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RESUMEN

La aspergilosis pulmonar crénica es una enfermedad poco reconocida, de dificil
diagnoéstico, cuya incidencia se estima en mas de tres millones de personas en todo
el mundo. La supervivencia estimada para 5 afios, oscila entre el 48-62% cuando no
es tratada. Con el objetivo de contribuir a su diagnostico, conocer caracteristicas
clinicas de los pacientes y las especies de Aspergillus involucradas en la etiologia
se realizé un estudio prospectivo descriptivo de corte transversal en los pacientes con
sospecha clinica en el Hospital Neumolégico Benéfico Juridico, entre mayo del 2017 y
abril del 2018. Se realiz6 cultivo micolégico en muestras del aparato respiratorio
(esputo, LBA vy liquido pleural) y deteccion de IgG anti Aspergillus en el suero de 50
pacientes que cumplieron con los criterios de inclusion establecidos. Se confirmé el
diagnéstico de APC en el 42% de los pacientes. Los principales sintomas y signos
(tos, expectoracion, fiebre), la edad promedio (53,8 afios) y el discreto predominio del
sexo masculino (57,14%) coinciden con los reportes internacionales. Entre las
comorbilidades asociadas es de destacar la frecuencia de cavidades en los estudios
radioldégicos (76%) que mostré asociacion estadistica con la serologia positiva. El
cultivo fue positivo solo en cinco (23,8%) de los casos y las especies identificadas
fueron tres A. flavus, un A. niger y un A fumigatus. En los estudios de susceptibilidad
in vitro, todos los aislados fueron sensibles al voriconazol, dos fueron resistentes al
itraconazol y uno a la anfotericina B. La buena respuesta a la terapéutica con
itraconazol en los pacientes, ademas de confirmar el diagnéstico mejoré la calidad y

expectativa de vida en los mismos.



ABREVIATURAS y ACRONIMOS

IFI: Infecciones fungicas invasivas.

APC: aspergilosis pulmonar crénica.

ABPA: aspergilosis broncopulmonar alérgica.
API: aspergilosis pulmonar invasiva.

APCC: aspergilosis pulmonar cronica cavitaria.
APCEF: aspergilosis pulmonar cronica fibrosante.
APCN: aspergilosis pulmonar cronica necrotizante.
EPOC: Enfermedad pulmonar obstructiva crénica.
ESCMID (por siglas en inglés): Sociedad Europea de Microbiologia clinica y
Enfermedades Infecciosas.

ERS (por siglas en inglés): Sociedad Europea de Enfermedades Respiratorias.
ITR: itraconazol.

VRC: voriconazol.

AMB: anfotericina B.

HNBJ: Hospital Neumoldgico Benéfico Juridico.
TB: tuberculosis pulmonar.

TAC: tomografia axial computarizada.

AISA: aspergilosis invasiva subaguda.

MNT: Micobacteria no tuberculosas.

RXT: Radiografia de térax

CYP (por siglas en inglés): Citocromo P450.

PDA: Agar papa dextrosa.

ASC: Agar sabouraud con cloranfenicol.

LBA: Lavado Bronquioalveolar.

LP: Liquido pleural.

CMI: Concentracién minima inhibitoria.

GAFFI (por siglas en inglés): Fondo de accion global para infecciones fungicas.
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l. INTRODUCCION

Las infecciones fangicas en general y las infecciones fungicas invasivas (IFl) en lo
particular se han convertido en una importante causa de morbi-mortalidad a escala
mundial en las Ultimas décadas, y su impacto en la salud humana es al menos, de
igual magnitud que el generado por bacterias, virus y parasitos. (1). Entre las
multiples infecciones fungicas invasivas destaca la aspergilosis. Esta comprende un
amplio y heterogéneo grupo de enfermedades oportunistas causadas por hongos
filamentosos del género Aspergillus; son micosis no contagiosas, esporadicas y
cosmopolitas, producidas por diferentes mecanismos patogénicos, cuyas formas
clinicas pueden presentar diferente gravedad y dependen fundamentalmente de
factores relacionados con el huésped. Las infecciones pulmonares por Aspergillus
constituyen un gran reto diagnéstico, ya que las formas clinicas pueden comportarse
como un espectro continuo de manifestaciones dependiente del estado
inmunoldgico del paciente. Ademas, Aspergillus producira patologia en base a su
capacidad de colonizacion, de invadir los tejidos y de provocar fenébmenos

inmunoalérgicos (2,3).

En la naturaleza se han identificado mas de novecientas especies de Aspergillus y
una veintena de ellas estdn informadas como agentes patdgenos al hombre.
Aspergillus fumigatus y Aspergillus flavus son las especies mas frecuentes, aunque
también se han descrito casos asociados a Aspergillus niger, Aspergillus terreus y
Aspergillus nidulans. Estos hongos filamentosos son ubicuos, con una distribucion

mundial, ampliamente diseminados por el ambiente (4, 5).

Dentro de las formas pulmonares de la infeccion por Aspergillus se encuentran la
aspergilosis pulmonar crénica (APC), la aspergilosis broncopulmonar alérgica
(ABPA) y la aspergilosis pulmonar invasiva (API) (6).

La aspergilosis pulmonar crénica incluye varios cuadros clinicos, como la
aspergilosis cronica cavitada (APCC), la aspergilosis cronica fibrosante (APCF) y la
aspergilosis crénica necrotizante (APCN). 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
gue es bastante caracteristico que presenten en el suero precipitinas positivas frente
a Aspergillus spp. En la aspergilosis crénica cavitada los pacientes desarrollan una o

mas cavidades durante varios meses, habitualmente en I6bulos superiores y si
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progresan pueden llegar a desarrollar formas cronicas fibrosantes. Estas formas
clinicas se suelen observar en pacientes con tuberculosis, cancer de pulmén
resuelto, neumotdrax con formacion de bullas, enfermedad pulmonar obstructiva
cronica (EPOC) y sarcoidosis fibrocavitada. La aspergilosis crénica necrotizante
algunos autores prefieren denominarla como aspergilosis pulmonar subaguda ya
que presenta una clinica que puede progresar en semanas mas que en meses suele
afectar a pacientes con algun grado de compromiso inmunolégico, como diabetes,

alcoholismo, nutricidn, corticoterapiay en menor cuantia a pacientes con sida. (7).

Las estimaciones de la incidencia de APC son dificiles de establecer; sin embargo,
la carga global de enfermedad esta reconociéndose cada vez mas, por ejemplo, la
proporcién de pacientes con TB como un factor de riesgo subyacente para el
desarrollo de APC variara dependiendo de la situacion geografica. En 2011, la
incidencia de la APC se estimdé en 3600 pacientes en el Reino Unido y en
1,2 millones a escala mundial. En la actualidad se estima que la APC afecta a mas
de tres millones de personas en todo el mundo y es considerada una de las
enfermedades infecciosas pulmonares mas refractarias al tratamiento. La
supervivencia estimada para 5 afios, oscila entre el 48-62%, aunque puede lograrse
mayor estabilidad clinica a largo plazo con un diagnéstico precoz y un tratamiento
oportuno (8, 9). ElI 15% de la mortalidad en paises desarrollados esta
subdiagnosticado y confundido con TB y aun asi se estima que mas de 450 000
personas mueren al afio a causa de la APC, a nivel mundial, su prevalencia tras una
tuberculosis pulmonar oscila en 1,74 millones de personas, segun el Fondo de

Accidn Global para Infecciones Fungicas (10).

La sospecha diagnéstica se basa en los hallazgos clinico-radiolégicos siendo la
presencia de precipitinas o cultivos positivos muy sugerente de esta entidad clinica.
Sin embargo, existen procesos intercurrentes o imitadores (infeccion por
micobacterias especialmente), por lo que muchas veces se hace necesaria la
realizacion de broncoscopia para la obtencion de muestras de mayor calidad. La
positividad del examen directo del esputo es baja (25%), la del cultivo es cercana al
40-50% sin embargo la deteccion de IgG-anti Aspergillus en suero tiene una
positividad aproximada del 90%. El diagnostico definitivo lo aportaria la biopsia, al

demostrar la presencia de hifas, necrosis local y/o reaccion granulomatosa, pero
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como es una técnica invasiva no es facil de realizar en estos pacientes. En resumen,
los criterios diagnésticos para la identificacion de pacientes con APC se basan en
las manifestaciones clinicas, imagenes radioldgicas y los estudios microbioldgicos,

en particular la deteccion de IgG-anti Aspergillus (11, 12).

Los métodos seroldégicos son de gran ayuda diagndstica, se consideran a nivel
internacional la técnica de oro. La deteccién de inmunoglobulinas, principalmente
lgG especifica anti Aspergillus, brinda la posibilidad de distinguir entre colonizacién e
invasion. Existen pruebas de precipitacion en gel de agarosa en las que la presencia
de una o mas bandas de precipitacion, se consideran diagnésticas. La técnica de
ELISA es también un buen método serolégico para detectar anticuerpos especificos,
el antigeno utilizado para este tipo de prueba es extraido de A. fumigatus o A. niger,
este método es mas sensible y especifico que los métodos de inmunoprecipitacién
(13, 14).

Hasta finales del siglo XX no existian muchas alternativas para el tratamiento de las
infecciones fungicas. En 2016 la Sociedad Europea de Microbiologia Clinica y
Enfermedades Infecciosas (ESCMID por sus siglas en inglés), en conjunto con la
Confederacién Europea de Micologia Médica y la Sociedad Europea de
Enfermedades Respiratoria (ERS por sus siglas en inglés) emitié la guia terapéutica
para el tratamiento de pacientes con aspergilosis pulmonar crénica. Como droga de
eleccion se recomienda el itraconazol (ITR) 400 mg/dia por via oral, y de manera
alternativa el voriconazol (VRC) 300 mg/dia. El tiempo minimo de tratamiento es de
seis meses, Yy puede extenderse a 9 meses cuando la respuesta no es favorable. En
los pacientes que no responden a triazoles orales o con cuadros clinicos mas graves
se sugiere iniciar el tratamiento con voriconazol o anfotericina B (AMB) liposomal por

via intravenosa (15,16).

En los individuos con un sistema inmune aparentemente normal, que padecen
afecciones pulmonares subyacentes (EPOC, bronquiectasia, enfisemas o
sarcoidosis, sospechas de micobacteriosis), sin un diagnéstico definitivo y que son
sometidos a mudltiples terapias empiricas con antibioticos y corticosteroides, esas
afecciones de base constituyen factores predisponentes para el desarrollo de una
APC, que se caracteriza por elevadas tasas de morbilidad y mortalidad. A pesar de

que se ha avanzado mucho en el reconocimiento y tratamiento de esta entidad,

G
jEu
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gueda mucho por hacer en casi todas las areas del conocimiento asociadas con esta
patologia. (17, 18).

En nuestro pais, por sus caracteristicas de clima tropical, existe una biodiversidad
micolégica muy amplia y son frecuentes los reportes de pacientes con patologias
respiratorias sin etiologia precisada, sin embargo, no existe un conocimiento
profundo de la situacién real sobre la incidencia de la APC en Cuba (19).

Problema cientifico:

En el Hospital Neumoldgico Benéfico Juridico (HNBJ) se atienden pacientes con
cuadros respiratorios crénicos que presentan recurrencia de procesos infecciosos
sin embargo, en muchos casos no se puede identificar el agente etioldgico, por lo
gue son sometidos a mudltiples tratamientos antimicrobianos; ademas existen
enfermos con diagnoéstico clinico de tuberculosis pulmonar (TB) pero su
baciloscopia y cultivo son negativos, que no evolucionan favorablemente a la
terapéutica especifica antituberculosa, y contindan sin resolver su problema de

salud.
¢ Seran algunos de estos pacientes portadores de una APC?

Este estudio pretende contribuir al diagnéstico de aspergilosis pulmonar cronica en
estos pacientes con cuadros clinicos sugerentes y sin diagnéstico etioldgico
utilizando métodos microbiolégicos convencionales y en particular, la deteccion de
anticuerpos IgG anti Aspergillus que es el método de eleccion a escala internacional.
Esto permitiria instaurar un tratamiento especfifico, evitar la progresién de la infeccion

y mejorar la calidad de vida de estos pacientes.
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1. OBJETIVOS

Objetivo general

Diagnosticar la aspergilosis pulmonar cronica en pacientes con sospecha clinica en
el HNBJ.

Objetivos especificos

1 Identificar los pacientes con aspergilosis pulmonar cronica mediante el

diagnostico microbiolégico.

2. Describir las caracteristicas clinicas epidemiolégicas de los pacientes

diagnosticados con APC.

3. Identificar las especies de los aislados de Aspergillus obtenidos a partir de los

pacientes con APC.

4. Caracterizar la susceptibilidad antifingica de los aislados identificados frente
a itraconazol, voriconazol y anfotericina B.
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1. Aspergilosis pulmonar cronica:

1.1. Definiciéon

La aspergilosis pulmonar crénica es una enfermedad caracterizada por mas de tres
meses de ewvolucion, que afecta a pacientes inmunocompetentes con alguna
afeccién pulmonar previa o en desarrollo y que por lo general presenta alguna lesién
cavitada, con o sin bola fingica o ndédulos en la imagen radiolégica de torax;
ademas de una evidencia directa de infeccion por Aspergillus (microscopia o cultivo

de la biopsia) o una indirecta (presencia de anticuerpos anti Aspergillus) (15).
1.2. Antecedentes historicos

La APC se reconocié por primera vez en 1842 en Edimburgo, Reino Unido. La
primera descripcion radiologica de aspergilloma fue en Francia en 1938, y se
describié como un “mega-micetoma intra-bronquiestasia”. En 1957 se registra el
primer paciente tratado con AMB, debido a la complicacién con APC en el curso de
una tuberculosis. La primera clasificacion de aspergilosis fue en 1959, usando el
término “mycetoma”, considerando que en la actualidad se refiere a una infeccion
subcutaneas por hongos. En la década de 1960 en Londres, se descubri6 y se
implementd la deteccion de anticuerpo anti Aspergillus como un método para
confirmar la etiologia de bolas fingicas que se observan en las radiografias de torax

y tomografias (15).

Los términos aspergilosis pulmonar semi-invasiva y aspergilosis pulmonar crénica
necrotizante se introdujeron a principios de los afios ochenta. Los avances en la
cirugia toracica, durante esta era, produjeron curas de aspergiloma en algunos
pacientes con lesiones unicas y el reconocimiento de que los resultados eran pobres
en aquellos con enfermedad multicavitada, denominada aspergiloma complejo. Muy
pocos pacientes se describen en la literatura como tratados con AMB y los primeros
ensayos abiertos de itraconazol sin criterios de respuesta estandarizados, mostraron
beneficios clinicos parciales sin cambio radiolégico. Como consecuencia el criterio
para el diagnéstico y categorizacion de pacientes fue propuesto en 2003, y mas

tarde los refinamientos de los criterios y la clasificacion de la enfermedad (20, 21).
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El estudio de numerosos pacientes con APC facilitd su comprension y el desarrollo
de las herramientas necesarias para su diagnéstico, esto junto a la evidencias de
una buena respuesta a los antimicoticos condujo a la Sociedad Europea de
Microbiologia Clinica y Enfermedades Infecciosas (ESCMID por sus siglas en
inglés), en colaboracion con la Confederacion Europea de Micologia Médica y la
Sociedad Europea de Enfermedades Respiratoria (ERS por sus siglas en inglés), a

desarrollar las pautas clinicas para el diagnéstico y manejo de la enfermedad (15).

1.3. Epidemiologia

La prevalencia de la APC asociada a la tuberculosis se estima en 1,2 millones de
casos. Las cifras son particularmente altas en los pacientes VIH negativo, aunque

también pueden ser afectados los pacientes VIH positivos (22).

Aspergillus es un hongo oportunista saprofito ubicuo al que los humanos estan
expuestos diariamente en la mayor parte del mundo, se encuentra en interiores y
exteriores en asociacion con el suelo, los desechos orgéanicos, los alimentos y el
agua. Algunas especies del género son parte de la microbiota normal de diversas
zonas del cuerpo como orofaringe, fosas nasales, piel, saco lagrimal, oido y tracto

gastrointestinal, porlo que su aislamiento debe tener correlacion clinica (23).

El principal agente etiologico de la APC es Aspergillus fumigatus a diferencia de
otras formas de infeccion por Aspergillus, la APC se detecta en individuos inmuno
competentes o con ligero inmunocompromiso y con algun tipo de padecimiento
respiratorio  subyacente como enfermedades respiratorias intersticiales,
bronquiectasias idiopaticas, ABPA, enfisema, individuos con lesiones post-
tuberculosis pulmonar, fibrosis quistica, sarcoidosis, neumoconiosis. Su incidencia
es significativamente elevada en pacientes con EPOC. Cabe sefalar que cuando
son tratados con corticosteroides estos individuos pueden evolucionar a aspergilosis

pulmonar invasiva (20).

No existen diferencias epidemiolégicas en cuanto a sexo, ni rasgos étnicos y la
infeccibn se reconoce mayormente en pacientes adultos y de la tercera edad.
Presenta un periodo de incubacién indeterminado, y depende de cada forma clinica
(24).
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Debido a que los conidios de Aspergillus spp. se encuentran constantemente en el
ambiente, la principal via de ingreso al organismo es la respiratoria (25), por lo que el
aislamiento de Aspergillus en muestras de las vias respiratorias inferiores sin
evidencia de enfermedad se define como colonizacion. La distincion entre
colonizacion y enfermedad se basa en el juicio clinico, aunque un titulo elevado de
anticuerpos especificos, puede indicar enfermedad en lugar de colonizacion. El
riesgo de desarrollar enfermedad clinica posterior a una colonizacién, depende del
grado de compromiso inmunitario del hospedero y de los factores predisponentes
(14, 26).

Varios factores predisponentes se sefialan como fundamentales para padecer esta
enfermedad, entre los que sobresalen desnutricion, tuberculosis, alcoholismo
cronico, diabetes mellitus, carcinomas pulmonares, etc.; 0 se presenta en pacientes
inmunocomprometidos por linffomas, leucemias, trasplante de 6rganos,
neutropenicos, VIH-sida y corticoterapia. A pesar del incremento de casos de
VIH-sida, pocos se asocian con cuadros de aspergilosis, y cuando se presentan, lo
hacen en forma diseminada. La escasa cantidad de casos se ha explicado porque la
aspergilosis se produce en pacientes con neutropenia y no con linfopenia, la cual
normalmente presentan los enfermos con sida; sin embargo, la sobrevida de éstos
por los actuales tratamientos, hace que tengan ambos procesos de inmunosupresion
(25).

1.4. Patogenia

Es la principal micosis pulmonar en pacientes criticos. Se adquieren por inhalacion
de propagulos, pero la actividad de los macréfagos alveolares y neutréfilos es capaz
de erradicarlos en situacion de competencia inmune, es decir la eliminacién de
conidios inhaladas tiene lugar por células epiteliales de la via aérea y
fundamentalmente por macrofagos alveolares, estos realizan el aclaramiento de las
conidios y tras reconocer determinados antigenos fungicos de la pared celular,
secretan mediadores inflamatorios que favorecen el reclutamiento de neutréfilos y la
activacion de la inmunidad celular, determinantes en la eliminacion de hifas y en la
constitucion de la respuesta inmunolégica (27). La patologia se desarrolla por
deterioro de esa linea defensiva, o, mas raramente, inhalacion excesiva de conidios

como ocurre en grandes catastrofes (derrumbes, huracanes, terremotos) (28).
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La infeccion inicia por el contacto del hongo con el individuo que, dependiendo de sus
factores de predisposicion, presenta una forma clinica especifica (25).

Aspergillus tienen factores de virulencia diversos; los mas importantes son: adhesinas,

pigmentos melanicos, paquetes enzimaticos y sustancias toxicas (25).

La APC se produce por el crecimiento fangico local de predominio en I6bulos
superiores; la diseminacion es excepcional, su formacion se inicia por la aspiracién de
conidios, los cuales se desarrollan en antiguas cavidades tuberculosas o lesiones
tumorales, formando una masa micelial amarilla-café o verdosa que se rodea de una
pared fibrosa y en general es Unica. El centro del aspergiloma esta compuesto de una
membrana corrugada, constituida por fibrina, restos celulares y elementos fangicos
(hifas, conidios y cabezas aspergilares), los cuales se sitlan en la capa interna de la
cavidad. Al desarrollarse, el aspergiloma actia mecanicamente como una valvula,
provocando obstruccion bronquial. En raras ocasiones el hongo invade la pared de la
cavidad y el pulmon adyacente (25). El principal factor de riesgo es la presencia de una
neumopatia crénica que genere algin grado de inmunosupresiéon local, como por
ejemplo tuberculosis, infeccion por otras micobacterias, asma y EPOC con
corticoterapia, neoplasia pulmonar, entre otras. Se ha asociado con polimorfismos en
lectinas de unidn a manosa, déficit de surfactante y deficiencia de produccién de
interferon (26), (29).

1.5. Manifestaciones clinicas

La contribucion del sistema inmune del hospedero es tan grande que las enfermedades
individuales, descritas colectivamente como aspergilosis pulmonar, pueden
considerarse como un espectro continuo de enfermedad, y la evolucion de las
entidades patolégicas se produce en asociacion con cambios en la respuesta inmune.
La APC, comunmente causada por A. fumigatus, se observa en individuos con un
sistema inmune aparentemente normal y enfermedad pulmonar subyacente importante
(30).

Los signos y sintomas clinicos son insidiosos y ocurren en un periodo de meses o
afos. La fiebre, la tos, la hemoptisis, el malestar general y la pérdida de peso son
comunes. Por lo general, las anomalias radiolégicas progresan muy lentamente

(de meses a afos), lo que exige una imagen repetida y una comparacion en serie de
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radiografias. La cavitacion progresiva y la extension del engrosamiento pericavitario
son marcadores de la actividad de la enfermedad y pueden usarse para guiar la

terapia antimicética. En ocasiones se puede ver fibrosis masiva (31).

Las manifestaciones menos comunes de APC incluyen nédulo de Aspergillus y
aspergiloma simple, entre la forma mas comun se encuentra la APCC que no tratada
puede progresar a APCF. Todas estas entidades se encuentran en pacientes no
inmunocomprometido con enfermedad respiratoria previa o actual. La APCN se
caracteriza por una infeccion rapidamente progresiva (<3meses) usualmente

encontrada en pacientes moderadamente inmunocomprometidos (15).

1.5.1. Aspergiloma

Apariencia morfolégica de una bola fungica, que consta casi enteramente de hifas y
la matriz extracelular, es la imagen mas caracteristica de la APC y se visualiza en la
tomografia axial computarizada (TAC) del térax, en una cavidad pulmonar o pleural.
Puede encontrarse en todas las formas de APC excepto en el ndédulo de Aspergillus.
El aspergiloma es una manifestacion tardia de la enfermedad, formada por el
colapso en una cavidad del crecimiento de la superficie, es excepcional e inusual

gue una bola fungica sea causada por cualquier otro hongo (15).

1.5.2. Aspergiloma pulmonar simple

Cavidad pulmonar Unica que contiene una bola flngica, con pruebas
microbiolégicas que implican Aspergillus spp. en un paciente no
inmunocomprometido con sintomas menores o inexistentes y progresiéon radiologica

durante al menos tres meses de observacion (15).

1.5.3. Aspergilosis pulmonar crénica cavitaria (APCC)

La APCC, antes llamada aspergiloma complejo, generalmente muestra mditiples
cavidades, que pueden o0 no contener un aspergiloma en asociacion con sintomas
pulmonares o sistémicos, levantado marcadores inflamatorios durante al menos 3
meses de observacion. Sin tratamiento, durante afios, estas cavidades pueden
agrandarse, unirse y desarrollar infiltrados pericavitarios o perforar en la pleura y un
aspergiloma puede aparecer o desaparecer. Por lo tanto, la evidencia seroldgica o

microbiolégica de Aspergillus spp, es necesaria para el diagnéstico de esta entidad
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(15). Afecta a pacientes inmunocompetentes que desarrollan una 0 mas cavidades
durante varios meses, habitualmente en I6bulos superiores y si progresan pueden

llegar a desarrollar formas cronicas fibrosantes (7).
1.5.4. Aspergilosis pulmonar crénica fibrosante (APCF)

Generalmente es el resultado final de una APCC no tratada, identificada como
fibrosis extensas con destruccion parenquimatosa de al menos dos I6bulos
pulmonares complicando a la APCC, dando lugar a una gran pérdida de la funcion
pulmonar. Por lo general, la fibrosis es solida en su aspecto, pero pueden
observarse cavidades grandes o pequefias con fibrosis circundante, pueden estar
presentes uno 0 mas aspergilomas Las pruebas seroldégicas o microbioldégicas que
implican Aspergillus spp. son necesario para el diagnéstico. (15) Esta forma clinica
se suelen observar en pacientes con neumotorax con formacién de bullas, EPOC,

tuberculosis, sarcoidosis fibrocavitada y cancer de pulmon resuelto (7).
1.5.5. Aspergilosis pulmonar créonica necrotizante (APCN)

Conocida también como aspergilosis invasiva subaguda (AISA). El ttrmino APCN se
reserva para pacientes con algin grado de inmunosupresion, con una duracion de la
enfermedad mas corta a diferencia de la APCC (32), en estos pacientes hay mayor
probabilidad de detectar el antigeno aspergilar en la sangre y demostrar hifas
invadiendo el parénguima pulmonar si se realiza una biopsia. Tipicamente ocurre en
pacientes con diabetes mellitus, desnutricion, alcoholismo, edad avanzada,
administracion prolongada de corticosteroides u otros agentes inmunosupresores,
EPOC, trastornos del tejido conectivo, radioterapia, micobacterias no tuberculosas y
VIH (15, 21).

1.5.6. NoOdulo aspergilar

Los nodulos aspergilares son muy similares a los nodulos malignos, son
redondeados pudiendo tener zonas de calcificaciones en su interior, pueden ser
anicos o multiples (<3 cm), generalmente no cavitados, son una forma inusual de
presentacién de la APC. El diagnostico solo puede ser hecho mediante histologia
(9, 15).
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1.6. Diagnostico
1.6.1. Criterios diagnosticos

El diagndstico de la APC requiere de un alto grado de sospecha clinica por parte del
neumologo asistencial, la combinacion de varias caracteristicas clinicas, radiolégicas
y microbiolégicas demuestran la presencia de esta enfermedad. Presencia de
cavidades en las imagenes radiolégicas (preferiblemente por TAC), la evidencia
directa de infeccién por Aspergillus o de respuesta serolégica a Aspergillus spp.,
sintomatologia por al menos tres meses y la exclusion de algun diagnostico

alternativo contribuyen a su diagnéstico de certeza (8, 15).

En pacientes con una o mas cavidades sugerentes de APC, puede usarse para
confirmar diagnéstico: la detecciéon de IgG anti Aspergillus o precipitinas contra
Aspergillus (>90% de los casos); presencia de antigeno (sensibilidad y especificidad,
77% en ambos casos) o ADN aspergilar en fluidos respiratorios; biopsia percutanea
0 quirargica que muestre hifas en la microscopia o Aspergillus spp. en crecimiento
en alguna cavidad. Si las hifas se ven invadiendo el parénquima, el diagnéstico sera
el de una aspergilosis invasiva aguda o subaguda. Las muestras respiratorias que
presentan hifas sugerentes de Aspergillus spp. en crecimiento ylo PCR positivo a
Aspergillus contribuyen al diagnostico, pero no son suficientes por si solos para
confirmar una APC, ya que otras afecciones por este agente pueden presentarse en

las vias aéreas (15, 17).

La infeccion por micobacterias es un diagndstico diferencial frecuente de la APC, ya
sea tuberculosis (TB) o micobacterias no tuberculosa (MNT), las que pueden

preceder, seguir u ocurrir junto a la APC (15).

1.6.2. Diagnéstico clinico

Como no hay marcadores especificos para la APC e incluso menos para los
subgrupos de esta entidad, el diagnéstico siempre se extraera de una sinopsis de
las caracteristicas tipicas de predisposicion, por lo que los hallazgos clinicos
(incluida la respuesta clinica a la terapia antifingica especifica) son muy importantes

para comenzar a sospechar esta enfermedad junto a otros datos diagnosticos (33).

=
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Como se menciond anteriormente la APC tiende a afectar generalmente a pacientes
inmunocompetentes, teniendo un curso progresivo asintomatico que puede durar
afos. Las sefales clinicas usuales y los sintomas constitucionales incluyen fiebre,
malestar, fatiga y pérdida de peso, ademas, los pacientes pueden exhibir los
sintomas respiratorios no especificos como la tos productiva cronica y hemoptisis
(20).

1.6.3. Diagndstico radiolégico

La radiografia de torax (RXT) sigue siendo la primera modalidad imagenologica para
la sospecha y el diagndstico de la APC, aunque la TAC ofrece mayor informacion
(12, 15, 20).

Las caracteristicas imagenologicas de la APC resultan de una combinacion de
hallazgos relacionados con la enfermedad pulmonar subyacente y los cambios
secundarios debido a la infeccién por el Aspergillus. La APC se desarrolla mas
comunmente en una cavidad broncopulmonar o pleural preexistente, aunque
también causa directamente la formacién y expansion de nuevas cavidades o
nodulos y rara vez una consolidacion alveolar. Los cambios secundarios a la
infeccién van desde la tipica apariencia de una bola fungica dentro de una cavidad
pulmonar hasta caracteristicas pleuropulmonares complejas relacionadas con la

enfermedad cavitaria destructiva progresiva (12, 15).

El aspergiloma se presenta tipicamente como una masa intracavitaria solida,
redondeada u oval, ubicada en el I6bulo superior y parcialmente rodeada de aire
(signo del aire creciente). Puede aparecer fija e inmévil como una esponja irregular
que llena la cavidad y contiene espacios aéreos. Se pueden observar ndédulos

densos o calcificacion extensas (15, 17).

La apariencia tipica de la APCC es la presencia de areas de consolidaciéon
unilaterales o bilaterales asociadas a multiples cavidades de paredes gruesas, las
gue pueden tener uno 0 mas aspergilomas, y engrosamiento pleural variable. Estos
hallazgos son frecuentemente asimétricos y predominan en areas con alteraciones
preexistentes. Si no instaura tratamiento oportuno, estas cavidades pueden
agrandarse y la bola fungica aparecer o desaparecer. La APCF se presenta como

fibrosis que puede estar limitada a uno o ambos lébulos superiores, aunque también
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es comun que abarque todo un hemitérax. No existe ninguna caracteristica distintiva
de la fibrosis en la APC, excepto la cavitacidon y las bolas fungicas que se ven en la
proximidad. La APCN presenta infiltrados en I6bulos superiores, cavitacion,
opacidades nodulares y engrosamiento pleural que va progresando en los dias o
semanas. Los nédulos aspergilares son muy similares a los nédulos malignos
(15, 21, 32).

1.6.4. Diagndstico microbioldgico

164.1. Muestras

La presencia de Aspergillus fumigatus en el esputo no es diagndstico. Las tasas de
positividad de los cultivos varian entre el 25-80% en los estudios publicados. Los
métodos de deteccidn moleculares como la PCR son mas sensibles que los cultivos
(15).

La presencia de anticuerpos anti Aspergillus en el suero diferencia entre
colonizacion e infecciébn con un valor predictivo positivo del 100% para detectar
infeccion. Los titulos de los anticuerpos no tienen relacion con la extension ni
severidad de la enfermedad, aunque titulos muy altos son mas comunes en los
aspergilomas, generalmente los titulos bajan con el tratamiento, pero rara vez se

hacen indetectables a menos que se continte la terapia durante afios (14, 15).

16.4.2. Examen microscopico directo

Se basa en la identificacién de estructuras micéticas a partir de preparaciones en
fresco con KOH al 20%, &cido lactico, blanco de calcofluor entre otros. La principal
ventaja de estas pruebas es la relativa rapidez del diagnéstico y la principal
desventaja la baja sensibilidad y especificidad, ya que no se puede identificar la

especie del hongo (34).

El KOH es un reactivo que clarifica y disuelve la mayoria de los elementos celulares
sin afectar la pared de quitina de la célula de los hongos, dicha preparacion se
puede observar en un microscopio convencional donde se veran hifas tabicadas con

ramificaciones dicotomicas (13).

El blanco de calcofluor es uno de los compuestos conocido como sustancia

fluorescente o agente blanqueador, se une al3 1-3 y al B 1-4 glucano que se
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encuentran en la celulosa y la quitina, componentes de la pared celular de la célula
fungica. En una técnica muy sensible y especffica, pero tiene la desventaja que se

necesita de un microscopio de fluorescencia para su realizacion (35).

164.3. Cultivo eidentificacion

Aunque Aspergillus spp. puede recuperarse en la mayoria de medios de cultivo de
rutina tanto solidos como liquidos, se debe incluir un medio de cultivo selectivo al
momento de la siembra inicial, como el agar Sabouraud dextrosa con antibioticos.
La desventaja principal de los cultivos es el tiempo de crecimiento fangico, que esta
genéticamente determinado y puede tardar varios dias, la capacidad de crecer a
37°C diferencia las especies de Aspergillus de los mohos saprofitos ambientales
(32).

El cultivo se realiza en los medios habituales, no es recomendable utilizar medios
con cicloheximida, porque puede inhibir el crecimiento de algunas especies de
Aspergillus; debido a que estos hongos son contaminantes del ambiente, e incluso
de vias respiratorias, piel y conducto auditivo externo, es importante hacer cultivos a
intervalos separados (de dias). EI periodo de incubacion es de 1 a 3 dias; entre
25°C y 37°C; se ha recomendado el medio de agar Czapek para la caracterizacion
los aislamientos. Las colonias crecen rapido (en 3 a 4 dias), son de color blanco,
verde, amarillo, café o rojizo, y puede difundir el pigmento hacia el medio de cultivo,
la superficie es aterciopelada, granulosa o pulverulenta; los margenes pueden estar
bien delineados o ser difusos e irregulares. Estos hongos se identifican por el

aspecto y la pigmentacion de la colonia (25, 36).

Su identificacién es fundamental no solo con fines epidemioldgicos y cientificos, sino
también por la diferente susceptibilidad a los antifangicos entre especies del mismo
género, generalmente se basa en el estudio de caracteres morfolégicos, micro y
macroscoépico del hongo (37). En el estudio microscoépico las hifas son tabicadas; la
visualizacion de la reproduccion asexuada es muy importante para su identificacion,

por lo caracteristico de sus estructuras de fructificaciéon: (36). (ver Anexo 1)

a) El conididforo, filamento largo y hialino, con o sin tabiques, a veces ramificado,
gue termina en una dilatacion o vesicula; nace en una hifa vegetativa; esta base del

conidiéforo puede ser hialina o pigmentada, lisa o rugosa, y se llama célula pie (36).
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b) La vesicula, que tiene diferente forma y tamafio, y en la que se disponen hileras
de fidlides; puede ser semiesférica, globosa o eliptica en forma de clava; la pared
puede ser delgada o gruesa y casi nunca se observa tabique que la separe del

conidioforo (36).

c) Fialides, en forma de botella, nacen de manera directa de la vesicula
(uniseriadas); también pueden nacer de células estériles llamadas métulas
(biseriadas), portan cadenas de esporas redondeadas y basipétalas (la mas joven
es la basal y es un tipo de conidiogénesis enteroblastica). La forma de la vesicula y
la disposicién de las fidlides hacen que los conidios tengan una disposicién en
columnas o radiada; la pigmentaciéon de los conidios es el principal factor que

determina el color de la colonia (36).

16.4.4. Diagnéstico serolégico

Si se sospecha una APC, una prueba para la deteccion de anticuerpos IlgG
especifica anti Aspergillus es esencial para confirmar la infeccidon, que, en
combinacion con la presencia de una bola fangica, sera positiva en mas del 90% de
los casos. La presencia de anticuerpos anti Aspergillus en el suero diferencia entre
colonizacion e infeccion con un valor predictivo positivo del 100% para detectar
infeccion por lo que a nivel mundial las técnicas seroldgicas se definen como el
estandar de oro, lo que las convierten en una poderosa herramienta de diagndstico

cuando se utiliza en combinacion con otras modalidades diagnésticas (15, 38).

Recientemente se ha resumido la respuesta de los anticuerpos especificos anti
Aspergillus, su papel en el diagnostico y manejo del APC, y un resumen de las
diversas técnicas disponibles para monitorear el tratamiento (38). EI uso de
multiples métodos para la confirmacion serologica de la infeccion por Aspergillus es
motivo de preocupacion y no estd claro que la realizacion de estas pruebas sea
comparable entre hospitales o grupos de pacientes con APC (39). También se debe
tener en cuenta que en un pequefio grupo de estos sujetos, la IgG de Aspergillus
puede permanecer negativa incluso en presencia de sintomas, radiologia y
diagnosticos de laboratorio que sugieren la enfermedad (30). Las razones para esto
no estan claras, pero pueden incluir hipogammaglobulinemia, falla en la respuesta
adecuada del anticuerpo a Aspergillus o infeccion con una especie distinta a

A. fumigatus. Es por esta razdn que la ausencia de IgG anti Aspergillus o precipitinas
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no puede usarse como una herramienta definitiva para excluir el diagnéstico. Se

puede observar una prueba de IgG anti Aspergillus negativa en presencia de un
anico aspergiloma estable o nddulos de Aspergillus (30). En los casos en que las
pruebas de anticuerpos no son concluyentes, pero se sospecha APC (y se han
eliminado los diagndsticos diferenciales, incluidas las formas alérgicas de
aspergilosis), se debe buscar evidencia para apoyar el diagnéstico utilizando

técnicas alternativas (38).

16.4.5. Diagndéstico molecular

El desarrollo de técnicas de biologia molecular puede dar lugar a métodos muy
sensibles y rapidos que favorezcan el prondstico de las aspergilosis mas graves.
Recientemente se ha desarrollado una PCR que amplifica una region de ADN
ribosomal muy especifica de Aspergillus fumigatus cuyos resultados preliminares
son muy alentadores por su elevada sensibilidad y especificidad. La PCR, es un
método mucho mas sensible que el cultivo, ya que ademas de definir infeccién,
demuestra una carga fungica alta, evalia la terapia antifingica y realiza una
deteccion directa de las mutaciones de resistencia. Sin embargo, aiun no esta lo

suficientemente estandarizado ni validado para su uso habitual (15).

1.7. Tratamiento

El tratamiento de la APC tiene como objetivo aliviar la carga de sintomas para las
personas afectadas, reducir los episodios de hemoptisis y prevenir la fibrosis
pulmonar, y asi preservar la funcion pulmonar. Este enfoque se basa en el control
de tres aspectos: la infeccion por Aspergillus, las complicaciones y las
comorbilidades coexistentes; por lo tanto, el tratamiento es a menudo de por vida
(15).

La terapia con triazoles es la piedra angular del tratamiento oral para la APC actla a
través de la inhibicion de CYP51p e interfiere la conversion de lanosterol a
ergosterol, alterando la estructura y funcion de la membrana de las células fungicas,
ejerciendo asi efectos fungistaticos y, en ciertas circunstancias, fungicidas sobre
Aspergillus. El espectro de actividad antifungica de itraconazol y voriconazol se usan
secuencialmente en el tratamiento de APC de acuerdo con la necesidad clinica. Una

excepcion importante a esto es el manejo del aspergiloma Unico, donde silas
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comorbilidades lo permiten, el tratamiento definitivo es la reseccién quirdrgica, que
brinda mejor posibilidad de curacion a largo plazo (15, 40, 41).

La decision de tratar una APC con triazoles orales depende del tipo de enfermedad
y de la necesidad de tratamiento quirdrgico. Como recomendacion general, la terapia
con triazoles orales probablemente tendra beneficios en casos de APC progresiva
ylo sintomatica. El itraconazol oral (200mg/12h) podria utilizarse para prevenir o
tratar la hemoptisis con riesgo vital, también mostré6 ser superior al tratamiento
conservador para estabilizar las manifestaciones clinicas y radiolégicas en la APCC
y se considera actualmente como el tratamiento de eleccion para esta patologia. El
voriconazol también es efectivo para la APCC con una tolerancia aceptable en
varios estudios como terapia primaria o después del uso de itraconazol (ya sea por
falla o intolerancia). En la APFC, el tratamiento a largo plazo con itraconazol podria
ser beneficioso para estabilizar la condicion general del paciente con impacto

limitado sobre la disnea (15. 42).

La duracion de la terapia en los casos de APCC es prolongada, sin embargo, la
mayoria de los pacientes que responden lo haran cerca de los 6 meses, por tanto, un
minimo de 4-6 meses de terapia con triazoles orales es lo recomendado
inicialmente. En los pacientes con minima respuesta, se recomienda extender el
tratamiento por 9 meses para evaluar respuesta. La terapia intravenosa puede
usarse en pacientes con enfermedad progresiva y en aquellos que falla la terapia
oral 0 que son tolerantes o resistentes. La anfotericina B o las equinocandinas son
las drogas alternativas a los triazoles y son exclusivamente para uso intravenoso
(15).

1.8. Antifungicos

En comparacién con la terapia antibacteriana, los tratamientos antifingicos son
limitados en cuanto a su eficacia y también son pocos los farmacos disponibles. Por
otra parte, a diferencia de las bacterias, la resistencia en los hongos no emerge

rapidamente, debido a su largo tiempo de replicacion (43).

En la actualidad, la emergencia de resistencia antimicética se debe, principalmente,
al reciente aumento de especies con resistencia natural y a la seleccion de cepas

resistentes durante la terapia antimicotica. Sin embargo, el uso continuo de
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tratamientos antifiUngicos, principalmente en pacientes inmunosuprimidos, induce
menor susceptibilidad y cierta resistencia a los azoles, de algunos aislamientos (44).

Los antifingicos o antimicoticos incluyen una variedad de sustancias con diferentes
estructuras quimicas y mecanismos de accion, su clasificacion se realiza segun
criterios convencionales que atienden a su estructura (polienos, azoles, alilaminas,
lipopéptidos, derivados de la morfolina, piridonas, benzofuranos, tiocarbamatos), su
origen (sustancias producidas por organismos vivos o derivados de sintesis
guimica), su espectro de accion (amplio o reducido), sus mecanismos de accién
(fungistatico o fungicida), su via de administracion (oral, parenteral, topicos o
sistémicos) su toxicidad y su selectividad de accion (25, 36).

1.8.1. Clasificacion quimicay la actividad de antifungicos de uso clinico

Clase Farmacos Actividad

Polienos anfotericina B convencional, anfotericina B | Fungicida
liposomal, complejo lipidico de anfotericina

B, anfotericina B en dispersion coloidal,

nistatina
Imidazoles clotrimazol, miconazol, ketoconazol Fungistatico
Triazoles fluconazol, itraconazol Fungistatico
1ra generacion
2da generacién voriconazol, ravuconazol, posaconazol Fungistatico
Equinocandinas caspofungina, micafungina, anidulafungina | Fungicida
Pirimidinas 5-fluorocitosina Fungistatico

1.8.2. Mecanismos de accion de los antifangicos

> Azoles:

Son moléculas sintéticas con un anillo de cinco carbonos unido a una cadena
alifatica con un grupo fenilo. Existen dos familias de azoles que se distinguen por las
moléculas de nitrégeno que contiene el anillo azdlico, dos en el caso de los
imidazoles y tres en el de los triazoles. La actividad antifingica de estos farmacos

reside en la capacidad de unirse con el grupo hemo, que forma parte de muchas de
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las enzimas implicadas en la sintesis de ergosterol, particularmente la 14-alfa
demetilasa dependiente del citocromo P450 (CYP por sus siglas en inglés), es decir
la accion de los azoles sobre el género Aspergillus esta dada por la accion de estos
genes cyp51A y cyp51B, los cuales producen inhibicion de la sintesis del ergosterol
de la membrana fangica. Esta union bloquea la sintesis de ergosterol, constituyente
fundamental de la membrana celular fungica que actia como regulador biolégico de
la fluidez e integridad de la membrana de los hongos, acumulandose esteroles

14-alfa metilo, lo que inhibe el crecimiento de la célula fangica (25, 36, 45, 46).

» Polienos:

Los polienos son moléculas macrdélidas con cadenas insaturadas de gran actividad
antifangica. Tiene como caracteristicas su escasa biodisponibilidad digestiva, una
baja solubilidad en agua y su toxicidad, aunque las formulaciones lipidicas
consiguen reducirla significativamente y aumentar la dosis, lo que hace que pueda

ser administrada sin que aparezcan efectos adversos graves (17, 45).

Se unen a todos los esteroles, aunque muestran una mayor afinidad por el
ergosterol que forma parte de la membrana fungica. Esta uniéon genera la formacion
de poros o canales, que consisten en 8 moléculas de anfotericina B ligadas
hidr6fobamente a los esteroles de la membrana por los que la célula fingica pierde
iones y moléculas. Los residuos hidroxilpolieno estan orientados hacia el interior del
poro, lo que origina una alteracion de la permeabilidad de la membrana con escape
de contenido citoplasmatico vital y eventualmente la muerte del microorganismo.
También se une con esteroles intracelulares causando dafios celulares,

principalmente en las vias de la respiracion celular (45).

» Equinocandinas:

Son una familia de farmacos pertenecientes a la clase de las candinas. Son
antifangicos lipopéptidos que actuan inhibiendo la 1,3 -betaglucano sintetasa, enzima
necesaria para la formaciéon de polimeros, uno de los componentes de la pared
fungica. La inhibicion de esta enzima reduce la sintesis del glucano, lo que causa

inestabilidad osmotica en la célula fungicay su posterior muerte (45).
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1.8.3. Mecanismos de resistencia a los antifungicos

Como con otros microorganismos, la resistencia de los hongos filamentosos frente a
los antifingicos es un concepto amplio que puede clasificarse en resistencia

microbiolégica y resistencia clinica. La primera se puede subdividir en: (47).

1. Resistencia intrinseca o innata: Es aquella que presentan todas las cepas de
una misma especie de un hongo y no tiene relacion con la exposicion al
antifangico.

2. Resistencia primaria: Es la que ocurre en una especie de cepas normalmente
sensibles a un antifingico cuando aparecen de forma espontanea cepas
resistentes, sin haber estado en contacto previo con el antifngico.

3. Resistencia secundaria o adquirida. Es la que se desarrolla después de la
exposiciéon a los antifungicos y que puede ser debida a alteraciones

fenotipicas o genotipicas que se manifiestan de forma estable o transitoria.

La resistencia de Aspergillus a los azoles podria estar relacionada con el uso masivo
de antifingicos en tratamientos empiricos y en profilaxis, utilizacion comprensible si

se tiene en cuenta el mal prondstico de algunas de estas infecciones (47).

Se han descrito dos mecanismos de resistencia a los azoles en este género, uno por
mutaciones en cyp51A y el otro por reduccion de las concentraciones intracelulares
de las drogas. Las mutaciones especificas en cyp51A han sido asociadas con
resistencia cruzada entre los azoles y la reduccion de las concentraciones
intracelulares, como resultado de la sobreexpresién de bombas de eflujo o reduccion

de la penetracion de la droga (48).

La AMB es un farmaco fungicida, en la resistencia de A. terreus se ha descrito un
aumento de la actividad de su catalasa, lo que podria colaborar a reducir el dafio

oxidativo originado por este (45).

1.9. Susceptibilidad in vitro alos antifungicos

Las pruebas de susceptibilidad tienen como objetivo conocer si los microorganismos
evaluados son sensibles o resistentes a los antimicrobianos y sirven para elegir el

tratamiento antifingico 6ptimo. Existen diferentes métodos comerciales, con
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resultados comparables a los de referencia, que permiten la determinacion de los
perfiles de sensibilidad in vitro y la obtencién de datos para detectar la resistencia
antifangica (49).

El método de referencia para la determinacion de la susceptibilidad de los hongos
filamentosos no dermatofitos es el documento M38-A2 que refiere la seleccion de
agentes antifungicos (anfoterina B, triazoles y equinocandinas), preparacion de las
soluciones madre vy diluciones para la aplicacion, interpretacion de los
procedimientos de prueba, y los requisitos de control de calidad; para detectar
especies intrinsecamente resistentes a los antimicéticos en estudio, con CMI mas

elevadas que lo habitual, asociadas a las fallas terapéuticas (43).

Los métodos comerciales, como la técnica de E-test® (AB BioDisk, Solna, Sweden),
por su facilidad en el montaje, y de la lectura de sus zonas de inhibicion,
proporcionan una mas amplia gama de concentracion minima inhibitoria (CMI) v,
con resultados reproducibles, permiten establecer una asociacion entre los perfiles

de sensibilidad de los hongos miceliales y los resultados clinicos (49)

El método de E-test tiene un valor potencial en las pruebas de sensibilidad para
hongos miceliales patdégenos, aunque este método aun no tiene establecidos los
puntos de corte de uso clinico, es Util para establecer las especies miceliales
potencialmente resistentes, lo cual lo hace mucho mas eficaz que el método de
referencia, para el estudio sistematico de los agentes antifingicos y su actividad
frente a los diferentes hongos aislados, ademas de la evaluacién in vivo-in vitro de la

eficacia terapéutica y la prediccion de una posible resistencia antifangica (50).

Es un método simple, una técnica cuantitativa que consiste en la utilizacién de una
tira de plastico que, en una de sus caras, lleva un gradiente de concentracion del
antimicrobiano. Tras la incubacion, la intersecciéon entre el crecimiento del
microorganismo y la zona de inhibicion en forma de elipse indican la CMI de
anfotericina B, fluconazol, itraconazol, fluocitosina, voriconazol, posaconazol y

caspofungina (51).
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2. Micologia

2.1. Posicién taxondmica del género Aspergillus (36).

Dominio: Eucarya

Reino: Fungi

Division: Ascomycota
Sub-Division: Pezizomycotina
Orden: Eurotiales

Familia: Aspergillaceae

Geénero: Aspergillus

VvV V. VYV ¥V ¥V V V VY

Especies: A. fumigatus, A. flavus, A. niger, A. terreus, A. versicolor, etc.

Las especies del género Aspergillus presentan una gran versatilidad metabdlica y
una gran capacidad para dispersar sus conidios dado que su cabeza conidial puede
producir mas de 500.000 propagulos. Al género Aspergillus pertenecen
aproximadamente 900 especies unidas por caracteristicas morfolégicas, fisiolégicas
y filogenéticas, tienen distribucion mundial y sus conidios son inhalados en forma
permanente por el hombre; pueden ser aislados de cualquier sustrato que contenga
materia organica y humedad como por ejemplo del suelo, restos vegetales en
descomposicion, alimentos etc., por lo tanto, puede afectar nuestro bienestar de

diferentes formas: (36).

» Como patégeno humano y animal.
» Como productores de micotoxinas.

» Como contaminantes de cultivos, productos alimenticios, cueros, tejidos, etc.,
produciendo una disminucion del valor comercial de los mismos.

A pesar de su ubicuidad solo unas pocas especies estan relacionadas con

patologias en el hombre, independientemente del sexo, edad y raza (36).
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2.2. Caracteristicas macro y micromorfolégicas de las principales especies
de Aspergillus (ver Anexos 2y 3)

2.2.1. Aspergillus fumigatus

Hongo saprofito, patdgeno oportunista ubicuo, aislado con mayor frecuencia en las
micosis pulmonares, al que los humanos estan expuestos diariamente en la mayor
parte del mundo, se puede aislar a partir de una amplia variedad de sustratos
durante todo el afio, posee un metabolismo versatili que cumple con sus
requerimientos nutricionales bajo diferentes condiciones ambientales, crece
Optimamente a 37°C y pH de 3,7-7,6. La termotolerancia de A. fumigatus es aun
mas notable en las ascosporas, los propagulos producidos en el ciclo sexual (22).
Crece en los medios de agar Sabouraud y agar papa dextrosa (PDA) a 28°C (25,
36).

» Macromorfologia: Se observan colonias que se desarrollan entre 3 y 5 dias;
son planas, ilimitadas, polvosas o aterciopeladas, de color verde y en
ocasiones presentan un halo micelial blanco alrededor de la colonia; al
reverso raras veces se Ve un pigmento de color ocre o sin pigmentos, en
ocasiones da pigmento café-amarillo difusible (25, 36).

» Micromorfologia: Al microscopio se observan hifas vegetativas tabicadas de
2 a 4 ym de diametro, e hifas reproductivas casi siempre cenociticas de
4-6 um, que terminan en las clasicas cabezas aspergilares, las cuales son
mas pequefias que las de A. niger, miden de 30-50 um y presentan
conidiéforos cortos (20-30 pm), que terminan con una vesicula ligeramente
alargada, de la que nace una sola serie de fialides que miden de 20 a 30 um
de diametro cada una, con tendencia a disponerse hacia arriba en un angulo
aproximado de 180° (como ‘“pelos parados”); de las fidlides nacen
microconidios redondos de aproximadamente 2.5-3 pm. Recién se ha

reportado su fase teleomorfica: Neosartorya fumigata (25, 36).
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2.2.2. Aspergillus flavus

De distribucion mundial, en lugares con alta humedad se encuentra como saprofito
del suelo, puede crecer en rango de temperatura de 12-48°C siendo a 37°C la
temperatura Optima (52). Crece en los medios de cultivo como agar Sabouraud y
PDA a 28°C (25).

» Macromorfologia: Se observan colonias que se desarrollan con rapidez de
3 a 5 dias: son ilimitadas, polvosas o aterciopeladas, de color verde
amarillento brillante, puede formar esclerotes en colonias viejas o cuando se
siembran en medios pobres; al reverso algunas cepas producen pigmento
café ligeramente difusible (25, 36).

» Micromorfologia: Al microscopio se observa micelio tabicado (2-4 ym) y
hialino; las cabezas aspergilares llegan a medir hasta 100 ym de diametro y
estan compuestas por conidiéforos largos (80-100 um), generalmente de
textura rugosa, con vesiculas redondas (25-45 pm), de las que nacen dos
series de fiadlides (biseriado), las primeras de 8-10 um y las subsecuentes de
5-6 um; de estas Ultimas nacen microconidios redondos de 2-3 ym. Al igual
que A. niger, la disposicion de las fidlides es en un angulo aproximado de
360°. No se ha reportado estado teleomorfico (24, 25).

2.2.3. Aspergillus terreus

Hongo saprofito comun del suelo, produce unas células localizadas lateralmente a
las hifas llamadas conidias accesoria 0 aleuroconidia, son resistente a la

anfotericina B (53).

» Macromorfologia: Se observan colonias ilimitada, pulverulenta, granulosa, de
color beige-café con un halo micelial blanco, al reverso sin pigmentos (26).

» Micromorfologia: Al microscopio se observa micelio macrosifonado, hialino,
tabicado (2-4 um), cabezas aspergilares que miden 40-60 ym de diametro,
con conidioéforos largos cenociticos y vesiculas subesféricas de 10-25 um, con
dos series de fidlides (pequefias y grandes) en un angulo aproximado de
180° con conidios redondos de 1.5-2.5 um (26).
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2.2.4. Aspergillus niger

Se puede encontrar en elsuelo, crece sobre la materia organica en descomposicion,
puede crecer en un rango de temperatura de 6-47°C y en valores extremos de pH
pueden ser de 1.4 a 9.8 (54). Crece en los medios de cultivo ordinarios como agar
Sabouraud y PDA a 28°C (26).

» Macromorfologia: Se observan colonias que se desarrollan con rapidez,
transformandose en colonias planas, granulosas, negras e ilimitadas; al
reverso no presentan pigmento (26).

» Micromorfologia: Al microscopio se observan hifas tabicadas de 2-4 ym de
didmetro; las hifas reproductivas son mas anchas, de 4-8 ym; éstas terminan
con las clasicas “cabezas aspergilares” que miden en total de 80-200 um de
diametro; estan compuestas por conidi6foros cenociticos largos
(100-200 pm), vesiculas redondas (25-100 ym de diametro), de donde nacen
dos series de fialides en un angulo de casi 360° (biseriadas); las primeras
fidlides son mas grandes (8-10 um) que las segundas (5-7 um); de éstas
nacen microconidios redondos o elipticos de 3.5-5 uym, negros y equinulados.
No se ha reportado estado teleomoérfico (26).
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1. Disefio del estudio

Se realiz6 un estudio prospectivo descriptivo de corte transversal en los pacientes
con sospecha clinica de aspergilosis pulmonar crénica en el Hospital Neumoldgico
Benéfico Juridico, durante el periodo comprendido entre el 1ro de mayo del 2017 y
el 30 de abril del 2018.

2. Universo

Pacientes hospitalizados y de consulta externa, con sospecha clinica de APC,

durante el periodo de estudio.

3. Muestra

Se constituyd por cincuenta pacientes que cumplieron con los criterios de inclusion y
fueron seleccionados de manera aleatoria por el neumdlogo asistencial que forma

parte del estudio.
4. Criterios de inclusién y exclusion

Para definir la seleccion de la muestra poblacional se tomaron en cuenta los criterios
propuestos por la Sociedad Europea de Microbiologia Clinica y Enfermedades
Infecciosas (ESCMID por sus siglas en inglés), en conjunto con la Confederacién
Europea de Micologia Médica y la Sociedad Europea de Enfermedades Respiratoria

(ERS por sus siglas en inglés) (15).

Criterios para la seleccion de la muestra

Paciente con cuadro clinico de enfermedad pulmonar cronica progresiva con

evolucién de mas de 3 meses sin etiologia conocida.

Criterios de Inclusion Criterios de Exclusion

» Pacientes con baciloscopia y cultivo para » Pacientes con diagnéstico
TB negativos. de asma bronquial.

» Pacientes con diagnéstico de EPOC con » Pacientes con tratamiento
cuadros de agudizaciones y bacteriologia antifingico en el dltimo
negativa. mes.

» Enfermos con diagnostico de
Bronquiectasias, cavidades residuales
clinica de infeccién y o cuadro infeccioso
con bacteriologia negativa.
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5. Criterios de diagndéstico micoldgico y seroldgico

Aquellos pacientes con sospecha clinica de aspergilosis pulmonar crénica que en el
estudio micoldgico se confirmd cultivo y prueba seroldgica positiva (detecciéon de
anticuerpos IgG anti Aspergillus) o solamente prueba seroldégica positiva. Los
pacientes con cultivo positivo y serologia negativa no se diagnosticaron como

portadores de APC.

6. Descripcién de técnicas y procedimientos

A todos los pacientes seleccionados por el neumdlogo asistencial, se les redacto
una ficha de datos obtenidos de las historias clinicas (Anexo 4), con previo
consentimiento informado (Anexo 5) que incluy6é informacién actualizada acerca de
la enfermedad y se les realiz6 una toma de muestra para su posterior procesamiento

en el laboratorio.

6.1. Tomade Muestra

Las muestras que se emplearon para este estudio fueron suero y esputo. También
se utilizaron lavado bronquioalveolar (LBA) y liquido pleural (LP) en los casos que

se realizo este proceder por indicaciones médicas.

6.1.1. Toma de muestra del esputo

Siguiendo las indicaciones especificas se realizd la toma de muestra programada

para cada paciente:

1. Al levantarse en horas de la mafana, retirar las protesis (en caso que
fuera necesario) y realizar aseo matutino bucal, adecuado.

2. Recoger en un frasco estéril con tapa de rosca y color ambar la
primera expectoracion de la mafiana, mediante inspiracion, seguida de
tos profunda, tratando de no recoger saliva.

3. Enviar lo antes posible la muestra al laboratorio (separada de la orden
de andlisis) (55).



IV. MATERIALES y METODOS

6.1.2. Toma de muestra del suero

1. Se extrajeron de 3 a 5 mL de sangre total por venipuntura a cada paciente en
ayunas, cumpliendo las normas de asepsia y antisepsia. La sangre extraida
se coloc6é en un tubo de 13x100 mm, limpio, seco, rotulado y sin
anticoagulante, colocando el mismo a temperatura ambiente hasta que se
produjo la retraccion del coagulo.

2. Una vez retraido el coagulo, se utilizd un aplicador de madera que se deslizé
por las paredes del tubo de 13x100 con el objetivo de lograr la separacion del
coagulo, posteriormente se centrifugo a 2 500 rpm durante un cuarto de hora,
se decanta el suero en viales plasticos empleando pipetas de Eppenddorf.

3. Nota: De no utilizarse el suero obtenido de inmediato este fue guardado en
refrigeracion a temperatura entre 4-8 °C (so6lo por 7 dias), para su empleo
posterior en el estudio. Los sueros lipémicos y hemoliticos se desecharon
(56).

6.2. Cultivo

Simultaneamente se realiz6 la siembra en dos tubos de agar dextrosa Sabouraud
con cloranfenicol (ASC), un tubo se incub6 a 28°C vy el otro a 37°C, se incubaron en
posicion horizontal las primeras 24 horas, las tapas se ajustaron para que el cultivo
tuviera una adecuada aireacion. La incubacion comprendié un periodo de una
semana, y se prolongé hasta cuatro semanas para descartar el cultivo como
negativo (13, 57).

El examen macroscépico del cultivo consisti6 en distinguir el crecimiento a
diferentes temperaturas, la morfologia de la colonia, sus caracteristicas culturales
como, el color y textura de la colonia, pigmento en el anverso y reverso, y la emision
de pigmentos al medio. El examen microscopico del cultivo, consistié en depositar
en un portaobjeto un pequefio fragmento de la colonia con lactofenol azul de
algodén, donde se observd las -caracteristicas micromorfoldogicas como las
estructuras de reproduccion asexual y otros elementos (formacién de esclerotes,

cleistotecios, células de Hillle) en los casos positivos (55, 58).
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6.3. Identificacién

Para identificar una especie, seguido del examen microscopico del cultivo, se realizd

una resiembra en tubos con agar Czapek, lo cual permitio ver la pigmentacién del

culivo y se realizaron microcultivos para observar mejor las estructuras de

fructificacion (55, 59). (ver Anexo 2y 3)

6.3.1. Técnica de Microcultivo (36).

Procedimiento:

A) Se preparé la placa estéril para cultivo, procediendo de la siguiente manera:

>
>

>

Se cubrio el fondo de una placa de Petri con papel de filtro.
Se coloco sobre el papel de filtro, un puente de vidrio torcido en forma
de "u", un portaobjetos y un cubreobjetos.

Se tapl y se puso en la autoclave 25 minutos a 121°C.

B) Se preparé el inbculo, teniendo en cuenta los siguientes pasos:

>
>

En el flujo laminar se colocé el portaobjetos sobre el puente.

Se seleccionaron dos medios conocidos que facilitaron la esporulacion
del agente en estudio (agar harina de maiz y agar papa dextrosa), se
cortd un bloque de 1cm? de cada medio y se colocaron sobre el
portaobjeto.

Se agreg6 1-2 mL de agua estéril al papel de filtro, se tapo la placa de
Petri, se incubd a temperatura ambiente (28°C) y se observo si hubo
esporulacion a intervalos de tiempo mediante el examen de la
preparacion bajo microscopio. Se mantuvo la preparacion himeda,
adicionando agua estéril cada vez que lo requirid y sin que se formara

condensacion en la tapa de la placa.

C) Cuando el crecimiento fue adecuado se procedio a realizar las preparaciones

definitivas:

>

Con una pinza estéril se retird el cubreobjeto y se colocé sobre un
nuevo portaobjeto, al cual se le afiadi6 previamente una gota de
lactofenol azul de algodon.

Luego se procedié a retirar y desechar los bloques de medios de
cultivo y tras afadir una gota de lactofenol azul de algodén se coloco

un nuevo cubreobijeto.

G
jEn
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» De esta manera se obtuvieron dos laminas para la identificacion del

agente.

D) Interpretacion:

» La esporulacion del hongo quedo evidenciada mediante modos de

conidiogénesis claramente visibles por el estudio.

6.4. Susceptibilidad antifungica

Se realizaron los estudios de susceptibilidad antifingica mediante el método E-Test

(AB Biodisk) segun el proceder del fabricante con modificaciones para determinar el

valor de concentracion minima inhibitoria (CMI) de los aislados frente AMB, TRy
VRC: (47).

»

Se emple6 como medio de cultivo agar RPMI-1640, con acido [3-N-morfolino]
propanosulfonico (MOPS) como tampon y suplementado con 2% de glucosa.
Se distribuyd el medio en placas Petri de 90 mm x 13 mm.

El in6culo se prepar6 en 5 mL de solucion salina 0,85 % con 0,01 mL de
Tween 80 y su concentracion fue ajustada a 0.5-4-10* conidios/mL seguln lo
establecido por el documento M38-A2 del CLSI.

Las placas fueron inoculadas mediante siembra en sdbana y por cada placa
se tendran dos réplicas. Como control de calidad y cepa de referencia se
utilizé la cepa Candida parapsilosis ATCC®22019.

Todas las placas se incubaron a 35°C durante 48 horas.

La lectura se realizd de forma visual con la determinacion del punto de corte
tangencial de la elipse de inhibicion sobre la escala de CMI del E-Test. Se
considerara valido como CMI la concentracion donde se observe hasta un

80% de inhibicion del crecimiento.

Los patrones de susceptibilidad se definieron como susceptible, intermedio o

resistente para concentraciones menores/iguales que 1 yg-mL-1, iguales a 2 ug-mL!

o igual/mayor que 4ug-mL-1respectivamente (59).

6.5. Procesamiento de los sueros

Los sueros se procesaron siguiendo el manual de procedimiento de serologia IBL

AMERICA Aspergillus fumigatus IgG antibody ELISA Test para la deteccién de

anticuerpos IgG especificos frente a Aspergillus fumigatus, destacandose aqui los

principales pasos del método:(60).

=
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1. Se prepar6 una cantidad suficiente de pocillos de microtitulacion para los
estandares, controles y muestras por duplicado, asi como para un blanco de

substrato.

2. Se depositd 100 pl en la placa de cada una de las muestras diluidas (1: 100), el

blanco de sustrato, los estandares y controles listos para su uso.
3. Se cubrio la placa y se incub6 a temperatura ambiente durante 60 minutos.

4. Se vacio los pocillos de la placa (vertedero o aspirado) y se afadié 300 ul de
solucion de lavado. Este procedimiento se repitio tres veces, se eliminé la humedad
residual invirtiendo la placa de microtitulacidon repetidamente con fuerza en un papel
de filtro.

5. Se anadi6é 100 pl del conjugado-enzima en los pocillos.
6. Se incubd a temperatura ambiente durante 30 minutos.

7. Se vacio los pocillos de la placa y se repitié el proceso de lavado de la misma

manera que la anterior.
8. Se afiadié 100 pl del sustrato en cada uno de los pocillos.
9. Se incub6 a temperatura ambiente durante 20 minutos.

10. Para terminar la reaccion del sustrato, se afadié 100 ul de la solucién de parada

en los pocillos.

11. Después de mezclar bieny limpiar el fondo de la placa, se realizo la lectura de la
absorcion a 450 nm (Opcionalmente longitud de onda de referencia de 620 nm)
antes de los 60 minutos.

Interpretacion:

Los datos obtenidos se representaron graficamente en funcién de su concentracion
(eje x, logaritmica), mediante un método automatizado. Para el calculo de la curva
estandar se aplico cada sefal de los estandares. La concentracion de las muestras
se leyd desde la curva. La dilucion inicial se tuvo en cuenta al leer los resultados del

gréfico.
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» Curva de calibracion tipica

Estandar U/ ml | Media OD
A (control negativo) 1 0,013
B (estandar de corte) 10 0,489

C (Control Positivo Débil) | 50 1.117
D (Control Positivo) 20° | 200 2.061

OD 450 nm

» Interpretacion de los resultados:

U/mL | Interpretacion

<8 negativo

8-12 Indeterminado *

> 12 positivo

* En estos casos se recomienda o se sugiere repetir la prueba después de un
periodo de 15 dias o 1 mes. A los efectos del presente trabajo los casos
indeterminados se consideraron como negativos.
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7. Método estadistico
7.1. Técnicas de procesamiento

» La informacion se obtuvo a través de la confeccion de una ficha de datos
individual para cada paciente, adquiridos de las Historias Clinicas (HC) y los
resultados del departamento de Microbiologia (Libro de Trabajo Técnico). Los
cuales se llevaron a una base de datos en Microsoft Excel. El procesamiento
estadistico se realiz6 mediante el programa SPSS IBM Statistics V.21.

» En los pacientes con confirmacion serolégica de APC el neumdlogo
responsable del estudio realizd un andlisis exhaustivo de las HC para su
adecuada caracterizacion y les impuso tratamiento con itraconazol segun el
esquema establecido en la institucibn para evaluar la respuesta a la
terapéutica. Al finalizar el estudio, los pacientes en tratamiento fueron
clasificados, de manera cualitativa, por el neumdlogo segun los criterios:
mejoria clinica, sin mejoria clinica y no evaluable.

7.2. Técnicas de analisis

Se realiz6 un andlisis estadistico descriptivo, para todas las variables se hall6 la
frecuencia absoluta y relativa. Para la variable cuantitativa se hallaron todos los
estadisticos descriptivos (media, moda, mediana, cuartiles, etc.) y se establecié un
intervalo de confianza del 95% (IC95). Se realizd un test exacto de Fisher basado en
Chi-cuadrado para determinar la asociacion entre manifestaciones pulmonares de
base (bronquiectasias, EPOC, presencia de cavidades) y la positividad de la

serologia como indicador del diagnostico de APC.
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8. Operacionalizacién de las variables

Nombre y | Tipo de la| Definicion Escala a utilizar Indicador
definicién variable operacional
de la variable
Resultados Cualitativa Se considera positivo | Positivo (+) Frecuencia
del Cultivo nominal Si se obtiene | Negativo (-) absoluta y
dicotomica crecimiento de relativa.
colonias  sugerentes
de Aspergillus
Resultados de | Cualitativa Se considerara | Positivo (+) Frecuencia
la Serologia nominal positivo si los valores | Negativo (-) absoluta y
dicotomica de titulacion  son relativa.
mayores que el valor
de corte definido por
el kit diagnostico.
Clasificacion Cualitativa Cada especie sera| A. fumigatus Frecuencia
de especies | nominal identificada segun los | A. flavus absoluta y
aisladas. polittmica resultados del | A. niger relativa.
microcultivo y las | A. terreus
pruebas serologicas.
Susceptibilidad | Cualitativa Valor de | Sensible (S): <1 Frecuencia
antifingica ordinal. concentracion del | Intermedio (I): =2 absoluta y
Método E-Test antifingico en el Resistente (R):= 4 relativa.
(MR, VRC vy E-test donde la
AVB) de inhibicion corta
tangencialmente la
tira del kit.
Edad Cuantitativa 19 - 34 NUmeros naturales Frecuencia
discreta 35 -50 absoluta y
51 - 66 relativa
67 -82
Sexo Cualitativa Femenino y | Segun Sexo | Frecuencia
nominal Masculino. biolégico absoluta vy
dicotomica relativa
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Nombre y | Tipo de Definicion Escala a utilizar Indicador

definicion variable operacional

dela variable

Diagnostico Cualitativa TB negativos. Segun la impresion | Frecuencia

clinico nominal EPOC. del Diagnostico | absoluta y
politbmica Bronquiectasia. clinico del paciente relativa

Neoplasia de pulmén.

Signos y | Cualitativa Tos. Nominal Frecuencia

sintomas nominal Expectoracion. absoluta vy
polittmica Fiebre relativa

Hemoptisis.
Dolor toracico.
Pérdida de peso.
Disnea.
Anorexia.
Decaimiento.
Falta de aire.

Radiologia Cualitativa Cavidades residuales. | Nominal Frecuencia
nominal Nodulos. absoluta y
politmica Bola de hongos. relativa

Lesiones sugestivas.

Respuesta al | Cualitativa Mejoria clinica Segun la impresion | Frecuencia

tratamiento nominal Sin mejoria clinica del neumologo absoluta vy
politbmica No evaluable relativa

9. Consideraciones éticas

Siguiendo lo establecido por las normas éticas (Institucionales y Regionales) en la

medicina actual, se le solicito a cada individuo su consentimiento informado por

escrito para participar de manera voluntaria y gratuita en el estudio en cuestion,

previa explicacion de su importancia para el desarrollo y avance de la medicina;

ademas el beneficio de conocer si padecia aspergilosis pulmonar crénica. Se aclaro

al paciente que si formara parte del estudio no cometeria ninguna violacion, y no le

traeria consecuencia alguna para el bienestar de su persona, relacion médico-

paciente, ni paciente-institucion; por lo que podria continuar contando con la

G
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asistencia médica de forma gratuita que ofrece y garantiza nuestro sistema de
salud. La informacion de la investigacion se conservo con caracter confidencial y los
datos de los participantes se mantuvieron bajo estricta confidencialidad, solo

accesibles a los investigadores patrticipes en el estudio.

La investigacion fue evaluada por la Comisién Cientifica Especializada de
Microbiologia y el Comité de Etica de las investigaciones del Instituto de Medicina
Tropical "Pedro Kouri® (CEIFIPK 06-18) y se realiz6 en el Laboratorio Nacional de
Referencia de Micologia y el Laboratorio de Microbiologia del Hospital Neumoldgico

Benéfico Juridico.

10. Limitaciones del estudio

La presente investigacion tiene limitaciones que deben ser reconocidas: El tamafio
de la muestra estuvo limitado a 50 pacientes y no se pudo realizar el seguimiento de
los casos indeterminados por la insuficiente disponibilidad de reactivos para el
diagnéstico serolégico. Fue imposible realizar el examen directo de las muestras por
problemas de la dinamica de trabajo del Hospital Neumoldgico Benéfico Juridico y
los criterios para valorar la respuesta al tratamiento fueron solo cualitativos lo cual

los hace un tanto subjetivos.



RESULTADOS y DISCUSION



V. RESULTADOS y DISCUSION

La APC se define como un sindrome pulmonar de progresion lenta causado por
especies de Aspergillus y se reconoce como un serio problema de salud a escala
global. Su diagnostico es muy complejo y el termino APC se torna un tanto vago, en
particular por la ausencia de hallazgos clinicos patognomaonicos y por el curso tan
complejo de las patologias pulmonares de base en las que se inserta tales como:
tuberculosis previa, bronquiectasias, enfermedad pulmonar obstructiva cronica,
cancer de pulmoén, neumotérax y coinfecccién con micobacterias no tuberculosas
(26).

En la actualidad el término de APC se conforma de un espectro de cinco
enfermedades (aspergiloma, nédulos por Aspergillus, aspergilosis pulmonar cronica
cavitaria, aspergilosis pulmonar crénica fibrozante y aspergilosis pulmonar crénica
necrotizante) algunas de las cuales superponen y fusionan en funcion de la
enfermedad de base del paciente, la virulencia del agente etiolégico y sobre todo,

del estado inmunolégico del hospedero (61).

La complejidad asociada al diagnéstico e identificacion de los diferentes subgrupos o
formas clinicas de presentacién que engloba la APC promovié ingentes esfuerzos,
en la comunidad cientifica internacional, para desarrollar criterios diagnésticos
estandarizados. Los resultados de este esfuerzo se han publicado recientemente
como las guias europeas para el diagnéstico y manejo de la APC (15). En las que
se define como criterio diagnostico de aspergilosis pulmonar crénica: “la aparicion de
signos y sintomas clinicos (tos, expectoracion, hemoptisis, pérdida de peso, fiebre)
por un periodo superior a 3 meses en ausencia de inmunosupresién, con evidencias
radiolégicas de lesiones pulmonares progresivas (meses a afios) y pruebas directas
o indirectas de laboratorio que sean positivas para la deteccion de Aspergillus. Es
importante el reconocimiento de una condicidn respiratoria concomitante subyacente
y descartar el diagnoéstico alternativo de otro agente etiolégico (ej.: micobacterias
atipicas)” (37).

Tomando en consideracion los postulados anteriores, se disefid el estudio de tal
manera que los criterios de inclusion se adaptaran estrictamente a lo referido en la
definicién, lo cual dejaba las pruebas directas o indirectas de laboratorio como
criterio definitivo para la confirmacion del diagnéstico de APC en los pacientes

estudiados.




V. RESULTADOS y DISCUSION

En el Laboratorio de Microbiologia del Hospital Neumolégico Benéfico Juridico, en
colaboracién con el Laboratorio Nacional de Referencia de Micologia del Instituto de
Medicina Tropical Pedro Kouri, se recibieron y procesaron muestras del aparato
respiratorio (esputo, LBA y liquido pleural) y suero de 50 pacientes con diagnostico
presuntivo de aspergilosis pulmonar cronica en el periodo comprendido entre el 2017
al 2018. Los pacientes que integraron el estudio fueron seleccionados por el
neumélogo a cargo de la investigacion siguiendo los criterios de inclusion y exclusion

establecidos.

Como se expresO en materiales y métodos una de las limitaciones del estudio fue la
imposibilidad de realizar el examen microscopico directo de las muestras. En los
trabajos publicados se reporta como una prueba poco sensible y especffica debido a
que la existencia de cavidades como sitio prioritario de localizacion del agente
etiolégico, requiere que las mismas estén en comunicacién con un bronquio
permeable para que se puedan visualizar las hifas en los esputos. Por el contario, el
caracter ubicuo de estos hongos impide interpretar su presencia en esputo como un
criterio diagnéstico, ya que puede ser la expresién de una colonizacion del tracto
respiratorio o de la contaminacion de la muestra. En tales casos, la serologia u otros
diagnésticos alternativos (deteccion de antigeno o PCR) son necesarios para

distinguir entre infeccion y colonizacién (15, 33).

En la tabla 1 se presenta los resultados de los estudios microbioldgicos indirectos
realizados. De los 50 pacientes con sospecha clinica de esta patologia, en 9 (18%)
se lograron aislamientos a partir de las muestras cultivadas y un total de 24 casos
fueron positivos mediante serologia para la deteccion de anticuerpos IgG anti

Aspergillus.
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Tabla 1. Resultados de los estudios microbioldgicos indirectos. HNBJ, 2017-2018.

Serologia
Diagnostico n=350 Total
Microbiologico
Positivo  Negativo
Cultivo Positivo ) 4 9
— *

n=50 Negativo 19 22 41

Total 24 26 50

*El cultivo micoldgico en la tabla hace referencia a los resultados obtenido en los pacientes y no

a las muestras procesadas.

De las 62 muestras procesadas para cultivo micoldgico, 44 fueron esputos, 17
lavados bronquioalveolares y una fue un liquido pleural. De los nueve aislados,
cinco se definieron como agentes etioldgicos de APC porque los pacientes cumplian
con el resto de los criterios clinicos, radiolégicos y de laboratorio. Los cuatro
pacientes restantes tuvieron serologia negativa y por tanto se concluyé que dichos
aislados fueron colonizadores transitorios de las vias respiratorias 0 contaminantes.
El tipo de muestra empleada, es crucial en la recuperaciéon e interpretacion de
aislados de Aspergillus. Segun Denning et al. la presencia de Aspergillus en cultivos
de esputo no es un criterio diagnéstico definitivo, Tienen mas valor cuando los
aislados se obtienen a partir de lavados bronquioalveolares, liquido pleural o
cepillado bronquial pues en esos casos se relacionan mas con infeccion que con

colonizacion (15).

Para la mayoria de las enfermedades infecciosas el cultivo resulta la “prueba de oro”
en el diagnostico, prueba irrefutable de la presencia del microorganismo que esta
causando la infeccién. En el caso de la aspergilosis, delimitar cuando un aislado es
agente causal y cuando contaminante o colonizador es una tarea compleja, no
obstante, aun cuando los analisis moleculares e inmunolégicos han sido un avance
prometedor en el diagnéstico rapido, la microscopia y los cultivos siguen siendo
herramientas esenciales ya que permiten el aislamiento del agente etioldgico, lo que
es indispensable para su identificacion y hace posible los estudios de susceptibilidad
(62).
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Iribarren et al. en Madrid, comentan en un estudio que el cultivo de esputo llega a
ser negativo hasta en el 50% de los casos, la relacion entre cultivo positivo y
enfermedad clinica siempre debe cuestionarse, atendiendo al estado inmunitario del
paciente y a la presentacion clinica, ya que Aspergillus spp. es un contaminante
frecuente en los laboratorios de microbiologia y en el aire exterior. Este autor
también comenta que, por el contrario, la serologia es positiva hasta en el 90% de
los casos, aunque pueden existir falsos negativos en pacientes en tratamiento con

corticoides (63).

Otras publicaciones muestran resultados superiores con respecto al cultivo, con una
positividad del 83.3%. En el estudio realizado por Restrepo et al. informan que la
positividad del cultivo de esputo ha sido variable, con reportes entre 30% y 95% de
los pacientes; declarando un promedio del 60% (64). Curbelo et al. describen una
positividad del cultivo del esputo cercana al 40-50% en una investigacion realizada,

(28) y Camara et al. en Francia encuentran una frecuencia del 70 (65). En mditiples
ocasiones, las bajas tasas de positividad en el cultivo tienen su origen debido al

tratamiento de la enfermedad previo al diagndstico.

Otro de los problemas fundamentales del cultivo micolégico de muestras
respiratorias es la velocidad de crecimiento de Aspergillus con respecto al resto de
los comensales de la microbiota humana. El ecosistema microbiano bucal tiene una
amplia diversidad de bacterias y levaduras que duplican su poblaciéon en un tiempo
mucho mas corto que cualquiera de las especies de Aspergillus, afectando de esta
forma la recuperacion de aislados de este género fungico en muestras que, como el
esputo, atraviesan la cavidad oral. El empleo de inhibidores microbianos y agentes
mucoliticos puede ser muy Util para aumentar la probabilidad de aislar Aspergillus
con éxito. En un estudio realizado por Pashley et al. obtuvieron mejores tasas de
recuperacion de Aspergillus fumigatus de muestras de esputo utilizando ditiotreitol
(mucolitico) para el procesamiento y agar papa dextrosa suplementado con
cloranfenicol, gentamicina y fluconazol para el cultivo micolégico (66). En el presente
estudio, el nimero de aislados pudiese haber sido mayor de emplearse alguna de
estas metodologias. Cabe destacar que los cultivos negativos no descartan un
diagnostico de aspergilosis cuando la sospecha clinica es alta y esté respaldada por

datos radioldgicos y serologicos (67).
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El diagnostico serologico en esta investigacion mostré una respuesta imprevista con
casi la mitad de los pacientes evaluados con valores por encima del umbral positivo
definido para el ELISA IgG-anti Aspergillus (tabla 1). De acuerdo con numerosos
expertos en la teméatica, la alta sensibilidad y especificidad de la deteccién de IgG
especificas en pacientes con APC hacen de esta prueba una de las mejores
herramientas en el diagnéstico de esta enfermedad. Segun la informacién del
fabricante del ELISA empleado, tanto la sensibilidad como la especificidad de la
técnica superan el 85% (60). Otros paquetes comerciales como ThermoScientific
ImmunoCAP y Siemens Immunolite tienen igualmente gran confiabilidad con valores

gue rebasan el 90 % para ambas caracteristicas (39).

Novak-Frazer en 2016 publica que la deteccion sérica de anticuerpos IlgG-anti
Aspergillus se considera el método mas confiable para diagnosticar APC, como
técnica de oro a nivel mundial, ya que es esencial para confirmar la infeccion por
Aspergillus, que, en combinacion con la presencia de una bola fangica, sera positiva
en mas del 90% de los casos (38). Ademas, titulos altos de IgG-anti Aspergillus
también tienen valor predictivo en la diferenciacion de individuos infectados vy
colonizados, lo que la convierte en una poderosa herramienta de diagnéstico cuando
se utiliza en combinacion con otras técnicas diagnosticas (38). Hedayati et al. en el
2015 informan en un estudio un 44.3% de casos positivos mediante la deteccion de
lgG anti-A. fumigatus, y plantea que el método ELISA es Util para diagnosticar APC
en casos con cultivos negativos (68). Page et al. en estudios de deteccion de IgG
mediante ELISA muestran valores de sensibilidad y especificidad de un 93% y 99%
respectivamente, y reafirman con estos resultados la importancia de la serologia
como elemento esencial para confirmar la infeccién (69). En otras investigaciones de
este mismo autor se informan datos de sensibilidad y especificidad por encima del
90 % (39).

Otras técnicas inmunoldgicas también pueden ser Utiles en el diagndstico de APC.
La deteccion de precipitinas mediante inmunodifusion doble puede ser una
herramienta poco costosa para la confirmacion de casos probables, sin embargo,
son menos sensibles y especificas que los ELISA. Un estudio comparativo realizado
por Fujiuchi et al. demostr6 que casos positivos mediante la deteccion de
precipitinas mostraban valores inferiores al umbral de corte de IgG especifica para

Aspergillus lo que refiere una disminucion en la especificidad (70).
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Pacientes excluidos

1
e ® Asma bronquial
2
m Sin  alteraciones
pleuropulmonares
APC
Otras
patologias

SEROLOGIAS POSITIVAS

Figura 1: Distribucion de los pacientes con sospecha clinica de APC con serologias
positivas. HNBJ, 2017-2018.

Después de una busqueda exhaustiva en las HC, dentro del grupo de pacientes con
serologia positiva (24) se identificaron tres individuos que no cumplian estrictamente
con los criterios de inclusién. En uno de esos pacientes se constato el reporte de
episodios previos de asma bronquial y los otros dos no presentaban alteraciones
pleuropuimonares en las imagenes radiolégicas. El caso particular del asma
bronquial con niveles elevados de IgG anti-Aspergillus puede constituir un posible
caso de ABPA. Esta es una reaccion compleja de hipersensibilidad que se produce
cuando el arbol bronquial es colonizado por Aspergillus spp. y conlleva episodios
repetidos de obstruccion bronquial, inflamacion e impacto mucoso, provocando
bronquiectasias, fibrosis y compromiso respiratorio. (71). Los criterios diagndsticos y
de clasificacion de la ABPA segun la ISHAM (Sociedad Internacional de Micologia

Humana y Animal, por sus siglas en inglés) se presentan a continuacion (72):

Asma bronquial.
Reaccion de hipersensibilidad inmediata al antigeno de Aspergillus.
Niveles séricos de IgE > 1.000 Uiml.

YV V V VY

Niveles de IgG especificos para el antigeno de Aspergillus y duplicacion de
los niveles de IgE respecto al valor medio, mas dos desviaciones estandar en
casos de asma por hipersensibilidad a Aspergillus.

» Bronquiectasias centrales por TAC.

&)
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Precipitinas en suero contra Aspergillus fumigatus.
Opacidades pulmonares fijas o flotantes en la radiografia de torax.

>

>

» Eosindfilos en sangre periférica > 1.000 células/pl.

» Cultivos de esputo que muestran crecimiento de Aspergillus.

» Tapoén de moco expectorado de color gris-negruzco.

» Reaccion cutanea tipo ll a Aspergillus fumigatus.
No existen criterios suficientes para poder clasificar el caso en cuestion como una
ABPA, no obstante, aunque no se consideré como tal, ambas enfermedades pueden
estar concomitando. En un estudio realizado por Smith y Denning en el 2011
encuentran que el 14.3% de los casos de APC tenia un diagnostico coexistente de
ABPA (73). De forma similar Lowes et al. informan del diagnostico paralelo de ABPA
y APC en 42 pacientes, aunque plantean la necesidad de mas informacion para
confirmar estos resultados. Cabe destacar este detalle a tener en cuenta en el
tratamiento de los pacientes con ABPA que pudiesen evolucionar a una APC y

beneficiarse de una terapia antifangica (74).

Los dos casos excluidos del estudio por no presentar imagenes radiolégicas
coherentes con los criterios de la investigacion pudieron tratarse de falsos positivos
de la serologia, segun el manual del fabricante del Kit serolégico IBL-AMERICA
Aspergillus fumigatus IgG antibody ELISA Test para la deteccién de anticuerpos IgG
especificos frente a Aspergillus fumigatus, las condiciones del suero son
fundamentales para el buen desempefio del test. Ademas, en las estadisticas
seroldgicas la sensibilidad y especificidad rodean el 90%, esto sugiere que puede
existir falsos positivos y falsos negativos; el propio fabricante reconoce la posibilidad
de falsos positivos que se contemplan en la sensibilidad y especificidad inferior al
100%. De igual manera los falsos negativos también pueden estar contemplados
entre los pacientes que no se diagnosticaron con serologia positivay por tanto puede
existir una subestimacion de casos (60). No obstantes otros autores consideran que
pudieran tratarse de un estado precoz de la enfermedad. Ohara et al., en un estudio
realizado en Japdn, expresan que la ausencia de sintomas y signos radiolégicos
puede presentarse en casos de APC que se hallen en una fase temprana o estable
de la enfermedad (6). Esclarecer esta problematica requiere de estudios futuros, que

involucren otras técnicas  diagndsticas para  analizar esta fase
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precoz de la enfermedad, y asi obtener un diagnéstico temprano y tratamiento
adecuado de la APC.

La presente investigacion brindd una discreta perspectiva sobre la posible
prevalencia de la APC en Cuba. No existe mucha informacién sobre las estadisticas
de las infecciones por Aspergillus en el pais, sin embargo, en los anuarios de salud
publicados ante las organizaciones internacionales pertinentes (OMS, OPS) quedan
referidas muchas enfermedades de declaracion obligatoria que constituyen factores
de riesgo para adquirir una APC tales como la tuberculosis pulmonar (75). El empleo
de la serologia es un elemento esencial para un diagnéstico correcto, ya que permite
la diferenciacién con otras enfermedades, ademas de ser un proceso facil y rapido

(24 horas) en comparacion con la velocidad de crecimiento del cultivo.

Del total de pacientes atendidos quedaron confirmados con diagnostico de APC 21
(42%). De ellos el 57,14% del sexo masculino y el 42.86% del sexo femenino, el
promedio de edad fue de 53,81 afios con un rango entre 21 — 77 afios

(ver Anexo 6).

De acuerdo con las condiciones predisponentes, esta enfermedad afecta a cualquier
grupo de edad o rasgos étnico, y a ambos sexos; predominando los varones
adultos. Denning et al. establecen que esta enfermedad afecta a pacientes
inmunocompetentes o ligeramente inmunocomprometidos de mediana edad,
predominantemente varones (76). Restrepo et al. refieren, en un estudio
multidisciplinario con 31 pacientes, una preponderancia del sexo masculino con
55.9% de hombres y 44.1% de mujeres (64). Muldoon et al. informan resultados
similares a los de la presente investigacion con 54.5% de pacientes masculinos y
una edad media de 58 afios para un rango de 27-80 afios (9). En la India, Chawla et
al. reportan en 22 pacientes una edad media de 52.5 afios dentro de un rango de
edad de 19 a 81 afios, predominando el sexo masculino (77). Por lo general es en
las edades adultas a partir de los 40 afios cuando empiezan aparecer condiciones
pulmonares deficientes que constituyen un factor de riesgo para esta enfermedad
(78).
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m EPOC
28.57% (6) 19.05% (4)

® bronquiectasia
neoplasia de pulmon

4.76% (1) 23.81% (5)
abceso de pulmon pleural

B tuberculosis activa
19.05% (4)

B sin conclusion diagnéstica

4.76% (1)
-

Figura 2. Distribucion de las comorbilidades asociadas a los pacientes con
diagnostico de APC. HNBJ, 2017-2018. (n=21)

Como se puede observar en la figura 2, la presencia de bronquiectasias, EPOC y
neoplasias de pulmén son factores frecuentes asociados al diagnostico de APC.
Smith y Denning en el 2011 publican estas enfermedades pulmonares de base
como las mas frecuentes junto a la sarcoidosis, neumotdorax y lesiones
post-tuberculosis pulmonar (73). En grupo mayoritario de pacientes (28,57%) no se
constatdé un diagndstico clinico previo definido. En estos casos, tras los examenes
radioldgicos, clinicos y microbiolégicos, se concluyd que presentaban una APC por
cumplir con todos los criterios propuestos. En la mayoria de los entornos, esta
enfermedad puede ser poco reconocida y algunos de estos pacientes pueden ser
erroneamente diagnosticados con tuberculosis u otras infecciones pulmonares de
origen bacteriano o micolégico. La concomitancia de la APC con ellas también
ocurre y hace mucho mas dificil un diagnéstico preciso (15). En Cuba hay poca
informacién sobre el comportamiento epidemiolégico de las infecciones por
Aspergillus incluidas las formas cronicas y, por el contrario, existe un programa bien
capacitado y respaldado por diferentes entidades nacionales e internacionales para
la lucha contra la tuberculosis. Pudiera suceder que algunos casos de APC escapan

al diagnéstico correcto al confundirse con infecciones micobacterianas pulmonares,
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(baciloscopias y cultivos negativos) por lo que descartar este tipo de infecciones
fungicas pudiera contribuir significativamente a la disminucion de casos de

tuberculosis que quizas se notifiquen como tal cuando no lo son (79).

Recientemente Salzer et al. en el 2017 comentan de sus resultados que de 71
pacientes diagnosticados como APC, la enfermedad respiratoria subyacente mas
comun era el enfisema pulmonar con un 49%, seguido de EPOC con un 42%,
bronquiectasias con un 38%, 35% de los pacientes tenian una infeccién por
micobacterias actual o anterior y 30% tenia una enfermedad sub yacente no
respiratoria adicional (80). Valores similares se han referido por investigadores de
Colombia, Francia, y Corea (64, 65, 81). El reconocimiento de este tipo de factores

de riesgo es fundamental para garantizar un diagnostico temprano de la APC.

Para el andlisis estadistico de las variables del estudio se evalud la existencia de
asociacion entre casos positivos por serologia y EPOC y casos positivos por
serologia y bronquiectasia. Para ambas determinaciones el test exacto de Fisher no
mostré diferencias significativas (ver Anexo 7 y 8). No obstante, las evidencias que
se mencionan en los epigrafes anteriores sobre estas enfermedades como factores

de riesgo tienen un gran peso para el diagnostico.

Tabla 2. Principales signos y sintomas identificados en los pacientes con

diagnostico de APC. HNBJ, 2017-2018.

Signosy Pacientes

Sintomas No. %
Tos 21 100%
Expectoracion 18 85.71%
Fiebre 9 42.86%
Falta de aire 6 28.57%
Hemoptisis 5 23.81%
Dolor toracico 5 23.81%
Pérdida de peso 5 23.81%
Disnea 3 14.29%
Decaimiento 3 14.29%
Anorexia 2 9.52%

2
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El diagnostico clinico de aspergilosis es a menudo dificil, con signos y sintomas
inespecfificos, muy comunes para otros agentes etioldgicos. Entre ellos la
hemoptisis, es un signo alarmante que puede manifestarse en cualquiera de las
variantes de la APC o formas de aspergilomas y es una de las manifestaciones
clinicas con mayor repercusion en la vida del paciente (61), (82). En el caso de la
bola fangica por Aspergillus, muchos pacientes experimentan un curso clinico
relativamente tranquilo por lo que la hemoptisis no necesariamente indica una
exacerbacién de la infeccion fangica (82).

Investigaciones realizadas por Restrepo et al. encuentran que los sintomas mas
frecuentes en 31 pacientes con APC fueron disnea (n = 24; 77,5%), tos productiva
(n = 26; 83,9%), en muchos casos acompafadas de hemoptisis (n = 12; 38,7%),
esputo hemoptoico (n = 9; 29%), deterioro del estado general (n = 21; 67,7%) vy
fiebre (n = 19; 61,3%) (64). Camara et al. también identifican en un total de 44
pacientes que la tos estaba presente en todos (100%), mientras que la pérdida de
peso solo en 57%, la fiebre en 41% y la hemoptisis en 23% (65). La presente
investigacion difiere con las mencionadas anteriormente en algunas de estas
manifestaciones clinicas como la disnea, la hemoptisis y el deterioro general, sin

embargo, el diagnéstico integrado con los resultados radiolégicos y serolégicos

brindan una mayor seguridad en la correcta identificacion de los casos positivos.

B cavidades

B noédulos

B |esiones sugestivas de
neoplasia de pulmén

bola de hongos

Figura 3. Distribucién de los hallazgos radiol6gicos observados en los pacientes con

diagndstico de APC. HNBJ, 2017-2018.
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En la guia para el manejo de la APC del 2016 Denning et al. refieren que las
imagenes radiograficas son la primera linea para la sospecha y el diagndstico de
esta enfermedad, aunque la tomografia axial computarizada (TAC), como tecnologia
de avanzada, ofrece mayor informacion (15). En la figura 3 se muestran las
diferentes manifestaciones radiolégicas que se observan en los pacientes
diagnosticados con APC. Resalta entre ellas la presencia de cavidades, un factor
determinante para el asentamiento de esta infeccién cronica. Dichos cambios en la
arquitectura del pulmoén favorecen el nicho para el hongo desde donde la invasion
del tejido sera gradual, aumentando el riesgo de mortalidad con el tiempo. La
asociacion mediante test de Fisher entre los casos positivos por serologia y la
presencia de cavidades fue positiva con una significacion estadistica de p=0,0225
(a=0,05) y un odd-ratio de 4,5 (ver Anexo 9) lo que sugiere que un paciente con un

pulmon cavitado tiene mas probabilidades de adquirir una APC.

Un estudio multicéntrico realizado por Jhun et al. encuentran en sus pacientes con
APC un 100% de presencia de cavidades (n=70) con un 44% de ellas (n=31) en el
I6bulo superior derecho y 96% de infiltraciones del parénquima (n=67) (81). Ohara et
al. en investigaciones en Japdén observaron hallazgos radiolégicos en todos sus
pacientes en los cuales predominaron las lesiones cavitarias, las infiltraciones de
estas lesiones, la formacion de bolas fungicas, el engrosamiento pleural y la
formacion de nodulos (6), Camara et al, Hou et al. y Naito et al. publican cifras

similares en algunos de sus trabajos (65, 83, 84).

Maghrabi y Denning plantean que la evolucion de la APC puede involucrar un lébulo
entero y progresar a cavitaciones con pérdida del volumen del pulmén. De manera
general, la APC afecta los l6bulos superiores y puede aparecer una o multiples
cavidades de varios tamafios (85). Es importante que los neumélogos consideren
este signo radiolégico como un elemento clave para el diagnostico y el tratamiento.
Godet et al. afirman que para estos casos la TAC permite evaluar cambios sutiles en
el parénquima pulmonar y realizar un seguimiento durante varios periodos en el cual
el cambio de las apariencias radiolégicas puede ser indicador del control o
progresion de la enfermedad. A través de esta técnica se ha podido correlacionar la
respuesta al tratamiento calificando la reduccion del engrosamiento de la pared de
la cavidad, del engrosamiento pleural y del volumen de material intracavitario durante

la terapia (86).
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m A. fumigatus

m A. flavus

® A. niger

Figura 4. Distribucién por especie de los aislados de Aspergillus obtenidos de los
pacientes con APC. HNBJ, 2017-2018.

El cultivo obtenido en cinco (23%) de los 21 pacientes diagnosticados con APC,
mostré un discreto predominio de la especie A. flavus, seguido por A. niger y A.
fumigatus en igual proporcion. Estas son especies que con frecuencia se informan
como causantes de aspergilosis pulmonar (87). La taxonomia tradicional del género
Aspergillus se basa principalmente en el andlisis de los caracteres fenotipicos y
fisioloégicos, los cuales han aportado satisfactorias delimitaciones de las especies,
sin embargo, existen variaciones morfolégicas en varias secciones del género que
han llevado a controversias en sus esquemas taxonomicos. En el nuevo siglo 21
varios autores han investigado Aspergillus y sus teleomorfos con métodos
polifasicos (morfolégicos, fisiolégicos y moleculares) para examinar la variabilidad
entre sus especies y la clasificacion taxondmica que ha cambiado de manera
consecuente (88, 89, 90).

La mayoria de los estudios se han centrado en A. fumigatus, la especie patdgena
mas frecuente. Sin embargo, algunos investigadores afirman que las infecciones por
A. flavus pueden ser mucho mas virulentas que A. fumigatus en términos de in6culo
requerido (52). En las regiones tropicales y subtropicales, como nuestro pais, A.
flavus es mas comun en la aeromicobiota que A. fumigatus, como causa probable
debido a los niveles de humedad y temperatura, (19). Aunque hay investigadores

gue plantean que la APC raramente es causada por A. flavus, existen pocos
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estudios clinicos en paises con una alta prevalencia de esta especie en sus
ecosistemas aéreos (52, 76). La confirmaciéon de A. flavus como agente causal mas
frecuente en este tipo de regiones requiere investigaciones clinico, epidemiolégico y

microbiolégicas de mayor profundidad.

Tabla 3. Distribucion de especies de Aspergillus aisladas segun el tipo de muestra,
valores de concentracion minima inhibitoria y patron de susceptibilidad. HNBJ,
2017-2018.

. . Valores de Valores de Valores de
Especie Tipo de
) CMil frente a = CMl frentea CMlI frente a
aislada muestra
AMB ITR VRC
A. flavus Esputo 0,125 (S) 0,75 (S) 0,75 (S)
A. flavus LBA 216 (R) 2 () 1(S)
A. flavus LBA 0,75 (S) 1(S) 0,25 (S)
A. niger Esputo 0,19 (S) 216 (R) 0,38 (S)
A. fumigatus LBA,LP 0,19 (S) 4 (R) 0,125 (S)

Leyenda: LBA: lavado bronquioalveolar; LP: liquido pleural; S: sensible; I: sensibilidad
intermedia; R: resistente.

Los estudios de susceptibilidad antifingica que se realizaron a los aislados se
muestran en la tabla 3. Como se puede apreciar la respuesta al voriconazol in vitro
fue excelente con el total de aislados susceptibles. De forma diferente se observo la
accion del itraconazol donde se encontraron dos aislados resistentes pertenecientes
a las especies A. fumigatus y A. niger y uno con susceptibilidad intermedia de A.

flavus. De la misma manera para anfotericina B se observd un aislado resistente.

Para los polienos, especificamente la anfotericina B, la tasa global de resistencia es
desconocida y los mecanismos moleculares detras de esta respuesta estan
asociados a bajos niveles de ergosterol en la membrana celular del hongo, lo que
conlleva una menor accion del farmaco (91), o a la presencia de mutaciones en el
gen erg3 que originan la inactivacion de la 5,6-esterol desaturasa, una enzima que

participa en la ruta de biosintesis del ergosterol y genera esteroles anormales
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cuando se we afectada. Otro mecanismo presente en algunas especies de
Aspergillus es la capacidad de producir enzimas con actividad reductora, que

disminuyen el efecto oxidativo de la anfotericina B en el metabolismo fangico (92).

En investigaciones anteriores realizadas por especialistas del IPK los resultados
fueron similares a los aqui presentados para los estudios de susceptibilidad donde
los mayores valores de resistencia a anfotericina B se detectaron en la especie A.
flavus y A. niger (93). Muchos expertos plantean que estas especies poseen una
resistencia intrinseca a los polienos con base en las caracteristicas estructurales de
su membrana citoplasmatica y en su fisiologia (94, 95). Otros trabajos como el de
Gomez-Lopez et al., Sutton et al., y Hsueh et al. refieren una alta frecuencia de

aislados resistentes a anfotericina B de A. flavus (96, 97, 98).

La resistencia a los triazoles ha sido mucho mas estudiada. El voriconazol es uno de
los farmacos que mejor actividad posee frente a este género fangico y a nivel
mundial son pocos los aislados resistentes. En las guias terapéuticas de Estados
Unidos y el Reino Unido el voriconazol esta recomendado como el tratamiento de
primera linea para los pacientes con infecciones graves por Aspergillus (99). La
posible causa de una mejor actividad de este antifingico con respecto a otros
triazoles, como el itraconazol, reside en su accion secundaria sobre otras dianas
moleculares diferentes a la 14 a-esterol demetilasa (100). En un estudio prospectivo,
realizado en Japén, de 71 pacientes con APC tratados con voriconazol, el 60.6%
tuvieron una buena respuesta, el 26.8% no tuvieron respuesta y el 5.6% tuvieron

progresion (101).

El itraconazol es uno de los antimicéticos frente al cual se ha observado mayor
aparicién de resistencia dentro del género Aspergillus. Al igual que otros triazoles
actla sobre una de las enzimas de la ruta de biosintesis del ergosterol afectando de
esta manera la homeostasia de la célula. En la actualidad se han descrito varios
mecanismos que propician la aparicion de resistencia al itraconazol,
fundamentalmente a nivel del gen cyp51A que codifica la 14 a-esterol demetilasa. A
modo general, las modificaciones que provocan la reduccidon de la susceptibilidad
son alteraciones del sitio alostérico de la enzima donde se une el farmaco y la

sobreexpresion de la enzima por mutaciones a nivel del promotor del gen (102).
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La gran mayoria de las investigaciones en torno a la resistencia antifingica se
concentran en A. fumigatus, sin embargo, se ha observado este fendbmeno en
especies pertenecientes a la seccion Nigri (103). Un estudio realizado por Gheith, et
al., encuentra valores elevados de la concentracion minima inhibitoria frente al
itraconazol en 17 cepas de A. niger aisladas de pacientes con enfermedades
hematolégicas en Tunez (104). Tokarzewski, et al., en un grupo de 10 cepas de
A. niger, obtienen valores de CMI90 frente a este antifingico de hasta 8 pug/ml
mediante el método M38-A (105). San Juan-Galan et al. publican un estudio en
Cuba donde evaluaron la sensibilidad in vitro de cepas de Aspergillus spp y
Aspergillus niger resultdé ser la Gnica especie (3 aislados) resistente al itraconazol
(93). En el presente estudio las especie que mostraron resistencia a itraconazol
fueron A. fumigatus y A. niger. Estos casos pueden constituir todo un reto para el
médico a la hora de decidir el tratamiento pues la anfotericina B es un medicamento
muy nefrotoxico para utilizarse durante periodos largos (91). Aqui se hace

indiscutible la utilidad del voriconazol frente al que no se observé resistencia alguna.

Seria muy ventajoso la realizacion de investigaciones de epidemiologia molecular
que permitieran definir el origen de los aislados y de esa manera entender la

adquisicion de la resistencia.

® Con Mejoria
clinica

No evaluable

En tratamiento
medico

® Sin Mejoria
clinica

Figura 5. Distribucion del seguimiento de los pacientes diagnosticados con APC

bajo tratamiento con itraconazol. HNBJ, 2017-2018.
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Como parte del trabajo, a los pacientes diagnosticados con APC se les indico
terapia con itraconazol asignada por un grupo de especialistas en neumologia. En la
figura 5 se muestran los resultados del seguimiento de estos pacientes. Como se
puede apreciar, el grupo mayoritario se concentra en aquellos con mejoria clinica.
Desafortunadamente un nimero considerable de pacientes no continué la asistencia
a las consultas, representados en la fraccion naranja del grafico, y por tanto se

desconoce el estado clinico de los mismos.

Otro grupo de pacientes representados en color amarillo es aquel donde los
individuos enfermos empezaron el tratamiento muy cercano al cierre del estudio.
Estos pacientes tienen muy poco tiempo de uso del itraconazol y por tanto no se
pueden realizar conclusiones sobre su estado clinico tras la terapia. Existieron 2
pacientes fallecidos de los cuales se conocia que estaban en una fase terminal de
neoplasia de pulmén. El tratamiento de la APC bajo el esquema de itraconazol
durante 6 meses mostré una efectividad positiva, mejorando la calidad de vida de
los pacientes. Este también es un elemento que indirectamente refuerza el
diagnéstico preciso de la APC. En las estadisticas presentadas por el Fondo de
Accion Global para Infecciones Fungicas (GAFFI, por sus siglas en inglés) el empleo
del itraconazol, como droga de primera linea, para el tratamiento de infecciones
crénicas como la APC reduce de forma significativa la morbilidad y mortalidad de los
pacientes, prolongando su tiempo estimado de vida en mas de cinco afios. Los
triazoles como linea de tratamiento tienen a su favor una baja toxicidad en
comparacién con otros antifingicos y es por ello que resultan idéneos para
esquemas de dosificacion durante periodos extensos como los que requiere la APC
(10). Como otras infecciones cronicas, la cura total de la APC tiene una baja
probabilidad y son pocos los casos que resuelven en su totalidad. Muchas veces la
combinacion de métodos quirdrgicos con empleo de antimicéticos puede contribuir a
una disminucion en la magnitud de la infeccion y a un mejor manejo de la misma
(15).

Esta investigacion constituye la primera evidencia epidemiologica de la APC en
Cuba vy los resultados han repercutido de manera positiva tanto en los pacientes
involucrados como en el cuerpo médico quiénes tienen ahora mas herramientas
para el diagnostico de infecciones respiratorias de origen fangico. También es un

discreto aporte al estudio de la susceptibilidad antifingica en el género Aspergillus,
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una tematica de gran interés en la actualidad. Se hace necesario la continuacion de
este estudio en otros grupos de riesgo especificos y el analisis filogenético de los
aislados que se obtengan para comprender mejor la epidemiologia de la enfermedad
y cOmo actuar para su control. Estos resultados deben ser informados a las
autoridades competentes para incluir la vigilancia y control de la aspergilosis
pulmonar cronica como parte del Programa Nacional de Control de las Infecciones
Respiratorias 0 como enfermedad asociada al Programa Nacional del Control de la

Tuberculosis tomando en consideracion la estrecha relacion que existe entre ambas.
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El diagnéstico de multiples pacientes como portadores de APC, sugiere que
esta es una patologia frecuente en Cuba y que se requiere sistematizar su
flujopgrama diagnostico, a escala nacional, para disminuir las elevadas tasas
de morbimortalidad asociadas a la misma.

La asociacion entre aspergilosis pulmonar cronica y la presencia de
cavidades resalta la importancia de esta imagen radiolégica, como factor de
riesgo y signo de alerta para el diagnostico de esta enfermedad.

Las principales especies de Aspergillus pueden estar involucradas en la
etiologia de la aspergilosis pulmonar cronica. El discreto predominio de
Aspergillus flavus, aunque difiere de lo reportado internacionalmente, no
permite concluir la importancia de esa especie como principal agente causal
de esta enfermedad en nuestro pais.

El voriconazol mostré ser mas efectivo que el itraconazol in vitro frente a las
especies del género Aspergillus, lo que lo destaca como el mejor candidato

para la terapia de la aspergilosis pulmonar croénica.
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> Informar a las autoridades sanitarias, por las vias establecidas, sobre los
resultados de esta investigacion como parte de la actualizacién de los
programas de salud del pais.

» Realizar estudios de epidemiologia molecular que garanticen un mejor
entendimiento de la dinamica de la aspergilosis pulmonar crénica.

» Extender estas investigaciones a otros grupos de riesgo y centros de salud
del pais para realizar estimaciones sobre la epidemiologia de la

aspergilosis pulmonar crénica.
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Anexo 1: Estructuras morfolégicas en el género Aspergillus: cabezasradiadas y
columnares, tipos de vesiculas, célula pie, células Hille.

(abeza radiada biseriada {abeza columuar monosenada

Tipos de vesiculas

Globosa Piriforme
Espatulada Clavada

Célula pié

S Células Hill
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Anexo 2. Morfologia de especies de Aspergillus de importancia clinica.

» Morfologia de A. fumigatus.

7

» Morfologia de A. niger.




ANEXOS

Anexo 3: Caracteristicas macromorfolégicas y micromorfolégicas de las
especies de Aspergillus asociadas con enfermedades en humanos. (25)

Caracteristicas A. fumigatus A. flavus A. niger A.terreus
Colonia Aspecto Plano, Pulverulento Punteado Aterciopelado,
aterciopelado, negro flocoso
algodonoso
Color Verde botella, Verde Blanco Marrén
blanco amarillento amarillento amarillento
grisaceo
Reverso Incoloro, rojo Incoloro, café Incoloro, Incoloro, beige
amarillento amarillento amarillento
Reproduccién Conidiéforo Corto, liso, Regular, pared | Largo, 1.5 | Regular, hialino
asexuada incoloro rugosa a3 mm liso
300 pm
Vesicula Mazo o domo Esférica Globosa Subesférica
Fialides Una serie, Una o dos Dos series Dos series
paralelas series radiada ligeramente
radiadas columnar
Conidios Globosos, Piriformes o Globosos, Globosos,
equinulados, globosos, negros estriados,
verdes verde amarronados
amarillentos
Reproduccion Cleistotecios Globosos, | ceeeeeeeee |
sexuada amarillos
Ascospora Globosos con |  ....ooen | s |
crestas
ecuatoriales
Célulasen | oo | s i | e,
avellana
Esclerotes |  ............ Blancoo | ceeeieeen |
negro
Otros Temperatura de 37 a 50°C 37°C 37°C 37°C
desarrollo éptimo
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Anexo 4: Ficha de datos obtenidas de las Historias Clinicas(HC)

No. Inclusion; Consentimiento: Si No Fecha: [

» Nombre y Apellidos (Iniciales)

» Edad: Sexo: Femenino Masculino

» Provincia: Municipio:

Datos Clinicos:

» Antecedentes de enfermedad pulmonar: Previa Actual:
» Diagnostico:

EPOC: Si__ No Diagnostico previo: Si No Fecha: / /

Bronquiectasia: Si____No Diagnostico previo: Si No
Fecha: / /

Tuberculosis: Si No

Otras Patologias:

» Signosy sintomas: Fiebre: Tos: Expectoracion:

Pérdida de peso: Hemonptisis:
Dolor Toracico:

Comienzo de los sintomas: <1 semana 1-3 semanas >3 semanas

» Radiologia: Cavidades: una: mas:

Bola de hongos presente: Si No

NoOdulos en la imagen toracica: Si No




<\

Diagnéstico microbiolégico:

v" Muestras:
% Esputos: Si No

En caso de si
Cuantos: 1 2 3

ANEXOS

Esputo Bacteriolégico: Si__ No . Positivo__ Negativo____

Esputo BAAR: Si_ No . Positivo_ Negativo____

Esputo Micolégico:  Si_ No . Positivo_ Negativo
% Suero: Si No : Positivo Negativo

« Otras muestras:

Lavado bronquioalveolar: Si No . Positivo Negativo
Liquido pleural: Si No . Positivo Negativo
Resultado del Examen microscopicodirecto: Positivo Negativo
Resultado delCultivo: Positivo Negativo
Resultado de la Serologia: Positivo Negativo
Niveles de IgG:

Clasificacion taxondmica:

A. fumigatus: A. flavus: A. niger:

Susceptibilidad antifingica: (E-Test)

ltraconazol (ITR): Sensible: Intermedio:
Voriconazol (VRC): Sensible: Intermedio:

Anfotericina B (AMB): Sensible: Intermedio:

A. terreus:

Resistente:
Resistente:

Resistente:



ANEXOS

Anexo 5: Consentimiento informado para participar en un estudio de
Investigacion médica.

Titulo del protocolo: Contribucion al diagndstico de aspergilosis pulmonar crénica en pacientes con
sospecha clinica de esta patologia en el Hospital Neumol6gico Benéfico Juridico, 2017-2018.

Investigador Principal

Sede donde se realizara el estudio:
Nombre del Paciente

A Usted se le esta invitando a participar en este estudio de investigacion médica. Antes de decidir si
participa 0 no debe conocer y comprender cada uno de los siguientes apartados. Este proceso se

conoce como consentimiento informado. Siéntase libre de preguntar sobre cualquier aspecto que le
ayude a aclarar sus dudas al respecto.

Una vez que haya comprendido el estudio y si Usted decide participar entonces se le pedird que firme
esta forma de consentimiento de la cual se le entregara una copia firmada y fechada.

Yo , en pleno juicio de mis facultades mentales y de manera
wluntaria, accedo a participar en el estudio de APC. Dicha investigacion se lleva a cabo por
investigadores cubanos del "Hospital Benéfico Juridico y del Instituto de Medicina Tropical.

He recibido informacién de que: La Aspergilosis pulmonar crénica afecta a mas de 3 millones de
personas en todo el mundo, es considerada una de las enfermedades infecciosas pulmonares mas
dificil de diagnosticar pues sus sintomas son similares a las de otras enfermedades con las que se
puede confundir. La supenivencia estimada de 5 afios, oscila entre el 50-85%, pero la estabilidad
clinica a largo plazo puede lograrse con un diagnéstico precoz y un tratamiento temprano adecuado.
Este estudio pretende confirmar el diagnéstico de Aspergilosis pulmonar crénica en pacientes con
cuadros clinicos sugerentes utilizando métodos microbiolégicos convencionales y en patrticular, la
deteccién de anticuerpos IgG anti Aspergillus que es el método de eleccion a escala internacional. De
confirmarse la misma, esto permitiria instaurar un tratamiento especifico y asi evtar la progresion de la
infeccion y mejorar el prondstico y la calidad de vida de estos pacientes

Estamos invitando a todos los adultos (hombres y mujeres) con sintomas respiratorios cronicos (mas
de 3 meses) y que no se ha podido establecer su diagnéstico definitivo a participar de manera
woluntaria en esta investigacion. Si decide participar a usted se le solicitara tres muestras de esputo y
una de suero para realizar los estudios correspondientes. De confirmarse la enfermedad usted se
beneficiard de un tratamiento especifico que le permitirA mejorar considerablemente su estado de
salud. Estoy consciente de la importancia cientifico-social de mi participacion en esta investigaciéon. He
sido informado(a), que los resultados de este estudio aportardn nuewos conocimientos a la comunidad
cientifica nacional sobre este problema de salud. Ademas, no recibiré beneficio material alguno por mi
participacion y puedo dejar de formar parte del proyecto cuando lo desee, sin que por ello reciba dafio
alguno.

Confio en que los investigadores que participan en el estudio mantendran la confidencialidad de toda la

informacién entregada. Para que conste firmo el consentimiento informado junto con el profesional que

me brindd las  explicaciones en , a los dias del mes de
de

Firma del Paciente Firma del Investigador
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Anexo 6: Tablade Sexo y Rango de edades de pacientes con APC. (n=21)

RANGO DE TOTAL
EDADES
No. %
19-34 5 23.81%
35-50 3 14.29%
51 - 66 6 28.57%
67 - 82 7 33.33%
TOTAL 21 100%

SEXO
M F
No. No. %
1 4.76% 4 19.05%
1 4.76% 2 9.52%
4 19.05% 2 9.52%
6 28.57% 1 4.76%
12 57.14% 9 42.86%

Anexo 7: Asociacion entre Bronquiectasias con Serologia positiva.

Contigency

Table analyzed

Fisher' exact test
P value
P value summary
One- or two- sided
Statistically significant? (alpha<0.05)

Strength of association

Odds ratio
95% confidence interval

Data analyzed

Serologia positiva
Serologia negativa
Total

Bronquiectasia vs

Serologia

0,3525
ns
Two-sided
No

0.50
0.14t01.8

Pacientes con
bronquiectasia
5
9
14

Pacientes sin

. . Total
bronquiectasia
19 24
17 26

36 50



Anexo 8: Asociacion entre EPOC con Serologia positiva.

Contigency

Table analyzed

Fisher' exact test
P value
P value summary
One- or two- sided
Statistically significant? (alpha<0.05)

Strength of association

Odds ratio
95% confidence interval

Data analyzed

Serologia positiva
Serologia negativa
Total

EPOC vs
Serologia

0,5260
ns
Two-sided
No

0.59
0.16t0 2.2

Pacientes con
EPOC
5
8
13

ANEXOS

Pacientes sin
EPOC
19
18
37

Total

24
26
50



Anexo 9: Asociacidn casos positivos por serologiay la presencia de

cavidades.

Contigency

Table analyzed

Fisher' exact test
P value
P value summary
One- or two- sided
Statistically significant? (alpha<0.05)

Strength of association

Odds ratio
95% confidence interval

Data analyzed

Serologia positiva
Serologia negativa
Total

Cavidades vs
Serologia

0,0225
*

Two-sided
Yes

4.5
141015

Con cavidades
en pulmén
16
8
24

ANEXOS

Sin cavidades
en pulmén
8
18
26

Total

24
26
50



