

170 142

Posteraro y cols.”"" en pacientes criticos con sepsis (tabla 18, paginal24). Presterl y cols.
reportan un VPN menor en pacientes criticos (80%), sin embargo como hemos mencionado,
utilizan un punto de corte de >40 pg/mL. El alto VPN de BG permite excluir de forma razonable
el diagnostico de EFI. Este punto es muy importante, debido a que el tratamiento antifingico
puede presentar efectos adversos o interacciones con otros farmacos. Al contar con pruebas

diagnosticas con alto VPN con las que podamos descartar la presencia de EFI, se evitaria un

tratamiento antif(ngico potencialmente toxico® (tabla 18, paginal24).
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Tabla 18: Rendimiento diagnostico de de (1—3)-p-D-glucano sérico para el diagnostico de Enfermedad Fingica Invasora en pacientes criticos

N° Autores Tipo de Poblacion  EFI EFI Incidencia  Punto Sensibi-  Especifi- VPP VPN  Falsos Falsos
Referencia Estudio probada probada+ EFI de lidad cidad (%) (%) Positivos  Negativos
(n) probable corte (%) (%) (n) (n)
(n)
105 Digby, J.y  Prospectivo 46 37 - No hay >20 - - - - 2 4
cols. datos
142 Presterl, E.  Prospectivo 82 24 - 12.18% >40 52.2 75.9 46.2 80.0 14 12
y cols.
170 Posterano,  Prospectivo 95 16 - 16.8% >80 93.7 93.6 75.0 986 5 1
B. y cols.
Poblaciéon n®1  Acosta, J.y  Prospectivo 98 16 23 23.4% >80 81.82 67.11 41.86 92.73 24 4
cols.
Poblaciébn n®2  Acosta, J.y  Prospectivo 51 8 13° 25.5% >80 84.62 81.58 61.11 9394 8 2
cols.

EFI= Enfermedad Fungica Invasora; VPP= valor predictivo positivo; VPN= valor predictivo negativo

a: Pacientes de UCI con infeccion bacteriana y/o fungica

b: Rendimiento diagnostico de la prueba evaluado para estos casos

-: No datos
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En el estudio de Digby y cols.'®

, se describe un VPP, para el diagnostico de infecciones en
general, de 89%, pero no encontraron diferencias en la tasa de resultados positivos de BG en las
infecciones fungicas respecto a las infecciones bacterianas. Esto se deberia a que el punto de

corte utilizado por ellos que fue de >20 pg. /mL.'%®®

Aungue Ostrosky-Zeichner y cols. (en una
poblacion hospitalaria heterogénea) y Posteraro y cols. (en pacientes criticos con sepsis), han
descrito que el VPP de esta prueba es alto para el diagnostico de EFI (89% vy 75%,

102,170

respectivamente), en nuestro estudio el VPP era bajo, tanto en la poblacién n°1(41.86%)

como en la poblacién n°2 (61.1%). Nuestros valores son similares a los descritos por Presterl y

cols.1#?

en pacientes criticos (46.2%). (tabla 18, pagina 124)

En el caso de un resultado positivo, debido a que BG es un marcador panfungico, debe
realizarse estudios diagnosticos complementarios al paciente teniendo en cuenta las distintas
micosis productoras de EFI.** Debemos resaltar que de los cuatro pacientes sobrevivientes con
EFI probada o probable, tres presentaron niveles de BG negativos, lo cual sugeriria el potencial
rol de esta prueba como marcador pronostico de la evolucion del paciente.

Como se ha mencionado anteriormente la tasa de resultados falsos positivos de la prueba de
BG es alta, sin embargo de acuerdo a un analisis clinico y microbiologico se pudo excluir
razonablemente la presencia de EFI en todos los pacientes del grupo control con resultados
falsos positivos en ambas poblaciones. En cinco pacientes de estos paciente de la poblacion n°l y
en 3 pacientes de la poblacidn n° 2, no encontramos un motivo que explicara el resultados falsos
positivo. Sin embargo existen algunos factores descritos, dificiles de identificar que podrian
explicar estos resultados como: el sobre-crecimiento intestinal y traslocacion por Candida
spp.*®, infeccién pulmonar oculta por P. jirovecii,®* produccién de BG por infecciones

189,192

bacterianas concomitantes’®® y contaminacién iatrogénica. En estos pacientes fue

improbable que una probable colonizacion por Candida, fuera el motivo de la falsa positividad
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de BG, ya que otros pacientes con una importante colonizacion por Candida, determinada por
estudios de vigilancia no protocolizados, presentaban resultados de BG negativos.**%

En la poblacion n°1, como era de esperar, el paciente con zigomicosis, presentaba resultados
negativos de BG, debido a que los zigomicetos producen ninguna o escasa cantidad de BG y por
tanto esta infeccidn invasora no puede ser detectada con este marcador.

En la poblacién n°2, en el caso de pacientes con neumonia por P. jirovecii, el examen directo
de las muestras de LBA proporciond un diagnéstico precoz en estos pacientes, pero en todos
estos pacientes los niveles de BG fueron elevados, tal como previamente se ha
reportado.*%%1321* Un estudio realizado en pacientes hematolégicos y pacientes con VIH, donde
se evalua el rendimiento de BG para el diagnostico de Neumonia por P. jirovecii, describe una
sensibilidad y especificidad de 100% y 96.4%, respectivamente, utilizando un punto de corte de
100pg/mL.**® Después de una busqueda bibliogréfica, podemos afirmar que no se han publicado
estudios que evalten el rendimiento diagnostico de BG en el diagnéstico de Neumonia por P.

jirovecii en pacientes criticos. Debido al escaso numero de pacientes, no se analizd el poder

diagndstico de BG en el diagnostico de Neumonia por P. jirovecii, en la poblacion n°2,

5.8. Estudio prospectivo diagnéstico de Candidiasis Invasora
mediante la deteccion de (1-23)-f-D-glucano sérico

Los estudios que evaltan el rendimiento de BG para el diagnéstico de Cl en pacientes de

UCI son escasos y no son concluyentes. En el estudio retrospectivo antes mencionado, de
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Ostrosky-Zeichner y cols.” realizado en una poblacidn heterogénea de pacientes hospitalizados,

se evalud la prueba Fungitell para el diagnéstico de CI probada, la sensibilidad de BG fue 78%
utilizando un punto de corte de > 80 pg. /mL. %

En lo concerniente a estudios realizados en pacientes criticos, Ledn y cols. desarrollaron un

estudio prospectivo que incluia 240 pacientes no-neutropénicos de UCI; en este evaluaron y
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compararon la utilidad de la prueba de BG en suero para diferenciar pacientes colonizados por
Candida spp. frente a pacientes con Cl. Utilizando un punto de corte de 75 pg. /mL, reportaron
una sensibilidad y una especificidad de 77.8% y 52.7%, respectivamente. (tabla 19, pagina 128)

Debido al bajo rendimiento diagndstico encontrado, se han desarrollado otras estrategias
diagndsticas para incrementar los valores de sensibilidad y especificidad de la prueba. Un
reciente estudio en 57 pacientes quirtrgicos de UCI,*® determino que el rendimiento diagnéstico
de BG mejoraba, si se consideraba como resultado positivo la presencia de dos pruebas
consecutivas con valores >80 pg/mL, obteniéndose una sensibilidad y especificidad de 90% y
80%, respectivamente, en el diagnéstico de Cl probada y probable, y de 100% y 72%,
respectivamente en el diagnéstico de CI probada.'?® (tabla 19, pagina 128)

Otra estrategia ha sido incrementar el punto de corte de la prueba. En este sentido, Tissot y
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cols.™", evaluaron 106 pacientes quirdrgicos de alto riesgo ingresados en UCI, y encontraron que

el mejor rendimiento diagndstico de BG en el diagnéstico de CI se consigue definiendo un
resultado positivo de BG, como dos pruebas consecutivas con valores de BG >150 pg/mL.**’
Utilizando esta estrategia consiguieron mejores valores de sensibilidad y especificidad, 73% vy
78%, respectivamente.'?’ (tabla 19, pagina 128)

La razdn por lo cual el rendimiento diagndstico de BG en candidiasis mejora al considerar un
resultado positivo como la presencia de dos pruebas consecutivas por encima del punto de corte
o al incrementar el punto de corte, esta probablemente relacionada con la alta tasa de resultados

falsos positivos obtenidos utilizando el punto de corte sugerido por los fabricantes (>80 pg/mL)

en una sola muestra.
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Tabla 19: Rendimiento diagnostico de (1—3)-p-D-glucano sérico en el diagndstico de Candidiasis Invasora probada en pacientes criticos

No Autores Tipo de Poblacion  Cl probada EFI Incidencia  Punto  Sensibi-  Especifi- VPP VPN  Falsos Falsos
Referencia Estudio (n) probada+ Cl de lidad cidad (%) (%) Positivos  Negativos
probable corte (%) (%) (n) (n)
(n)
3 Ledn, C.y  Prospectivo 240 18 - 7.5% >75 77.8 52.7 - - - 4
cols.
127 Tissot, F.y  Prospectivo 106 37 (1251 - 34.9% >150% 73 78 - - - -
cols. muestras)
170 Posterano,  Prospectivo 95 14 16 14.73% >80 92.9 93.7 72.2 98.7 5 1
B.y cols.”
128 Mohr, J.F.  Prospectivo® 57 (239 2 15° 26% >80° 90 80 - - 9 -
y cols. muestras)
Poblacion n®1  Acosta, J.y  Prospectivo 98 10 23 10.2% >80 70 59.09 16.28 9455 24 3
cols.

EFI= Enfermedad Fungica Invasora; Cl= Candidiasis Invasora; VPP= valor predictivo positivo; VPN= valor predictivo negativo
a: En dos muestras consecutivas

b: Estudio realizado en pacientes criticos con sepsis
c: Analisis para el diagnostico de Cl probada y probable
d: Cl probadas, probables y posibles

-: No datos
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Al comparar nuestros resultados con el estudio de Leén y cols.®, observamos que, utilizando
un punto de corte de > 80pg/mL, la sensibilidad que obtuvimos fue menor (70%) en los casos de
Cl y la especificidad fue mayor (59.09%). Con este punto de corte, a pesar de obtener un muy
bajo VPP (16.3%), el VPN fue muy alto (94.6%). Esto indicaria que esta prueba, podria
utilizarse como una herramienta complementaria para descartar el diagnostico de CI, en
pacientes con alto riesgo y sindrome compatible con esta patologia pero con una prueba de BG
negativa. Nuestros resultados concuerdan con los datos de un reciente estudio en pacientes con
sepsis de UCL.'" En este estudio el VPP de BG en el diagnéstico de CI fue de 72.2%, mientras

que el VPN fue 98.7%.'"° (tabla 19, pagina 128)

5.9. Estudio prospectivo diagndstico de Enfermedad Fingica
Invasora mediante la deteccion de galactomanano y (1 23)-f-D-
glucano séricos: andlisis por muestras

La deteccion de GM, y recientemente de BG, son pruebas utilizadas como herramienta de
cribado para el diagndstico precoz de EFI en pacientes onco-hematoldgicos, y se ha establecido
que se deberfa realizar 2 veces por semana.” 192111 | g estrategia de cribado para el diagnéstico
de EFI no se ha estudiado en otras poblaciones, y tampoco en pacientes de la UCI, a excepcion

del estudio de He y cols.*®

, aunque este estudio se realizd en una subpoblacién especifica de
pacientes criticos con EPOC. Esto se debe en parte a las caracteristicas de los pacientes de UCI,
una poblacion heterogénea, donde la mayoria de pacientes son no neutropénicos, y en la que la
mayoria de pacientes estan ingresados por periodos cortos de tiempos. Son estas caracteristicas
las que hacen a esta poblacion diferente a la de pacientes onco-hematoldgicos.

En nuestro estudio no se implemento esta estrategia de cribado, y la decision de solicitar las

pruebas de GM y BG dependié del criterio clinico de los intensivistas. Es por este motivo que, a

pesar de haber realizado el andlisis por muestras en la poblacion n°l, no podemos sacar una
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conclusién definitiva sobre el rendimiento diagnostico de esta estrategia en nuestra poblacion.
Los motivos por que se solicitaron en més de una ocasion la deteccion de marcadores en algunos
pacientes, fueron variados, como evaluar la evolucién del paciente una vez establecido el
diagndstico, o intentar establecer un diagnostico en el caso de pacientes del grupo control con
cultivos microbioldgicos negativos. En todo caso, como se ha mencionado, dependieron del
criterio clinico de los intensivistas.

En nuestros resultados observamos que en el caso de GM, utilizando un punto de corte de >
0.5 en el diagnostico de Al probada, solo la sensibilidad y el VPN fueron mayores que en el
analisis por paciente, el mejor rendimiento diagnostico se obtuvo utilizando un punto de corte de
> 1.7, muy por encima del punto de corte sugerido. En el caso de Al probada y probable para un
punto de corte de > 0.5 solo la sensibilidad fue mayor que en el analisis por pacientes, y el mejor
rendimiento diagnostico se obtuvo utilizando un punto de corte de >0.6.

En el caso de BG utilizando un punto de corte de > 80 pg/mL en el diagnostico de Al
probada, solo la el VPP fue ligeramente mayor que en el andlisis por paciente. EI mejor
rendimiento diagnostico se obtuvo utilizando un punto de corte de > 120 pg/mL, a pesar de que
la especificidad y el VPP fueran muy bajos. En el caso de Al probada y probable para un punto
de corte de > 80 pg/mL, todos los parametros diagnosticos fueron mejores que en el analisis por
pacientes excepto la especificidad y el CPN. Tanto en el caso de Al probada y probable, como en
el caso de Al probada, el rendimiento diagnostico determinado por ABC de GM fue superior al
de BG, sin embargo esta diferencia no fue significativa.

El mejor rendimiento diagnostico de BG en suero en el diagnostico de Cl se obtuvo
utilizando como punto de corte >120 pg/mL, los valores del sensibilidad, especificidad, VPP vy
VPN fueron similares a los obtenidos en el estudio por paciente, con un punto de corte
>80pg/mL. El mejor rendimiento diagndstico de BG en suero en el diagnostico de EFI

(exceptuando el caso de Zigomicosis) se obtuvo utilizando como punto de corte >80 pg. /mL,
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con valores de sensibilidad, especificidad, VPP, CPP y eficiencia superiores al analisis por
paciente.

A pesar de estos resultados y debido a la falta de protocolo, no podemos afirmar que
modificar el punto de corte de GM o BG en una estrategia diagnostica de cribado, mejore el
diagnostico de Al, IC o EFI. En el caso de los pacientes de UCI, se ha estudiado el rendimiento
diagnéstico de los marcadores (GM y BG) como técnicas diagnosticas complementarias
puntuales en casos de sospecha de EFI. Sin embargo no hay estudios publicados en los que se
evalle, de forma prospectiva, la eficacia del uso de estos marcadores como herramientas

diagndsticas de cribado en pacientes criticos con alto riesgo de EFI.

5.10. Estudios prospectivos comparativos del cultivo respecto a la
deteccion de marcadores (galactomanano y (1-23)-$-D- glucano)
para el diagnéstico de Enfermedad Fungica Invasora

5.10.1. Estudio prospectivo comparativo del cultivo y la deteccion
de marcadores (galactomanano y (1->3)--D-glucano) séricos en el
diagndstico de Aspergilosis Invasora

En nuestro estudio los resultados positivos de los marcadores fangicos en pacientes con Al
tanto de GM como de BG en suero, antecedieron al cultivo Aspergillus spp, tal como se ha
mencionado en estudios previos. En la poblacion n°l, en un promedio de 6.5 dias y en la
poblacion n° 2 un promedio de 4.3 dias, aunque el rango fue variable (entre 1 a 11 dias). Esto es
muy importante para el manejo de los pacientes, debido a que un diagnostico temprano de Al
implica la posibilidad de iniciar rapidamente la terapia antifungica, lo cual ha demostrado ser
crucial para disminuir la mortalidad en estos pacientes. 2%

Sin embargo, debemos mencionar que las técnicas tradicionales (especificamente la vision

directa) continda teniendo un papel importante en el diagnéstico de EFI. En cinco (50%)

pacientes con Al de la poblacion n°2, la visidn directa fue positiva en la muestra de liquido de
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LBA. Ademés, es una prueba de diagnostico rdpido y actualmente es, asociada a la

inmunofluorescencia, la prueba de oro para el diagnéstico de neumonia por P. jirovecii.

5.10.2. Estudio prospectivo comparativo de cultivo y la deteccion de
(1->3)-B-D-glucano sérico en el diagndstico de Candidiasis Invasora

En nuestro estudio, los resultados positivos de BG, en el 40% de los pacientes con Cl,
antecedieron al cultivo positivo de Candida spp., (especificamente a 3 hemocultivos y 1 cultivo
de pus abdominal), un promedio de 3.25 dias (rango 2-5). Esto como se ha mencionado
previamente, es importante tanto en el diagnostico de EFI como en el de CI en particular, debido
a que los resultados microbiolégicos tempranos permiten el inicio precoz tratamiento
antifangico, con lo cual disminuye la morbi-mortalidad asociada.?*>**°
La precocidad de los resultados positivo de BG respecto al diagndstico microbioldgico
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tradicional, ha sido descrito previamente.*?"*?® Tissot y cols."*” encontraron que en el 73% de los

casos con BG positivo, los resultados precedieron el inicio de tratamiento antiftngico.™?’

Ademas Mohr y cols.*®

refieren que en los casos de CI probada, el primer resultado positivo de
BG antecedi6 al cultivo positivo de Candida spp. un promedio de 4 dfas.*?®

En centros hospitalarios con poblacién de alto riesgo deberia implementarse la deteccion
diaria de estos marcadores séricos (GM y BG), para que la disminucion en el tiempo de
diagndstico de EFI, conseguido con estas pruebas, tuviera un valor clinico real. Ademas se
deberia implementar la realizacién de GM en todas las muestras de LBA de poblaciones con

factores de riesgo. Sin embargo como se ha mencionado, no se debe dejar de lado las técnicas

tradicionales debido a que presentan un rol importante en el diagnéstico de EFI en general.
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6. CONCLUSIONES
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En nuestra poblacion de enfermos criticos no neutropénicos hemos llegados a las siguientes

conclusiones:

l. La deteccion de Galactomanano y (1—3)-B-D-glucano séricos son herramientas
diagnosticas eficaces en pacientes con Aspergilosis Invasora. EI GM sérico es una técnica
diagnostica con alta especificidad y alto VPN. El (1—3)-B-D-glucano sérico es una
técnica diagndstica con alta sensibilidad, alto VPN vy baja especificidad.

Il. La deteccion de Galactomanano en liquido de LBA en el diagndstico de
Aspergilosis Invasora, es una herramienta diagndstica adecuada con valores de
sensibilidad, especificidad, VPP y VPN superiores a 80%.

. En el diagnostico de Aspergilosis Invasora, la determinacion de Galactomanano
en liquido de LBA, ha demostrado ser una herramienta diagnostica con un rendimiento
significativamente superior a la determinacion de Galactomanano y (1—3)-p-D-glucano
séricos.

V. La determinacion de marcadores fungicos (Galactomanano y (1—3)-p-D-glucano
séricos, y Galactomanano en liquido de LBA), son técnicas que permiten un diagndstico
precoz respecto al cultivo de Aspergillus spp. Esto permitiria la instauracion de un
tratamiento antifingico anticipado.

V. La deteccion de (1—3)-B-D-glucano sérico en el diagnostico de Enfermedad
Fangica Invasora es una técnica diagndstica con alto VPN y una sensibilidad superior a
80%, pero baja especificidad. Resulta eficaz para descartar Enfermedad Flngica
Invasora, pero en el caso de un resultado positivo, se debe realizar estudios diagnésticos
complementarios teniendo en cuenta los diferentes agentes etiolégicos productores de
Enfermedad Flngica Invasora.

VI. La deteccion de (1—3)-pB-D-glucano sérico en el diagnostico de Candidiasis

Invasora es una técnica diagnostica con alto VPN, una sensibilidad de 70% y muy bajo
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VPP, resultando por tanto eficaz para descartar Candidiasis Invasora.
VII. La determinacion de (1—3)-B-D-glucano es una técnica que permite un
diagnostico precoz, respecto al cultivo de Candida spp. Esto permitiria la instauracion de

un tratamiento antifangico anticipado.
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