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to conventional microbiological methods to detect invasive fungal diseases (IFD). This text reviews the
performance of alternative methods in clinical settings, and their accuracy compared with that of micros-

Galactomannan copical examination and microbiological cultures. Some newer techniques considered as complementary
and experimental procedures are also reviewed. The text is divided into three sections, including Candida
infections, aspergillosis and infections due to rare and emerging fungal species.
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Introduccién téxicos, el desarrollo de resistencias y un gasto farmacéutico

Las enfermedades flingicas invasoras (EFI) tienen elevados por-
centajes de mortalidad, ya que son complicaciones que aparecen
en pacientes con mal estado general por su enfermedad de base y
porque suelen detectarse cuando ya han causando lesiones macros-
copicas extensas y cuadros invasores, por lo que es muy dificil que
respondan al tratamiento antifingico!-3.

Por ello, la estrategia terapéutica mdas aceptada es pautar
tratamiento profilactico en pacientes con riesgo de EFI e iniciar
terapia empirica cuando aparecen signos clinicos compatibles con
infeccién, como neutropenia febril prolongada o signos de sepsis en
enfermos criticos. Sin embargo, esta estrategia siempre ha tenido
muchos detractores, ya que conlleva un uso inadecuado y excesivo
de antiftingicos, lo que se relaciona con la aparicién de efectos

* Nota: seccién acreditada por el SEAFORMEC. Consultar preguntas de cada ar-
ticulo en: http://www.eslevier.es/eimc/formacion
Correo electrénico: mcuenca-estrella@isciii.es

elevado. En la dltima década han aparecido algunas innovacio-
nes que estan modificando esta estrategia. Estos cambios estan
relacionados con el diagnéstico y el tratamiento precoces de la EFI
y reciben la denominacién de terapia anticipada, término acufiado
dentro de las infecciones por citomegalovirus en pacientes hema-
tolégicos. En el campo de las infecciones flingicas el tratamiento
anticipado hace referencia, en su mayor parte, a la deteccién
precoz de la aspergilosis en enfermos hematol6gicos con inmuno-
depresién intensa gracias a la cuantificacién de galactomanano®>.

En los dltimos afios se han desarrollado otras técnicas micro-
biolégicas para detectar precozmente las micosis invasoras. Suelen
agruparse bajo el término de técnicas alternativas al cultivo, ya
que estan basadas en la deteccién de componentes fiingicos2. En
este texto se revisa la utilidad de estos métodos en la practica
clinica y se analiza si pueden considerarse alternativas reales al
examen microscépico y al cultivo microbioldgico. El texto se divide
en 3 secciones, ya que analiza por separado las infecciones por
Candida, la aspergilosis y las micosis por especies emergentes y
poco frecuentes.
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Tabla 1
Volumen de sangre recomendado en la toma de hemocultivos segin la edad y el
peso del paciente

Pacientes Volumen de sangre en hemocultivos”
Adultos 60 ml

Adultos <50 kg de peso 40ml o 1 ml/kg de peso

Nifios 12-36 kg 20ml

Nifios 2-12 kg 6-10ml

Nifios 2-6 kg 2-4ml

"Hemocultivos: 3 venopunciones diferentes realizadas en 30 min y divididas en 6
alicuotas, 3 para botellas aerobias y 3 para anaerobias.

Diagnostico de laboratorio de la candidiasis invasora

La candidiasis invasora es una infeccién profunda que suele
afectar a varios 6rganos y que generalmente cursa con hemocul-
tivos positivos, aunque los hemocultivos pueden ser negativos
hasta en la mitad de los casos. La candidemia solo hace referencia
a la presencia de levaduras del género Candida en hemocultivos,
habitualmente en el curso de una candidiasis invasora, pero existen
muchos casos en que la candidemia es el Ginico signo de infeccién,
particularmente en los enfermos en los que la candidemia se asocia
a la presencia de un dispositivo intravenoso. La candidiasis crénica
diseminada es un tipo de infeccién invasora descrita en enfermos
neutropénicos que cursa con lesiones hepdticas y esplénicas vy,
frecuentemente, con hemocultivos negativos®.

Diagnéstico microbioldgico convencional de la candidiasis
invasora

Diagnéstico por hemocultivos

La técnica de referencia para el diagnéstico de la candidiasis
invasora sigue siendo la toma de hemocultivos. De acuerdo con
las recomendaciones, la toma de hemocultivos debe realizarse una
vez al dia mientras exista sospecha de infeccién. En adultos, debe
obtenerse un volumen total diario de 60 ml de sangre, realizando
3 venopunciones de 20 ml en diferentes zonas anatémicas en un
periodo de 30 min. Se deben inocular 3 frascos aerobios y 3 anaero-
bios e incubar al menos durante 7 dias en sistemas automatizados
validados para el diagnéstico clinico. Puede reducirse el volumen
de las tomas en pacientes con condiciones especiales, como bajo
peso o anemia. En nifios, los volimenes recomendados son meno-
res y se presentan en la tabla 1. Algunos expertos recomiendan
2 Gnicas venopunciones y otras 4 por conjunto de hemocultivos,
sin que existan evidencias sobre una menor o mayor rentabilidad®.

La sensibilidad de la técnica siguiendo estrictamente las reco-
mendaciones del parrafo anterior es solo del 50-75%. En muchas
ocasiones no es posible extraer los volimenes recomendados, lo
que tiene un efecto significativo en la fiabilidad diagnéstica de los
hemocultivos. Esta técnica no debe considerarse de deteccién pre-
coz, ya que se necesita que la infeccién esté avanzada para que los
hemocultivos sean positivos, y ademas debe contarse el tiempo de
incubacién necesario para que se detecte crecimiento, que puede
ser de varios dias en algunas especies de Candida, como C. glabrata’ .
Por ello se estan desarrollando métodos diagnésticos alternativos
que se analizaran en préximos apartados.

Otro aspecto destacable es que no todas las levaduras que cre-
cen en los hemocultivos deben considerarse como Candida spp.
Segn los Giltimos datos epidemiolégicos, hasta el 5% de las levadu-
ras obtenidas de hemocultivos pertenecen a otras especies, como
Cryptococcus, Trichosporon, Rhodotorula o Saccharomyces8-10,

Todas las levaduras aisladas en hemocultivos deben ser iden-
tificadas al nivel de especie, ya que existen diferencias probadas
en cuanto al perfil de sensibilidad de las diferentes especies.
Se deben utilizar medios de cultivo habituales para hongos y
pueden emplearse medios diferenciales que ayudan a identificar

presuntivamente y distinguir entre las diferentes especies de Can-
dida, por lo que se puede recomendar un tratamiento u otro hasta la
identificacién definitiva del patégeno. La identificacién definitiva
debe basarse en la morfologia microscépica y en la realizacién
de pruebas bioquimicas complementarias. Actualmente, algunos
centros realizan la amplificacién y/o secuenciacién de acidos
nucleicos como técnicas de identificacién definitiva o emplean
metodologias novedosas como la basada en espectrofotometria de
masas MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption/ionization/time-
of-flight mass spectrometer). Estas técnicas no son necesarias para
la identificacién de las especies mas habituales, pero si pueden
ayudar en el caso de los organismos poco frecuentes!!12. Tienen
la ventaja adicional de poder ser utilizadas directamente sobre los
hemocultivos, sin necesidad de realizar subcultivos intermedios,
lo que agiliza el diagndstico®13.

Otro aspecto destacable son los estudios de sensibilidad a los
antifingicos. Existe un consenso mayoritario por el que se reco-
mienda realizar el estudio de sensibilidad a los antifingicos en
todas las cepas de Candida aisladas en infecciones profundas. Para
ello pueden emplearse técnicas comerciales que hayan sido vali-
dadas clinicamente o los métodos de referencia del European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) o del
Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI). El estudio de sen-
sibilidad es de especial utilidad en casos de enfermos expuestos
con anterioridad a farmacos antiftingicos, en fracasos terapéuticos
0 en cepas pertenecientes a especies poco habituales de las que no
existen muchos datos sobre perfil de resistencias'#1°,

Diagnéstico en otras muestras clinicas

En cuanto a los métodos de diagndstico convencionales en otras
muestras clinicas, como biopsias y exudados de liquidos estéri-
les, deben hacerse las siguientes recomendaciones. La toma y el
transporte de la muestra no requieren medidas especificas y se
deben seguir los procedimientos habituales. Debe tomarse la mayor
cantidad de muestra posible, ya que la sensibilidad de los exame-
nes microscopicos y de los cultivos disminuye cuando se procesan
muestras pequefias o de poco volumen. Las muestras tienen que
ser enviadas al laboratorio con rapidez o han de conservarse refri-
geradas si no son procesadas en menos de 1h. Las que van a ser
procesadas para citologia o examenes histopatolégicos deben ser
incluidas en los fijadores lo antes posible. Las muestras remiti-
das para examen en fresco y cultivo microbiolégico deben ser
procesadas asépticamente y nunca ser incluidas en fijadores. La
visualizacién de levaduras en muestras estériles es indicativa de
infeccion profunda. La utilizacién de contrastes (tinta china, tinta
Parker o azul de lactofenol) y de tinciones con colorantes como las
técnicas argénticas, la hematoxilina-eosina, el Giemsa, el azul de
metilenoy el PAS, aumentan larentabilidad de la microscopia. Tam-
bién puede emplearse el microscopio de fluorescencia aplicando
como contraste fluorescente el blanco de calcofldor. Las biopsias
tienen que deshacerse cuidadosamente y se debe utilizar un 10%
de hidréxido de potasio, que ayuda a realizar este examen*16,

No obstante, la visién de estructuras flingicas solo es posible
cuando estas son muy abundantes en la muestra a analizar, lo
que suele producirse cuando la infeccién estda muy avanzada. Ade-
mas, salvo excepciones, los eximenes microscépicos no sirven para
identificar la especie causante de la infeccién, lo que se considera
fundamental desde que existen diferentes alternativas terapéuti-
casy se conocen los distintos perfiles de sensibilidad de las especies
fangicas.

En cuanto alos estudios histopatolégicos, tanto la citologia como
el examen de cortes histolégicos ayudan a detectar la infeccién
fangica. En ocasiones puede ser el Ginico método capaz de detec-
tar la infeccidn. Los cortes histoldgicos también pueden emplearse
para realizar técnicas inmunohistoquimicas que permiten identifi-
car las especies presentes en el tejido mediante la utilizacién de un



M. Cuenca-Estrella / Enferm Infecc Microbiol Clin. 2012;30(5):257-264 259

anticuerpo especifico fluorescente que se liga a los tejidos infec-
tados. Asimismo, también pueden utilizarse procedimientos de
amplificacién de acidos nucleicos, tras su extraccion previa de los
tejidos. Las técnicas moleculares podrian convertirse en las técni-
cas de referencia para la identificacién de las especies en muestras
tisulares. No obstante, no existen métodos estandarizados, y todos
los trabajos publicados hasta la fecha incluyen pequefios estudios
de casos, que no tenian un tamafio muestral representativo!”-19,

Los cultivos deben realizarse en medios habituales y para
hongos. En las muestras en las que pueda existir una infeccién poli-
microbiana o flora bacteriana comensal deben emplearse medios
selectivos, como el agar Sabouraud con antibiéticos como cloran-
fenicol y gentamicina. También se recomienda la utilizacién de
medios de cultivo diferenciales, sobre todo en muestras donde pue-
dan existir varias especies de levaduras. Los medios diferenciales
cromébgenos permiten reconocer varias especies de levaduras por
el color de la colonia. Estos medios son de gran utilidad para dis-
tinguir las infecciones mixtas, que segtn algunos estudios podrian
alcanzar hasta el 30% de todas las micosis®.

Diagnéstico alternativo de la candidiasis invasora

En el caso de la candidiasis invasora, el desarrollo de técnicas
alternativas al cultivoy ala microscopia se encuentra algo retrasado
si lo comparamos con la aspergilosis o la criptococosis. A diferencia
de la aspergilosis y otras infecciones por hongos filamentosos, la
radiologia tiene un papel muy reducido en el diagnéstico de la can-
didiasis, y las técnicas de deteccién de componentes flingicos no tie-
nen la misma aceptacién que la cuantificacién de galactomanano.

Sin embargo, en los Gltimos afios se ha observado que es nece-
sario disponer de técnicas de diagnostico precoz de la candidiasis
invasora, sobre todo en el enfermo critico (tabla 2). En estos enfer-
mos y ante la poca fiabilidad de los hemocultivos, la evaluacién
precoz del riesgo de candidiasis se hace mediante escalas o indi-
ces (scores), que incluyen la presencia de signos de infeccién en
pacientes con riesgo de candidiasis mas la colonizacién por leva-
duras. Cuando este indice estd por encima de un valor, se inicia
tratamiento empirico con antifingicos. El valor predictivo positivo
de estas escalas no supera el 20%. Por tanto, parece que se estan
tratando un gran nimero de enfermos que no lo necesitarian si se
dispusiera de un método diagnéstico mas preciso!.

Deteccién de manano y de anticuerpo anti-manano

La deteccién combinada de manano y de anticuerpo anti-
manano ha sido desarrollada como técnica especifica para la
deteccion de Candida spp. en suero. Hay un kit comercial disponible
(Platelia Candida Antigen Plus y Antibody Plus, Bio-Rad Labora-
tories). Se han realizado trabajos retrospectivos multicéntricos y
varios estudios de cohortes, asi como de casos y controles. En todos
ellos, la técnica ha demostrado una gran fiabilidad para la deteccién
de la candidemia, con una sensibilidad del 80% y una especifi-
cidad del 85%. Se recomiendan hacer determinaciones seriadas
(2 a la semana) en pacientes con riesgo, y de esta forma se ade-
lanta la deteccién de la infeccién unos 6 dias. La técnica tiene un
85% como valor predictivo negativo, por lo que puede ser muy (til
para descartar la infeccién y ahorrar tratamientos innecesarios2°,
Por todo ello, la European Society of Clinical Microbiology and Infec-
tious Diseases (ESCMID) recomienda en su guia sobre el diagnéstico
y tratamiento de la candidiasis (en fase de publicacién definitiva)?!
la utilizacién de esta técnica diagnéstica en los laboratorios asisten-
ciales para la deteccion de la candidemia. No existen datos sobre
otras candidiasis invasoras, a excepcion de la candidiasis crénica
diseminada, donde un metaanalisis reciente indica que en este sub-
grupo de pacientes la sensibilidad de la técnica es del 86% y que
detecta la infeccién 16 dias antes que los hemocultivos2C.

Deteccion de anticuerpos antimicelio o anti tubos germinales

Otra técnica especifica para la deteccién de Candida es la cuan-
tificacién de anticuerpos antimicelio o anti tubos germinales de
C. albicans (CAGTA) en suero, que pese a su nombre es capaz
de detectar anticuerpos frente a otras especies de Candida. Este
método ha sido desarrollado en Espafia y comercializado como
Candida albicans IFA IgG® (Vircell). Los estudios preliminares rea-
lizados indican que tiene una sensibilidad del 84,4%, con un valor
predictivo positivo del 96% y una especificidad del 94,7%. Reciente-
mente se ha utilizado la técnica en un estudio piloto con enfermos
criticos no neutropénicos de varios hospitales espafioles, y ha
demostrado que el aumento en los titulos de este anticuerpo se
relaciona con la infeccién por Candida. Se esta realizando un estudio
multicéntrico con mayor nimero de enfermos que, muy probable-
mente, aportard datos definitivos sobre la utilidad de esta técnica®2.

Deteccion de beta-D-glucano

Otras técnicas se basan en la deteccién del beta-D-glucano,
componente de la pared flingica que no es especifico de especie.
Puede emplearse en el diagndstico de la candidiasis, de la aspergi-
losis y de otras EFI, por lo que se incluy6 como criterio diagnéstico
de la European Organization for Research and Treatment of Can-
cer/Mycosis Study Group (EORTC/MSG)?3. En Cryptococcus spp.,
otros basidiomicetos y zigomicetos, este glucano parece que podria
existir en cantidades muy bajas, lo que disminuiria la sensibilidad
de la técnica.

Existen varias técnicas comercializadas para la deteccién de
glucano en suero. En Europa y en América la mas utilizada es el
Fungitell (Associated of Cape Cod Incorporated). Se han publicado
varios metaanalisis, que incluian estudios transversales, de cohor-
tes y de casos y controles®4-26, En todos ellos la sensibilidad media
de la técnica supera el 70%, con una especificidad > 80% y valo-
res predictivos negativos > 85%. La utilizacion de albaimina, gasas,
inmunoglobulinas y hemodialisis se asocia a falsos positivos, y la
neutropenia a falsos negativos. Por ello, se ha impuesto la idea de
que esta técnica puede ser de utilidad en el enfermo critico, ayu-
dando a descartar la infeccidn. Los datos disponibles en los estudios
antes mencionados muestran que la sensibilidad de la cuantifica-
cién de beta-D-glucano en el caso concreto de la candidemia y otras
candidiasis invasoras puede ser superior al 80%, con un valor predic-
tivo negativo > 90% cuando se realizan determinaciones seriadas,
adelantando en 7 dias la deteccién por hemocultivos. De ahi que
su uso asistencial ya esté recomendado en la guia de la ESCMID
antes mencionada?!. Este test no ha sido validado en poblacién
pediatrica.

Deteccion de dcidos nucleicos

Ante las limitaciones de las técnicas convencionales en el diag-
néstico de las micosis profundas, la deteccién de acidos nucleicos
de los hongos en muestras clinicas siempre se ha considerado como
una alternativa de gran potencial, sobre todo las técnicas basadas
en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), que permite la
amplificacién de cantidades muy pequeilas de ADN. Sin embargo,
la elevada sensibilidad tedrica de las técnicas basadas en la PCR no
se ha visto confirmada hasta la fecha en la practica clinica, aunque
cada vez existen mas datos que parecen apoyar la utilizaciéon de
estas técnicas en el diagnéstico de las micosis®#. Existe una técnica
comercializada, SeptiFast (Roche Diagnostica), que permite detec-
tar ADN de bacterias y de algunas especies flngicas de Candida
y de Aspergillus. Recientemente han visto la luz algunos estudios
que indican que esta técnica podria ser eficaz en la deteccién de la
candidemia?’-28. Por otra parte, existen decenas de trabajos sobre la
utilidad de las técnicas diagnésticas basadas en la PCR para detectar
las candidiasis invasoras. Por las caracteristicas de esta metodo-
logia, su principal limitacién es la falta de estandarizacién y las
distintas metodologias empleadas. No obstante, un metaanalisis
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Tabla 2

Resumen de las recomendaciones actuales sobre el diagnéstico alternativo al cultivo en las candidiasis invasoras

Tipo de candidiasis invasora Técnica diagnéstica

Comentario

Candidemia Deteccién de manano y anti-manano
Deteccién de anticuerpos frente a tubos
germinales

Deteccién de beta-D-glucano

Deteccién de acidos nucleicos

Otras candidiasis invasoras Deteccién de manano y anti-manano
Deteccién de anticuerpos frente a tubos
germinales

Deteccién de beta-D-glucano

Deteccién de acidos nucleicos
Candidiasis crénica diseminada Deteccién de nanano y anti-manano
Deteccién de anticuerpos frente a tubos
germinales

Deteccién de beta-D-glucano

Deteccién de acidos nucleicos

Técnica ttil como cribado cuando se realizan determinaciones séricas
seriadas. Ayuda a descartar la infeccién

Técnica en fase de validacién. Podria ayudar a distinguir entre
colonizacion e infeccién con muestras séricas

Técnica ttil como cribado cuando se realizan determinaciones séricas
seriadas. Ayuda a descartar la infeccién

Técnica en fase de validacién. Podria adelantar el diagnéstico de la
infeccién en muestras de sangre o suero

No existen datos para hacer recomendaciones

Técnica en fase de validacién. Podria ayudar a distinguir entre
colonizacién e infeccion

Técnica 1til como cribado cuando se realizan determinaciones séricas
seriadas. Ayuda a descartar la infeccion

Técnica en fase de validacién. Podria detectar la infeccién tanto en
suero/sangre como en muestras de otro origen

Técnica ttil para detectar la infeccion. Adelanta el diagndstico de la
infeccién

Técnica en fase de validacién

Técnica ttil como cribado cuando se realizan determinaciones
seriadas. Ayuda a descartar la infeccion

Técnica en fase de validacién. Podria detectar la infeccién tanto
en muestras de sangre/suero como de otro origen

publicado en 2011 incluy6 datos de 54 estudios diferentes con un
total de 4.700 enfermos?®. La sensibilidad y la especificidad medias
de estas técnicas en el diagnéstico de la candidemia fueron del 92 y
del 95%. En el caso de enfermos criticos con sospecha de candidiasis
invasora la sensibilidad de estas técnicas super6 el 70%, mientras
que los hemocultivos fueron positivos solo en el 38% de los casos.
Ademas, otros trabajos han demostrado la precocidad diagnéstica
de las técnicas moleculares frente a los cultivos tradicionales, ya
que son capaces de detectar la infeccién 48 h antes (intervalo 12 h-
8 dias), lo que puede ser trascendental para instaurar un trata-
miento precoz y aumentar la supervivencia de los enfermos3°,

Diagnostico de laboratorio de la aspergilosis invasora

La aspergilosis invasora es una enfermedad que suele afectar
principalmente a personas con graves enfermedades hemato-
l6gicas sometidas a tratamientos inmunosupresores intensos y
prolongados. La infeccién se produce por inhalaciéon de conidias,
por lo que la gran mayoria de los casos se inicia con una aspergilo-
sis pulmonar que evoluciona hacia una infeccién diseminada fatal
si no se recibe el tratamiento adecuado?. La deteccién precoz de la
aspergilosis ha sido siempre una de las principales demandas diag-
nésticas. Por ello, se han desarrollado técnicas alternativas que se
emplean rutinariamente en la actualidad, como se expondra en los
apartados siguientes (tabla 3).

Diagnéstico microbiolégico convencional de la aspergilosis
invasora

Las técnicas de diagnéstico convencional tienen una utilidad dis-
creta en la deteccién de la aspergilosis invasora. Aspergillus spp. es
un saprofito habitual del tracto respiratorio, por lo que su visua-
lizacién y aislamiento en muestras respiratorias tienen un valor
limitado. Por ello, en los Gltimos afios se ha desarrollado la estrate-
gia de la terapia anticipada basada en el diagnéstico radiol6gico y
en la deteccién de componentes fiingicos223,

Como ya se indicé anteriormente, el examen microscépico pre-
senta una sensibilidad baja y no es una técnica de diagnéstico
precoz. Su valor aumenta cuando se toman muestras de tejidos,
que en el caso de la aspergilosis es una biopsia pulmonar. Las tin-
ciones y técnicas microscoépicas recomendadas en el apartado de
la candidiasis son las que deben emplearse en la aspergilosis. En

ocasiones, los estudios histopatolégicos son los tinicos que permi-
ten detectar una infeccién invasora, ya que es necesario ver que
los filamentos y estructuras flngicas estan invadiendo los teji-
dos. Debe indicarse que los exdmenes microscépicos no pueden
identificar la especie causante ya que solo indican si la infec-
cién esta causada por levaduras o por hongos miceliales. Ademas,
dentro de estas tltimas se pueden distinguir entre la hialohifo-
micosis, la feohifomicosis y la zigomicosis. Las hialohifomicosis,
como la aspergilosis, muestran hifas finas, hialinas, septadas y con
ramificaciones en angulo agudo. Las feohifomicosis tienen fila-
mentos de paredes gruesas con pigmentos de color oscuro. Los
zigomicetos se caracterizan por presentar hifas anchas, irregula-
res, hialinas, sin septos y con ramificaciones en angulo abierto
(45_900)31,32'

Las consideraciones sobre toma y transporte de muestras, asi
como sobre los medios de cultivo, son muy similares a las expues-
tas anteriormente. Es muy importante evaluar con detenimiento
la presencia de Aspergillus u otros hongos en cultivos, incluso en
el caso de muestras consideradas no estériles. Los hongos micelia-
les son contaminantes habituales de laboratorio y forman parte de
la flora saprofita del ser humano, lo que disminuye la especifici-
dad de los cultivos. Las levaduras no se consideran contaminantes
de laboratorio, aunque si forman parte de la flora de la piel y las
mucosas. No obstante, antes de descartar un hongo como conta-
minante o flora saprofita se deberia tomar en consideracion si el
enfermo tiene factores de riesgo de micosis y si se han cultivado
hongos en varias muestras del paciente.

Diagnéstico alternativo de la aspergilosis

Deteccion de galactomanano

La cuantificacién de galactomanano se ha convertido en la prin-
cipal innovacién diagnéstica de la Gltima década dentro del campo
de la micologia médica. El galactomanano es un componente de
la pared celular de Aspergillus spp., aunque esta presente en otras
especies flingicas en pequefias cantidades. La deteccién de galacto-
manano se ha comercializado mediante un test de ELISA (Platelia
Aspergillus, Bio-Rad) cuya principal aportacién es su utilidad en el
diagnéstico precoz de esta infeccién en pacientes oncohematol6-
gicos en riesgo de aspergilosis, en conjuncién con la tomografia de
alta resolucién. La cuantificacién de galactomanano es un criterio
EORTC/MSG para el diagnéstico de aspergilosis probable®23,
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Tabla 3

Resumen de las recomendaciones actuales sobre el diagndstico alternativo al cultivo en la aspergilosis invasora

Técnica diagnéstica Tipo de muestra

Comentario

Deteccion de galactomanano Suero

Lavado broncoalveolar
LCR
Deteccién de beta-D-glucano Suero

Otras muestras
Deteccién de acidos nucleicos Suero

Sangre
Otras muestras

Técnica (til como cribado cuando se realizan determinaciones séricas seriadas
en pacientes hematolégicos de alto riesgo

Podria disminuir su sensibilidad en pacientes en profilaxis con itraconazol,
posaconazol o voriconazol

Es Gtil también para el seguimiento de la respuesta

Técnica (til para diagnosticar la infeccién

Técnica Gtil para diagnosticar la infeccion

Técnica 1til como cribado cuando se realizan determinaciones séricas seriadas
Podria ser menos sensible en pacientes neutropénicos

No existen datos para hacer recomendaciones

Técnica en fase de validacién

Podria ser atil como cribado cuando se realizan determinaciones séricas
seriadas en pacientes hematoldgicos de alto riesgo

Podria adelantar el diagnéstico de la infeccién

Recomendaciones similares a las del suero

Técnica en fase de validacién

Podria ser ttil para detectar la infeccion e identificar la especie causante

La cuantificacién de galactomanano como técnica de diagnds-
tico precoz se considera un método de cribado. Por eso, se deben
realizar determinaciones seriadas en suero en enfermos con riesgo
de infeccién. Se aconsejan 2 a la semana, ya que asi se incrementan
su sensibilidad y su valor predictivo negativo. Los puntos de corte
para considerar un resultado positivo son un indice por encima
de 0,7 en una Gnica muestra o por encima de 0,5 en 2 muestras
consecutivas33,

En los Gltimos afios se han publicado varios metaanadlisis que
recogen la experiencia publicada con esta técnica. Los porcentajes
medios de sensibilidad y especificidad son > 70 y > 85%, respec-
tivamente. La sensibilidad supera el 80% si se analizan solo los
enfermos sometidos a trasplante de precursores hematopoyéticos,
siendo atin mayor en trasplantes alogénicos (> 85%). Sin embargo,
la sensibilidad desciende significativamente en enfermos no neu-
tropénicos, por lo que no se recomienda como técnica de cribado en
otros grupos de enfermos. En pacientes pediatricos existen menos
estudios, aunque también es til en enfermos de alto riesgo, si bien
varios trabajos han destacado que esta técnica tiene muchos falsos
positivos cuando se realiza en nifios>34.

No obstante, otros autores han puesto en duda la fiabilidad de
la deteccién sérica de este antigeno incluso en enfermos hemato-
l6gicos. En primer lugar, la administracién previa de antiftingicos,
particularmente la profilaxis con itraconazol, posaconazol o vori-
conazol, parece disminuir la sensibilidad de la prueba en mas de
un 30%. Debe recordarse que la profilaxis antifiingica es una prac-
tica muy extendida y recomendada en todas las guia terapéuticas,
especialmente en pacientes con alto riesgo de aspergilosis, que es
donde la cuantificacién de galactomanano ha demostrado su mayor
utilidad. Por tanto, la fiabilidad diagnéstica de las determinaciones
seriadas ha sido puesta en duda en caso de utilizar profilaxis anti-
fingica.Eldescenso enlasensibilidad reduce la eficacia de la técnica
como cribado?”.

Existen también muchas comunicaciones sobre falsos posi-
tivos asociadas al uso de betalactdmicos, particularmente
piperacilina/tazobactam?3, firmaco que se utiliza con frecuencia en
los enfermos hematoldgicos. Otra posible causa de falsos positivos
es la contaminacién con conidias de Aspergillus, en la extraccién
o en la manipulacién de la muestra, y la reactividad cruzada
con otras especies flngicas, inmunoglobulinas, hemoderivados e
inmunosupresores como la ciclofosfamida34.

Ante las dudas expuestas sobre la capacidad de esta técnica
como medio de cribado en enfermos con profilaxis, algunos exper-
tos creen que no deberia emplearse de este modo, sino como un test
diagnéstico en enfermos con signos de infeccién y, si es posible,
no en suero sino en el lavado broncoalveolar. Esto ya ha demos-
trado su utilidad en otros grupos de enfermos. En pacientes no

hematolégicos con aspergilosis, como los pacientes criticos corti-
codependientes, la sensibilidad de la deteccién de galactomanano
en suero es < 50%, pero en el lavado puede superar el 90%36.
Recientemente se han publicado datos sobre la utilizacién de la
cuantificacién de galactomanano en lavados broncoalveolares en
enfermos hematolégicos3’. Con un cut-off de 1, la sensibilidad de
la técnica supera el 90%, con un valor predictivo positivo del 95%.
La cuantificacién de galactomanano en esta muestra respiratoria
se esta convirtiendo en una prueba de gran utilidad diagnéstica.
Desafortunadamente, no tiene la misma fiabilidad cuando se rea-
liza en otras secreciones respiratorias mas accesibles, como esputo,
secreciones bronquiales o lavados nasofaringeos.

En cuanto a su utilizaciéon para realizar el seguimiento de la res-
puesta al tratamiento, no se han publicado estudios sélidos, aunque
existen algunas evidencias. En enfermos hematolégicos diagnos-
ticados de aspergilosis invasora y en tratamiento antifngico, un
indice de galactomanano por encima de 1 en 2 muestras consecu-
tivas se considera un indicio de fracaso terapéutico y los expertos
recomiendan pautar un tratamiento de rescate38.

En 2009, la 3th European Conference on Infections in Leukemia
(ECIL 3) elaboré un consenso sobre el tratamiento y el diagnéstico
de la aspergilosis en pacientes hematolégicos. Sus recomenda-
ciones finales sobre la utilizacién de galactomanano indican que
esta técnica debe emplearse de forma rutinaria como cribado, en
conjuncién con la tomografia de alta resolucién, en pacientes neu-
tropénicos adultos en quimioterapia intensiva por leucemia o que
han recibido un trasplante alogénico de precursores hematopoyé-
ticos. Se deben realizar determinaciones séricas seriadas cada 3
0 4 dias. Las publicadas por la Sociedad Espafiola de Enfermeda-
des Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC) en 2011 incluyen
recomendaciones similares. Ambos consensos comentan el efecto
negativo de la profilaxis sobre la capacidad de diagnéstico precoz de
la técnica. Los expertos también recomiendan, aunque con menor
grado de evidencia, realizar cuantificaciones de galactomanano en
el lavado broncoalveolar y el liquido cefalorraquideo (LCR) cuando
estas muestras estén disponibles, tanto en enfermos neutropénicos
como no neutropénicos4.

Deteccién de beta-D-glucano

En cuanto a otras técnicas alternativas para el diagnéstico de
la aspergilosis, también se han visto progresos en los Gltimos afios.
Como se comenté en secciones anteriores, la cuantificaciéon de beta-
D-glucano se considera un criterio diagnéstico de EFI. Es un método
de deteccién panfingico que, en el caso de la aspergilosis, ha mos-
trado cifras de sensibilidad por encina del 60%. Hay algunas dudas
sobre su utilidad como técnica de diagnéstico precoz en pacien-
tes neutropénicos. Estas dudas, unidas a su poca implantacién en
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los laboratorios asistenciales, han hecho que haya poca experiencia
sobre esta técnica. Actualmente se considera un método que ayu-
daria a descartar infecciones por Candida en pacientes criticos, y es
en el que se estan realizando los principales estudios2439,

Deteccion de dcidos nucleicos

En cuanto a la deteccién de acidos nucleicos, la mayor parte de
los métodos basados en la PCR para intentar diagnosticar EFI se han
desarrollado para el diagnéstico de la aspergilosis. Un metaanali-
sis analizé un total de 16 estudios y 1.620 pacientes, publicados
hasta el afio 2008, en los que se utilizaron diferentes técnicas de
PCR para detectar ADN de Aspergillus en muestras de sangre, suero
y plasma?0. Los autores resaltaron la falta de estandarizacién, las
contaminaciones frecuentes y la escasa cantidad de ADN de Asper-
gillus que puede encontrarse en las muestras hematolégicas. No
obstante, el metaanalisis demostré que la deteccién de ADN puede
ser de utilidad. Los resultados finales indicaron que un resultado
positivo con la técnica de PCR tuvo un 88% de sensibilidad y un
75% de especificidad en el diagnéstico de la aspergilosis. Ademas,
cuando se hicieron determinaciones seriadas, 2 o mas PCR positivas
consecutivas se relacionaban con un riesgo de aspergilosis 6 veces
superior.

En los Gltimos afios se estan llevando a cabo diferentes estu-
dios para acercar estas técnicas al diagnéstico clinico. La falta de
reproducibilidad se esta intentando superar mediante la estanda-
rizacion y el control de calidad de los procedimientos. Uno de los
principales avances ha sido la aparicién de los métodos cuantitati-
vos, entre los que destacan las técnicas de PCR cuantitativa o PCR
en tiempo real, que estan permitiendo automatizar los procesos de
extraccién y establecer unos requisitos minimos para realizar estas
técnicas?!. Ademas, la International Society of Human and Animal
Mycology (ISHAM) patrocina un ensayo multicéntrico mundial para
estandarizar la deteccidon de ADN de Aspergillus mediante técnicas
basadas en la PCR. Hasta la fecha se han estandarizado procedi-
mientos para la deteccién de ADN en sangre y suero mediante PCR
en tiempo real, como la recomendacion de que las técnicas inclu-
yan un control interno para descartar la inhibicién?, También se ha
observado que la rentabilidad en suero es similar a la de la sangre,
por lo que se ha indicado que estas técnicas pueden hacerse en
suero, lo que resulta mas conveniente para los laboratorios
clinicos®3.

Muchos expertos creen que lo que debe realizarse son deter-
minaciones seriadas de ADN de Aspergillus en muestras de suero.
Esta estrategia es similar a la que se sigue con el galactoma-
nano y el beta-D-glucano, y pretende aumentar la sensibilidad y la
capacidad de detectar precozmente la infeccién, convirtiéndose
en una técnica de cribado. En los dltimos afios se han publi-
cado algunos trabajos que demuestran la eficacia diagnéstica
de las determinaciones seriadas. En estos, la sensibilidad de las
determinaciones seriadas supera el 75% y los valores predictivos
negativos se acercan al 100%, lo que permitiria descartar la infec-
cién con fiabilidad*44>. Otros autores han comunicado resultados
desfavorables sobre estas técnicas, pero debe indicarse que en
estos trabajos se incluyeron enfermos en profilaxis y con tera-
pia empirica, lo que probablemente influy6 en la sensibilidad de
la técnica?647. Otros trabajos han analizado retrospectivamente
muestras que tenian conservadas extraidas de enfermos hemato-
l6gicos con alto riesgo de aspergilosis y han comunicado que la
mortalidad de los enfermos con PCR positivas fue significativa-
mente superior a la de los pacientes con PCR negativas?s.

Un aspecto relacionado con la utilizacién de la PCR como técnica
de cribado es suimpacto sobre el consumo excesivo de antiflingicos
al reducir su utilizacién empirica. Algin estudio ya ha mostrado
este efecto positivo en este sentido, y se estan realizando ensayos
clinicos. Uno de ellos ya ha sido publicado, y en él se evaluaron
2 estrategias en el manejo del enfermo hematolégico: la empirica

y la terapia anticipada basada en las determinaciones seriadas de
ADN mediante PCR#. No se encontraron claras diferencias entre
ambas estrategias, aunque en el grupo de la PCR la mortalidad al dia
30de seguimiento fue significativamente menor que en el grupo del
tratamiento empirico (1,5% vs. 6,3%). En este estudio, el consumo de
antifingico fue superior en el grupo de la PCR (57% vs. 37%), lo que
contradice el paradigma de la estrategia basada en el diagnéstico y
que rechaza el empirismo.

Otro planteamiento es la utilizacién de las técnicas de PCR como
tests diagnésticos en muestras como secreciones respiratorias y
en biopsias de pulmén o de otros tejidos. Algunos trabajos han
demostrado que la PCR puede ser muy (til para detectar Asper-
gillus en tejidos y en los lavados broncoalveolares, e incluso existe
un método comercial, Mycassay™ (Myconostica), que ha mostrado
una sensibilidad apreciable en lavados broncoalveolares>0->1,

Otro aspecto a tener en cuenta sobre la rentabilidad de las téc-
nicas de PCR es su utilizacién combinada con la cuantificacién de
otros componentes flingicos o con la tomografia de alta resolucién.
Los estudios que han analizado la utilizacién combinada del galac-
tomanano y de la PCR han demostrado que se detecta el 100% de
los casos de aspergilosis, tanto en muestras hematolégicas como en
lavado broncoalveolar>%->2,

En cuanto a la precocidad diagnéstica de la determinaciones
seriadas de ADN, no existen datos definitivos, pero podrian ade-
lantar el diagnéstico de la infeccién varias semanas, al detectar
enfermos en estadios iniciales de la infeccién o con el tracto respi-
ratorio muy colonizado®3->4, Esto podria conllevar un aumento del
consumo de antifiingicos, lo que debe tomarse en consideracion si
las estrategias basadas en el diagnéstico no consiguen aumentar la
supervivencia de los enfermos.

Los ultimos consensos de la EORTC/MSG, de la ECIL y de la
SEIMC no han incluido las técnicas basadas en la PCR como crite-
rio diagnéstico de la infeccién. Debe considerarse como una técnica
complementaria, Gtil en casos seleccionados, que se utiliza en algu-
nos laboratorios de referencia, y esperar a la publicacién de los
estudios que estan en marcha.

Diagnostico de laboratorio de otras micosis invasoras

Uno de los aspectos que despierta mayor interés en el campo
de la micologia médica son las micosis invasoras por especies poco
habituales y que reciben el nombre de especies emergentes. Es difi-
cil estimar su frecuencia, pero existen algunos datos. El 5% de las
fungemias estan causadas por especies que no son Candida, y hasta
el 20% de las infecciones pulmonares por hongos no estan causa-
das por Aspergillus. Por ello, ante la disponibilidad de diferentes
antifangicos es necesario que los hongos se identifiquen al nivel
de especie. A este respecto puede ser fundamental la aplicacién de
procedimientos basados en la deteccién molecular de ADN ftingico,
especialmente en muestras de tejidos donde se observa invasién
por estructuras faingicas2>>.

Las micosis emergentes en Espafia tienen 2 vertientes. Por un
lado, la aparicién de nuevas especies flingicas oportunistas, y por
otro, el aumento de las micosis endémicas primarias, asociado a la
inmigracién y a los viajes a zonas endémicas®®. Se remite al lec-
tor a las recomendaciones de la SEIMC recientemente publicadas
sobre estas infecciones, ya que en este texto no puede incluirse una
revisién en profundidad sobre ellas!34,

En cuanto al diagnéstico convencional, pueden hacerse reco-
mendaciones similares a las recogidas en los apartados de Candida
y Aspergillus. Muchas de estas especies son de crecimiento lento y
dificiles de cultivar, por lo que se aconseja la utilizacién de medios
de cultivo dispensados en tubo en vez de en placa, ya que se evita
la contaminacién y la desecacién del agar. Ademads, deben sem-
brarse en tubo las muestras procedentes de enfermos en los que
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se sospeche la presencia de Histoplasma o de otro patégeno endé-
mico, ya que el cultivo en tubo disminuye el riesgo de inhalacién
accidental en el laboratorio. Es importante recordar que los cultivos
sospechosos de contener un hongo patégeno primario deben mane-
jarse en instalaciones que cumplan las condiciones de bioseguridad
GR-3°5,

En cuanto a las técnicas alternativas, en este apartado debe
incluirse el método de diagndstico que quiza sea el mas fiable en la
deteccion de una infeccién oportunista: la deteccién del antigeno
capsular de Cryptococcus. Desarrollado hace 50 afios, se emplea en
muestras de LCR, hematolégicas, secreciones respiratorias y orina.
En enfermos VIH+ con criptococosis, la sensibilidad de estas téc-
nicas es cercana al 100% en LCR y alrededor del 95% en sangre. La
técnica también puede emplearse para evaluar la evolucién de los
enfermos. En enfermos inmunodeprimidos no VIH+, la sensibilidad
de la detecci6n antigénica desciende al 75%!6.

En el caso de otras infecciones flingicas, no se ha conseguido
desarrollar métodos de deteccién tan eficaces como el de la cripto-
cocosis. La deteccién de beta-D-glucano, al ser panfiingica, podria
emplearse para detectar algunas de estas infecciones, pero no exis-
ten datos publicados, a excepcién de la neumonia por Pneumocystis
jiroveci. En estas, la sensibilidad de la técnicas se sitia por encima
del 95%, con concentraciones antigénicas séricas muy por encima
de las observadas en otras micosis (> 200 pg/ml )25,

Como se indicé anteriormente, las técnicas moleculares podrian
ayudar a detectar las micosis poco frecuentes. Se han realizado
trabajos con técnicas de PCR para especies de zigomicetos, Sce-
dosporium, Pneumocystis jiroveci y hongos endémicos2°6-60, Se han
utilizado tanto en muestras de sangre y suero como en tejidos.
Los resultados son prometedores, pero deben realizarse estudios
mas amplios con métodos estandarizados. En cuanto a las mico-
sis endémicas, se han publicado 128 casos de histoplasmosis y 21
de paracoccidioidomicosis en Espafia en las dltimas décadas. En
algunos casos se han utilizado técnicas moleculares de diagnéstico.
Su eficacia es muy buena en muestras respiratorias y biopsias, y
algo inferior (70-80%) en muestras hematolégicas, sobre todo en
pacientes con infecciones localizadas.

En el caso de la neumocistosis, se han publicado estudios en los
que es posible distinguir la colonizacién de la infeccion mediante
técnicas de PCR cuantitativa®!. En pacientes VIH+, la sensibilidad y
la especificidad de estas pruebas superan el 95%. En enfermos no
VIH, la sensibilidad es algo inferior, con valores predictivos positi-
vos del 50% y negativos del 98%.
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