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INTRODUCCION

Las enfermedades fungicas invasivas (EFI) afectan habitualmente a tejidos,
organos y a liquidos organicos estériles. Pueden agruparse en dos categorias
clinico-micoldgicas: las EF| oportunistas y las EFl endémicas. Aunque la lista de
microorganismos patdégenos causales de EFI oportunista aumenta dia a dia,
Candida spp., Cryptococcus neoformans, Pneumocystis jiroveci y Asperqillus spp.,

son los patdgenos mas frecuentemente implicados.

Ademas de las principales causas de EFI| oportunistas, otros patdgenos emergentes
se aislan cada vez con mas frecuencia, bien sean hongos levaduriformes
(Trichosporon spp., Sacharomyces spp., Rhodotorula spp.), hongos hialinos
(Fusarium spp., Acremonium spp., Scedosporium spp.), hongos dematiaceos
(Alternaria spp., Bipolaris spp., Curvularia spp., Cladophialophora spp., Exophiala
spp. o Exserohilum spp.) o zigomicetos (Rhizopus spp., Mucor spp., Rhizomucor
spp., Absidia spp. o Cunninghamella spp.).

La distribucion de los agentes patdgenos causantes de EFI oportunista varia en
funcidbn de las condiciones previas de los pacientes y de la unidad de
hospitalizacion, tal y como se ha observado en un reciente estudio multicéntrico en
el que han participado 23 hospitales americanos [35]. En este estudio, las
infecciones por Candida spp. fueron las mas frecuentes en la mayoria de unidades
de hospitalizacidn y en los distintos tipos de pacientes; tan solo las EFIl causadas
por Aspergillus spp. (50,7%) fueron mayoritarias en receptores de trasplante de
células hematopoyéticas y las de Cryptococcus spp. (48,7%) en pacientes
infectados por VIH. Pero como refleja este estudio, y la mayoria de los publicados
hasta la fecha, la infeccién sistémica por Candida spp., con o sin candidemia
asociada, es la EFI mas frecuente en todas las latitudes geograficas, seguido por
Aspergillus spp. que causa desde enfermedades fungicas leves hasta

enfermedades invasivas graves con una alta mortalidad.



Aspergilosis invasiva

La aspergilosis invasiva (Al) es una enfermedad fungica grave causada por
Aspergillus spp., que ha ido en aumento en los ultimos afos, su incidencia es cada
vez mas frecuente en pacientes con enfermedades criticas que se encuentran
hospitalizados en Unidades de Cuidados Intensivos (UCI) sobre todo en su
presentacion de aspergilosis pulmonar invasiva. Existen mas de 200 especies de
Aspergillus, la mayor parte de las infecciones son producidas por A. fumigatus, A.
flavus, A. terreus y A. niger. La frecuencia de una especie sobre otra depende de
distintos factores pudiendo variar en diferentes centros hospitalarios, aunque A.

fumigatus es el mas frecuentemente identificado.

La Al puede afectar a cualquier 6rgano; sin embargo, como el mecanismo mas
frecuente de adquisiciéon de la infeccidn es inhalatorio, lo mas frecuente es la
aspegilosis pulmonar invasiva (APIl), seguido de rinosinusal. Menos usual es el
compromiso cerebral e infrecuentes son la enfermedad gastrointestinal, cutanea,
cardiaca, ocular y osteo-articular. En general, la via cutanea esta asociada a uso de
catéteres o contacto prolongado con material adhesivo o quemaduras. Las otras
localizaciones mencionadas pueden presentarse en el contexto de una infeccion
diseminada por via hematogena, exposicion ambiental o durante procedimientos

por contaminacion de insumos o dispositivos.

Los factores de riesgo para Al (Tabla 1) en pacientes en la UCI incluyen alta dosis
de corticoesteroides, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC),
enfermedad hepatica, malnutricién, quemaduras y diabetes [1-3]. Ademas se ha
reportado asociacion con pacientes internados en la UCI por insuficiencia
respiratoria secundaria a neumonia viral por influenza y SARS-CoV-2 [1-3].

En las ultimas décadas, la poblacién de pacientes susceptibles a desarrollar Al se
ha expandido significativamente y se reconoce cada vez mas como una enfermedad
emergente en pacientes no neutropénicos con una incidencia que varia entre 0,33

y 5,8% [3]. En este grupo de pacientes, el diagndstico de Al puede ser un desafio



debido a la falta de especificidad de los sintomas, la dificultad para discriminar la
colonizacion de la infeccion, y la menor sensibilidad de las pruebas microbiolégicas

y radiolégicas en comparacién con los pacientes inmunocomprometidos.

La aspergilosis pulmonar invasiva puede cursar con una sintomatologia
inespecifica. La clasica triada descrita en pacientes neutropénicos asocia: fiebre,
dolor pleuritico y hemoptisis. No obstante, en cualquier paciente con factores de
riesgo la presencia de sintomas respiratorios junto a la presencia de ndédulos o
infiltrados pulmonares deben hacer pensar en una aspergilosis pulmonar. La
radiografia de térax no es especifica, pero la tomografia computarizada (TC) puede
mostrar lesiones focales caracteristicas. La aspergilosis pulmonar suele presentar
uno o multiples nodulos, con o sin cavitacion, con consolidacién segmentaria o
infiltrado peribronquial o derrame pleural en raras ocasiones. Al igual que las
manifestaciones clinicas, los hallazgos radiol6gicos dependen de las caracteristicas
del huésped.

La presentacion clinica inespecifica y dificultades técnicas de los métodos
diagnosticos, conllevan un desafio en su diagnostico, con un consecuente retraso

en el inicio del tratamiento, lo que explica su elevada mortalidad [1-3].

La aspergilosis invasiva en pacientes no neutropénicos se asocia con mal
pronostico, con tasas de mortalidad superiores al 80%, principalmente debido al
diagnéstico tardio [3].

Si bien las biopsias transbronquiales se consideran seguras en pacientes no
inmunodeprimidos con un sistema de coagulacién normal [5,6], las disminuciones
en la funcion o el numero de plaquetas estan relacionadas con un aumento
considerable del sangrado parenquimatoso periintervencionista [7]. La biopsia
quirurgica permite detectar de forma fiable la EFI pulmonar en un enfoque
diagnostico y terapéutico [8,9]. Sin embargo, ambos procedimientos requieren

meédicos e instituciones especializadas y con experiencia. Por tanto, el desarrollo de



un meétodo fiable y sensible para confirmar la presencia de aspergilosis pulmonar
invasiva representaria un avance deseable para el tratamiento adecuado de los

pacientes de riesgo [4].

La prueba de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de Aspergillus en sangre
y muestras de LBA se ha aceptado recientemente como un criterio micologico para
Al probable en guias de consenso [10]. La base para su inclusion fue el progreso
significativo que se ha logrado en la estandarizacion de la metodologia, la
disponibilidad de ensayos comerciales y una mayor confianza en el rendimiento,
como se destaca en una revision Cochrane, varios metanalisis y ensayos

controlados aleatorios que incorporan esta tecnologia [12-18].

La mayoria de la informacion y ensayos clinicos reportados en la literatura médica
relacionados con métodos de diagndstico indirectos para enfermedad invasiva por
Aspergillus se han generado en poblaciones de pacientes inmunocomprometidos,
principalmente en pacientes neutropénicos, con trasplante de células
hematopoyéticas y enfermedades hematologicas malignas. Por lo tanto, la
evidencia del rendimiento diagnéstico de PCR para Aspergillus en pacientes no
neutropénicos, con factores de riesgo no tipicos, como lo son los pacientes que son
atendidos en nuestro hospital de tercer nivel es limitada, sin embargo, la necesidad
de dicha evidencia es cada vez mayor, con una frecuencia de Al en aumento, sobre

todo en el entorno de cuidados intensivos [19, 20].

En nuestro hospital, que es un centro de referencia para enfermedades respiratorias
en la Ciudad de México, hay una alta incidencia de pacientes criticos en la Unidad
de Cuidados Intensivos y un elevado numero de casos posibles y probables de Al,
por lo que es de gran interés conocer el rendimiento diagndstico de pruebas
indirectas como la PCR para Aspergillus en nuestro medio.



FACTORES DE RIESGO ALTO

* Neutropenia (< 500 neutrofilos/mm3)

» Enfermedad hematolo'gicg maligna (trasplante alogenico de
progenitores hematopoyeticos)

* Receptores de trasplante de organo solido (hepatico y pulmonar)
FACTORES RIESGO INTERMEDIO

e Tratamiento con corticoides

e EPOC

* Hepatopatia cronica

e VIH

* Enfermedades autoinmunes (fa'rmacos inmunosupresores)
FACTORES RIESGO BAJO

* Estancia prolongada en UCI (>21 dias)

e Quemados

» Transplante hepatico

» Tratamiento esteroide (<7 dias)
 Desnutricion

* Disfuncion multiorganica

* Neumonia viral grave (AH1IN1/COVID 19).

Tabla 1. Factores de riesgo para Aspergilosis Invasiva

ANTECEDENTES

Desde un punto de vista clinico, el término aspergilosis incluye enfermedades de
diferente patogenia, como son la aspergilosis broncopulmonar alérgica (ABPA), las
formas pulmonares crénicas no invasivas o semi-invasivas, las formas invasivas de
la via aérea, las formas cutaneas y las formas extrapulmonares y/o diseminadas.
Todas ellas producidas por diferentes especies de Aspergillus, mayoritariamente A.
fumigatus, A. flavus y A. terreus. Aspergillus es ubicuo en la naturaleza y la
inhalacion de conidias es un fenomeno habitual. Sin embargo, la invasion tisular es
infrecuente y ocurre fundamentalmente en pacientes neutropénicos o sometidos a
algun grado de inmunosupresion celular. La mortalidad de las formas invasivas

depende de la forma clinica y el tipo de huésped, pero suele ser superior al 50%.



Formas clinicas

Aspergilosis broncopulmonar alérgica

La sintomatologia clinica de la ABPA conlleva episodios recurrentes de obstruccion
bronquial en pacientes asmaticos, con fiebre, malestar, expectoracion de moldes
Mucos0s oscuros, eosinofilia y en ocasiones hemoptisis. Los hallazgos radiologicos
suelen mostrar infiltrados parenquimatosos (habitualmente en I6bulos superiores),
atelectasias por impacto mucoso y signos caracteristicos de bronquiectasias. Los
pacientes muestran signos de obstruccion de la via aérea, con atrapamiento aéreo

y disminucion de FEV1 e incremento del volumen residual.

Aspergilosis pulmonar cronica

La aspergilosis pulmonar cronica incluye varios cuadros clinicos, como el
aspergiloma, la aspergilosis cronica cavitada, la aspergilosis crénica fibrosante y la
aspergilosis crénica necrotizante. La duracion de los sintomas en estos cuadros es,
a diferencia de la aspergilosis pulmonar aguda, superior a tres meses. Suelen
afectar a pacientes inmunocompetentes o con inmunosupresion débil, por lo que es
bastante caracteristico que presentan en suero precipitinas positivas frente a
Aspergillus spp., a diferencia de los pacientes con aspergilosis invasiva,
severamente inmunodeprimidos. El aspergiloma es una pelota fungica compuesta
por hifas, fibrina, moco y detritus celulares que anidan o colonizan una cavidad
pulmonar previa. La aspergilosis crénica cavitada afecta a pacientes
inmunocompetentes que desarrollan una o mas cavidades durante varios meses,
habitualmente en Iébulos superiores y si progresan pueden llegar a desarrollar
formas crénicas fibrosantes. Estas formas clinicas de aspergilosis se suelen
observar en pacientes con tuberculosis, ABPA, cancer de pulmoén resuelto,
neumotorax con formacion de bullas, enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(EPOC) y sarcoidosis fibro-cavitada. La aspergilosis cronica necrotizante suele
afectar a pacientes con algun grado de compromiso inmunoldgico, como diabetes,
alcoholismo, corticoterapia y algunos pacientes con SIDA.



Aspergilosis invasiva
Las formas clinicas locales mas frecuentes de aspergilosis invasiva (Al) tienen lugar
a nivel pulmonar y en los senos paranasales, aunque también pueden afectar al

tracto gastrointestinal o a la piel, por inoculacion directa.

La aspergilosis pulmonar invasiva puede cursar con una sintomatologia
inespecifica. La clasica triada descrita en pacientes neutropénicos asocia: fiebre,
dolor pleuritico y hemoptisis. No obstante, en cualquier paciente con factores de
riesgo presencia de sintomas respiratorios junto a la presencia de noédulos o
lesiones pulmonares deben hacer pensar en una aspergilosis pulmonar. La
radiografia de térax no es especifica, pero la tomografia computarizada (TC) puede
mostrar lesiones focales caracteristicas. La aspergilosis pulmonar suele presentar
uno o multiples nodulos, con o sin cavitacion, con consolidacién segmentaria o
infiltrado peribronquial o derrame pleural. Al igual que las manifestaciones clinicas,
los hallazgos radiolégicos dependen de las caracteristicas del huésped. La
progresion radioldgica en la aspergilosis pulmonar ha sido mas estudiada en
pacientes neutropénicos. En estos pacientes, los hallazgos iniciales suelen incluir
nodulos con un contorno atenuado a su alrededor (signo del halo), que refleja
hemorragia y edema circundante a la lesién. Con el tratamiento y evolucion
favorable estos nddulos aumentan, pueden necrosarse en su parte central, lo cual
hace disminuir su densidad y favorecer el atrapamiento aéreo (signo del meniscos

aéreo o media luna).

Métodos diagnodsticos

Ante un paciente con factores de riesgo para enfermedad fungica invasiva y
presencia de lesiones pulmonares por estudios de imagen con sospecha de
aspergilosis pulmonar invasiva, se recomienda obtener una muestra respiratoria, ya
sea de: lavado bronquiolo alveolar, aspirado traqueal, esputo inducido o biopsia
pulmonar. Actualmetne contamos con estudios de micologia directos e indirectos

para analizar estas muestras.
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Estudios de micologia directos

El cultivo de hongos en agar Sabouraud se realiza en muestras de LBA, aspirado
bronquial y biopsia, este tiene una sensibilidad reportada que varia desde el 11 al
80% en pacientes neutropénicos (depende de tipo de muestra, enfermedad base y
momento del diagndstico), sin embargo, en pacientes criticos hospitalizados en UCI,
se ha resportado una sensibilidad < 30% con técnicas estandar. Tiene algunas
desventajas como lo son la duracion del tiempo de incubacion que usualmente es
de 3 dias, no siempre es posible tomar muestras (LBA/biopsias), no es util para

excluir infeccion.

La microscopia directa consiste en la observacién de hifas septadas hialinas en las
muestras obtenidas, tiene una sensibilidad del 10%, utiliza tinciones como: gidréxido
de potasio, Gomori-Grocott, hematoxilina eosina, acido peryddico de Schiff (PAS),

asi como la microscopia fluorescente.

Estudios de micologia indirectos

El galactomanano en LBA y sérico, esta disponible desde hace mas de 25 arios,
consiste en un ensayo de inmunoabsorcion de antigenos ligado a enzimas (ELISA),
se ha reportado una sensibilidad y especificidad de GM ELISA de un 80-90% para
Al. La aspiracion traqueal en UCI no ha sido bien estudiada. Los valores para
positividad dependen de la muestra obtenida, en LBA es > 0.7 (Sensibilidad >80%)
y en sangre > 0.5 (Sensibilidad 82%/Especificidad 81%). Sus desventajas es la
posibilidad de falsos positivos por: Penicillium, Alternaria, Histoplasma, uso de
piperacilina/tazobactam por mas de 5 dias, consumo de productos lacteos o
cereales con galactofuranosa. Respecto a los falsos negativos, se han reportado
por la presencia de enfermedad granulomatosa crénica, aspergilosis localizadas

(traqueobronquitis), profilaxis/uso empirico de antifungicos activos.

Otro método disponible actualmente es la PCR para Aspergillus, el cual se utiliza
principalmente para confirmar el diagnodstico en pacientes con sospecha o de Al o
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para evaluar a las personas con factores de riesgo, con el fin de facilitar el

diagndstico temprano.

Las estrategias de deteccidn se aplican mejor en pacientes con riesgo moderado a
alto de IA ya que la probabilidad pre prueba determina qué tan bien funciona la
prueba. Sin embargo, dada la creciente incidencia de Al en ciertas cohortes de
unidades de cuidados intensivos (19 % en pacientes posterior a influenza y 33 % en
pacientes posterior a COVID-19), las estrategias de deteccion son de alta prioridad
[21, 22]. Usando una PCR comercial de Asperqgillus, la sensibilidad fue del 100% vy
la especificidad fue del 99% al 100% en LBA de pacientes de la UCI [23, 24].

Chong y sus colegas demostraron que el rendimiento del ensayo Pathonostics
AsperGenius en muestras de LBA fue idéntico para las poblaciones de cuidados
criticos y hematologicos, generando una sensibilidad y especificidad del 80 % vy el
91 %, respectivamente, para la poblacién de la UCI [25].

PCR en muestra de LBA vs PCR sérico. Las muestras del sitio de infeccion
confieren ciertas ventajas sobre las muestras séricas en cuanto a la confirmacién
de Al en pacientes con sospecha de la enfermedad. En un estudio multicéntrico
retrospectivo que comparé PCR en muestras de LBA vs PCR sérico tomadas al
mismo tiempo, la sensibilidad de la PCR fue significativamente mayor en LBA (63
%) que en sangre (8 %). Ademas, aunque el 75% de las muestras se tomaron
durante la terapia antimicoética, esto no tuvo un impacto importante en el rendimiento
de LBA [26].

El rendimiento metaanalitico de la prueba PCR en muestra de LBA es comparable
al de GM con sensibilidades y especificidades comparables que van desde 76,8 a
79,65y 93,7 a 94,5, respectivamente [27, 28, 29].

Combinacion de PCR y deteccién de antigenos. Es probable que el uso 6ptimo

de la prueba PCR sea en combinacién con la deteccion de antigenos [26]. En un

12



estudio que utilizé muestras de LBA, la combinacion de PCR con GM (1>1.0) genero6
una sensibilidad del 100 % y una especificidad del 98 % [27]. Este enfoque se
confirmé mediante el ensayo comercial Pathonostics AsperGenius, en el que la PCR
combinada con GM (1>1,0) genero una sensibilidad del 96 % y una especificidad del
100 % [28]. Estos hallazgos proporcionan cierta validacién clinica de una estrategia

combinada de uso de PCR comerciales y ensayos de antigenos.

Un metanalisis de pruebas de antigeno/PCR de LBA gener6 una sensibilidad y
especificidad del 84 % y el 94 %. Si bien las pruebas combinadas de LBA
aumentaron la sensibilidad entre un 5 % y un 9 %, la especificidad siguié siendo
suficiente para confirmar la Al (razon de probabilidad positiva, 14) [29]. Varios
ensayos controlados aleatorios y estudios prospectivos de cohortes han destacado
el beneficio de las pruebas combinadas de antigeno/PCR en sangre para el
tratamiento de la Al [30, 31, 32, 33].

Un metanalisis confirmdé que si ambos eran negativos de forma constante, la
sensibilidad (99 %) seria suficiente para excluir la Al, mientras que la especificidad
cuando ambos ensayos eran positivos era del 98 % [34]. La especificidad lograda a
través de pruebas combinadas de prueba de PCR sérica y LBA puede aumentar la
certeza de un caso de Al probable cuando ambas pruebas son positivas. Por el
contrario, si ambas pruebas son negativas, la enfermedad puede excluirse con
confianza, lo cual es fundamental al momento de tomar decisiones respecto al inicio

0 suspension del tratamiento.

Debido a las limitaciones y desafios para el diagndstico de Aspergilosis Invasiva, la
European Organization for Research and Treatment of Cancer and the Mycoses
Study Group Education (EORTC/MSG) ha desarrollado criterios diagndsticos para
clasificar las Enfermedades Fungicas Invasivas tomando en cuenta factores de
riesgo (tabla 2), hallazgos clinicos (tabla 3) y evidencia micologica (tabla 4) en
posible, probable y probada (tabla 5).
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Factores del Neutropenia (< 500 cels/mm3) > 10 dias
hospedero

(Al menos 1) Receptor de trasplante de células hematopoyéticas / Cancer hematolégico
Corticoesteroides (mas de 20 mg de prednisona o equivalente) por mas de tres semanas

Anormalidad crénica de las vias respiratorias (EPOC, Bronquiectasias)

Cirrosis descompensada

Uso de inmunosupresores

Trasplante de 6rgano sélido

Virus de la Inmunodeficiencia Humana

Neumonia viral grave (Influenza, COVID 19)

Tabla 2. Factores de riesgo para Aspergilosis Invasiva en pacientes criticos.

Clinicos/ Aspergilosis pulmonar: Nédulos con/sin halo, aire creciente o cavidad,
Radiol6gicos consolidacion (cuna, lobar, segmentaria)

(Al menos 1) Rinosinusitis

Infeccion de sistema nervioso central
Traqueobronquitis (ulceracién, pseudomembranas)

Tabla 3. Hallazgos clinico radioldgicos sugerentes de Aspergilosis Invasiva

. BRP Directos: citologia, microscopia y/o cultivo Aspergillus en muestra del tracto respiratorio
Criterios mlcologlcosimcerior g TR perg P

Indirectos: Galactomanano sérico >0.5 y/o galactomanano LBA >0.7

Tabla 4. Criterios micolégicos para Aspergilosis Pulmonar Invasiva. LBA = Lavado bronquioloalveolar

Posible Factores del hospedero + criterios clinicos
Probable Factores del hospedero + criterios clinicos + micolégicos
Aspergillus en cultivos de cavidad esteril o sangre o estudio histoldgico que demuestre
invasion fungica

Probada

Tabla 5. Definicion de infeccidn fungica invasiva segun European Organization for Research and Treatment of
Cancer and the Mycoses Study Group Education (EORTC/MSG).



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La aspergilosis pulmonar invasiva (API) es un enfermedad grave, con una alta tasa
de mortalidad y una incidencia al alza, esto debido al aumento de pacientes criticos
que requieren manejo en la UCI, por lo tanto, la mortalidad asociada a esta
enfermedad fungica ha ido también en aumento, con reportes que van desde el 30%
hasta el 80% de mortalidad en los casos en los que no se inicia un tratamiento
oportuno.

Ademas de la morbimortalidad asociada a la API, esta conlleva un alto costo
hospitalario, con costos reportados en 2000 y 2006 de hasta $52 803 dolares en los
EE.UU. [2]. Por lo anterior, es de gran importancia diagnosticar la APl de manera

rapida, precisa y de una manera no invasiva.

Nuestro hospital se enfoca a la atencion de enfermedades respiratorias y enfermos
criticos, atendemos a pacientes con factores de riesgo como: EPOC, asma, uso
cronico de esteroides (asociado sobre todo a enfermedades reumatologicas), VIH,
estancia prolongada en la UCI, desnutricidn y neumonias virales por COVID-19. Lo
anterior es de relevancia, ya que estos pacientes, en su mayoria inmucompetentes,
cursan con una presentacion clinica y radiolégica menos especifica que los
pacientes inmunocomprometidos reportados en la literatura, ademas, la biopsia es
dificil de realizar debido a los posibles efectos adversos, es dificil discriminar entre
infeccion y colonizacion, y por ultimo, la sensibilidad y especificidad de los
biomarcadores para el diagnostico de APl es muy variable, especialmente en los
pacientes de UCI no neutropénicos. Esto puede retrasar el diagnostico preciso,
llevar al diagnostico erroneo de neumonia bacteriana o incluso de enfermedades no

infecciosas.

Actualmente, el gold standard para el diagnostico de la aspergilosis pulmonar
invasiva sigue siendo el examen directo o el cultivo del tejido pulmonar obtenido
mediante biopsia transbronquial o pulmonar abierta. Desafortunadamente, estos
procedimientos pueden estar asociados con una morbilidad y mortalidad en
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pacientes criticos. Actualmente, con el desarrollo de las tecnologias de deteccion,
las metodologias no basadas en el cultivo se utilizan ampliamente en el diagnostico
de la API, dada la ventaja de ser menos invasivas que la toma de biopsia.

El rendimiento de la de PCR en LBA/sérico es prometedor, pero la experiencia
comparativa/combinada con otras pruebas y contra referencias confiables en

pacientes atendidos en UCI aun es limitada.

A pesar de los beneficios y el alto rendimiento reportado en la literatura, su
estandarizacion en los diferentes laboratorios de infectologia, asi como la variedad
de PCR en el mercado han dificultado su inclusién como método diagnostico para
Al en nuestro hospital.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢, Cual es la sensibilidad y especificidad de la PCR para la deteccién de Aspergillus

en pacientes atendidos en el INER con sospecha de Aspergilosis Invasiva?

JUSTIFICACION

El diagnostico de Al en nuestro medio es complicado por distintas razones. El
principal motivo es la dificultad para obtener biopsias en pacientes criticos debido a
la presencia de inestabilidad hemodinamica, trombocitopenia o alteraciones de la
coagulacion que usualmente presenta esta poblacion de pacientes. Ademas, el
rendimiento de los cultivos es frecuentemente subdptimo en términos de
sensibilidad. Otras consideraciones que hacen dificil del diagnostico de Al: (1) los
signos radiograficos clasicos de Al estan generalmente ausentes en poblaciones
que no tienen los factores de riesgo habituales; (2) es complicado obtener
tomografia computarizada (TC) debido a la dificultad del traslado de pacientes
criticos; (3) discriminar entre colonizacién e infeccion de Aspergillus es dificil.
Tomando en cuenta estas consideraciones, el diagndstico de Al es con frecuencia
presuntivo; siendo de gran interés el uso de pruebas diagnosticas indirectas para
mejorar la precision diagndstica en lo posible.

Es importante diagnosticar APl de manera rapida, precisa y de una manera no
invasiva, lo cual es posible mediante el uso de pruebas de micologia indirectas como
PCR para Aspergillus, que ha demostrado en estudios previos grandes ventajas,
pero la experiencia comparativa/combinada con otras pruebas y contra referencias
confiables en pacientes atendidos en UCI aun es limitada.

Es necesario evaluar el rendimiento diagnodstico de la PCR para Aspergillus en
nuestro medio, con el objetivo de lograr un diagndstico oportuno para iniciar un
tratamiento dirigido de manera temprana y asi disminuir la morbimortalidad que
causa esta enfermedad, asi como evitar un tratamiento antimicético innecesario,
que a menudo se acompafa de efectos secundarios, riesgo acumulativo de

resistencia y altos costos hospitalarios.
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OBJETIVOS

General

Comparar el rendimiento diagndstico de la PCR para la deteccion Aspergillus con
las definiciones diagndsticas de la EORTC/MSG en pacientes con sospecha clinica
de aspergilosis invasiva en el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias.
Especificos

1. ldentificar la sensibilidad y especificidad de la PCR para la deteccién de
Aspergilosis Invasiva posible.

2. Identificar la sensibilidad y especificidad de la PCR para la deteccion de
Aspergilosis Invasiva probable.

3. Identificar la sensibilidad y especificidad de la PCR para la deteccion de
Aspergilosis Invasiva probada.

HIPOTESIS
La sensibilidad de la PCR para la deteccion de Aspergillus sera mayor del 80%
comparado con las definiciones clinicas de la EORTC/MSG para el diagndstico de

aspergilosis invasiva.

MATERIALES Y METODOS

Disefio

Tipo de investigacion: Investigacion clinica

Tipo de estudio: Estudio de prueba diagndstica.

Lugar del estudio: Servicio de Microbiologia Clinica, Instituto Nacional de
Enfermedades respiratorias.

POBLACION DE ESTUDIO

Criterios de inclusién

e Se incluiran todas las muestras de lavado bronquiolo-alveolar o aspirado
bronquial que fueron enviadas al laboratorio clinico de enero de 2021 a Julio del
2022 y a las que se les solicito una prueba de cultivo para hongos y un estudios
de galactomanano.
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e Muestras de paciente que tenian un expediente clinico completo en el INER

Descripcion de la poblacién de estudio

Pacientes con sospecha de aspergilosis invasiva hospitalizados en el Instituto
Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER) durante el periodo de Enero del
2021 a Julio del 2022.

Procedimiento del estudio

Se incluyeron resultados de las muestras de aspirados y lavados bronquiolo-
alveolares procesadas en el laboratorio de microbiologia clinica del INER, de
pacientes a los cuales se les solicitd cultivo y galactomanano. Se realiz6 de manera
retrospectiva la busqueda de los datos demograficos y clinicos, datos con los cuales
se realizé la clasificacion de los pacientes en aspergilosis posible, probada vy
probable.

Al remanente de muestra del LBA o aspirado bronquial, se sometié a un proceso de
purificacion de acidos nucleicos y posteriormente, se le realizé el PCR con base a

las especificaciones del fabricante.

El kit utilizado fue el Aspergillus spp. ELITe MGB® comercializado por la empresa
ELITech Group, la cual es una prueba para amplificaciéon cuantitativa y cualitativa
de acidos nucleicos para la deteccion y cuantificacion de DNA de especies de
Aspergillus. Este kit en conjunto con el instrumento ELITe InGenius identifica el gen

rDNA 18S de Aspergillus spp. en muestras de sangre y LBA.

Para la extraccion manual de ADN de las muestras que van a analizarse, se ha
validado el uso de los siguientes productos genéricos: «EXTRAblood prelysis»
(ELITechGroup S.p.A., codigo EXTB02), reactivos para el pretratamiento de
muestras para la extraccion de ADN de bacterias, hongos y otras células vy
«EXTRADlood» (ELITechGroup S.p.A., codigo EXTBO01), un kit para la extraccion

de ADN de muestras celulares y no celulares.
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El ensayo consiste en la realizacion de una reaccion de amplificacion en tiempo real
en una microplaca con un termostato programable que se suministra con un sistema
optico de deteccidn de fluorescencia (termociclador de amplificacion en tiempo real).
En cada pocillo, se realizan dos reacciones de amplificacion, comenzando con el
ADN extraido de las muestras que van a analizarse: una reaccion especifica de la
region del gen de ADN ribosémico 18S de Aspergillus spp. (presente en multiples
copias del genoma del hongo) y una reaccion especifica de la region del gen de la
beta-globina humana (control interno de interno de inhibicion). La sonda especifica
de Aspergillus spp. con la tecnologia ELITe MGB®, marcada con el fluor6foro FAM,
se activa cuando se hibrida con el producto especifico de la reaccion de
amplificacion de Aspergillus spp. La sonda especifica del control interno con la
tecnologia ELITe MGB®, marcada con el fluoréforo AP525 (analogo al VIC), se
activa cuando se hibrida con el producto especifico de la reacciéon de amplificacion
del control interno. A medida que aumenta el producto especifico de la reaccion de
amplificacion, la emision de fluorescencia también aumenta y el instrumento la mide
y la registra. El procesamiento de los datos permite detectar la presencia y el titulo
de ADN de Aspergillus spp. en la muestra inicial.

Variables

Se realizé una busqueda en el expediente clinico identificando las siguientes
variables: edad, sexo, presencia de factores de riesgo para aspergilosis invasiva,
criterios clinicos, diagnostico clinico, tipo de muestra (aspirado bronquial/LBA),
resultado de galactomanano (OD), resultado cultivo de hongos, numero de copias
en el qPCR, presencia de fiebre, cambios radiograficos, estudios de laboratorio
(hemoglobina, leucocitos totales, neutrofilos totales, creatinina, procalcitonina,
plaquetas). Posteriormente se clasifico a los pacientes con la definicidn clinica de la

EORT/MSG de Enfermedad Fungica Invasora posible, probable y probada.
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Calculo del tamano de muestra

Para el calculo de tamano de muestra se realizé con la formula para comparar la

sensibilidad entre dos pruebas diagnésticas:

e {ZOC\/(1+C)ﬁ(1—ﬁ)+Zﬂ-\/(Cplql +p2q2)F
(C)IC?

En donde:

e Za (desviacion normal estandarizada para el nivel establecido) = 1.64

e Zp (desviacion normal estandarizada para el nivel establecido) = 0.84

e (C= Relacion entre los componentes de ambos grupos = 1:1

e M (p1+p2/2)=0.80+0.90/2=0.85

e p1(sensibilidad del grupo 1) = 0.80, 91 =1-0.80 = 0.20.

e p2 (sensibilidad del grupo 2) = 0.80, 92 =1 -0.80 = 0.20.

e IC=0.1
El céalculo con la forma anterior fue de 156 sujetos, si la sensibilidad de la prueba
conocida es de 0.80, y se espera que la sensibilidad de la nueva prueba sea de 0.8
con IC del 95% 0.75 a 85%, a un nivel de confianza del 95% y poder del 80%, con

una relacion 1:1.

Analisis estadistico

Con la informacion recabada se realizara una base de datos, la cual permitira
realizar el procesamiento de la informacion. El analisis estadistico se realizara
utilizando el paquete estadistico SPSS 27. Se calculara:

e Sensibilidad

e Especificidad

e Valor predictivo negativo

e Valor predictivo positivo
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CONSIDERACIONES ETICAS

De acuerdo con el articulo de la Ley General de la Salud de los Estados Unidos
Mexicanos en materia de investigacion para la salud y su reglamento, se considera
una investigacion sin riesgo.
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RESULTADOS

Caracteristicas de la poblaciéon

Se incluyeron un total de 91 pacientes con galactomanano positivo y sospecha
clinica de aspergilosis pulmonar invasiva por parte del meédico tratante,
posteriormente se les solicitd cultivo para hongos, se encontré que 36% (31/91) de
los pacientes a los que se les solicitaron las pruebas para descartar una infeccion
fungica invasiva (IFI) no tenian criterios clinicos ni radiograficos para sospechar de
una aspergilosis pulmonar invasiva. El 54% de los pacientes se clasific6 como
enfermedad fungica invasiva probable por contar con factores de riesgo, hallazgos
clinico radiolégicos y un estudio micologico positivo. Un 16% de los pacientes se

clasifico como IFI posible.

54%

16%

= Sin criterios Posible Probable

Figura 1. Clasificacion inicial del paciente con base a criterio EORTC/MSG

La edad promedio de las personas incluidas en el estudio fue de 51.92 + 11.99 anos.
EI63% (57/91) de las personas a las que se realizé la prueba fueron hombres (figura
2).
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Figura 2. Distribucion por sexo y edad.

La enfermedad pulmonar multinodular en estudio y neumonia por COVID-19 fueron
los diagndsticos mas frecuentes por los cuales se solicito un estudio serologico y
cultivo para descartar una IFIl por Aspergillus spp. (Tabla 1).

Sin Criterios EORTC Posible IFI Probable IFI Total
Enfermedad pulmonar multinodular 8 1 12 21 (23%)
COVID - 19 4 0 17 21 (23%)
Neumonia paciente VIH 0 10 5 15 (16%)
NAC 4 0 5 9 (10%)
Otros 6 0 1 7 (8%)
Absceso pulmonar 2 0 0 2(2%)
Tumor pulmonar 1 0 1 2 (2%)
Tuberculosis pulmonar 1 0 1 2 (2%)
Neumonia atipica 0 1 1 2 (2%)
Tumor Mediastinal 1 0 0 1 (1%)
Neumonia Post-obstructiva 1 0 0 1 (1%)
Neumonia Broncoaspiracion 1 0 0 1 (1%)
Enfermedad pulmonar quistica 1 0 0 1 (1%)
Cancer Pulmonar 1 0 0 1 (1%)
Sepsis abdominal 0 0 1 1 (1%)
Neumonia Nosocomial 0 0 1 1 (1%)
Exacerbacion EPOC 0 1 0 1 (1%)
Derrame pleural en estudio 0 1 0 1 (1%)
Bronquiectasias 0 0 1 1 (1%)
31 14 46 91

Tabla 1. Diagndsticos de las personas incluidas en el estudio.
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Rendimiento diagndstico de PCR para Aspergillus

De las 91 muestras analizadas en total, 16 muestras se reportaron positivas por
PCR-RT vy el resto fueron negativas para Aspergillus spp. Para la deteccion de
Aspergillus spp., la sensibilidad por medio de la prueba molecular fue del 27% y la
especificidad encontrada fue del 100% (Tabla 2).

CRITERIOS EORTC
?;5 SErI%IIHTueS (método de referenciay  Sersipilidad - Especificidad - ypp 00y ypN (o) LR (-
MGB. (*6) (%)
Con Sin
Positivo 16 0
Negativo 44 31 27 100 100 41 0.73

Tabla 2. Comparacion entre el rendimiento clasificacion por criterios EORTC y Aspergillus spp ELITe MGB
RT-PCR. VPN: Valor predictivo negativo; VPP: Valor predictivo positivo; LR(-): Cociente de Probabilidad para
un test negativo

En las personas con factores de riesgo, criterios clinicos y micoldgicos clasificados
como infeccidn fungica probable, la sensibilidad del Aspergillus spp ELITe MGB fue
del 30%, con una especificidad del 100 %, el valor predictivo positivo es del 100%
con un LR de 0.7 (Tabla 3).

CRITERIOS EORTC
(Probable)
Aspergillus . cps e
spp ELITe (método de referencia) Senm};hdad Espec:/ﬁ cidad VPP (%) VPN (%) LR ()
MGB. ( “) ( 0)
Con Sin
Positivo 14 0
Negativo 32 31 30 100 100 49 0.7

Tabla 3. Comparacion entre el rendimiento clasificacion por criterios EORCT y Aspergillus spp ELITe MGB
RT-PCR. VPN: Valor predictivo negativo; VPP: Valor predictivo positivo; LR(-): Cociente de Probabilidad para
un test negativo
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En los pacientes con criterios clinicos de EFI| posible segun los criterios
EORTC/MSG, la sensibilidad del Aspergillus spp ELITe MGB fue del 14%, con una
especificidad del 100 %, el valor predictivo positivo es del 100% con un LR de 0.86.

CRITERIOS EORTC
(Posible)
Aspergillus . cps e
spp ELITe (método de referencia) Senm};hdad Espec:/ﬁ cidad VPP (%) VPN (%) LR ()
MGB. (%) (%)
Con Sin
Positivo 2 0
Negativo 12 31 14 100 100 72 0.86

Tabla 4. Comparacion entre el rendimiento clasificacion por criterios EORCT y Aspergillus spp ELITe MGB
RT-PCR. VPN: Valor predictivo negativo; VPP: Valor predictivo positivo; LR(-): Cociente de Probabilidad para
un test negativo
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DISCUSION

La aspergilosis pulmonar invasiva es una enfermedad con una incidencia al alza en
los ultimos afos, conlleva una elevada mortalidad en pacientes neutropénicos y no
neutropénicos, asi como un alto costo en servicios hospitalarios. Su presentacion
clinica y sus hallazgos clinico radiologicos inespecificos, sobre todo en pacientes
no neutropénicos como los que se atienden en el INER, representan un desafio
diagnodstico con un consecuente diagndstico tardio y un retraso en el inicio del

tratamiento antifungico.

En los ultimos afos ha habido un creciente interés en métodos diagnosticos
indirectos que confieran un diagnostico preciso, rapido y no invasivo, como lo es la
PCR.

Debido a que se utiliza con frecuencia en el diagnostico de otras enfermedades
infecciosas, la deteccidon de Aspergillus spp. basada en PCR ha sido propuesta
como un método novedoso para diagnosticar la API. Las estrategias basadas en
PCR permiten la deteccion de un numero muy bajo de copias del ADN objetivo; los
cebadores de oligonucledtidos confieren alta especificidad; y el uso de PCR
cuantitativa en tiempo real (QPCR) facilita la cuantificacion de la carga de patogenos

y el establecimiento de valores umbral para diagnosticar infecciones [36, 37].

El conocimiento sobre la validez y el rendimiento diagndstico de los biomarcadores
de APl como PCR en el ambito de la UCI es escaso. La importancia de API se
reconocio por primera vez en pacientes hematologicos y, por lo tanto, la mayoria de
los estudios se basan en pacientes inmunocomprometidos, tipicamente
neutropénicos. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar el rendimiento
diagnostico de los biomarcadores de Aspergillus en LBA y aspirado bronquial en
una poblacion de pacientes con factores de riesgo distintos a los comunmente
descritos, caracterizados por ser en su mayoria pacientes no neutropénicos con

sintomatologia y hallazgos clinico - radiolégicos muy inespecificos.
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En este estudio encontramos que el 36% de los pacientes a los cuales se les solicitd
galactomanano en lavado bronquioloalveolar o aspirado bronquial por sospecha
clinica de aspergilosis pulmonar invasiva, no cumplian criterios diagndésticos de la
EORTC/MSG para enfermedad fungica invasiva posible ni probable. La mayoria de
los pacientes ingresé con diagndstico de enfermedad pulmonar multinodular en

estudio y COVID 19 en segundo lugar.

Ademas de los pacientes con factores clasicos del huésped segun los criterios
EORTC/MSG, la mayoria de los pacientes en este estudio no padecian
enfermedades hematoldégicas u oncoldgicas y la susceptibilidad a los patogenos
fungicos se bas6 en otros criterios de inclusion subyacentes, como EPOC,
bronquiectasias, COVID 19 y duracién prolongada de la ventilacibn mecanica
invasiva, factores que han sido identificados para pacientes de la UCI por Blot et al.
[38], quienes pudieron demostrar que en la UCI aproximadamente el 30% de los
casos comprobados de API carecian de factores del huésped [38].

En nuestro estudio, la PCR tuvo un rendimiento diagndstico muy bajo en muestras
de LBA con una sensibilidad tan baja como 27%, la cual es muy baja comparado
con evidencia de tres metanalisis [39-41] de muestras derivadas de LBA, que
incorporaron datos de 1872 pacientes unicos. El metanalisis de Avni et al. [39]
analizé datos de estudios que evaluaron el rendimiento de PCR para Aspergillus en
LBA en relacién con galactomanano, este grupo encontré que la especificidad fue
uniformemente alta con una media de 96,4 % (IC 95 %, 93,3-98,1), aunque la
sensibilidad reveld una mayor variabilidad entre los estudios con una media de 90,2
% (IC 95 %, 77,2-96,1). El metanalisis de Sun et al. [40] encontrd que la sensibilidad
media de la PCR de LBA fue del 91 % (IC 95 %, 79-96) y la especificidad media fue
del 92 % (IC 95 %, 87-96). El metanalisis de Tuon [41] también informd una
especificidad de PCR de BAL uniformemente alta (media, 94 %) con una
sensibilidad menor y mas variable (media, 79 %). Esto se puede deber
principalmente a la diferencia de la poblacion estudiada, ya que nuestros pacientes

28



no se encontraban neutropénicos, y presentaban factores de riesgo diferentes a los

de las poblaciones de los estudios reportados.

Una de las debilidades de nuestro estudio es que no fue un estudio prospectivo, por
lo que en un futuro seria interesante realizar un estudio similar pero de tipo
prospectivo para estudiar la rentabilidad diagnostica de PCR para Aspergillus. Otra
de las debilidades que encontramos en nuestro estudio; es que como reporta la
literatura, la mayoria de los pacientes se encontraba en la categoria de EFI posible
y probable, no contamos con ningun paciente que contara con la categoria de EFI
probada, ya que ninguno de nuestros estudios fue en biopsia, la mayoria fue
analizando muestras de LBA. Dentro de las fortalezas de este estudio, se puede
mencionar que se realizo en pacientes sin neutropenia, de los cuales hay muy poca

informacion al respecto del rendimiento diagnostico de PCR.

Los hallazgos de este estudio, sugieren que el rendimiento diagndstico de PCR para
Aspergillus spp. en poblacién atendida en el INER sin los factores de riesgo tipicos
es muy bajo, por lo que valdria la pena valorar la combinacion de dos métodos
diagnosticos como galactomanano y PCR, ya que se ha demostrado en estudios
previos que su combinacibn aumenta de manera efectiva el rendimiento

diagnéstico.
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CONCLUSIONES

El diagnostico de aspergilosis pulmonar invasiva debe ser preciso, rapido y
preferentemente no invasivo, para el inicio de un tratamiento oportuno y disminuir

las altas tasas de mortalidad.

Los marcadores moleculares son cada vez mas usados para este fin, sin embargo,
no hay suficiente evidencia que respalde el uso de PCR en LBA en pacientes no
neutropénicos con factores de riesgo distintos a los publicados de pacientes con
enfermedades hematoldgicas. Por lo que este estudio evalu6 la rentabilidad
diagnodstica de un kit de PCR comercial para valorar su implementacion en un
hospital de tercer nivel que se centra en la atencion de pacientes con enfermedades

respiratorias y enfermos criticos.

La sensibilidad y especificidad de PCR en LBA y aspirado bronquial para Aspergillus
spp. en pacientes atendidos en el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias
con sospecha clinica de aspergilosis invasiva comparado con las definiciones de la
EORTC/MSG fue del 27% y el 100% respectivamente. Resalta la baja sensibilidad
del método diagndstico en pacientes no neutropénicos. Cabe destacar que hay poca
evidencia referente al rendimiento diagndstico de PCR para Aspergillus en esta
poblacion de pacientes, por lo que se necesita de mas estudios, de preferencia de
tipo prospectivos para valorar el rendimiento diagndstico de esta prueba en

combinacion con otros marcadores como galactomanano.
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