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El objetivo de este trabajo es comparar la efectividad de la técnica de
deteccion del antigeno de galactomanano (AGA) s6lo o en combinacién con la
reacciéon en cadena de la polimerasa en tiempo real (PCR-TR) de Aspergillus

fumigatus en el diagndstico precoz de la infeccién flingica por Aspergillus.

La técnica de deteccién del antigeno de galactomanano, es una técnica ya
validada y de uso en la practica clinica habitual. Estudios previos apoyan la
hipétesis de que la PCR de Aspergillus podria anticiparse a la positivizacion del
antigeno de galactomanano, por lo que su uso en combinacién con las técnicas
usadas actualmente, repercutiria en un diagnostico mas temprano y con ello, en un
mejor pronostico de los pacientes afectos por una infeccién flngica por

Aspergillus.

Por otra parte, la presencia de ciertos polimorfismos genéticos se ha
asociado con un aumento de riesgo de desarrollo de la infeccion fungica por
Aspergillus. Por ello, hemos querido realizar un estudio de los polimorfismos de
algunos de los genes implicados en la via de sefializaciéon del factor nuclear
potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B (NFkB ) y ver su
implicacion como factor de riesgo o factor protector en el desarrollo de este tipo de

infeccion fungica.

1.1.- IMPORTANCIA DE LA INFECCION FUNGICA POR
ASPERGILLUS EN EL PACIENTE HEMATOLOGICO DE
ALTO RIESGO

INCIDENCIA DE LA ASPERGILOSIS INVASORA

La importancia de las infecciones fingicas ha aumentado en los ultimos
anos, y en muchos casos supera a la enfermedad de base como causa de la muerte

en pacientes hematoldgicos de alto riesgo (1).
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En las ultimas décadas se ha observado un incremento de la incidencia de

las infecciones fungicas por aspergillus spp. (2).

El incremento en el numero de individuos con algin tipo de
inmunosupresion, y especialmente con descenso de la capacidad de respuesta del
sistema inmune celular, es la causa mas importante para el ascenso de este tipo de

infecciones.

Las infecciones fungicas invasivas (IFI) constituyen en la actualidad, la
principal causa de morbi-mortalidad por infeccion en pacientes hematoldgicos de
alto riesgo, fundamentalmente en pacientes con neutropenia inducida por
quimioterapia y en pacientes receptores de un trasplante de progenitores

hematopoyéticos (3).

Aproximadamente, entre un 10 y un 50% de los pacientes hematoldgicos
con neutropenia marcada o receptores de un trasplante de progenitores
hematopoyéticos, tienen un episodio de IFI durante la evolucion de su enfermedad.

Estas infecciones son debidas fundamentalmente a Candida spp.y Aspergillus

spp.(4).

En un estudio observacional, prospectivo, multicéntrico, desarrollado en
234 pacientes sometidos a un trasplante de progenitores hematopoyéticos con IFI,
la aspergillosis invasiva (AI) fue la causa mas frecuente de infeccién flingica
(59.2%), seguida de la candidiasis invasiva (24.8%), las zigomicosis (7.2%), y otros

hongos (6,8%) (5).

Los pacientes hematologicos de mayor riesgo para este tipo de infeccion
son aquellos diagnosticados de leucemia aguda mieloblastica en tratamiento
quimioterapico de inducciéon a la remisién, con un periodo de neutropenia
profunda prolongado. Con frecuencia es debida al subtipo Aspergillus fumigatus y

el 6rgano mas frecuentemente afecto suele ser el pulmon (6).

En un estudio realizado por el M.D. Anderson Cancer Center se estudiaron

los hongos causantes de la muerte en autopsias realizadas a pacientes con
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leucemia aguda mieloblastica en dos periodos diferentes: 1990-1999 y 2000-2008.
El nimero de casos de aspergillus permanecié estable, con un descenso claro del

numero de candidiasis en el dltimo periodo (7).

Igualmente, en el caso de los pacientes sometidos a un trasplante alogénico
de progenitores hematopoyéticos, la Al es la infeccién fungica mas frecuente con
una incidencia que se sitia entre el 4% y el 10% (8). Estudios que comparan la
incidencia en pacientes HLA (antigenos leucocitarios humanos) idénticos y no
idénticos demuestran que esta incidencia pueden variar entre un 7,3% en los

primeros y un 10,5% en los segundos (9).

Los resultados anteriormente comentados muestran que el uso de profilaxis
y tratamientos empiricos en pacientes neutropénicos, con buena cobertura para
Candida spp. han logrado disminuir las tasas de infecciéon y mortalidad asociadas a
este hongo. Sin embargo, en el caso de Aspergillus spp. y otras micosis emergentes

los resultados no han sido tan espectaculares.

MORTALIDAD DE LA ASPERGILOSIS INVASORA

La mortalidad por Al en pacientes hematoldgicos de alto riesgo contintia
siendo muy elevada, aunque en los ultimos afios se observa una tendencia
descendente. Las series con mejores resultados de mortalidad la sitdan en torno al
30%, aunque series algo mas antiguas alcanzan casi un 90% de mortalidad
(10,11,12). Estas tasas tan elevadas, son un claro ejemplo de que esta entidad es

diagnosticada de forma muy tardia (8).

Lin y colaboradores revisaron los casos publicados de aspergilosis en la
literatura en el periodo comprendido entre 1995 y 1999. La mortalidad global en
este grupo fue del 58%, siendo del 88% en pacientes sometidos a un trasplante
alogénico de progenitores hematopoyéticos y del 90% en aquellos con enfermedad

diseminada o afectacion del sistema nervioso central (13).
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Sin embargo, los datos mas recientes no parecen ser tan decepcionantes y
las tasas de mortalidad han ido descendiendo en los ultimos afios, probablemente
gracias al uso de mejores agentes antifingicos, las mejoras en las técnicas de
diagndstico precoz y las mejoras implantadas en el campo del trasplante alogénico,
con regimenes de acondicionamiento de menor intensidad y un injerto mas rapido
gracias al uso de la sangre periférica como fuente de progenitores

hematopoyéticos (14,15).

La utilizacién de antibidticos y antiviricos mas eficaces también han
redundado en una mejoria en el prondstico de las infecciones de origen bacteriano
y virico. Asi mismo, la amplia profilaxis frente a Candida spp. hace que esta
levadura no sea un problema relevante en nuestra practica clinica diaria. Pero todo
ello ha ocasionado un aumento de las infecciones por hongo filamentoso que, en el
momento actual, son la mayor causa de mortalidad por infecciéon en el paciente

trasplantado (4).

No obstante todos estos datos estan infraestimados, como demuestra un
estudio en el que se analizaron las autopsias realizadas a pacientes con
hemopatias, demostrando que un 75% de las infecciones fungicas no fueron
diagnosticadas en vida del paciente, por lo que parece que la estrategia empleada

actualmente para el diagndstico precoz es aun insuficiente (16).

1.2.- FACTORES DE RIESGO PARA LA INFECCION
FUNGICA POR ASPERGILLUS

Son muchos los grupos que han intentado estratificar a los pacientes

hematologicos segun el riesgo de desarrollar una infeccion fingica.

En el afio 2000, Prentice y colaboradores establecen 4 grupos de pacientes
hematolégicos con diferente riesgo para desarrollar una infeccion fingica. En este
punto, considera pacientes de alto riesgo aquellos con colonizacién por Candida
spp. en mas de una localizacion, el diagndstico de leucemia aguda mieloblastica, el

uso de irradiaciéon corporal total como terapia de acondicionamiento en el
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trasplante y el trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos HLA
idéntico. En el grupo de mayor riesgo incluye aquellos pacientes con neutropenia
muy grave (<0.1x10°/1) durante mas de 3 semanas, o grave (<0.5x109/1) durante
mas de 5 semanas, la colonizacién por Candida tropicalis, el trasplante HLA no
idéntico y el no relacionado, la presencia de enfermedad injerto contra huésped, el
uso de esteroides y ciertos tratamientos quimioterdpicos como las altas dosis de

citarabina o analogos de purinas como la fludarabina (17).

En los pacientes sometidos a un trasplante alogénico de progenitores
hematopoyéticos pueden distinguirse claramente dos periodos con diferentes
factores de riesgo predominantes. Existe un primer periodo (aproximadamente
hasta los 40 dias post-trasplante) en los que la enfermedad de base, el tipo de
trasplante (fuente de progenitores y manipulacion del indculo) y la presencia de
enfermedad por Citomegalovirus (CMV) son los factores de riesgo predominantes.
A partir del dia 40 post-trasplante, la manipulacién del indculo también tiene gran
peso, ademas del estatus seropositivo para CMV tanto del donante como del
receptor, asi como la enfermedad por CMV y virus respiratorios. Pero es sin duda
la presencia de enfermedad injerto contra receptor (EICH) y su tratamiento basado
en esteroides lo que mas peso tiene a la hora de aumentar el riesgo de desarrollo

de una infeccién fungica (9).

Otro trabajo algo mas reciente estudi6 los factores de riesgo en 163
episodios aspergilosis que se produjeron en una serie de 1248 pacientes
sometidos a un trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos y confirmo
los resultados de estudios anteriores, asociando la sobrecarga férrica como factor

de riesgo independiente del periodo del trasplante (precoz o tardio) (18).

Estos factores de riesgo ain permanecen vigentes en el momento actual,
pero ademas existen una serie de factores emergentes como las infecciones viricas
y su tratamiento, la linfopenia o el aumento de los depdsitos de hierro. Ademas
han aparecido nuevos farmacos que son usados tanto para el control de la
enfermedad de base, como son determinados anticuerpos monoclonales como el

alemtuzumab, como para la terapia de acondicionamiento en diferentes tipos de
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trasplante, que, dado su efecto inmunosupresor, vendrian a incrementar el

numero de sujetos en riesgo para este tipo de infecciones (19).

El grupo espafiol de trasplante hematopoyético (GETH) también ha
intentado estratificar el riesgo de desarrollar una infeccién fungica dividiendo a los
pacientes hematoldgicos en 3 grupos y considerando por primera vez alto riesgo a
aquellos pacientes diagnosticados de leucemia aguda linfoblastica en tratamiento
de induccién y rescate. En estos pacientes el uso de esteroides de forma
prolongada es fundamental para el desarrollo de la infeccion fiingica. Este trabajo
ademas permite modular el riesgo de infecciéon fingica en base a diferentes
comorbilidades, inmunosupresores y factores ambientales, permitiendo que
pacientes, que a priori serian considerados de riesgo bajo o intermedio, puedan

llegar a ser considerados pacientes de alto riesgo (20).

El grupo francés llevé a cabo un estudio retrospectivo analizando aquellos
factores de riesgo relacionados con la mortalidad atribuible a aspergilosis
invasora. Los factores que en un analisis multivariante demostraron un aumento
de riesgo de muerte significativos fueron la monocitopenia, la presencia de
derrame pleural y la presencia de EICH, asi como el tratamiento con altas dosis de

esteroides en el momento del diagnéstico (12).

La importancia de la estratificacion del riesgo de desarrollar una IFI se basa
en que aquellos pacientes de mas riesgo se podrian beneficiar de una profilaxis

antifiingica, una monitorizacién mas intensa y un tratamiento mas precoz.

Uno de los estudios mas interesantes que pretende estratificar los factores
de riesgo ha sido llevado a cabo por el grupo italiano y publicado recientemente.
En este estudio prospectivo se analizan 881 pacientes con leucemia aguda
mieloblastica de nuevo diagnostico. De estos, 54 pacientes desarrollaron una
infeccion fungica por hongo filamentoso probable o probada, y fueron comparados
con 667 pacientes sin evidencia de IFI, que se consideraron controles. En una
primera fase se estudiaron los factores de riesgo previos al inicio de la

quimioterapia y en una segunda fase los factores de riesgo pos-tratamiento. Entre
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los factores de riesgo pre-tratamiento, el andlisis univariante consider6 como
factores de riesgo significativos la edad mayor de 50 afos, tener un estado
funcional malo, el consumo de tabaco y cocaina, la enfermedad pulmonar
obstructiva crénica, la diabetes mellitus, trabajos o aficiones que conlleven una
exposicion a agentes flingicos y las obras en el domicilio en los 6 meses previos.
Sorprendentemente el sobrepeso parecia reducir el riesgo de IFI. Con respecto a
los factores de riesgo post-tratamiento, la presencia de esofagitis grado 3-4
aumentaba el riesgo de IFI, mientras que la profilaxis antifingica, y mas
concretamente la profilaxis con Posaconazol emergia como factor protector. El
analisis multivariante de los factores de riesgo pre y post-tratamiento confirmé la
importancia de un mal estado funcional, el trabajo con riesgo de exposicién a
esporas fungicas, la enfermedad pulmonar obstructiva crénica y las reformas en el
domicilio como factores de riesgo pre-tratamiento, asi como el efecto protector del
sobrepeso. Con respecto a los factores de riesgo post-tratamiento sélo 3
mantuvieron la significacidn: la esofagitis y los dias de neutropenia como factores

de riesgo, y la profilaxis con Posaconazol como factor protector (21).

Conocemos los factores de riesgo de la infeccion fingica, pero ;tienen todos
el mismo peso?, ;es posible realizar una escala de riesgo de desarrollo de la
infeccion fungica, de manera que podamos individualizar el riesgo de cada
paciente?. Para ello el grupo italiano ha realizado un estudio en dos fases. En una
primera fase revisaron de forma retrospectiva 1709 ingresos hospitalarios
correspondientes a 840 pacientes con neoplasias hematoldgicas en el periodo
comprendido entre 2005 y 2008, y recogieron datos de 17 factores de riesgo tanto
epidemiol6gicos como relacionados con el tratamiento. Posteriormente realizaron
una validacion prospectiva con 1746 ingresos correspondientes a 855 pacientes en
el periodo comprendido entre 2009 y 2012. De las 17 variables, so6lo 11 se
asociaron a IFI en el analisis univariante, y de estas, tan s6lo 4 mantuvieron la
significacion en el analisis multivariante. Estas variables fueron la neutropenia
prolongada, la linfopenia o linfopenia funcional en pacientes sometidos a un
trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos, los antecedentes de IFI y la
neoplasia no controlada. Se asign6 una puntuacién a cada una de las 4 variables

segun su peso de modo que se obtenia una puntuacién entre 0 y 13. El andlisis por
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curvas ROC demostré que 6 era el punto de corte éptimo para discriminar aquellos
pacientes de bajo riesgo (con <1% de IFI) de los de alto riesgo (>5% de IFI). De
este modo se podrian seleccionar aquellos pacientes de mayor riesgo, que
requieren una manejo mas agresivo y que se pueden beneficiar de intensificar la

profilaxis y las técnicas diagndsticas (22).

De forma mas pormenorizada, podemos ver la importancia de estos

factores de riesgo:

INMUNOSUPRESION DEL PACIENTE CON CANCER

Los pacientes con neoplasias de origen hematolégico tienen por definicion
una alteracion de la capacidad de respuesta del sistema inmune; es decir, una
inmunodeficiencia, tanto por su patologia de base como por el tratamiento que
esta requiere. La razon es que la poblacion celular neoplasica reside dentro del
sistema inmune y las células residuales estaran expuestas a una quimioterapia

agresiva lo que conlleva un grado de inmunodeficiencia mucho mayor.

El tipo de inmunodeficiencia, si es mas celular o humoral, varia segin la
patologia de base del enfermo, el momento de la enfermedad y los tratamientos
recibidos a lo largo de esta. El sistema inmune tiene una serie de mecanismos de
defensa contra las infecciones, y segiin se alteren unos y/u otros el paciente estara
predispuesto a un tipo u otro de infecciones. En la tabla 1 se puede observar un
resumen de los diferentes defectos inmunitarios y su relaciéon con Ia

predisposicion a desarrollar diferentes infecciones (23).
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NEUTROPENIA

Bacterias

-Cocos gram +

- Staphylococcus coagulasa
negativo

- Staphylococcus aureus

- Streptococcus viridans

- Enterococcus spp.
-Bacilos gram -

- Enterobacterias

- Pseudomonas aeruginosa
Hongos

-Candida spp.

-Aspergillus spp.

-Fusarium spp.

DEFECTO DE LA INMUNIDAD CELULAR

Bacterias

-Listeria

-Nocardia

Micobacterias

Hongos

-Pneumocystis jirovecci
-Aspergillus spp.
-Cryptococcus neoformans
Virus

-Herpes virus

-Virus respiratorios

-Adenovirus
Protozoos
-Toxoplasma gondii
DEFECTO DE LA INMUNIDAD Bacterias
HUMORAL -Streptococcus pneumoniae

-Haemophilus influenzae
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Bacterias
-Streptococcus pneumoniae

-Haemophilus influenzae

ESPLENECTOMIA O ANESPLENIA
FUNCIONAL

-Neisseria meningitidis
-Capnocitophaga spp.
Otros

-Babesia

Bacterias
-Staphylococcus coagulasa negativo

-Staphylococcus aureus

ALTERACION DE BARRERAS

-Corynebacterium spp.
- CUTANEAS Y PP

-Bacillus spp.
-Pseudomonas aeruginosa
-Acinetobacter spp.
Hongos

-Candida

-Mucor

Bacterias
-Streptococcus viridans
-Enterococcus spp.

- MUCOSAS -Capnocytophaga canimorsus
Hongos

-Candida spp.

Virus

- Virus Herpes simples

Tabla 1. Riesgo de infeccion segin defecto inmune . Adaptacion de Lisazonain M y col.

ALTERACION DEL MECANISMO DE DEFENSA FRENTE A ASPERGILLUS

Ante una infeccidn por Aspergillus spp. la primera linea de defensa, tras las
barreras mucosas del organismo, es la inmunidad celular. Los macro6fagos de los
alveolos pulmonares son capaces de ingerir las conidias de aspergillus, y los
neutrofilos y los monocitos tienen una actividad fungicida frente a las hifas de este

hongo (24,25).
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En los ultimos tiempos se ha visto que ademads de esta primera linea es
fundamental la respuesta T-helper mediada por los linfocitos. Esta respuesta
inmune puede ser de dos tipos, la Th-1 y la Th-2, caracterizadas por la produccién
de diferentes tipos de citoquinas. La respuesta Th-1 se caracteriza por la
produccién de citoquinas pro-inflamatorias que aumentan la capacidad fagocitica
de las hifas, y por tanto, seria beneficiosa para la defensa frente a la infeccion
fungica. La respuesta Th-2 se caracteriza por la producciéon de otra serie de
citoquinas con actividad supresora de la fagocitosis por parte de neutroéfilos y
macrofagos, y por lo tanto, perjudicial para la defensa frente a la infeccion fungica.
Existen diferentes estudios que propugnan que una disrregulacién entre las
respuestas Th1l y Th2, a favor de la segunda, podria conllevar un peor prondstico
de la infeccion fungica por aspergillus (26). Por otra parte, la infusion de
citoquinas relacionadas con la respuesta Th1, podria proteger frente al desarrollo

de la aspergilosis invasora (27).

PREDISPOSICION GENETICA A LA ASPERGILOSIS INVASORA
POLIMORFISMOS DE UN SOLO NUCLEOTIDO E IMPLICACIONES EN
DIFERENTES ENFERMEDADES COMPLEJAS

A diferencia de la enfermedades de herencia mendeliana, la mayoria de las
enfermedades complejas poseen una etiologia multifactorial, en las que el
componente genético puede ser de gran importancia.

La secuenciacién del genoma humano puso de manifiesto una gran variedad
de variantes genéticas que son muy comunes. Dentro de estas variantes genéticas,
los polimorfismos de un solo nucledtido (SNP) son las mas frecuentes. Dos grupos
independientes que secuenciaron el genoma humano reportaron 1,4 millones y 2
millones de variantes tipo SNP. Ambos genomas compartian un 99,9% de
identidad en su secuencia, constituyendo el resto la variabilidad genética y
fenotipica entre los individuos. Actualmente existen descritos mas de 10 millones

de SNP, aunque se ha estimado que pueden llegar a ser unos 20 millones.

Algunos SNP desempefian un papel biol6gico importante en el desarrollo de

diferentes enfermedades ya que son SNP funcionales, que pueden afectar al gen, al
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acido ribonucleico mensajero (ARNm) de genes que sintetizan proteinas o a las

mismas proteinas.

CLASIFICACION, LOCALIZACION E IMPLICACIONES DE LOS SNP FUNCIONALES

Los SNP funcionales se dividen en tres diferentes grupos:

SNP reguladores (SNP): localizados en los promotores de los genes que
sintetizan proteinas , afectando los niveles de expresion génica. Pueden
modificar, destruir o crear sitios de uniéon y reconocimiento para
factores de transcripcién, alterando de esta manera los niveles de

expresion génica y llevando a una sobre o subexpresion de los mismos.

SNP estructurales (s+SNP): localizados tanto en los ARNy, primarios
(contienen intrones), como en los secundarios (ya no contiene intrones),
lo que incluye a las regiones no traducidas (5°UTR y 3'UTR), regiones
intronicas y regiones codificantes, afectando a la estructura y funcion de
los ARN, incluyendo el corte y empalme, la regulacién de la traduccion
de los ARNp a proteinas, la funcionalidad de las proteinas, la estabilidad

de los ARNy, y la poliadenilacion de los ARNm entre otros procesos.

SNP codificantes (:SNP): localizados en los exones. Afectan a la funcion

de la proteina. A su vez se subdividen en:

e Sinénimos: si el cambio de nucleétido no cambia el aminoacido.
Aunque a priori no deberian conferir susceptibilidad a padecer
diferentes enfermedades, recientes estudios han demostrado que
este era un concepto equivocado, ya que tienen un papel regulador.
Pueden afectar al corte y empalme, aumentar o disminuir la
eficiencia del corte y empalme, la estabilidad y estructura de los
ARNm, y a nivel de proteinas, pueden afectar al plegamiento y la
estructura de la proteina, la respuesta al tratamiento asi como su
funcién biologica normal.

e No sindénimos: si el cambio de nucle6tido cambia el aminoacido (28).
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En el caso de la aspergilosis invasora, una de las grandes incégnitas
respecto a su desarrollo es la causa por la que pacientes que a priori tienen la
misma enfermedad y similares factores de riesgo desarrollan la infeccién y otros
no. Al igual que en otras enfermedades, la posibilidad de que determinados
polimorfismos genéticos pudieran predisponer, o incluso proteger de esta

infeccion han sido estudiados de forma pormenorizada por diferentes grupos.

Existen estudios que apoyan la hipotesis de que aspergilllus es capaz de
activar la respuesta inmune innata celular a través de los receptores toll-like 2 y 4.
Por lo tanto, parece probable que diferentes polimorfismos genéticos que alteren
dichos receptores puedan hacer al paciente mas susceptible de tener una infeccion
fangica. Un estudio analiz6 una cohorte de 336 receptores de un trasplante de
progenitores hematopoyéticos y sus correspondientes donantes no emparentados.
Se valoraron un total de 20 polimorfismos en los toll-like receptor 2, 3, 4 y 9,
demostrando que la presencia de los polimorfismos S3 y S4 del toll-like receptor 4
aumentaban el riesgo de una aspergilosis invasora. El estudio de validacion
confirmo que el polimorfismo S4 aumentaba el riesgo de una aspergilosis invasora
un 2,49%. Aquellos pacientes cuyo donante era positivo para el polimorfismo,
asociado a la seropositividad del citomegalovirus en donante o receptor tenian un
incremento claro de la probabilidad de aspergilosis invasora en 3 afios, en
comparacion con aquellos con aquellos con ambos parametros negativos (12%
versus 1%, p=0.02), asi como un aumento de la mortalidad no relacionada con la

recaida (35% versus 22%, p=0,02) (29).

Otro estudio retrospectivo posterior compar6 un grupo de 44 pacientes
sometidos a un trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos, que habian
desarrollado una aspergilosis invasora probable o probada, con un grupo control
de 62 pacientes sometidos al mismo tipo de trasplante que no hubieran
desarrollado una aspergilosis invasora. La presencia del polimorfismo 1063A<G
del toll-like receptor 4 se asocié al desarrollo de la aspergilosis cuando estaba
presente en el donante (Odds ratio=3,77%, 1C=95%, p=0,03). En el andlisis
multivariante ajustado por otros parametros como la presencia de enfermedad

injerto contra huésped, la duracion de la neutropenia o el estatus de
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citomegalovirus, sélo la combinacién del los polimorfismos 1063A<G del toll-like
receptor 4 e IFNG 874T>A consiguieron mantener la significacion (p=0,033) con

respecto al incremento del riesgo de desarrollar una aspergilosis invasora (30).

El reconocimiento de Aspergillus Fumigatus por los leucocitos de estipe
mieloide es crucial. Estos leucocitos son activados a través de ciertos receptores de
reconocimiento (PRRs). Entre estos, miembros de la familia de las lectinas tipo C
parecen ser de gran importancia. Estudios previos apoyan la relacién entre la DC-
SIGN (Dentritic Cell-Sepcific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-
integrin), la Dectin-1 (Dendritic cell-associated C-type lectin-1) y la Dectin-2
(Dendritic cell-associated C-type lectin-2) con la respuesta inmune frente a
Aspergillus fumigatus (31, 32). En un estudio realizado en 182 pacientes
hematologicos de alto riesgo de infeccion fuingica, 75 de los cuales habia
desarrollado una infeccidn fungica probable o probada segin los criterios de la
European Organisation for Research and Treatment of Cancer (EORTC) de 2008 se
evaluaron 27 polimorfismos genéticos. La conclusion fue que los pacientes
portadores de los genotipos Dectin-1rs3901533 T/, Dectin-1rs7309123 6/ y los alelos DC-
SIGNrs4804800 6, DC-SIGNrs11465384 T, DC-SIGN72486374Y DC-sign7252220 ¢, tenian mayor
riesgo de desarrollar una aspergilosis invasora (Odds Ratio de 5,59%, 4,91%,
2,75%, 2,70%, 2,39% y 2,05% respectivamente). En cambio, la presencia del DC-
SIGNys2287886 4 parecia tener un cierto efecto protector frente al desarrollo de dicha
infeccion (Odds Ratio de 0,6%). También aquellos pacientes con el alelo Dectin-

1rs3901533.7 Yy el genotipo Dectin-1rs7309123_6/6 positivizaban mas el galactomanano

(33).

La primera linea de defensa del organismo frente a la infeccién fingica es la
inmunidad innata, y el principal efector de este sistema son los macroéfagos. Estos
pueden producir mediadores inflamatorios como el factor de necrosis tumoral «
(TNF « ) y la linfoxina « (LT « ). Se realiz6 un estudio de polimorfismos genéticos
de ambos, asi como del receptor 2 de factor de necrosis tumoral (TNFR2) en 102
pacientes hematolégicos y 124 controles, demostrando que un nimero variable de

repeticiones en tandem localizados en la posicion -322 del promotor del gen del
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TNFR2 se asociaba con un aumento significativo del riesgo de desarrollar una

aspergilosis invasora (p=0,029) (34).

Un estudio posterior del mismo grupo demostré que polimorfismos del
receptor del factor de necrosis tumoral 1 (TNFR1) también predisponian a una
aspergilosis invasora. Concretamente, los polimorfismos TNFR1.36,6)y TNFR1.
609(G/T) S€ asociaron a la susceptibilidad de desarrollar esta infecciéon (p=0,033 y
p=0,018) respectivamente. Ademas, el nivel de expresiéon de ARN,, del TNFR1 era
menor en pacientes que habian desarrollado una aspergilosis respecto a aquellos
resistentes. Estos polimorfismos, pueden modificar la afinidad de ciertos factores
de transcripcion que estan involucrados en la activacion de la via de sefalizacion
del factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B

activadas (NFKB) (35).

La fagocitosis de las hifas por los macré6fagos alveolares induce produccién
de diferentes citoquinas proinflamatorias como por ejemplo la Interleukina-10 (IL-
10). Diferentes estudios apoyan la hipdtesis que un aumento de los niveles de IL-
10 se asocia a una menor resistencia a la infeccion por aspergillus , mientras que la
neutralizacién de esta citoquina protegeria frente a esta infeccién . Los pacientes
que tiene una mala evoluciéon de la Al tienen niveles muy elevados de IL-10,
mientras que aquellos con una evolucion favorable tiene niveles indetectables de
esta. La variabilidad en la produccion de la IL-10 podria deberse a diferentes
polimorfismos que afectan a la region promotora del gen de la IL-10. De este modo,
aquellos pacientes portadores del genotipo IL-10_10826c tienen un aumento de la
susceptibilidad para el desarrollo de una aspergilosis invasora (p=0,0033),
mientras que aquellos portadores del genotipo IL-10_10824a tienen una mayor

resistencia al desarrollo de esta (p=0,001) (36).

Otra citoquina proinflamatoria es la Interleukina-1 (IL-1). Un estudio
realizado a 110 pacientes hematoldgicos y 148 controles sanos, mostré que los
polimorfismos en IL-1a, y en IL-18 no se relacionaban con la presencia de una
aspergilosis invasora. Sin embargo, se observé una tendencia a que aquellos

pacientes con una aspergilosis tuvieran con mayor frecuencia el genotipo IL-1 5.
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511TT en comparacion con el grupo de pacientes que no habian desarrollado la
infeccion. El analisis de haplotipos mostré que el haplotipo VNTR2/-889C/-511T
estaba fuertemente asociado a la susceptibilidad de desarrollar una aspergilosis
invasora (p=0,020), mientras que el haplotipo VNTR2/-889C/-511C conferia

resistencia para el desarrollo de dicha infeccion (p=0,028) (37).

Con respecto a los polimorfismos de otra interleukina, como es la
Interleukina 6 (IL-6), un estudio llevado a cabo por el grupo de Granada, no
demostré que la presencia de polimorfismos a ese nivel se asociara a un aumento

del riesgo de desarrollar una aspergilosis invasora (38).

LA ViA DE SENALIZACION NFKB Y SU IMPORTANCIA EN EL DESARROLLO DE
LA ASPERGILOSIS INVASORA

NFKkB es un complejo relevante en la regulacion de la respuesta celular ante
estimulos nocivos. Dado que no requiere la sintesis de proteinas para ser activado,
es una via de accion rapida, por lo que puede ser la primera respuesta celular ante
el dafio celular.

El complejo NFkB es una familia de factores de transcripcion diméricos que
en los mamiferos comprende RelA (p65), RelB, c-Rel, NFkB1 (p50) y NFkB2 (p52).
Estas proteinas habitualmente forman homodimeros y heterodimeros. En las
células no estimuladas los dimeros NFkB son secuestrados en el citoplasma

mediante proteinas inhibidoras llamadas IkBs.

NFxB1 y NFkB2 son sintetizadas como precursores, se llaman p105y p100
respectivamente, y tienen un papel muy importante en el control de la actividad

NFKkB.

NFKB estd regulado de forma muy estrecha mediante dos vias que
controlan la proteélisis de IkBs y otras proteinas relacionadas con IkBs:

- Clasica o candnica: ante diferentes sefiales, normalmente procedentes

de fuera de la célula, una IkK-quinasa fosforila IkK, de modo que deja

libre NFKB, que entra en el nicleo donde puede activar la expresion de

diferentes genes.
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- Alternativa o no candnica: El complejo P100 NF-kB2 - RelB se encuentra
inactivo en el citoplasma. Ante diferentes estimulos se activa la quinasa
NIK, que a su vez activa los complejos de IKK que fosforilan los
complejos NF-kB2 p100 lo que conduce a su ubiquitinacion, creando
transcripcionalmente complejos p52 NF-kB / RelB que se translocan al

nucleo e inducen la expresion génica (39).

Enla imagen 1 se puede observar la activaciéon de NFKB por ambas vias (40).
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Imagen 1. Activacion de la via NFKB

Dada la importancia que puede tener la via de sefalizacion NFKB en la
respuesta celular frente diferentes tipos de infecciones, uno de los objetivos

secundarios de este estudio ha sido estudiar diferentes polimorfismos de un solo
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nucleétido que afectan a genes implicados en esta via y que pudieran aumentar o

disminuir el riesgo de desarrollar una aspergilosis invasora.

LA IMPORTANCIA DEL TIEMPO

El paciente hematoldgico tiene diferente riesgo de infecciéon flngica por
Aspergillus segtin el momento de la enfermedad. El riesgo difiere segun el paciente

esté en el momento del diagnoéstico de la enfermedad o cuando ya ha sido tratado.

Tal y como podemos observar en la imagen 2, en el caso del trasplante de
progenitores hematopoyéticos pueden verse dos momentos de mayor riesgo de

desarrollo de una aspergilosis invasora.

Existe un primer momento de riesgo durante el ingreso para la realizacion
del trasplante de progenitores hematopoyéticos caracterizado por la neutropenia
posterior a la terapia de acondicionamiento y previa al injerto de leucocitos. Existe
otro momento de gran riesgo, posterior al injerto y caracterizado por la presencia
de Enfermedad injerto contra huésped (EICH) y su tratamiento, basado en la

terapia esteroidea.

En la imagen 3 se muestra la cinética de reconstitucion inmune en el
trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos. Podemos observar que
algunas células comienzan a recuperarse unas semanas tras la infusiéon de las
células progenitoras. En cambio, otros tipos celulares, como por ejemplo los
linfocitos T CD4+ pueden tardar meses, e incluso afios en alcanzar niveles

normales (41).
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Imagen 2. Fases de las infecciones oportunistas en los pacientes receptores de un

trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos
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Imagen 3: Cinética de reconstitucion inmune en el trasplante alogénico de progenitores

hematopoyeticos
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NEUTROPENIA

La neutropenia es uno de los factores de riesgo mas importantes para el
desarrollo de una infeccién fungica. Los pacientes oncolégicos reciben tratamiento
con quimioterapia y radioterapia que impacta directamente sobre las células
hematopoyéticas. Esto es ain mas grave en aquellos pacientes con una neoplasia
de origen hematologico, en los que el tratamiento ira dirigido directamente a este
tipo de células. Otra cuestion importante es que estos tratamientos no solo
reducen el nimero absoluto de neutrofilos, sino también el funcionamiento de
estos. Como ya se ha comentado previamente, tras las barreras cutaneo- mucosas
del organismo, la primera defensa frente a la infecciéon es la inmunidad celular,
constituida principalmente por los macroéfagos, los monocitos, y por supuesto, por

los neutroéfilos (24,25).

La neutropenia se define como un recuento de neutrofilos inferior a 500
células/mm3 o un recuento inferior a 1000 células/mm3si es previsible que estos
desciendan por debajo de 500 células/mm3 en las siguientes 48 horas. Se

considera neutropenia profunda la que esta por debajo de 100 células/mm?3 (42).

Pero no sélo tiene importancia la profundidad de la neutropenia, sino la
rapidez de instauracion de esta y su duracién, lo que va directamente relacionado

con la enfermedad de base y el tratamiento utilizado (43).

Por tanto, considerariamos que el paciente de mayor riesgo es aquel
diagnosticado de una leucemia aguda mieloblastica o un sindrome mielodisplasico
de alto riesgo que recibe un tratamiento quimioterapico de inducciéon a la

remisién, como son la mayor parte de los pacientes incluidos en este estudio.

NUEVOS TRATAMIENTOS PARA LA ENFERMEDAD DE BASE

Durante los ultimos afios hemos asistido a la aparicién de nuevos
tratamientos para las neoplasias de origen hematoldgico. Estos tratamientos

pueden ser agentes quimioterapicos o nuevos anticuerpos monoclonales que
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actian de forma dirigida contra los antigenos de la célula neoplasica y la

destruyen.

Los diferentes grupos que se han dedicado a estudiar los factores de riesgo
para la infeccion fungica han considerado que los pacientes tratados con analogos
de purinas, fundamentalmente fludarabina, pero también pentostatina y
cladribina, tienen un elevado riesgo de infeccién flingica. En este caso, el uso de
estos farmacos asocia, a la ya conocida neutropenia que puede durar 3-5 semanas,
una supresion de la linfopoyesis, especialmente de los linfocitos T CD4+, que puede

tener una duracion de varios meses (17).

SOBRECARGA DE HIERRO

Un estudio de Garcia-Vidal y colaboradores demostré que la sobrecarga
férrica era un factor de riesgo para el desarrollo de infeccién fungica en pacientes
trasplantados independientemente de que el paciente se encontrara en el periodo

precoz o tardio del trasplante (18).

Estudios posteriores, como el de Kontoyiannis y colaboradores, estudiaron
de forma retrospectiva los depoésitos de hierro en la médula 6sea de pacientes
hematolégicos de alto riesgo. En este estudio pudieron demostrar que aquellos
pacientes que habian desarrollado una infeccién fingica tenian un aumento de los

depdsitos de hierro en la médula 6sea (44).

Otro estudio retrospectivo de un grupo turco incluyé6 22 pacientes
sometidos a un trasplante de progenitores hematopoyéticos que habian
desarrollado una infeccion fingica. Una cifra de ferritina previa al trasplante por
encima de 1000ng/ml demostré ser un factor de riesgo independiente para el

desarrollo de dicha infeccién (45).

NUEVAS MODALIDADES DE TRASPLANTE

El trasplante de progenitores hematopoyéticos esta cada vez méas extendido

en la practica clinica habitual. Existen numerosos tipos de trasplante en funcién de
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la fuente de progenitores, el tipo de acondicionamiento y la manipulacién del
indculo.

Segun el tipo de donante podemos hablar de trasplante aut6logo (usando
progenitores propios de paciente), trasplante alogénico (usando progenitores de
una persona distinta al paciente) y trasplante singénico (usando progenitores de
una persona distinta pero genéticamente igual; este el caso de los gemelos
univitelinos). En los ultimos afios se ha incorporado el trasplante haploidentico
(usando progenitores de otra persona distinta al paciente con una compatibilidad
del 50%). El trasplante haploidentico se relaciona con una mayor tasa de
complicaciones infecciosas, probablemente por el retraso del injerto secundario a
la intensa profilaxis de la enfermedad injerto contra huésped, habitualmente

usando ciclofosfamida post-trasplante.

En el caso de los trasplantes alogénicos podemos hacer una distincién en
funcién de la relacién de parentesco entre el donante y el receptor. Asi tenemos
donantes emparentados con el receptor (habitualmente hermanos HLA idénticos)
y donantes no emparentados, altruistas, inscritos en un registro internacional. Los
pacientes sometidos a un trasplante alogénico no emparentado tienen un manejo

mas complejo y una mayor tasa de complicaciones infecciosas.

Dependiendo de la similitud de los antigenos de histocompatibilidad (HLA)
podemos hablar de trasplantes HLA idénticos y HLA no idénticos. Poseer
diferencias HLA se relaciona con una mayor tasa de complicaciones infecciosas

(46).

Tradicionalmente era la médula oésea la fuente de progenitores
hematopoyéticos, pero en el momento actual disponemos de otras fuentes como
son la sangre periférica, que es la mayoritaria, y el cordén umbilical. El uso de esta
ultima fuente, probablemente por el retraso del injerto que conlleva, al disponer de
una celularidad escasa en comparacién con otras fuentes de progenitores, se

relaciona con mayor nimero de complicaciones infecciosas (4, 47).
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De forma previa al inéculo del injerto, se administra un tratamiento basado
en quimioterapia y/o radioterapia cuyo fin es, por una parte, controlar la
enfermedad de base, y por otra deplecionar la médula de forma que las nuevas
células sean capaces de injertar en ella. Segin el tipo de acondicionamiento,
podemos hablar de trasplantes mieloablativos y trasplantes no mieloablativos, o
mas apropiadamente llamados, de intensidad reducida. Es cierto que a priori, las
complicaciones infecciosas deberian ser mas frecuentes en los trasplantes
mieloablativos; sin embargo, la incorporaciéon del trasplante de intensidad
reducida ha permitido realizar este procedimiento a pacientes de mayor edad o
con un mayor niumero de comorbilidades, que tienen por lo tanto un mayor riesgo
de complicaciones de todo tipo, entre ellas las infecciosas. Ademas en estos
pacientes la tasa de EICH es mayor, con el consiguiente uso de esteroides y altas

tasas de infeccion fungica con elevada mortalidad (48).

Por ultimo debemos tener en cuenta si hay o no manipulacién del inéculo,
fundamentalmente con seleccion de células CD34+ o deplecion de células T.
Aquellos trasplante con manipulacién se relacionan con una aumento de las

complicaciones infecciosas (4, 49).

EL USO DE ESTEROIDES

El uso de esteroides estd directamente relacionado con el riesgo de
infeccion fingica invasora. Son numerosos los estudios en diferentes grupos de

pacientes que asi lo demuestran.

En el caso de los pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva crénica o
en pacientes asmaticos, el uso de esteroides por via inhalada puede ser el tnico
factor de riesgo para el desarrollo de la infeccidn fungica (50, 51). Ademas, estos
pacientes suelen requerir con cierta frecuencia el uso de esteroides por via
sistémica en reagudizaciones de su enfermedad, que muchas veces estan
relacionadas con ingresos hospitalarios en unidades de cuidados intensivos lo que
también se podria relacionar con el riesgo de desarrollo de una infeccion fingica

(52).
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La razén por la que los esteroides aumentan el riesgo de una infeccién
fangica es que afectan al nimero y a la funcién de las diferentes células implicadas
en la respuesta inflamatoria e inmune. Producen un descenso en los linfocitos y
monocitos, alteran la inmunidad celular tipo T asi como la actividad de los

neutrdfilos, y disminuyen la actividad de los monocitos y los macréfagos (53, 54).

Ademas, los esteroides favorecen el crecimiento de determinadas especies

de aspergillus, fundamentalmente Aspergillus Flavus y Aspergillus Fumigatus (55).

En el caso del paciente hematolégico de alto riesgo el uso de esteroides y su
relacidn con la aspergilosis ha sido ampliamente estudiada en pacientes sometidos
a un trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos que desarrollan
enfermedad injerto contra huésped y son tratados con altas dosis de esteroides
durante periodos de tiempo prolongados. Ademas, una vez desarrollada la
infeccion fungica, esta se comporta de manera mas agresiva en pacientes bajo

tratamiento esteroideo (9, 56, 57, 58).

Un estudio del grupo francés demostrd que el uso de esteroides a dosis de
mas de 2mg/Kg de peso durante mas de 2 semanas aumentaba de forma

significativa el riesgo de muerte por una aspergilosis invasora (12).

Otro estudio valor¢ los factores de riesgo para el desarrollo de aspergilosis
en pacientes sometidos a un trasplante alogénico de progenitores
hematopoyéticos en la fase post-injerto. En este estudio se demostré que la
presencia de enfermedad injerto contra huésped aguda grado 3-4 fue el factor de
riesgo mas potente para el desarrollo de esta patologia, y es probable que esto se
deba al uso de esteroides en su tratamiento. De hecho, realizaron un analisis
independiente de las dosis usadas de esteroides, demostrando que dosis entre 0,25
y 1 mg/Kg de prednisolona durante mas de 10 semanas aumentaban el riesgo de
aspergilosis, siendo este especialmente alto en los pacientes que recibian dosis

mayores de 1mg/Kg de prednisolona (11).
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Ademas la mortalidad relacionada con la aspergilosis invasora es mayor en
la fase tardia del trasplante que en la fase precoz. Esto se puede explicar porque en
la fase temprana el factor predisponente mas importante suele ser la neutropenia,
que tiene una duracién de unos dias; sin embargo, en la fase tardia la aspergilosis
se relaciona fundamentalmente con la aparicién de la enfermedad injerto contra
huésped y su tratamiento con las altas dosis de esteroides cuya duracién puede ser

de semanas o meses (14).

1.3.- ASPERGILLUS

En 1729 el aspergillus fue catalogado por primera vez por el bidlogo
italiano Pier Antonio Micheli. Micheli usé el nombre "Aspergillum" por parecerse la
cabeza esporulante del hongo al instrumento religioso usado para dispersar o
asperjar el agua bendita. Esta descripcion figura en su obra “Nova Plantarum
Genera” y tiene una gran importancia histdrica, al ser reconocido como el punto

inicial de la ciencia de la micologia.

Es Virchow quien en 1856 publica las primeras descripciones microscopicas

completas del microorganismo (59).

En cuanto a las distintas especies de aspergillus, Link fue el primero en
describir el Aspergillus flavus en 1809. En 1926 Thom y Chuch clasificaron el
género y aceptaron 69 especies. Ya en el siglo XX, en 1945, Thom y Raper habian

aceptado 80 especies.

En 1965 esta clasificacion se amplié, quedando aproximadamente unas 150
especies del género Aspergillus de las cuales, solamente unas 20 especies son

patdégenas para el hombre.

Este género esta estrechamente relacionado con las especies de Penicilium,

aunque conformen un género aparte.

Tradicionalmente se ha incluido al género Aspergillus dentro de los hongos
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Deuteromicetos (hongos imperfectos) porque sélo se conocia su forma asexual
(anamorfa) y al carecer de forma sexual (teleomorfa), no podian ser clasificados
como Ascomicetos, Basidiomicetos o Zigomicetos (60). En la actualidad se conoce

su forma sexual por lo que se incluyen en los Ascomicetos.

Aspergillus, es un hongo filamentoso formado por hifas tabicadas (septos)

que se suelen ramificar dicotbmicamente (por lo general en angulo agudo).

Imagen 4. Aspergillus fumigatus. Imagen 5. Aspergillus terreus.

Imagen 6. Aspergillus fumigatus Imagen 7. Aspergillus terreus

en azul de algodon. en azul de algodon.
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Las enfermedades causadas por este hongo se presentan cuando el hongo
se reproduce asexualmente, siendo esta forma de reproduccion la mas frecuente

en Aspergillus.

La reproduccién asexual se lleva a cabo por conidios, que son esporas
asexuales no flageladas producidas en hifas especializadas llamadas conidiéforos.
Los conidi6foros terminan en un ensanchamiento llamado vesicula, rodeada por
una corona de fidlides en forma de botella insertada sobre la vesicula. De las

fialides se desprenden los conidios o conidiosporas.

Aspergillus  fumigatus es la especie que con mas frecuencia causa
enfermedad hombre (90% de los casos), seguida de Aspergillus flavus, Aspergillus
niger, Aspergillus terreus y Aspergillus nidulans, siendo el resto de las especias

patdégenas en casos excepcionales.

Aunque la mayoria de las especies de Aspergillus son incapaces de crecer a
379C, existen diferencias entre estas especies. Aspergillus fumigatus es la especie
que crece con mayor rapidez a esa temperatura, y esta velocidad puede aumentar

ante la presencia de esteroides.

Aspergillus es un microorganismo ubicuo en cuanto a su distribucion. Es
bien conocida su predileccién por las zonas en las que abunda la vegetacién y el
gran peligro de dispersion en los momentos en los que se producen movimientos
de tierras, obras o talas de arboles. Desde estas localizaciones, las conidias son
liberadas al aire en forma de aerosoles siendo el arbol traqueobronquial y los

senos paranasales las puertas de entrada principales.

Parte de la patogenicidad de Aspergillus fumigatus se deriva del pequefio
tamarno de sus esporas (3-5 u m), lo que le permite entrar en el alveolo pulmonar.
Estas esporas estan recubiertas de una capa proteica hidrofébica que les permite
soportar condiciones atmosféricas extremas. Ademas, Aspergillus fumigatus, tiene
una mayor capacidad de adherencia gracias a proteinas como el fibrinégeno o la

laminina. Una vez adherido al epitelio produce una serie de proteasas, catalasas,

47



ribotoxina, fosfolipasas, hemolisinas, gliotoxina y aflatoxina. Concretamente la

gliotoxina es capaz de reducir la fagocitosis de los macrofagos y neutréfilos.

Recientemente se ha publicado una de las claves que explican la virulencia
de este hongo y es su capacidad para obtener zinc dentro del organismo
hospedador. El zinc es necesario para una gran diversidad de procesos
metabolicos y para la divisidn celular, incluida la de los hongos patégenos como
aspergillus. El zinc libre es muy escaso en los tejidos vivos, suele estar unido a
proteinas, pero los patogenos deben obtener este zinc del hospedador. Este
estudio ha demostrado la importancia de una serie de genes que codifican
proteinas transportadoras de zinc, de modo que el hongo es incapaz de invadir los
pulmones de ratones infectados cuando le faltan estos genes y los animales

permanecen sanos.

Pero ademas es necesario que el hongo sea capaz de prosperar en el
pulmén. Los neutroéfilos producen una proteina llamada calprotectina que parece
interferir en el crecimiento de aspergillus, al ser capaz de secuestrar el zinc
dificultando de esta manera la obtencidon de este elemento por parte del hongo

(61).

El periodo de incubacién de la enfermedad no esta claro, y depende, tanto
de la cantidad del in6culo, como del estado de inmunosupresion del huésped.
Ademas algunos pacientes pueden estar ya colonizados por Aspergillus a su
llegada al hospital. Existe mucha variabilidad en el periodo de incubacion de los

casos descritos y puede ser desde 3 dias a 3 meses (62).

1.4.- EL. TRATAMIENTO DE LA INFECCION FUNGICA

Ante un paciente hematolégico el clinico debe decidir cual va a ser su
estrategia a la hora de enfrentarse a la infeccion fingica. Para ello ha de considerar
los factores de riesgo de ese paciente concreto en ese momento de su enfermedad,
pero también debe contar con la epidemiologia local de ese centro y de los medios,

tanto logisticos (ej. Filtros HEPA) como diagndsticos de los que se vale esa unidad
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concreta y que puede ofrecer al paciente. Partiendo de estas premisas, existen 4

grandes tipos de tratamiento antifingico.

- Tratamiento profilactico: consiste en administrar un tratamiento
antifungico frente al patégeno que queremos cubrir, con la maxima eficacia y la
minima toxicidad. En este momento la probabilidad de tener una infeccién fungica
es muy remota, por lo que estaremos sobre-tratando a pacientes que nunca
desarrollaran una infecciéon fingica. No obstante, es de uso habitual realizando una
seleccion de pacientes, y administrandolo sélo a aquellos de alto riesgo de
infeccion flingica . Diferentes estudios apoyan que cuando la incidencia de la
infeccion fungica es menor de un 5% no es apropiado utilizar una profilaxis; si la
incidencia es mayor, la profilaxis es coste- efectiva, pero hay que tener en cuenta
una serie de consideraciones como la tolerabilidad, las interacciones
medicamentosas, la reduccion de la sensibilidad de los test biolédgicos, la posible

necesidad de monitorizacion de fArmacos y las resistencias que pueden crear (63).

- Tratamiento empirico: consiste en administrar un tratamiento
antifiingico, en general con amplia cobertura flingica, en pacientes con fiebre
persistente de 3 a 7 dias de duracién sin documentacién microbioldgica. Esta
estrategia es usualmente utilizada, sobre todo en aquellos centros que no disponen
de herramientas diagnosticas de alta sensibilidad en la infeccion fungica. Esta
apoyada por dos estudios de la década de los anos 80 y revisada en maultiples
estudios mas actuales que demostraron la reduccion en la incidencia y la

mortalidad de la infeccion fingica (64, 65).

En el momento actual el tratamiento empirico estd recomendado en
pacientes de riesgo de infeccion fungica alto o intermedio, con fiebre persistente
de mas de 3 dias a pesar de tratamiento antibidtico de amplio espectro. Sin
embargo los grados de recomendacion difieren segun las diferentes guias, siendo
de BII en las guias ECIL-3 (66) y variando en las guias IDSA desde Al si la

neutropenia es mayor de 7 dias, a Alll si el riesgo de infeccion fingica es bajo (67).
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La intencién de esta estrategia es tratar la infeccion en un periodo
temprano, cuando el Unico sintoma es la fiebre. Sin embargo, puede tener
limitaciones importantes, como en los pacientes que no presentan fiebre, por
ejemplo aquellos que estan bajo tratamiento con altas dosis de esteroides. Ademas
sobre-tratamos a pacientes sin que tengan una infeccién flingica, con los costes

tanto econémicos como personales que ello conlleva (63).

En un estudio randomizado realizado en pacientes de alto riesgo de
infeccion fungica se intentd comparar el inicio precoz de Voriconazol frente al
placebo en pacientes con fiebre persistente (mas de 96 horas). La estrategia de
tratamiento empirico no demostré reducir la tasa de infecciones de brecha.
Tampoco hubo diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la incidencia
de infecciones fungicas ni en el tiempo de apariciéon de estas. Por todo ello no
parece que la estrategia de tratamiento empirico mejorara la supervivencia de

estos pacientes (68).

- Tratamiento precoz o dirigido por pruebas: consiste en realizar pruebas
para un diagnoéstico precoz de la infeccion y administrar un tratamiento en el caso
de que estas pruebas tengan un resultado positivo. Algunas de estas pruebas son
microbioldgicas y otras son pruebas de imagen, siendo la combinacién de ambas la
estrategia mas utilizada. Puede ser util en aquellos pacientes de alto riesgo que no
presenten fiebre, a diferencia de la estrategia de tratamiento empirico. Las pruebas
realizadas para el inicio de un tratamiento precoz seran revisadas de forma

independiente en otro capitulo.

El tratamiento empirico tiene como fin realizar un tratamiento muy
temprano, pero ello no quiere decir que no se puedan realizar pruebas
diagnosticas. Otra posible estrategia seria iniciar el tratamiento empirico mientras
se realizan las pruebas diagnoésticas y, en el caso de que estas sean negativas,

suspender el farmaco (63).
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- Tratamiento dirigido: es la administracién de un tratamiento cuando la
infeccion fingica ya esta diagnosticada, es decir, cuando tenemos un certeza de

infeccion del 100%.

Los diferentes estudios apoyan la realizacién de una buena profilaxis a
aquellos pacientes considerados de alto riesgo. Tampoco se pone en duda que una
vez diagnosticada una infeccion fungica debemos tratarla con un agente
antifingico efectivo. Sin embargo, entre las estrategias de tratamiento empirico y
tratamiento precoz existe mucha controversia siendo fundamental la experiencia

de centro y su disponibilidad de técnicas de diagndstico precoz.

El inicio precoz del tratamiento es esencial (69). Un estudio demostr6 que
un retraso de 8 horas en el tratamiento aumentaba la mortalidad por aspergilosis
invasora un 200% (70). Sin embargo existen diferentes opiniones sobre la

estrategia terapéutica ideal, si precoz o empirica.

Un estudio randomizado intent6 comparar ambas estrategias, no encontrando
diferencias significativas entre ambas excepto para los pacientes con leucemia
aguda mieloblastica en induccién, en los que la estrategia de tratamiento empirico
demostré una mejor supervivencia. Pero también debemos tener en cuenta que la
estrategia de tratamiento empirico somete a mas pacientes a la posible toxicidad
inducida por farmacos que es probable que no precisen. Asi, en este estudio un
61% de los pacientes del brazo de tratamiento empirico recibieron antifingicos,
comparado con un 39% en el brazo de tratamiento precoz (71). Tampoco Hebarty
colaboradores consiguieron demostrar diferencias significativas entre el
tratamiento empirico y el tratamiento precoz basado en la PCR fungica en cuanto a
incidencia de IFI y mortalidad, aunque el grupo de tratamiento precoz tenia una

supervivencia a los 30 dias ligeramente mayor (72).

La estrategia de tratamiento precoz también ha sido defendida mostrando ser
eficaz y segura, con unas tasas de infecciéon fungica invasora y mortalidad
relacionada con esta asumibles (73). Ademas esta estrategia supone una reduccién

de gastos innecesarios en antifungicos empiricos, sin que esto tenga una clara
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desventaja en la supervivencia de los pacientes, por lo que podria ser la estrategia
de eleccion en pacientes hematologicos de alto riesgo siempre y cuando se

disponga de los medios diagnosticos necesarios (68, 74).

No obstante la estrategia de tratamiento precoz tiene multiples limitaciones.
Un gran problema es el tiempo que el clinico tarda en recibir el resultados de las
pruebas diagnésticas y los conocidos problemas de la sensibilidad de la
determinacion del antigeno de galactomanano en determinadas situaciones que
seran explicadas posteriormente. Otro problema es la escasa especificidad de los
estudios radiologicos, que no detectan el agente causal, por lo que no siempre nos
ayudan a discernir entre las infecciones de origen flngico, otras infecciones o

incluso toxicidad medicamentosa.

1.5.- TECNICAS DIAGNOSTICAS DE LA INFECCION
FUNGICA POR ASPERGILLUS

La infeccién en el paciente hematolégico de alto riesgo es una urgencia
médica. Estos pacientes tienen diferentes tipos de inmunosupresion que los hacen

susceptibles a diferentes tipos de infecciones.

Habitualmente la fiebre puede ser el unico sintoma, dado que no tienen
capacidad de realizar una respuesta inflamatoria adecuada que nos informe sobre

una determinada focalidad infecciosa.

También existe la posibilidad de que la fiebre no sea de origen infeccioso. Es
bien conocida la fiebre de origen tumoral en las neoplasias hematoldgicas, pero
también diferentes farmacos, como por ejemplo la citarabina, o la transfusion de
componentes sanguineos puede ser origen de la fiebre. No obstante, la fiebre en un
paciente inmunodeprimido debe ser considerada y tratada como si fuera de origen
infeccioso. De este modo, en las unidades de Hematologia, ante la presencia de un
paciente con fiebre habitualmente se realizan cultivos microbioldgicos y se inicia
una cobertura antibidtica de amplio espectro adecuada a la epidemiologia, las

resistencias bacterianas locales y al tipo de paciente.
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En el caso de las infecciones de origen flingico los medios habituales de

cultivo no son adecuados y el crecimiento del hongo suele ser mas lento.

Las técnicas usadas para el diagnoéstico de la infecciéon fungica por

aspergillus son:

EXAMEN MICROSCOPICO

El examen microscopico tiene importantes limitaciones, entre ellas su baja
sensibilidad. La vision de estructuras fungicas es mayor cuando son muy
abundantes en el tejido, lo cual suele ocurrir en estados avanzados de la infeccién.
Ademas no siempre es posible identificar la especie causante de la infeccion, lo que
puede tener importantes consecuencias a la hora de iniciar un tratamiento
antifingico especifico. En todo caso no es una técnica de diagndstico precoz, pero
no es infrecuente que sea la Unica técnica que nos permite detectar la infeccion

(75).

En una visiéon del microscopio pueden ser observados filamentos tabicados,
largos, con ramificaciones dicotomicas en angulo agudo. Estos hallazgos pueden
corresponder también a otros hongos como Fusarium y Scedosporium por lo que se

requiere del cultivo para la confirmacidn.

CULTIVOS MICROBIOLOGICOS

Habitualmente cuando obtenemos un crecimiento fungico el paciente ya
suele estar diagnosticado por otros medios y se ha iniciado un tratamiento
dirigido. Las guias recomiendan la extraccion de muestras mediante biopsias, pero
esto no es tan sencillo en los pacientes inmunodeprimidos, que habitualmente
tienen trombopenia severa, pueden asociar coagulopatia o presentan insuficiencia
respiratoria (76). Una opcién mas sencilla y utilizada con relativa frecuencia es la
puncidon aspiracion con aguja fina de las lesiones, que tiene una tasa de
complicaciones menores que la biopsia, pero alin asi requiere una localizacién
adecuada de la lesién, de modo que sea accesible con control radiolégico. En este

caso el rendimiento diagnostico suele ser mayor que con otros métodos (77).
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El cultivo de esputo es una de las herramientas mas utilizadas, pero de
escaso valor diagnostico. Aspergillus es un contaminante habitual de los
laboratorios, por lo que puede ser dificil diferenciar entre el crecimiento por la

infeccién o por la contaminacién ambiental.

Una alternativa al cultivo de esputo es el cultivo del liquido extraido en
lavado bronco-alveolar. El lavado es una técnica sencilla y rapida que no exige
cifras de plaquetas tan elevadas como en el caso de la biopsia, y tiene una mayor
sensibilidad que el cultivo de esputo para el diagnéstico de la infeccion fungica por
aspergillus. Sin embargo, su realizacidn suele ser bastante tardia y esta limitada
por una funcién respiratoria adecuada que no suele ser lo habitual en pacientes

con neumonias de origen fangico (78, 79, 80, 81).

El cultivo de sangre o hemocultivo es excepcionalmente diagndstico de la
infeccion fungica por aspergillus. Habitualmente estd producido por una
contaminacion, y en aquellas aspergilemias verdaderas, su aparicion es muy tardia

en el desarrollo de la infeccién y por lo tanto de escaso valor diagnoéstico.

Dado que los medios habituales de diagnostico no parecen permitir el
diagndstico precoz de la infeccion flngica, se han desarrollado diferentes técnicas
que pretenden diagnosticarla en estadios tempranos, permitiendo asi un inicio
precoz del tratamiento antifiingico, con la intenciéon de obtener mejores tasas de

supervivencia.

Estas técnicas surgen en un intento de diagnosticar la infeccion en un
estado silente, a imagen del diagnostico precoz de la infecciéon por citomegalovirus
mediante la antigenemia, y posteriormente mediante la monitorizacion de la PCR

de dicho virus.
El diagnéstico precoz de la infeccidon fungica por aspergillus habitualmente

se basa en la combinacién de una técnica radioldégica, como es la Tomografia axial

computarizada de alta resolucion (TACAR) y la determinacién de diferentes
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antigenos de origen flngico, como son el 1-3 - glucano o el galactomanano. La
combinacién de estas pruebas esta ampliamente extendida en la practica habitual
de las unidades de Hematologia, y han sido incluidas como criterios diagnésticos

de la infeccion fungica por aspergillus por el grupo EORTC/MSG (82).

TACAR

La radiografia de térax convencional es una técnica insuficiente para realizar
un diagnoéstico precoz de la infeccién fungica por aspergillus en la mayor parte de
los pacientes hematologicos de alto riesgo, dada la escasa capacidad que estos
tienen de hacer una respuesta inflamatoria adecuada que pueda ser visible en una

radiologia convencional.

La tomografia axial computarizada de toérax de alta resolucion permite mejorar
el diagnodstico en estos pacientes. Es una técnica basada en la realizacion de cortes
con una distancia menor, aproximadamente de 1mm, a diferencia de los 8 mm

habituales, lo que permite localizar lesiones de menor tamafo.

Dado que la mayor parte de las infecciones por aspergillus se localizan en el
pulmén parece evidente que es necesario disponer de una buena técnica de
imagen para esa zona, especialmente en el caso de que radiografia de térax

convencional no muestre alteraciones.

Un estudio prospectivo llevado a cabo en pacientes con neutropenia febril
demostré que hasta un 60% de los pacientes con radiografia de térax normal,
presentaban infiltrados pulmonares cuando se les realizaba un TACAR y esto
permitié adelantar el diagndstico unos 5 dias. Ademdas se pudieron realizar
diferentes procedimientos diagnosticos como biopsias, lavados bronco-alveolares
y punciones aspiraciones con aguja fina, lo cual hizo posible un diagnoéstico
microbiologico en el 54% de los pacientes. En los pacientes neutropénicos la
sensibilidad fue del 87%, la especificidad del 57%, el valor predictivo positivo del
54% y el valor predictivo negativo del 88%. Es de destacar, que en el grupo de
pacientes sometidos a un trasplante de progenitores hematopoyéticos la

sensibilidad se mantuvo en un 88% siendo el valor predictivo negativo del 97%
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(83). Es decir, posee una alta sensibilidad y un elevado valor predictivo negativo,
que son las caracteristicas esenciales de una técnica de diagnostico precoz. Esta es
una técnica que ademas puede tener especial importancia en pacientes a los que

no es sencillo realizar procedimientos invasivos (84).

Existen determinados hallazgos en el TACAR que son muy sensibles y
especificos de la infeccion fingica. Uno de ellos es el signo del halo, con una
sensibilidad del 72,7% y una especificidad del 100%. Ademas es un signo precoz, a
diferencia de los que podemos hallar en otras técnicas como la resonancia
magnética nuclear (85). Sin embargo, el signo del halo es transitorio a lo largo de
la evolucién de la aspergilosis invasora. Un estudio demostr6 que estaba presente
en el 92% de las aspergilosis probables o probadas antes de su diagnoéstico y que
permitia adelantar este una media de 5,1 dias (86). Pero, ;en qué momento
aparece y en qué momento desaparece? Para ello, el mismo autor realizo TACAR
seriados a lo largo de la evolucion de la infeccion fungica demostrando que el signo
del halo estaba presente en 95% de los pacientes en el dia 0, descendiendo
progresivamente al 68% en el dia 3, al 22% en el dia 7 y al 19% en el dia 14. Dado
que el signo del halo ha demostrado ser tan sensible y con un valor predictivo
negativo tan elevado, y una vez demostrado que pierde su validez a lo largo de la
evolucién de la infeccion, parece razonable que el TACAR sea una técnica que debe

realizarse de forma precoz ante la sospecha de una aspergilosis invasora (87).

Ademas del signo del halo existen otros hallazgos radiolégicos que también
han sido considerados como criterios radiolégicos de infeccién fungica probable
por la EORTC/MSG. Estos son las lesiones densas, bien circunscritas con o sin el

signo del halo, el signo del aire-creciente y la cavitacién (82).

1-3 5 -D-GLUCANO

El 1-3 B-D glucano (BG) es un polisacarido presente en la pared celular de una
gran variedad de hongos excepto en los zigomicetos (Mucor spp. y Rhizopus spp.) y
Cryptococcus spp. (88). La presencia de BG en la pared Cryptococcus spp. se ha
discutido en diferentes estudios y parece que esta presente, pero en menores

concentraciones que en el caso de Candida spp.y Aspergillus spp. (89).
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El BG puede ser detectado, ya que es capaz de activar la cascada de la
coagulacion del cangrejo mediante su unién a la subunidad a del factor G. Si esta
reaccion se asocia a un sustrato cromogénico, puede ser visible por

espectrofotometria, de modo que se puede detectar y medir su valor (90).

Se trata de un test diagnostico panfungico, que ha sido considerado como
criterio diagnostico de la infeccion fungica invasora por los criterios de la
EORTC/MSG de 2008 para todo tipo de pacientes (82). Aunque ha sido menos
utilizado que el galactomamano, su inclusién en estos criterios puede incrementar

su uso (75).

Existen diferentes test que se han comercializado para la deteccién del BG
basados en diferentes sustratos. Los dos mdas conocidos son el Fungitec-G, de
Seikagaku, que usa enzimas del Tachipleus tridentatus y el Glucatell o Fungitell, de
Associates of Cape Cod, Inc. que utiliza como sustrato las enzimas del Limulus
polyphemus. Estudios comparativos entre estos dos test sugieren el Glucatell es

menos reactivo (unas 2,5 veces menos) que el Fungitec-G.

Con respecto al punto de corte, los primeros estudios habian sugerido un
punto de corte de 20pg/ml para ser considerado positivo (91). Sin embargo,
estudios mas recientes del mismo grupo sugieren que se puede aumentar el punto
de corte a 30 pg/ml, por debajo del cual se podria descartar la presencia de una
infeccion fingica por un hongo que produzca BG, mientras por encima de 80 pg/ml
la probabilidad de una infeccién flingica superaria el 90% (92). Aunque el punto de
corte recomendado en el caso de la infeccién por Candida spp. es de 60 pg/ml, en el
caso del resto de las infecciones fungicas, entre ellas la aspergilosis invasora, el

punto de corte no esta tan bien establecido (90).
Los valores de Sensibilidad (S), Especificidad (E), Valor Predictivo Positivo

(VPP) y Valor Predictivo Negativo (VPN) varian en funcion del hongo causante de

la infeccion y del punto de corte seleccionado.
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En el caso de la aspergilosis invasora existen varios estudios que nos
informan sobre la validez de esta prueba diagndstica. El primero refiere una
sensibilidad del 80% para un valor de corte de 60 pg/ml (93). En un segundo
estudio los valores son Sensibilidad: 87,5%, Especificidad: 89,6%, Valor Predictivo
Positivo: 70%, Valor Predictivo Negativo: 96,3%, todo ello para un punto de corte
de 120 pg/ml (94). Un estudio algo mas reciente de 871 pacientes, 228 de ellos
con infeccion fungica probable o probada, mostraba una sensibilidad algo menor,

de un 64%, y una especificidad del 84% para un valor de corte de 80pg/ml (95).

En 2008 surge un nuevo test, el test [3-glucano, de Wako Pure Chemical
Industries, Osaka, Jap6én, que es una técnica colorimétrica con un limite de
deteccion mas bajo que el Fungitell. Con un valor de corte de 7pg/ml obtiene una
sensibilidad del 63%, una especificidad del 96%, un Valor Predictivo Positivo del

79% y un Valor Predictivo Negativo del 91%.

Esta técnica tiene mayor utilidad en pacientes no hematoldgicos. El uso de
tratamiento antifingico profilactico o empirico no parece disminuir su
sensibilidad, pero el uso de albimina, inmunoglobulinas o la hemodialisis se asocia

ala aparicién de resultados falsos positivos (75).

GALACTOMANANO

El Galactomanano es un componente de la pared celular de Aspergilllus spp.
Otros hongos filamentosos como Paecilomyces spp. y Penicilium spp. pueden tener
galactomanano en su pared celular, pero en menores cantidades que Aspergillus
spp., por lo que la cuantificacion de este componente flingico puede ser

considerado como un método especifico de diagndstico de la aspergilosis (75).

Se trata de un test ELISA en sandwich (Platelia Aspergillus EIA; Bio-Rad
Laboratories, Hemel Hempstead, UK). Esta técnica utiliza el anticuerpo monoclonal
EB-A2, que reconoce las cadenas laterales de galactofuranosina de la molécula de

galactomanano (96). Aunque tiene sus limitaciones, ha sido uno de los mayores
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avances en el diagnostico precoz de la infeccion fingica por Aspergillus de los
ultimos afos.

El galactomanano puede anticipar un diagnéstico basado en el examen
radiolégico o el aislamiento microbiolégico de aspergillus aproximadamente 8-9
dias. Ademas precede el inicio del tratamiento en un 83% de los pacientes. Puede
ser especialmente util en pacientes que presentan condiciones que podrian
enmascarar el diagnoéstico, como por ejemplo en pacientes bajo tratamiento

esteroideo en los que la fiebre puede estar ausente (97).

En la tabla 2 podemos observar una seleccion de algunos estudios incluidos en
un meta-andlisis llevado a cabo en 2006 por Pfeiffer, que estimé una media de
sensibilidad del 71% y una media de especificidad del 89%. La sensibilidad
aument6 a un 82% y la especificidad se mantuvo en un 86% en aquellos pacientes

sometidos a un trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos (98).

AUTOR ANO TIPO PACIENTE CORTE SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD
Y DISENO DEL AGA
ESTUDIO
Onco-
Becker y col. 2003 hematolégicos =1 46% 84%
(99) adultos 2 AGA

Prospectivo

Onco-
Hercules Cy 2003 hematolégicos 20,5 81% 89%
col. (100) Edad desconocida 2 AGA
Prospectivo
Onco-
Bretagne y col. 1997 hematolégicos =1 100% 77%
(101) Todas la edades 2 AGA
Prospectivo

Trasplantados
Bretagne y col. 1998 Todas las edades =1 78% 78%
(102) Retrospectivo 2 AGA
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Onco-

2004 hematolégicos =15 33% 99%
Buchheidty col. Adultos 2 AGA
(103) Prospectivo
Onco-
2002 hematolégicos >1,5 100% 100%
Costay col. Adultos 1 AGA
(104) Prospectivo
Onco-
2002 hematolégicos =15 32% 93%
Herbrechty col. Todas las edades 1 AGA
(105) Prospectivo
Onco-
2003 hematolégicos >1,5 67% 97%
Jarque y col. Adultos 2 AGA
(106) Prospectivo
Onco-
2001 hematolégicos >1,5 58% 97%
Kami y col. Adultos 2 AGA
(107) Prospectivo
Trasplantados >1,5
Machettiy col. 1998 Edad desconocida 2 AGA 75% 83%
(108) Prospectivo
Onco-
Martens y col. 1999 hematolégicos =1 93% 95%
(109) Todas las edades 2 AGA
Prospectivo
Trasplantados
Maertens y col. 2002 Adultos =1 85% 92%
97) Porspectivo 2 AGA
Onco-
Maertens y col. 2004 hematolégicos 20,5 97% 98%
(110) Todas las edades 2 AGA
Prospectivo
Onco- 54% 74%
Marr y col. 2004 hematolégicos =1
(111) Todas las edades 1AGA
Prospectivo
Onco-
Moragues y col. 2003 hematolégicos =15 50% 98%
(112) Adultos 2 AGA
Retrospectivo
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Oncohematolégicos
Pazosy col. 2003 Edad no conocida =15 88% 98%
(113) Prospectivo 2 AGA
Onco-
Pinel y col. 2003 hematolégicos =1 50% 98%
(114) Todas las edades 2 AGA
Prospectivo
Trasplantados =15 67% 97%
Roviray col. 2004 Adultos 1 AGA
(115) Prospectivo
Trasplantados
Suhalian y col. 2001 Adultos 21,5 77% 93% (Al probada)
(116) Prospectivo 1 AGA
Trasplantados
Suhalian y col. 1996 Edad desconocida =1 76% 72% (Al probada)
(117) Prospectivo 1 AGA
Onco-
Ulusakayray 2000 hematolégicos =1 69% 95%
col. (118) Todas las edades 1 AGA
Retrospectivo
Onco-
Verweij y col. 1995 hematolégicos 21 83% 65%
(119) Adultos 2 AGA
Retrospectivo
Onco-
Yoo y col. 2005 hematolégicos y >0,5 86% 78%
(120) Trasplantados 2 AGA
Adultos
Prospectivo

Tabla 2. Meta-analisis de estudios del uso del galactomanano

Diferentes estudios han pretendido comparar el galactomanano con el 1-3 f3 -

glucano. Aunque existen estudios que no muestran diferencias importantes entre
ambas técnicas, si sefialan que la positivizacion del BG es mas temprana que el

galactomanano (94).

La sensibilidad del galactomanano ha sido comparada con la del (1,3) S -D-

glucano, siendo mas elevada en este ultimo (38% versus 67%). Ademas parece que
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el galactomanano es mas sensible para otras especies de Aspergillus que para
Aspergillus fumigatus, que es causante de la mayor parte de las aspergilosis en
pacientes hematolégicos de alto riesgo. En cuanto a la especificidad es mayor para

el galactomanano que para el (1,3) 3 -D- glucano (100% versus 90%) asi como su

valor predictivo positivo (100% versus 88%) (121).

Los estudios sugieren diferentes puntos de corte para considerar un
galactomanano como positivo. Existe un meta-analisis que no muestra diferencias
entre los valores de corte usados con mayor frecuencia; es decir, 0,5, 1y 1,5 (122).
Maertens y colaboradores definen en 2004 los valores de galactomanano que se
utilizan en el momento actual y son, bien un valor estatico >0,8 o valores
correspondientes a dos muestras consecutivas >0,5 (110). Marr y colaboradores,
unos meses después, confirman que un valor de galactomanano >0,5 puede ayudar
a realizar un diagndstico mas precoz de la infeccién fungica por aspergillus,
incrementando la sensibilidad del test con una minima perdida de la especificidad

(111).

Pero la determinacion del galactomanano puede ser util, ademas de para el
diagndstico, para el seguimiento de la infeccidn fungica por aspergillus. Algunos
estudios sugieren que los pacientes con leucemia aguda mieloblastica
diagnosticados de una aspergilosis invasora y tratados, que presentan una
elevacion del galactomanano >1 pueden ser considerados como un fracaso
terapéutico y por ello recomiendan realizar un cambio de tratamiento. Otros
estudios sugieren que el valor >2 o la falta de descenso del galactomanano en el
plazo de una semana empeora el pronostico (123). Un estudio de Maertens y
colaboradores demostroé la excelente correlacion entre la evolucion de los valores
del galactomanano y la respuesta al tratamiento antifiingico, la supervivencia de

los pacientes y los hallazgos en la autopsia de aquellos que fallecieron (124).

Sin embargo, la determinaciéon del galactomanano no es qutil en todo tipo de
pacientes. En los pacientes no neutropénicos, su sensibilidad puede descender
hasta el 50% (125), lo que puede ser un problema en el diagnostico precoz de

pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva crénica o en pacientes ingresados
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en unidades de cuidados intensivos, que son pacientes en los que la infeccién

fangica por aspergillus es un problema emergente.

Ademdas puede dar lugar a resultados falsos positivos en determinadas
situaciones, la mas conocida es en pacientes que estan siendo tratados con beta-
lactdmicos, especialmente con Piperacilina-Tazobactam (126). Dado que la
positivizacion del galactomanano en estos pacientes depende de la relacion entre
el tiempo de la administracién del farmaco y la extraccién de la muestra para la
determinacion del galactomanano, recomiendan la extracciéon de la muestra justo
antes de la administraciéon de este antibidtico (127). También puede haber
resultados falsos positivos en nifios colonizados por Bifidobacterium spp. y en
neonatos (128). Otras posibles causas de falsos positivos serian reacciones
cruzadas con otros hongos, el uso de inmunoglobulinas, hemoderivados, el
plasma-Lyte (fluido usado para hidratar) o drogas inmunosupresoras como la

ciclofosfamida (129, 130).

Un problema adicional del AGA son los falsos negativos, que se sitian entre el
8 y el 10% segin Maertens y colaboradores en pacientes con aspergilosis invasora.
La causa se desconoce, pero se apuntan varias hip6tesis, como la encapsulacion del
proceso infeccioso que impediria la liberacién de galactomanano en los liquidos
organicos, el grado de angioinvasién, que podria ser menor en pacientes no
neutropénicos, inmunocomplejos que impidan la deteccion de galactomanano en
pacientes con anticuerpos frente a Aspergillus spp. o que el tratamiento

antifingico podria suprimir la producciéon de galactomanano por el hongo (109).

Dadas las limitaciones de la determinacién del galactomanano en suero se ha
propuesto la determinacién de dicho antigeno en otras muestras bioldgicas. La
aspergilosis invasora afecta frecuentemente al pulmén, por lo que su
determinacion en el liquido del aspirado tras un lavado bronco- alveolar podria ser
una alternativa. El grupo de Maertens realizé un estudio prospectivo con 110
pacientes a los que les realiz6 determinacion de galactomanano en el liquido del
lavado, ademds de los estudios habituales (cultivos microbiolégicos,

galactomanano en suero y TACAR). El galactomanano en lavado mostr6 una alta
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sensibilidad (88%) y especificidad (87%). De los 26 casos de aspergilosis probada,
11 se diagnosticaron gracias al galactomanano en el lavado, ya que el resto de las

pruebas microbioldgicas fueron negativas (131).

Sin embargo, la determinaciéon del galactomanano en otras muestras
biolégicas no ha sido validada en la practica clinica por falta de estudios
prospectivos que incluyan un numero suficiente de pacientes con Al probada

(132).

La aspergilosis cerebral es una entidad de dificil diagnoéstico clinico. A
menudo es consecuencia de la diseminaciéon de una aspergilosis pulmonar y rara
vez el cultivo del liquido cefalorraquideo es positivo. La deteccion de
galactomanano en este liquido también podria ayudar al diagndstico de esta
entidad. Se han publicado casos exitosos de diagndstico y seguimiento con esta
técnica (133). Un estudio reciente de 92 pacientes con aspergilosis con afectacién
del sistema nervioso central demostré que el galactomanano fue positivo en el
87% de los pacientes, a diferencia del cultivo microbiolégico estdndar, que sélo se

positivizo6 en el 31% (134).

Las guias ECIL3 recomiendan el uso del galactomanano en suero en pacientes
con neoplasias hematoldégicas y pacientes sometidos a un trasplante de
progenitores hematopoyéticos como técnica de diagnostico precoz, siempre en
combinacién con el TACAR. Debe realizarse una extraccion para la determinacién

del galactomanano cada 3 6 4 dias (135).

El uso combinado del galactomanano y el TACAR como técnicas de diagnostico
precoz de la infeccién fungica por aspergillus fue analizada por el grupo de
Salamanca. Se llevo a cabo un estudio retrospectivo de todas las muestras de AGA
obtenidas en dicho centro en el periodo comprendido entre el 1 de Enero de 2005,
y el 30 de Septiembre de 2009. Se seleccion6 aquellos pacientes que tenian al
menos 5 determinaciones consecutivas de AGA y se obtuvieron 8873 muestras de

AGA correspondientes a 288 pacientes hematologicos.
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Se determinaron dos muestras de AGA semanales en aquellos pacientes
considerados de alto riesgo y se considerd positivo un indice mayor de 0,8 o dos
consecutivos mayores de 0,5 (110), en cuyo caso se procedia a realizar un TACAR.
Esta prueba también podia ser solicitada a pesar de AGA negativo, ante una alta
sospecha clinica. En las siguientes tablas se muestran la Sensibilidad, Especificidad,

Valor Predictivo positivo y Valor Predictivo Negativo del Galactomanano (tabla 3),

el TACAR (tabla 4) y la combinacién de ambas pruebas en serie (tabla 5)

SENSIBILIDAD

ESPECIFICIDAD

VPP

VPN

75,80%

56,98%

28,14%

87,60%

Tabla 3. Sensibilidad, Especificidad, Valor Predictivo Positivo y Valor Predictivo Negativo del AGA.

SENSIBILIDAD

ESPECIFICIDAD

VPP

VPN

95%

98,46%

96,61%

97,71

Tabla 4. Sensibilidad, Especificidad, Valor Predictivo Positivo y Valor Predictivo Negativo del TACAR.

SENSIBILIDAD

ESPECIFICIDAD

VPP

VPN

71,6%

98,5%

95,5%

88,26%

Tabla 5. Sensibilidad, Especificidad, Valor Predictivo Positivo y Valor Predictivo Negativo de AGA y

TACAR como pruebas diagndsticas utilizadas en serie.

Las principales conclusiones de este trabajo fueron:

- El alto valor predictivo negativo del AGA nos permite descartar una
infeccion fingica en la mayor parte de los pacientes.

- Dado al bajo Valor Predictivo Positivo del AGA, si obtenemos un AGA
positivo, precisamos de una segunda técnica diagnostica con alto Valor Predictivo
Positivo como es el TACAR para diagnosticar una infeccion fingica por aspergillus.

- En este estudio un 69,4% de la infecciones flingicas se diagnosticaron
mediante el uso combinado del AGA y el TACAR en serie.

- Si seleccionamos aquellos pacientes que se diagnosticaron mediante el uso
combinado de AGA y TACAR en serie, el AGA se anticipé al TACAR una media de
5,49 dias.
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- Los valores de Sensibilidad (71,6%), Especificidad (98,5%), Valor
Predictivo positivo (95,5%) y Valor Predictivo Negativo (88,26%) de las dos

pruebas utilizadas en serie fue elevado (136).

Sin embargo, como ya se ha explicado anteriormente, estas técnicas tienen
sus limitaciones:

- EITACAR somete al paciente a gran cantidad de radiacion, lo cual limita su
uso a pacientes previamente seleccionados por una técnica mas apropiada para el
screening de la infeccidn fungica, como es el AGA. Ademas no es una técnica que
nos informe sobre el agente causal de la infeccion.

- E AGA tiene falsos positivos y falsos negativos.

Todo ello ha condicionado la aparicién de nuevas técnicas que pretenden

implementar el diagndstico precoz de esta infeccion.

PCR DE ASPERGILLUS

Debido a las limitaciones de las técnicas anteriores, la deteccion de acido
nucleidos ha sido considerada una técnica con gran potencial, especialmente las

técnicas basadas en la PCR, que permiten amplificar pequenas secuencias de DNA.

Una ventaja de las técnicas moleculares es que pueden disefarse modelos
que sirvan para el diagnostico de infecciones por otras especies, tanto de

aspergillus como de otros hongos patégenos emergentes (137).

La mayoria de los métodos basados en la PCR han demostrado ser utiles
para el diagnostico precoz de la infeccion fungica por aspergillus; sin embargo,
cada estudio usa una metodologia diferente por lo que la comparacién de los

diferentes estudios para llegar a conclusiones resulta compleja (138).

Un meta-analisis llevado a cabo con 1618 pacientes procedentes de 16
estudios, usando diferentes técnicas de deteccion de ADN de aspergillus en sangre,
demostré una sensibilidad de la técnica de un 75% (95% CI 0.54-0.88) y una
especificidad del 87% (95% CI 0.78-0.93) para el diagnostico de la aspergilosis

invasiva con 2 muestras consecutivas positivas. En cambio, para aquellos estudios
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en los que se admiti6 un sélo resultado de PCR positiva como criterio de
aspergilosis invasora, la sensibilidad fue del 88% (95% CI 0.75-0.94) y la
especificidad del 75% (95% CI 0.63-0.84). Por tanto, dada su elevada sensibilidad,
una PCR negativa podria excluir el diagnostico de aspergilosis probada o probable.
No obstante, la especificidad se eleva considerablemente cuando disponemos de
dos resultados consecutivos positivos, por lo que se requeririan 2 PCR positivas

para confirmar el diagnoéstico de aspergilosis invasora (139).

La determinacién de la PCR es un método sensible, pero su especificidad
esta alrededor del 70-75%, lo cual parece ser su mayor limitacion (140). Por ello
aparecen las técnicas moleculares cuantitativas como la PCR en tiempo real (PCR-
TR), que pueden ser de mayor utilidad para el diagndstico precoz de estas

infecciones.

En el caso de la aspergilosis, no existe una técnica estandarizada para la
deteccion de Aspergillus spp., lo cual es la principal barrera para la aplicacién de
esta técnica en la practica clinica diaria. Los estudios estan realizados con
diferentes muestras biologicas, se aplican diferentes métodos de extracciéon y/o

amplificacién y deteccion.

En pacientes hematoldgicos de alto riesgo se desarrolldé un estudio que
compar6d dos volumenes diferentes de suero para la realizacion de la PCR,
demostrando que volimenes de 1ml eran superiores en términos de sensibilidad y
especificidad que volimenes de 100 pl (100% y 96,7% versus 88,2% y 95,8%
respectivamente), por lo que parece que un aumento del volumen de extraccion

podria mejorar el diagndstico precoz de estos pacientes (141).

Se puede realizar el estudio de PCR en diferentes muestras biolégicas como
en el liquido del lavado bronco-alveolar o tejidos frescos o en parafina. No
obstante, la muestra ideal para la realizaciéon de técnicas seriadas de diagndstico
precoz probablemente sea la sangre, por su facilidad de extraccion coincidiendo
con las analiticas rutinarias. Sin embargo, no esta claro si la determinaciéon debe

realizarse en sangre total o en el suero extraido tras la centrifugacion de la sangre
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total. Por una parte hay estudios que sugieren que la deteccion de ADN en sangre
completa es superior a la deteccidon en plasma; sin embargo, el suero tiene otras
ventajas, como su utilidad para estudiar a la vez antigenos flingicos como el
galactomanano, o no requerir la adicién de determinados anticoagulantes que
podrian inhibir la amplificacion por PCR (104, 142, 143, 144). Un estudio
comparativo entre ambas muestras demostro la superioridad del suero (145). Otro
estudio posterior del Instituto de Salud Carlos III (ISCIII), analiz6 la muestra ideal
para la realizacién de la PCR-TR y no encontré diferencias significativas entre la
sangre y el suero, pero recomend¢ la cuantificaciéon en suero cuando se realizan
determinaciones seriadas por la ya comentada validez para la realizacién del
galactomanano, la posibilidad de congelar las muestras y el hecho de que el futuro
de la estandarizacion de la extraccion de ADN va dirigida hacia kits comerciales
automaticos (146). Un estudio mas reciente también comparé los dos tipos de
muestras, siendo la sangre ligeramente mas sensible que el suero (85% versus
79%) y de positivizacién mas precoz (36 dias versus 15 dias). En contraposicion, la
extraccion de ADN en suero es mas sencilla y rapida, por lo que el estudio
recomienda seleccionar el tipo de muestra en funciéon de la infraestructura

disponible en el centro (147).

En diferentes estudios se observa que la PCR suele anteceder a los sintomas
de la infeccion. Estos casos podrian considerarse como falsos positivos de la
técnica, pero el seguimiento de estos pacientes ha demostrado que gran parte de
los mismos, a lo largo del tiempo, desarrollaron una aspergilosis invasora y, por lo
tanto, puede considerarse que la positivizacion de la PCR fue el primer marcador

de la infeccidn.

Un estudio prospectivo compard el tratamiento empirico versus el
tratamiento guiado por la PCR en 112 pacientes receptores de un trasplante
alogénico de progenitores hematopoyéticos demostrando que el grupo de
tratamiento guiado por PCR habia recibido menos tratamiento antifungico
empirico (36,7% versus 57,1%, p<0,0001). No hubo grandes diferencias entre los
dos grupos en cuanto a la incidencia de aspergilosis probadas o probables ni

mortalidad en el dia +100, pero llama la atencién dos aspectos de este estudio: por
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una parte la mortalidad en el dia +30 fue significativamente menor en el grupo de
la PCR (1,5% versus 6,3%) y por otra parte la PCR se anticipaba a la evidencia

clinica una media de 5,75 dias (72).

En cuanto a la comparaciéon del galactomanano y la PCR existe un estudio
prospectivo en el que se realizaron extracciones seriadas para PCR y AGA. La PCR
fue superior al galactomanano en cuanto a sensibilidad se refiere (63,6% versus
33,3%) aunque como es habitual, fue menos especifica (63,5% versus 98,9%). El
estudio concluye que las muestras de PCR positivas son muy sugerentes de

aspergilosis invasora y contribuyen al diagnoéstico de esta (103).

Otro estudio prospectivo de pacientes hematolégicos demostré que el uso
combinado de la PCR y el galactomanano conseguia aumentar la sensibilidad a un
83,3%, aumentando también el valor predictivo negativo a un 97,6%. La PCR
precedi6 a cualquier otro dato de aspergilosis (sospecha clinica, tratamiento
empirico, galactomanano positivo, TACAR compatible o diagnostico microbiolégico
o histoldgico) en el 21,4% de los casos de Aspergilosis invasora. La PCR se anticip6
al diagnostico micoldgico o histolégico una media de 16 dias en el 67% de los
pacientes en los que se realiz6 diagndstico micoldgico o histolégico. Asi mismo se
demostré que se anticipaba una media de 8 dias al TACAR en el 61% de los
pacientes con esta prueba de imagen positiva (148). En otro estudio se demostré
que la PCR se anticipaba a cualquier otro dato clinico una media de 12,6 dias.
Ademas, en caso de buena respuesta al tratamiento antifingico la PCR se
negativizaba en unos 14 dias, persistiendo positiva en el caso de fallo del
tratamiento (149). Esto mismo ya habia sido publicado unos afios antes por Lass-
Florl y colaboradores, demostrando que la negativizacion de la PCR se relacionaba
con la resolucion de los sintomas, y la persistencia de la PCR positiva auguraba una

mala evolucidn de la infeccién, con un 50% de éxitus en su serie (150).

El grupo de Badiee y colaboradores demostré posteriormente su utilidad
junto con el galactomanano para el diagnéstico de la aspergilosis invasora en
pacientes pediatricos (151). Un estudio del grupo francés intent6 valorar el

significado de la PCR en tiempo real en el momento de la positivizacion del primer
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galactomanano. Si la PCR era también positiva podria indicar un estado mas
avanzando de la infeccion, por lo tanto, podria estar justificado el inicio de un
tratamiento antifingico. En cambio, una PCR negativa permitia retrasar el inicio

del tratamiento hasta tener mayores evidencias de la infeccién (152).

Otros estudios no son tan optimistas en cuanto a los beneficios de la PCR.
Un ejemplo es un estudio prospectivo en pacientes sometidos a un trasplante
alogénico de progenitores hematopoyéticos de intensidad reducida, en los que la
PCR no demostré ser un buen indicador de Aspergilosis invasora tanto en el
periodo por debajo del dia +100 como en el periodo a partir de este dia. Hay que
tener en cuenta que en estos estudios la PCR es tan sélo una parte de la estrategia
de diagnéstico de la infeccién flingica y tanto la profilaxis antifingica como el
tratamiento empirico estan también incluidos, lo cual podria tener un efecto

directo sobre los resultados de la PCR (153).

La PCR atn no ha sido considerada como criterio diagndstico de aspergilosis
invasora segun los criterios EORTC/MSG y las guias ECIL3, pero es una
herramienta adicional que se puede utilizar para el diagndstico en ciertos
laboratorios micolégicos de referencia (75). La razén de que no se haya
incorporado a estos criterios es la falta de estandarizacion de la técnica. Por ello,
en 2006 se forma la EAPCRI (European Aspergillus PCR Iniciative), formada por
expertos de mas de 60 centros que realizan una serie de recomendaciones como el
uso de sangre entera y voliumenes mayores o iguales a 3ml (154). Estudios
posteriores demostraron la utilidad del suero para realizar la PCR, por lo que este
mismo grupo concluyé que el suero requiere menor estandarizacion en la técnica
que la sangre entera, dado que no requiere lisis de hematies ni leucocitos, lo cual
se relaciona con un menor tiempo para obtener el resultado. Se pueden usar test
comerciales de extraccién de DNA, lo que facilitaria la estandarizacién y el control
de calidad. Ademas permitiria que con una sola muestra se pudieran realizar

determinaciones de PCR, Galactomanano,y J3 -D- Glucano, minimizando los costes

de las extracciones (155).
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Cuenca-Estrella y colaboradores llevaron a cabo uno de los estudios mas
interesantes sobre el uso de la PCR-TR en el diagnostico de la aspergilosis invasora
en 83 pacientes con neutropenia febril. Para ello se extrajeron 2 muestras
semanales, obteniendo un total de 2244 muestras. Consideraron 2 muestras
consecutivas positivas como criterio diagndstico. La sensibilidad de la PCR-TR fue
del 91,6%, la especificidad de 94,4%, el valor predictivo positivo del 73,3% y el
valor predictivo negativo del 98,5%. Asociando la PCR a otros métodos
diagnésticos, como el galactomanano y el TACAR se detect6 el 100% de los casos
de aspergilosis invasora, permitiendo aumentar el valor predictivo positivo a un
75,1%. Ademas la positivizacion de la PCR se anticipé al TACAR 21 dias y al
galactomanano 68 dias (156). Sin embargo, este estudio se realiza en pacientes que
desarrollan una neutropenia febril, no todos los pacientes son hematologicos de
alto riesgo, y no consideran otros factores de riesgo para la aspergilosis invasora
aparte del desarrollo de neutropenia. Por ello se plante6 la necesidad de realizar
un estudio prospectivo de la utilidad de la técnica de la PCR-TR en pacientes
hematolégicos mas seleccionados, que son los que han sido incluidos en este

estudio.

LATERAL FLOW DEVICE
En los ultimos afos ha surgido una nueva técnica inmunocromatografica
llamada Lateral Flow Device que permite realizar un diagnéstico rapido y sencillo

de la infeccién fungica por aspergillus.

Esta técnica incorpora un anticuerpo monoclonal murino, el MAb JF5 , que
reacciona contra un epitopo, que es una N-glicoproteina presente en la pared
celular de las hifas de Aspergillus fumigatus, que es secretada de forma constitutiva

por las hifas durante su fase de crecimiento.

Uno de los aspectos mas importantes de esta técnica es que no reacciona frente
a otros patégenos frecuentes como con Candida albicans, Cryptococcus neoformans,
Rhizopus y otras especies emergentes como Fusarium solani. (157). Ofrece ventajas
como la rapidez y la accesibilidad a la prueba ya que no requiere el envio de las

muestras a laboratorios de referencia.
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Ha sido comparada en numerosos estudios con el galactomamano y el (1,3) 8 -
D- glucano. En un estudio realizado a cerdos, la positivizacion de la técnica lateral
flow ocurri6 en el dia 3 post-inoculacién, mostrando ser mas precoz que la
positivizacion del galactomanano (dia 5; P=0,03) y el (1,3) B -D- glucano (dia 7,
P<0,001). En cuanto a la sensibilidad, fue mayor para el lateral flow device en el
dia 3 post-inoculacién (48%) que el galactomanano (4%, P<0,001) y el (1,3) 8 -D-
glucano (0%, P<0,001). Con respecto a la sensibilidad en el dia 5 post-inoculacién,
fue mayor que el (1,3) S -D- glucano (82% versus 23%, P<0,001), sin embargo no
se observaron diferencias estadisticamente significativas en comparacion con el
galactomanano. En este trabajo la especificidad de las tres técnicas fue excelente

(100% en el caso del lateral flow device y galactomanano, y 80% en el caso del

(1,3) B -D- glucano) (158).

Un estudio mas reciente ha comparado de forma retrospectiva en pacientes
hematoloégicos de alto riesgo, la técnica de lateral flow device con el galactomanano
y la RT-PCR, demostrando una especificidad similar a la PCR (98,0% versus 96,6%)
y algo superior al galactomanano (91,5%). No obstante su sensibilidad (81,5%) fue
menor que la PCR (95,5%) aunque superior al galactomanano (77,3%). La
combinacién de lateral flow device y RT-PCR obtuvo una sensibilidad y una
especificidad del 100%. Todo ello apoya su uso como un test rapido previo a la

confirmacidon mediante otras técnicas (159).

La técnica de lateral flow device también ha sido comparada con el
galactomanano, el (1,3) S -D- glucano) y la PCR en otros liquidos bioldgicos como
es el liquido del lavado broncoalveolar. En este caso, la sensibilidad de las cuatro
técnicas vari6 entre un 70% y un 88%. En este trabajo también puede observarse
que la sensibilidad se incrementa hasta un 94% usando la combinacion del
galactomanano (punto de corte >1) y el lateral flow device, siendo de un 100% tras

combinar esta ultima con la PCR (160).

En el contexto del trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos se

desarroll6 un estudio comparando los resultados de galactomanano recogidos de
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forma prospectiva durante un periodo de tiempo de un afio con los resultados
realizados de forma retrospectiva en esas mismas muestras de la técnica de lateral
flow device, demostrando que la positivizacion de la técnica de lateral flow device
es similar al galactomanano (sensibilidad de 40% en ambas y especificidad de
86,8% en lateral flow device y de 89% en el galactomanano). Sin embargo, cuando
se requieren dos muestras consecutivas positivas, el galactomanano parece ser
superior al lateral flow-device en cuanto a sensibilidad (20% versus 30%),
manteniendo ambos especificidades elevadas (97,8% versus 98,9%). No obstante
la técnica del lateral flow device ofrece una ventaja indiscutible, que es la rapidez

de su realizacion, que esta estimada en unos 15 minutos (161).
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2.- OBJETIVOS DEL ESTUDIO
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HIPOTESIS

La Aspergilosis invasora contintia siendo un problema fundamental en el
manejo de muchos pacientes hematologicos por lo que es fundamental un
diagnostico precoz que permita instaurar un tratamiento adecuado lo antes
posible con el fin de disminuir la morbimortalidad de esta complicacién. Nuestra
hipdtesis es que la asociacion del galactomanano con una técnica de deteccion del
ADN de Aspergillus, como es la PCR de Aspergillus, podria reducir la incidencia de

Al probable o probada segun los criterios de la EORT/MSG 2008.

OBJETIVO PRINCIPAL

Estudiar si el uso de la técnica de deteccion de ADN de Aspergillus en
tiempo real (qQRt-PCR) es mas sensible, especifica y precoz que el galactomanano

para el diagnostico precoz de la infeccidn fungica por aspergillus .

OBJETIVOS SECUNDARIOS

1. Valorar la mortalidad global y la mortalidad atribuible a Al en dos grupos de
pacientes de alto riesgo de infeccion fingica, uno mediante el uso combinado
de (q-RT-PCR) y galactomanano, y otro s6lo con galactomanano.

2. Evaluar el desarrollo o no de aspergilosis invasora segun los criterios de la
EORTC/MSG (probable, probada o posible).

3. Evaluar la incidencia de neutropenia febril y los dias de neutropenia febril en
ambos grupos, asi como evaluar el intervalo de tiempo entre la aparicién de la
neutropenia y el diagnoéstico de la aspergilosis invasora.

4. Evaluar el nimero de dias de diferencia entre la positivizacion del
Galactomanano y la PCR de Aspergillus.

5. Comparar la utilizacién de tratamiento antifingico en ambos grupos.

6. Evaluar si la presencia de ciertos polimorfismos genéticos de la via de
sefalizacion NFKB pueden aumentar o disminuir el riesgo de desarrollar una

aspergilosis invasora.
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3.- MATERIAL Y METODOS
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Para facilitar la comprension de este apartado, se ha dividido en dos partes:

A.- ESTUDIO PCR-AGA

Entre Febrero de 2011 y Julio de 2012 se llevé a cabo un estudio
multicéntrico, randomizado y prospectivo en 13 Servicios de Hematologia y
Hemoterapia en Espafia. La poblacion en estudio estaba constituida por pacientes
hematolégicos de alto riesgo.

A continuacién se especifican los criterios de inclusion y exclusién del

estudio:

CRITERIOS DE INCLUSION

- Firma del consentimiento informado para participar en el estudio.

- Pacientes adultos (>18 afios) diagnosticados de leucemia aguda
mieloblastica o sindrome mielodispldsico con quimioterapia intensiva,
tanto en el tratamiento de induccién a la remisién como en los posteriores
ciclos de consolidacion.

- Pacientes ingresados para someterse a un trasplante alogénico de
progenitores hematopoyéticos tanto con acondicionamiento estandar como
régimen de intensidad reducida.

- Pacientes sometidos a trasplante alogénico de progenitores

hematopoyéticos con enfermedad injerto contra huésped.

El paciente debia ser incluido en el protocolo desde el inicio de la

quimioterapia o terapia de acondicionamiento del trasplante.

CRITERIOS DE EXCLUSION

- Empleo de profilaxis antifungica en los 30 dias previos a la inclusién en el
estudio con triazoles o polienos con actividad frente a aspergillus
(itraconazol, voriconazol, posaconazol, anfotericina B inhalada), o empleo
de otros antiflingicos sistémicos con actividad frente a aspergillus
(anfotericina, terbinafina, flucitosina, equinocandinas, etc.). Por lo tanto,

Unicamente fue permitida la profilaxis con fluconazol.
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- Antecedentes de IFI probable/probada.
- IFI probable/probada en el momento de la inclusion en el estudio.

- Falta de cumplimiento de los criterios de inclusién.

Para la realizacion del andlisis especificamente fueron excluidos:

- Pacientes que tuvieron falta de seguimiento bisemanal con galactomanano
o con PCR.

- Pacientes con infeccion bacteriana no adecuadamente tratada y controlada
antes de poder empezar el tratamiento antifingico empirico.

- Pacientes que finalmente tuviesen una neutropenia de corta duracion, es
decir, aquella de menos de 5 dias, asumiendo que esta no debe suponer un
riesgo significativo de IFI. Este dato debia ser desconocido al incluir al

paciente en el estudio.

En el caso del que el paciente desarrollara fiebre, y tras 48-72 horas de
tratamiento antibiotico empirico se iniciara antifiungico empirico por decision de
su médico responsable, con independencia del resultado del galactomanano o la
PCR, salia del estudio.

El uso de profilaxis antibacteriana via oral con quinolonas, macroélidos, etc.,
o factores de crecimiento de colonias granulociticas no eran considerados criterios

de exclusion.

ASPECTOS ETICOS DEL PROTOCOLO

El estudio se desarroll6 de acuerdo con el protocolo y con las normas de
Buena Practica Clinica (GCP), tal como se describe en los siguientes documentos:
1. Normas Tripartitas Armonizadas de la ICH para Buena Practica Clinica 1996.
2. Directiva 91/507/EEC: Normas que rigen los productos médicos en la
Comunidad Europea.
3. Declaracion de Helsinki referente a la investigacion médica en seres humanos
("Recomendaciones para los médicos que participan en investigacién biomédica
con seres humanos", Helsinki 1964, incorporando las enmiendas de Tokio 1975,

Venecia 1983, Hong-Kong 1989 y Republica de Sudafrica 1996).
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El investigador accedia, con la firma de este protocolo, a seguir las
instrucciones y procedimiento descritos en el mismo y por lo tanto a cumplir los

principios de Buena Practica Clinica en los cuales se basa.

Antes del inicio de este estudio, el protocolo, el formulario de
consentimiento informado propuesto y otra informacion para los pacientes, fueron
revisados por un Comité Etico de Investigacion Clinica (CEIC de referencia)

debidamente constituido, asi como, por los demas CEICs participantes.

El investigador debia informar a cada paciente (o representante legalmente
autorizado) de la naturaleza del estudio, sus propdsitos, procedimientos, duracién
estimada y los potenciales riesgos y beneficios relacionados con la participacién en
el estudio, asi como cualquier inconveniente que este le pueda suponer. Cada uno
de los participantes debia ser advertido de que su participacion en el estudio era
voluntaria y de que podia abandonar el estudio en cualquier momento, sin que
esto afectara a su tratamiento médico posterior, ni a su relaciéon con el médico que

le trataba.

El consentimiento informado fue suministrado mediante un escrito
estandar, en lenguaje facilmente comprensible para el participante. El paciente
disponia del tiempo suficiente para leer y entender las explicaciones antes de
fechar y firmar el consentimiento informado y recibié una copia del documento
firmado. Si no era posible la firma del consentimiento, entonces también era
posible obtenerlo verbalmente, en cuyo caso el acto de consentimiento informado
debia ser establecido por una declaracion adicional firmada por uno o mas testigos
independientes y el investigador debia explicar el motivo por el que el paciente no

pudo firmar el consentimiento informado.

Ningin paciente pudo ser incluido en el estudio sin haber dado su

consentimiento informado.

En el anexo 1 se puede observar el consentimiento informado entregado a

los participantes en el estudio.
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PROCESO DE ASIGNACION A CADA GRUPO

Una vez considerado un paciente candidato y tras la firma del
consentimiento informado era randomizado a unos de los dos grupos del estudio
por un estadistico independiente, segin un esquema ciego para el investigador,

generado por ordenador en una proporcion 1:1 y por bloques de 4.

Los dos grupos del estudio fueron:

- Grupo A (Grupo AGA-PCR): grupo experimental. Se realiz6 seguimiento con
PCR de aspergillus y antigeno de galactomanano. Se inicié tratamiento
anticipado con un antifungico con actividad frente a Aspergillus cuando se
detectaban dos determinaciones de PCR consecutivas positivas o bien
cuando de detectaban dos determinaciones consecutivas de Galactomanano
de >0,5 o una sola >0,8.

- Grupo B (Grupo AGA): es el grupo control. Se realizé seguimiento sélo con
galactomanano. Se inicié tratamiento antifingico anticipado con un
antifingico con actividad frente a Aspergillus cuando se detectaban dos
determinaciones consecutivas de galactomanano de >0,5 o una sola >0,8. En
este grupo también se determinaba la PCR pero los resultados eran ciegos

para el investigador hasta el final del estudio.

El esquema del protocolo puede observarse en el anexo 2.

EXTRACCION DE MUESTRAS BIOLOGICAS

La extraccion de muestras se realizé dos veces por semana (los lunes y los
miércoles) de forma prospectiva y durante el periodo de observacion del estudio.
El periodo de observacidn se definié segin el diagndstico del paciente, el tipo de
tratamiento y la presencia de enfermedad injerto contra huésped (EICH):

- En el caso de pacientes diagnosticados de leucemia aguda mieloblastica o
sindromes mielodisplasicos en tratamiento quimioterapico: desde el dia posterior
al fin de la quimioterapia hasta 7 dias después de la recuperaciéon de la

neutropenia (tres dias consecutivos con mas de 500 granulocitos) y 6 semanas
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después de la inclusion en el estudio en el caso de neutropenia persistente o

complicacién severa.
- En el caso de trasplantes alogénicos de progenitores hematopoyéticos:
Desde el dia +1 hasta el dia +100, prolongadndose hasta el dia +180 en el

caso de presentar EICH.

En aquellos pacientes bajo tratamiento concomitante con Piperacilina-
Tazobactam, las muestras se extrajeron cuando los niveles del farmaco eran mas

bajos; es decir, justo antes de una de las dosis.

Las muestras para la determinacidon del antigeno de galactomanano se
enviaron a los laboratorios de Microbiologia de cada uno de los centros
participantes. Ademas se realizaron extracciones de 3-5 ml de sangre con EDTA y
3ml de suero que eran enviadas al Centro Nacional de Microbiologia, Instituto de
Salud Carlos III (ISCIII) de Majadahonda en contenedores refrigerados para la

realizacion andlisis de PCR de forma centralizada.

RESULTADOS MICROBIOLOGICOS

Los resultados, tanto del galactomanano como la PCR en el grupo A, como
del galactomanano en el grupo B, estaban disponibles en las 24-48 horas tras la

extraccion.

En el caso de que obtuviéramos un resultado positivo segin las definiciones
anteriores se realizaba un TAC de térax de alta resolucién (TACAR) y se iniciaba
tratamiento antifingico con actividad frente Aspergillus (Voriconazol) de forma
independiente al resultado del TACAR.

- La determinacion del antigeno galactomanano en suero se realizo en los
laboratorios de microbiologia de cada uno de los centros participantes usando el
kit Platelia Aspergillus® (BioRad, Madrid, Espafia). Este método es un enzimo-
inmunoanalisis en sandwich que utiliza anticuerpos murinos contra aspergillus.
Para considerar un test como positivo se utilizaron los valores europeos de corte
modificados de Maertens, es decir, un indice mayor de 0.8 o dos indices

consecutivos mayores de 0.5 (110).
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- PCR cuantitativa en tiempo real de Aspergillus fumigatus (qRT-PCR): Se
realiz6 en ISCIII de Majadahonda. La técnica de PCR usada es una técnica de PCR
en tiempo real con sondas que tienen forma de horquilla o bucle y un fluorocromo
emisor y un apagador, que inhibe la emision de fluorescencia mientras la sonda no
hibride. Cuando la sonda se une al ADN, se forma una doble hélice rigida, por lo
que la sonda pierde su forma de horquilla, separandose el emisor del apagador, lo

que hace que la fluorescencia sea detectable (146, 156, 162).

De acuerdo con estudios previos, la PCR fue considerada como positiva
cuando se positivizaban dos muestras consecutivas (139). El test era informado

por el Instituto Nacional de microbiologia Carlos III como positivo o negativo.

MANE]JO DE LA NEUTROPENIA FEBRIL

En el caso de que un paciente neutropénico presentara fiebre se extraian
cultivos microbiolégicos de sangre, orina y esputo, y se iniciaba tratamiento
antibiotico empirico segin los protocolos de cada uno de los centros participantes.
Asi mismo era recomendable la realizacion de un lavado bronco-alveolar o una
puncion guiada por TAC con la intenciébn de obtener documentacion

microbiologica de la infeccion.

En el caso de persistencia de la fiebre tras 48-72 horas se podia iniciar
tratamiento antifiingico empirico a criterio del facultativo responsable del
paciente, atin a pesar de no existir evidencia de infeccién flingica. En ese caso el

paciente salia del estudio.

DEFINICIONES DEL ESTUDIO

- Aspergilosis invasora : definida y clasificada segun los criterios de la

EORTC/MSG publicados por Ben De Pauw y colaboradores que establece 3 grados

de certeza: probada, probable o posible como puede observarse en la tabla 6 (82).
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CRITERIOS EORTC/MSG 2008 PARA EL DIAGNOSTICO DE LA
ASPERGILOSIS INVASORA (AI)

Pacientes con evidencia histolégica, cito-patolégica o vision

microscdpica directa de hifas en el tejido obtenido por biopsia o

AI PROBADA por puncién aspiracién con dafo tisular asociado o cultivo

positivo para Aspergillus spp. De una muestra de un lugar
habitualmente estéril, de wun d&rgano afectado clinica o
radiolégicamente excluyendo mucosas, orina, cavidad sinusal,

LBA o sangre (se asume contaminacion)

Pacientes con factores de riesgo de Al (1) ademas de evidencia

AI PROBABLE | clinica de AI (2) y con documentacién microbiologica (3) de

infeccion por Aspergillus spp.

Pacientes con factores de riesgo de Al (1) y evidencia clinica de Al

Al POSIBLE (2) sin documentaciéon microbiolégica.

(1) Factores de riesgo de Al (Factor huésped)

Historia reciente de neutropenia <500/mm? durante >10 dias relacionada
en el tiempo con la aparicién de Al

Receptor de Trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos

Uso prolongado de esteroides con una dosis media de prednisona de
0,3mg/Kg/dia durante >3 semanas. (Se excluyen los pacientes con
aspergilosis broncopulmonar alérgica).

Tratamiento con drogas inmunosupresoras de linfocitos T (ciclosporina,
bloqueantes TNF-a, anticuerpos monoclonales como el alentuzumab, o
analogos de nucleodsido en los ultimos 90 dias.

Inmunodeficiencia severa congénita (como enfermedad granulomatosa

crénica o inmunodeficiencia combinada severa)
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(2) Criterios clinicos de Al
- Enfermedad flingica a nivel respiratorio
e Presencia de uno de los siguientes signos radiolégicos en el TAC:
» Condensacion, lesion bien circunscrita con o sin el signo del
halo
» Signo de la media luna
» Cavitacion de lesion
- Traqueobronquitis
Ulceraciones, presencia de n6dulos, pseudomembranas o placas necréticas
visibles por broncoscopia
- Infeccion sinusal
e Imagen radioldgica sugerente de sinusitis asociada al menos a 1 de
los siguientes signos
» Dolor agudo localizado (incluido el dolor irradiado al 0jo)
» Ulceracion nasal con placa necrotica
» Extension del seno paranasal a través del hueso,
incluyendo afectacion de la 6rbita
- Infeccion del sistema nervioso central (uno de los siguientes signos)
e Lesion focal en una prueba de imagen

e Engrosamiento meningeo visible por TAC o RMN

Tabla 6. Criterios EORTC-MSG para el diagnéstico de la AL. Adaptacion de De Pawn y colaboradores.

La deteccion del ADN de Aspergillus usando la técnica de la PCR no esta
reconocida en el momento actual como un criterio microbiologico de Aspergilosis
por la EORTC/MSG. No obstante, en este estudio se consider6 su positivizacion
como criterio para el inicio de tratamiento antifingico anticipado.

- Neutropenia: recuento absoluto de neutréfilos por debajo de 0,5 x 103
células/mm3.

- Resolucién de la neutropenia presencia de una cifra de neutroéfilos

>500/mm3 durante 3 dias consecutivos.

- Neutropenia febril refractaria: neutropenia asociada a fiebre persistente de

mas de 72 horas a pesar del uso de tratamiento antibiético empirico adecuado

(163).
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- Tratamiento precoz o anticipado: inicio de cualquier tratamiento antifiingico

con cobertura de Aspergillus spp. en base a los siguientes supuestos:
e (Galactomanano positivo sin hallazgos sugerentes de Al en el TACAR.

e qRT-PCR positiva con galactomanano negativo independientemente
de los hallazgos del TACAR.

- Tratamiento dirigido: inicio de cualquier tratamiento antifungico con

cobertura frente a Aspergillus spp. en el caso de TACAR con hallazgos sugerentes
de Al, exceptuando los casos en los que este se haya realizado inicamente ante
la positivizacion de la qRT-PCR en el grupo A del estudio(grupo AGA-PCR). En
este caso se considera que la prueba de imagen no habria sido realizada en la
practica clinica habitual.

- Tratamiento empirico: inicio de cualquier tratamiento antifiingico en el caso

de neutropenia febril refractaria en ausencia de evidencia microbiolégica o

radioldgica.

DESCRIPCION DEL TRATAMIENTO

- Si el paciente desarrollaba positividad para el AGA o la PCR de Aspergillus,
se iniciaba tratamiento con un farmaco antifingico con actividad anti-
filamentosa.

- La duracién del tratamiento era de al menos 2 semanas, con al menos una
semana de tratamiento tras la negativizacion del AGA o la PCR. En el caso de
negativizacién de la prueba microbioldgica en un paciente neutropénico, se
mantenia en tratamiento hasta que el paciente tenia una cifra de neutroéfilos

>500/mmb3.

PERIODOS DEL ESTUDIO

Se establecieron dos periodos diferentes dentro del estudio:

- Periodo de observacién: periodo caracterizado por la extraccidon de las

muestras del estudio. En el caso de pacientes diagnosticados de leucemia
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aguda  mieloblastica o sindromes mielodisplasicos en tratamiento
quimioterapico intensivo comprende desde el dia posterior al fin de la
quimioterapia hasta 7 dias después de la resolucion de la neutropenia y 6
semanas después de la inclusién en el estudio en el caso de neutropenia
febril o complicaciéon severa. En el caso de pacientes sometidos a un
trasplante de progenitores hematopoyéticos comprende desde el dia +1
hasta el dia +100, prolongandose hasta el dia +180 en el caso de presencia
de EICH.

- Periodo de seguimiento: comprende los 30 dias posteriores a la finalizacion

del periodo de observacion.

CALCULO DEL TAMANO MUESTRAL

Para el calculo se utiliz6 el programa Power and Sample Size Calculations

version 2.1.31 y el Granmo version 7.04 Noviembre 2009.

El tamafio requerido de la muestra se estimé bajo la hipétesis de que la
aplicacion de la estrategia basada en la monitorizacién simultanea de QRT-PCR y
AGA en el suero reduciria la incidencia de Al probables o probadas (objetivo
primario del estudio) en comparacién con la estrategia estdndar basado

Unicamente en la monitorizacion de AGA.

Estudios previos en pacientes hematoldgicos de alto riesgo han demostrado
una incidencia de Al probables/probadas en torno a un 15% en el grupo control
con monitorizacién tnica con AGA (156, 164). Mediante el test x2, y asumiendo un
error tipo I (a) de 5%, se calcul6 un tamafio de muestra de 216 pacientes (108 por
brazo) asegurando un poder estadistico (1 - ) del 80% para detectar una

reduccidn absoluta del riesgo de un 11% entre los dos grupos del estudio.

ANALISIS ESTADISTICO

Se disefiaron unos cuadernos de recogida de datos en formato papel que

fueron enviados a cada uno de los centros participantes donde se rellenaron.
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Una vez recogidos los datos se procedié a elaborar una base de datos en el
programa SPSS version 15.0 (Stadistical Package for Social Sciences, Inc., Chicago,

IL..

El andlisis se realiz6 segin el principio de intenciéon de tratar, siendo

incluidos en el analisis todos los pacientes randomizados.

Las variables cualitativas se muestran en valores absolutos y frecuencias
relativas. Las variables cuantitativas se muestran como media +/- desviacion tipica

o la media con el rango o rangos intercuartilicos (Q1-Q3).

Las variables categoricas se compararon usando el test x2 (o el test de
Fisher’s en el caso de un pequeiio nimero de muestras). Las variables continuas se

compararon mediante el test de T Student’s o la U de Mann-Whitney.

Los resultados se expresaron como odds ratio (OR) con un intervalo de

confianza del 95%, siendo la p< 0,05 aceptada como significativa.

B.- ESTUDIO DE LOS POLIMORFISMOS
GENETICOS DE LA ViA NFKB

POBLACION DE ESTUDIO

El estudio de los polimorfismos genéticos fue realizado en el Departamento
de genoémica Oncoldgica del Centro Pfizer- Universidad de Granada- Junta de
Andalucia de Genémica e Investigacion Oncoldgica (GENYO).

La poblacion de estudio la componian pacientes hematoldgicos de alto
riesgo de desarrollar una infeccién flngica procedentes de cinco poblaciones

diferentes:
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- Poblacion del consorcio internacional aspBIOmics

- Poblacion procedente del Hospital Universitario de Salamanca
- Poblacion del Hospital General de Valencia

- Poblacion de la Universidad de Perugia (Italia)

- Poblacion del estudio PCR-AGA

En el consorcio internacional (aspBIOmics) participaron varias
instituciones europeas. Ha estado financiado por un proyecto europeo de la ERA-
NET Pathogenomics y la participacion de cada institucion esta aprobada por el
comité ético de cada centro. Esto incluye las muestras de Perugia (Italia),

Wurzburg (Alemania) e Innsbruck (Austria).

Con respecto a las muestras de Salamanca (no las incluidas en el PCR-AGA
sino las reclutadas para estos estudios) y del Hospital General de Valencia se
acepté el consentimiento firmado en cada uno de los hospitales para analisis

genéticos.

En el caso concreto de las muestras procedentes del estudio PCR-AGA, fue
aceptado por el comité de Etica de la Investigacién y de Bienestar Animal del
Instituto de Salud Carlos III de Majadahonda. En el anexo 3 se muestra una copia

de la aceptacién por dicho comité.

Cabe destacar que todas las muestras fueron anonimizadas de forma
irreversible. Unicamente se tenia conocimiento del desarrollo o no de una

infeccion fingica.

METODOLOGIA DEL GENOTIPADO

El genotipado de los SNPs seleccionados se realiz6 mediante técnicas
basadas en PCR, Tagman® assays (Applied Biosystems) o KASPar® assays
(KBiosciences, Hoddesdon, Hertfordshire, UK) en placas de 384 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) y de acuerdo a los protocolos establecidos por las

respectivas casas comerciales. Los ensayos KASPar® estan constituidos por la
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KASPar®Master assay mix (que contiene las sondas marcadas con FAM y VIC) y el

KASPar® Kit que contiene la mezcla de reaccion con el MgCl2 (50 mM).

El protocolo de PCR para las sondas KASPar® esta basado en “Touch-down
PCRs” cuyo protocolo se detalla a continuacion: Desnaturalizaciéon a 942C durante
15 min, y 10 ciclos de desnaturalizaciéon 942C durante 10 segundos, anneling a
612C durante 5 segundos y una elongaciéon a 722C durante 10 segundos. Estos
primeros ciclos comienzan con una temperatura elevada que cae 0.62C por ciclo lo
que aumenta la especificidad de la reaccién y dejan finalmente la temperatura de
anneling en 55°C. Después de estos primeros ciclos se continia con 20 ciclos
adicionales de desnaturalizacion a 94°C durante 10 segundos, anneling a 552C
durante 5 segundos y una elongaciéon a 722C durante 10 segundos, que permite

terminar el amplificado de la region de interés.

Si la reaccion de amplificaciéon no hubiera concluido exitosamente se puede
ampliar el protocolo con ciclos adicionales a 602C durante 1 minuto. Los productos
de PCR se analizan entonces en el ABI Prism 7900HT detection system y con el
programa SDS 2.4 (Applied Biosystems).

Para garantizar la calidad del genotipado se incluyeron un 5% de las
muestras por duplicado. La concordancia entre los duplicados fue >99.5%. El
porcentaje de genotipos obtenidos para cada polimorfismo fue siempre superior al

90%.

ANALISIS ESTADISTICO

En primer lugar se realizé un anadlisis del equilibrio de Hardy-Weinberg
(HWE) en el grupo control mediante un analisis de %2 (http://ihg2.helmholtz-
muenchen.de/cgi-bin/hw/hwal.pl). Consideramos grupo control a los pacientes
diagnosticados de Leucemia aguda o sometidos a trasplante alogénico que no han

tenido sintoma alguno de Aspergilosis Invasora.

Para evaluar el efecto de los polimorfismos sobre el riesgo a desarrollar

Aspergilosis Invasora, se realizé un analisis de regresion logistica que se ajusté por
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edad, sexo, pais de origen y profilaxis. Para cada SNP se utiliz6 el alelo mas comuin

como alelo de referencia.

Los anadlisis se han realizado con el paquete estadistico SSPS (version 20.0,

SPSS Inc., Chicago, USA).

Todos los valores de P inferiores a 0.05 se han considerado

estadisticamente significativos.

Los resultados han sido analizados en paralelo con el paquete estadistico R

(http://www.r-project.org).

Ademas, realizamos la correccion de Bonferroni, un analisis de multiples

comparaciones que nos permite confirmar las asociaciones obtenidas.
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Para facilitar la comprension de este apartado, se ha dividido en dos partes:

A. ESTUDIO PCR-AGA
POBLACION DEL ESTUDIO

Tal y como podemos observar en el anexo 4, a lo largo del periodo de
reclutamiento del estudio fueron incluidos 224 pacientes. De estos, 5 fueron
excluidos al no cumplir los criterios de inclusién del estudio, concretamente por:

- Falta de confirmacion del diagnostico de leucemia aguda mieloblastica:

1 paciente
- Antecedentes de infeccion fungica: 1 paciente
- Tratamiento en los 30 dias previos con Voriconazol y con Posaconazol.:

2 pacientes

Por lo tanto, 219 pacientes (97,8%) fueron finalmente incluidos y

aleatorizados a unos de los dos grupos del estudio:

- Grupo A (PCR-AGA): 105 pacientes. De estos, 9 pacientes fueron
excluidos del analisis por violaciones del protocolo, que especificamente
fueron:

o 2 pacientes no recibieron tratamiento antifungico a pesar de
resultados microbioldgicos (AGA 6 PCR) positivos.

o 5 pacientes no se realizaron un TACAR tras la positivizacion de
los estudios microbioldgicos (AGA o PCR).

o 2 pacientes a los que se les prescribié profilaxis con
Equinocandinas.

- Grupo B (AGA): 114 pacientes. De estos, 7 pacientes fueron excluidos
por violaciones del protocolo, que especificamente fueron:

o 3 pacientes no recibieron tratamiento antifingico a pesar de
resultados microbiologicos (AGA 6 PCR) positivos.

o 2 pacientes a los que no se les realizaron extracciones para la
determinacion de AGA.

o 2 pacientes a los que se les prescribi6 profilaxis con

Equinocandinas.
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Finalmente 96 pacientes en el grupo Ay 107 pacientes en el grupo B fueron

aptos para el andlisis y sus caracteristicas se muestran en la tabla 7.

GRUPO A GRUPO B
(PCR-AGA) (AGA) P-valor
n=96 n=107
Edad, afios [media+/- DE] 51+/-14.6 50 +/-15.3 0.458
Género (varoén) [n (%)] 48 (50.0) 49 (45.8) 0.549
Enfermedad de base [n (%)]
LMA 51 (53.1) 55(51.4) 0.806
SMD 4 (4.2) 0 (0.0) 0.033
Receptor Allo-TPH 30 (31.3) 35(32.7) 0.824
EICH 11 (11.5) 17 (15.9) 0.361
Profilaxis con Fluconazol [n(%)] 83 (86.5) 89 (83.2) 0.732
Dias de neutropenia [media (Q1-Q3)] 29 (19-30) 29 (14-30) 0.253
Incidencia de neutropenia febril (%) 83.4% 85% 0.859
Dias de neutropenia febril 7 (3-16) 9 (3-17) 0.535
[media (Q1-Q3)]

Tabla 7. Caracteristicas basales de los pacientes. PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa; AGA:
Galactomanano; DE: desviacion estindar; LMA: Leucemia Aguda Mieloblastica; SMD: Sindrome
Mielodisplasico; Allo-TPH: Trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos; EICH: Enfermedad

Injerto contra Huésped.

Como puede observarse en la tabla 7 no existen diferencias
estadisticamente significativas en las caracteristicas basales entre ambos grupos
excepto en el nimero de pacientes diagnosticados de Sindrome Mielodisplasico,
que fue significativamente mayor en el grupo A que en el grupo B [4 versus 0, (p=
0.033)]. Tampoco hay diferencias estadisticamente significativas entre la duracién
de la neutropenia [29 versus 29 (p= 0.253)], la incidencia de neutropenia febril
[83.4% versus 85% (p= 0.859)], y la duraciéon de la neutropenia febril [7 versus 9
(p=0.535)]. Sin embargo, cuando se realiza un analisis estratificando por

patologias, en los pacientes con una leucemia aguda mieloblastica como

enfermedad de base, llama la atencién que existen diferencias estadisticamente
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significativas en la duracién de la neutropenia, siendo mayor en el grupo A que en

el grupo B [(media Q1-Q3) 30 (22-30) versus 22 (14-30) p-valor= 0.006)].

REALIZACION DE PRUEBAS DIAGNOSTICAS

El nimero de pruebas diagndsticas realizadas y sus resultados se muestran

en la tabla 8.

GRUPO A GRUPO B
(PCR-AGA) (AGA) P-valor
n=96 n=107
Numero de muestras de PCRy
AGA realizadas por paciente 7 (5-9) 7 (5-8) 0.447
[media (intervalo)]
Muestras de PCR positivas 23 (23.9) 15 (14.0) 0.070
[n (%)]
Dias desde la primera PCR 12 (9-20) 18 (9-30) 0.425
positiva al diagnostico de IFI
[media (Q1-Q3)]
Muestras de AGA positivas 8 (8.3) 17 (15.9) 0.102
[n (%)]
Dias desde el primer AGA 16 (13-33) 18 (10-41) 0.807
positivo al diagnoéstico de IFI
[media (Q1-Q3)]
TACAR realizados [n (%)] 42 (43.8) 36 (33.6) 0.139

Tabla 8. Estrategias diagnésticas y tasas de positivizacion. AGA: Galactomanano; PCR: Reaccion en

cadena de la Polimerasa; IFI; Infeccion Fingica Invasora; TACAR: Tac de Térax de Alta Resoluciéon

Tal y como muestra la tabla 8 , la media de muestras extraidas para

galactomanano y PCR fue similar en ambos grupos.

El nimero de muestras

positivas de PCR fue significativamente mayor en el grupo A que en el grupo B

(p=0.070). Sin embargo, no hubo diferencias estadisticamente significativas entre

ambos grupos en el nimero de muestras positivas de AGA. A los pacientes del
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grupo A se les realiz6 con mayor frecuencia un TACAR que a los pacientes del

grupo B, aunque las diferencias no alcanzaron la significacion (p=0.139).

INCIDENCIA DE ASPERGILOSIS INVASORA AL FINAL
DEL PERIODO DE SEGUIMIENTO

En la tabla 9 se muestran los datos de incidencia de aspergilosis invasora
segin los criterios de la EORTC. También se observan los intervalos entre la

aparicién de neutropenia y el diagnostico de la aspergilosis.

GRUPO A GRUPOB
(PCR-AGA) (AGA) P-valor
n=96 n=107
Al GLOBAL [n (%)] 13 (13.5) 17 (15.9) 0.638
Al POSIBLE 9(9.4) 3(2.8) -
Al PROBABLE 4 (4.2) 12 (11.2) -
Al PROBADA 0 (0.0) 2 (1.9) -
(Al probables o probadas)
[n (%)] 4 (4.2) 14 (13.1) 0.028
INTERVALO ENTRE
APARICION DE
NEUTROPENIAY 13 (10-26) 20 (14-43) 0.022
DIAGNOSTICO, DIAS
[media (Q1-Q3)]

Tabla 9. Incidencia de aspergilosis invasora. AGA: Galactomanano; PCR: Reacciéon en cadena de la

Polimerasa; Al: Aspergilosis invasora
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Durante el periodo del estudio se diagnosticaron 30 infecciones flingicas
invasoras (12 posibles, 16 probables y 2 probadas). La incidencia de IFI fue de
13.5% en el grupo Ay 15.9% en el grupo B. Como puede observarse en la tabla 9,
no se observaron diferencias estadisticamente significativas con respecto a la

incidencia de IFI entre ambos grupos (p-valor= 0.638).

Recordemos que el objetivo principal del estudio era valorar la incidencia
de aspergilosis probable y probada. Si nos centramos en este punto, se observan
diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos, siendo menor la
incidencia en el grupo A (4.2%) que en el grupo B (13.1%), p-valor=0.028. La
reduccion absoluta del riesgo gracias al uso combinado de la dos técnicas se situa

en un 8,9% [13.1%-4.2%].

Ademas el intervalo de tiempo entre la aparicion de la neutropenia y el
diagnéstico de Al fue significativamente menor en el grupo A que en el B

[p=0.0022].
La incidencia de Al posible en el grupo A fue significativamente mayor que

en el grupo B (9.4% [9/96] versus 2.8% [3/107]; OR=3.58; IC=95% (0.94-13.66),
p-valor: 0.00947)
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ANTICIPACION DE PRUEBAS DIAGNOSTICAS

En la tabla 11 se muestran los resultados de anticipacién de pruebas diagndsticas.

GRUPO A GRUPO B
GRUPO DIAGNOSTICO (PCR-AGA) (AGA)
n=4 (4+0) n= 14 (12+2)
PCR positiva precede a 3 2
AGA positivo
PCRy AGA 0 5
simultdneamente
positivos
AGA positivo precede a 1 3
PCR positiva
AGA positivo y PCR 0 4
siempre negativa

Tabla 11. Resultados de AGA y PCR en pacientes diagnosticados de OFO probable o probada segtin los
criterios de la EORTC/MSG EORTC/MSG: European Organization for Research and Treatment of

Cancer/Mycosis Study Group; AGA: Galactomanano; PCR: Reaccion en cadena de la Polimerasa

Como puede observarse en la tabla 11 no existe una clara dinamica de
positivizacion de las pruebas diagndsticas de modo que PCR no se anticipa al AGA a

diferencia de lo publicado en estudios previos.
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USO DE TRATAMIENTOS ANTIFUNGICOS A EXCEPCION
DE FLUCONAZOL PROFILACTICO

En la tabla 12 se muestra el uso de antifingicos durante el estudio.

GRUPO A GRUPO B
(PCR-AGA) (AGA) P-valor
n=96 n=107
USO GLOBAL DE TRATAMIENTO 46 (47.9) 57 (53.3) 0.446
ANTIFUNGICO [n(%)]
- TRATAMIENTO EMPIRICO 16 (16.7) 31(29.0) 0.038
- TRATAMIENTO PRECOZ 19 (19.8)2 3(2.8) 0.000
- TRATAMIENTO DIRIGIDO 5 (5.2)b 17 (15.9) 0.015
- OTRAS INDICACIONES® 6 (6.2) 6 (5.6) 0.846
DURACION DEL TRATAMIENTO 12.7 +/-24.2 11.8+/-24.5 | 0.730
ANTIFUNGICO, DIAS [media+/-DE]
- TRATAMIENTO EMPIRICO 28+/-9 35+/-81 |0.114
- TRATAMIENTO PRECOZ 53+/-17 0.6+/-4.6 | 0.000
- TRATAMIENTO DIRIGIDO 3.5+/-15.8 6.5+/-23.7 |0.019

Tabla 12. Uso de tratamiento antifiingico diferente a profilaxis con Fluconazol. (PP). PP: por protocolo;
AGA: Galactomanano; PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa; DE: desviacion estandar.2 Incluye 8
pacientes con PCR positiva y TACAR anormal, pero AGA negativo, 10 pacientes con PCR positiva,
TACAR normal y AGA negativo, y 1 paciente con AGA positivo y TACAR normal.

b Incluye 4 pacientes con Al probable y 1 paciente con TACAR compatible con Al pero AGA y PCR
negativas.c Incluye 8 pacientes que recibieron tratamiento para una IFI distinta a Al, y 4 pacientes en

los que la profilaxis con fluconazol fue sustituida por otro agente antiftingico tras la inclusion.

Como podemos observar en la tabla 12, 47 pacientes del estudio precisaron
tratamiento antifingico empirico. Si diferenciamos los tipos de tratamiento
antifingico entre los grupos A y B podemos ver que los pacientes del grupo A
recibieron menos tratamiento empirico (16.7% versus 29.0% p= 0.038) o
tratamiento dirigido (5.2% versus 15.9% p= 0.015) en comparacién con el grupo
B, siendo estas diferencias estadisticamente significativas. Por otra parte, los

pacientes del grupo A recibieron mds tratamiento precoz que los pacientes del
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grupo B(19.8% versus 2.8% p <0.0001). Esto se debe a que la positivizacion de la
PCR fue la razon de inicio de tratamiento en la mayoria de los casos (18/19
[94.7%]. Sin embargo, no se observaron diferencias estadisticamente

significativas en la duracién del tratamiento antifliingico entre ambos grupos.

MORTALIDAD
En la tabla 13 se muestran los resultados de mortalidad de los pacientes del
estudio.
RESULTADO GRUPO A GRUPO B
[n (%)] (PCR-AGA) (AGA) P-valor
n=96 n=107
MORTALIDAD GLOBAL AL FINAL DEL 13 (13.5) 17 (15.9) 0.695
SEGUIMIENTO
- MORTALIDAD A LOS 30 DIAS 6 (6.3) 5(4.7) 0.759
- MORTALIDAD A LOS 180 DIAS 13 (13.5) 14 (13.1) 1.000
MORTALIDAD ATRIBUIBLE A Al 1(1.0)a 4 (3.7) 0.247
PROBABLE O PROBADA
- MORTALIDAD ATRIBUIBLE A 0 (0.0) 1(0.9)
Al PROBADA
- MORTALIDAD ATRIBUIBLE A 1(1.0) 3(2.8)
Al PROBABLE

Tabla 13. Mortalidad (PP). PP: por protocolo; AGA: Galactomanano; PCR: Reaccion en cadena de la
polimerasa; Al: Aspergilosis invasiva.2 Un paciente fallecié a los 12 dias de ser diagnosticado de una

Infeccion fangica “posible” en base a una PCR positiva asociada a un TACAR compatible.

Tal y como se aprecia en la tabla 13 no hubo diferencias estadisticamente
significativas en cuanto a la mortalidad global entre ambos grupos (13.5% en el
grupo A versus 15.9% en el grupo B; OR=0.83; 95% 1C:0.38-1.81; p =0.695). La
mortalidad a los 30 y a los 180 dias también fue similar en ambos grupos.

Tampoco hubo diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la
mortalidad atribuible a Aspergilosis invasora probable o probada (1.0% en el

grupo A versus 3.7% en el grupo B; OR=0.27; 95% IC: 0.03-2.47; p-valor=0.247).
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B. ESTUDIO DE LOS POLIMORFISMOS GENETICOS
DE LA ViA NFKB

POBLACION DEL ESTUDIO

El estudio de los polimorfismos genéticos se desarroll6 en tres fases segiin
la poblacién estudiada:

- Primera Fase: Poblacion del consorcio aspBIOmics (N=339).

- Segunda Fase: Poblacion de estudio PCR-AGA junto con muestras de
poblacién del Hospital Universitario de Salamanca y del Hospital General de
Valencia (N=334).

- Tercera Fase: Extensiéon en una poblacién sin trasplante del grupo de

Luigina Romani de la Universidad de Perugia, Italia (N=149).

En la tabla 14 se resumen las caracteristicas basales y clinicas de la
poblacién estudiada en cada una de las tres fases y tal y como se puede observar, y
sobre el total de pacientes del estudio (n=809) se objetivaron diferencias
estadisticamente significativas en cuanto al ratio var6n/mujer, mayor en los
pacientes con aspergilosis invasora que en aquellos que no la presentaron (1,89

versus 1,25; p=0,021).

Un 44.25% de la poblacion recibi6 tratamiento antifiingico profilactico. En
este grupo, el numero de pacientes con aspergilosis invasora fue
significativamente menor que el de los pacientes que no desarrollaron dicha
infeccion (29,5% versus 47,47%; p=0,0001). En cambio, en el grupo de pacientes
que no recibi6 tratamiento antifungico profilactico, el porcentaje de pacientes con
aspergilosis invasora fue significativamente mayor que el de los pacientes que no

desarrollaron la infeccion (53,8% versus 36,6%, p=0,0001).
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FASE 1+2 Poblacién del consorcio aspBIOmics + HUS-HGV-PCR-AGA
Total (n=660) Pacientes Al Pacientes no Al Pvalor
(n=125) (n=535)
Variables Demograficas
Edad 51.38 +15.26 52.74 + 13.47 51.06 + 15.64 NS
Ratio sexo (varén/mujer) 1.34 (377/282) 1.98 (83/42) 1.15 (294/240) 0.026
Enfermedad Hematoldgica
LMA 399 (60.45) 80 (64.00) 319 (59.63) NS
LLA 73 (11.06) 18 (14.40) 55 (10.28) NS
Otra 188 (28.48) 27 (21.60) 161 (30.09) NS
TPH 173 (26.21) 44 (35.20) 129 (24.11) 0.015
Profilaxis antifiangica
Uso de profilaxis 317 (48.03) 38 (30.40) 279 (52.15) 0.00001
No uso de profilaxis 314 (47.58) 82 (65.60) 232 (43.36) 0.00001
Desconocido 29 (4.39) 5 (4.00) 24 (4.49) NS
FASE 3 Poblacién de la UP
Total (n=149) Pacientes Al Pacientes no Al P valor
(n=33) (n=116)
Variables Demograficas
Edad 58.89 + 17.80 56.45 +19.44 59.59 + 17.34 NS
Ratio sexo (varén/mujer) 1.22 (82/67) 1.54 (20/13) 1.15 (62/54) NS
Enfermedad Hematoldgica
LMA 149 (100.0) 33 (100.0) 116 (100.0) NS
LLA 0 (0.00) 0 (0.00) 0 (0.00) -
Otra 0 (0.00) 0 (0.00) 0 (0.00) -
TPH 0 (0.00) 0 (0.00) 0 (0.00) -
Profilaxis antifingica'
Uso de profilaxis 39 (26.17) 9 (27.27) 30 (25.86) NS
No uso de profilaxis 9 (6.04) 3 (9.09) 6 (5.17) NS
Desconocido 101 (67.79) 21 (63.64) 80 (68.97) NS
FASE 1+2+3 Poblacion del consorcio aspBIOmics + HUS-HGV-PCR-AGA + UP
Total (n=809) Pacientes Al Pacientes no Al Pvalor
(n=158) (n=651)
Variables Demograficas
Edad 52.77 + 16.02 53.52 +14.92 52.59 + 16.28 NS
Ratio Sexo (varon/mujer) 1.32 (459/349) 1.87 (103/55) 1.15 (356/294) 0.021
Enfermedad Hematoldgica
LMA 548 (67.74) 113 (71.52) 435 (66.82) NS
LLA 73 (09.02) 18 (11.39) 55 (08.45) NS
Otra 188 (23.24) 27 (17.09) 161 (24.73) NS
TPH 173 (21.38) 44 (27.85) 129 (19.82) 0.036
Profilaxis
Uso de profilaxis 358 (44.25) 47 (29.75) 309 (47.47) 0.0001
No uso de profilaxis 321 (39.68) 85 (53.80) 238 (36.56) 0.0001
Desconocido 130 (16.07) 26 (16.46) 104 (15.98) NS

Tabla 14. Caracteristicas basales y clinicas de los pacientes

P<0.05 se consideraba significativa. tEl estatus de profilaxis sélo estaba disponible en 48 pacientes (12

en el grupo Al and 36 en el grupo no Al).
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POLIMORFISMOS ESTUDIADOS

En la tabla 15 se muestran los polimorfismos relacionados con la via NFKB

que se estudiaron.

Gen dbSNP rs Crom Localizacion Sustitucion MAF
/Aa cambio de
Nucleétido
NFKB1 rs4648110 4 Intron AT 0.1659
NFKB2 rs1056890 10 Near Gen CIT 0.2655
rs11574851 10 N698N CIT 0.039
REL rs13031237 2 Intron GIT 0.1741
rs842647 2 Intron A/IG 0.4813
RELA rs7119750 11 Intron CIT 0.2518
RELB rs2288918 19 Intron CIT 0.4196
IRF4 rs12203592 6 Intron CIT 0.0535
rs1877175 6 3-UTR A/IG 0.2218
rs1050975 6 3-UTR A/IG 0.2635
rs7768807 6 3-UTR CIT 0.2938

Tabla 15. Polimorfismos relacionados con NFKB
Abreviaturas: SNP: Polimorfismo de un solo nucledtido; Crom: Cromosoma; MAF: Alelo de menor
frecuencia; Aa, Aminoacido.

ASOCIACION ENTRE LOS POLIMORFISMOS DE LA VIA
NFKB Y LA ASPERGILOSIS INVASORA

En la tabla 16 se puede observar la asociaciéon global entre los
polimorfismos de la via NFKB y la aspergilosis invasora en cada una de las 3 fases

del estudio.
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Variante_dbSNP Gen OR (95% CI)® Pvaior  OR (95% CI)b Puor  OR (95% CI)° Pyaior
rs4648110 NFKB1 0.72 (0.40-1.31) 0.28 0.79 (0.49-1.25) 0.30 0.77 (0.50-1.21) 0.25
rs1056890 NFKB2 1.06 (0.60-1.85) 0.85 1.16 (0.74-1.80) 0.51 1.28 (0.84-1.97) 0.25
rs11574851 + 3

NFKB2 1.78 (0.87-3.65) 0.12 1.94 (1.08-3.48) 0.031 2.01 (1.15-3.53)° 0.018
rs842647 REL 0.94 (0.55-1.61) 0.82 0.90 (0.58-1.38) 0.62 0.85 (0.56-1.28) 0.43
rs13017599 REL 0.98 (0.57-1.67) 0.94 0.97 (0.63-1.49) 0.91 0.95 (0.63-1.43) 0.80
rs7119750 RELA 1.35 (0.73-2.49) 0.34 1.06 (0.65-1.73) 0.82 1.01 (0.63-1.62) 0.97
rs2288918 RELB 0.39 (0.15-1.00)t 0.035 0.45 (0.21-0.94)t 0.022 0.42 (0.20-0.88)I 0.013
rs12203592 IRF4 2.25 (0.41-12.2)t 0.35 3.83 (1.21-1 2.1)t 0.028  3.85 (1.22-1 2.1)t 0.027
rs1877175

IRF4 1.11 (0.64-1.94) 0.71 0.99 (0.63-1.56) 0.97 0.93 (0.61-1.43) 0.75
rs1050975

IRF4 1.07 (0.51-2.25) 0.86 1.13 (0.63-2.00) 0.69 1.04 (0.59-1.81) 0.90
rs7768807 \RF4 1.47 (0.85-2.56) 0.17 1.25 (0.81-1.93) 0.32 1.26 (0.83-1.90) 0.28

Tabla 16. Asociacion global de los polimorfismos de la via NFKB'y aspergilosis invasora.
Ajustado por edad, sexo, pais de origen y estatus de profilaxis. P<0.05 fue considerado
como significativo.

aFase 1(poblaciéon aspBIOmics; N=327).
Ajustado por edad, sexo, pais de origen y trasplante.
bFase 1+2 (poblacion aspBIOmics + PCRAGA- HUS-HGV; N=660 pacientes de alto riesgo).
Ajustado por edad, sexo y trasplante
cTotal (tras extension con 149 pacientes no trasplantados; N=809 pacientes de alto riesgo).

#Estimado segiin un modelo de herencia recesivo.
*Profilaxis estaba sé6lo disponible en 657 pacientes.

tTNFKB2Zrs11574851 (por-alelo OR=1.80, 95%CI 1.05-3.08; Pena=0.037).
INFKB2rs11574851 (por-alelo OR= 1.80, 95%CI 1.08-3.00; Ptrena=0.028).

Por ultimo, la tabla 17 muestra la asociacion entre los polimorfismos de la

via NFKB y la aspergilosis invasora en una poblacién seleccionada de pacientes

sometidos a un trasplante de progenitores hematopoyéticos.
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Variante_ dbSNP Gen OR (95% CI)? P.aior
rs4648110 NFKB1 1.25 (0.53-2.97) 0.61
rs1056890 NFKB2 0.89 (0.38-2.06) 0.78
rs11574851 NFKB2 1.38 (0.44-4.30) 0.58
rs842647 REL 0.49 (0.21-1.14) 0.095
rs13017599 REL 0.95 (0.43-2.09) 0.89
rs7119750 RELA 0.84 (0.33-2.16) 0.72
rs2288918 RELB 1.65 (0.67-4.03) 0.27
rs12203592 IRF4 5.87 (1.00-34.4)*  0.045
rs1877175 IRF4 0.58 (0.23-1.46) 0.24
rs1050975 IRF4 0.84 (0.28-2.50) 0.75
rs7768807 IRF4 0.61 (0.26-1.42) 0.24

Tabla 17. Asociacién de los polimorfismos de la via NFKB y la aspergilosis
invasora en pacientes sometidos a trasplante (N=173).

Tras observar los resultados de las tablas 16 y 17 podemos concluir que

existen tres polimorfismos de especial interés:

El polimorfismo rs11574851, situado en el gen NFKB2, parece aumentar
el riesgo de desarrollar una aspergilosis invasora. Aunque en la
poblacidén de la fase 1 del estudio, estas diferencias no son significativas,
tras aumentar el nimero de sujetos con la poblacién de pacientes
espafioles y la poblacién de pacientes trasplantados de la Universidad de
Perugia se observa un aumento significativo del riesgo (OR=2,01;
p=0,018).

En el caso del polimorfismo rs12203592, situado en el gen IRF4, ocurre
algo similar, observando un aumento significativo del riesgo de
desarrollar una aspergilosis invasora (OR=3,85; p=0,027). Cuando
seleccionamos una poblacién de pacientes sometidos a un trasplante de
progenitores hematopoyéticos, el riesgo es aun mayor (OR=5,87;
p=0,045).

Por el contrario, la presencia del polimorfismo rs2288918, situado en el
gen RELB, parece tener un efecto protector sobre el desarrollo de una

aspergilosis invasora (OR=0,42; p=0,013).
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5.- DISCUSION
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La infeccién fingica por aspergillus en pacientes hematoldgicos de alto
riesgo continda teniendo hoy en dia una elevada morbi-mortalidad (3). El inicio
precoz de un tratamiento antifingico adecuado es imprescindible (69). Dado que
las técnicas clasicas de diagnostico, como los cultivos microbiologicos o la
histopatologia no permiten un diagnostico precoz , son muchos los grupos que han
intentado encontrar algln tipo de biomarcador o combinacién de biomarcadores

que permitan realizar un diagndstico mas precoz de este tipo de infeccion.

El presente estudio pretende comparar dos estrategias diferentes de
diagnostico precoz de la infeccién flingica por aspergillus en pacientes
hematolégicos de alto riesgo. Por una parte, existe un grupo basado en la
combinacién de dos pruebas microbiolégicas, como son la PCR en tiempo real de
aspergillus y la determinacidon del antigeno de galactomanano; por otra parte,
existe un grupo control basado unicamente en la determinacidn del antigeno de
galactomanano. Esta uUltima es una técnica de uso en la practica clinica habitual,
reconocida por la EORTC /MSG 2008 como criterio diagnéstico de la infeccion

fangica por Aspergillus (82).

Existen muchos estudios que han intentado evaluar el wuso del
galactomanano y la PCR de aspergillus para el diagndstico precoz de la infecciéon
fungica por aspergillus; sin embargo, este es el primer estudio prospectivo,
randomizado, llevado a cabo en pacientes hematolégicos muy seleccionados, con
un alto riesgo de desarrollar una infeccion fingica por aspergillus, y en el que el

tratamiento se establece segun los resultados de estas pruebas.

Recientemente se ha publicado un estudio que compara el uso combinado
de la PCR y el galactomanano con la estrategia estandar de diagndstico basado en
el cultivo y la histologia. Este estudio randomizado, llevado a cabo en pacientes de
alto riesgo demostrd que el uso de tratamiento antifingico empirico se reducia de
forma significativa en el grupo del uso combinado de la PCR y el galactomanano
con respecto al grupo control (15% versus 32%, p=0,002). Aunque en este trabajo
el numero de infecciones flingicas probadas fue el mismo en ambos grupos, el

numero de infecciones fingicas posibles o probables fue mayor en el grupo de la
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PCR y el galactomanano, lo que los autores explican por la diferencia en la

sensibilidad de las diferentes técnicas (165).

Estudios previos también han comparado la PCR frente al galactomanano;
sin embargo, el andlisis de estos resultados al ser retrospectivo, no permitio
cambiar la actitud frente al paciente segtn los resultados de los test diagndsticos

realizados (166).

Por otra parte algunos de estos estudios pueden estar limitados por el uso
de profilaxis antifingica con cobertura frente a hongo filamentoso, como por
ejemplo el estudio de Armenian y colaboradores, que analizaba de forma
prospectiva la PCR de aspergillus y el galactomanano en poblacién pediatrica de
alto riesgo, y en la que el 56% de las muestras pertenecian a pacientes bajo

profilaxis (167).

En el presente trabajo por primera vez se compara directamente el uso de
la combinacion de estos dos biomarcadores frente al uso tnico del galactomanano,
de forma prospectiva, en una poblacién de alto riesgo sin profilaxis antifingica
frente a hongo filamentoso y con resultados obtenidos de forma prospectiva de

manera que permitan modificar la actitud clinica.

En nuestro trabajo, como puede comprobarse en la tabla 7, los pacientes de
ambos grupos eran comparables, sin que hubiera diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos a excepcion de los pacientes diagnosticados de
sindrome mielodisplasico que fueron 4 en el grupo Ay 0 en el grupo B. No obstante
el peso de estos pacientes dentro del grupo A fue pequefio, ya que supuso
Unicamente un 4,2% del mismo. Tampoco hubo diferencias significativas entre los
dos grupos en relacion a la realizacion de pruebas diagnésticas, tal y como

podemos ver en la tabla 8.
Ningun paciente incluido en este estudio recibié profilaxis frente a hongo

filamentoso, lo que podria haber reducido la sensibilidad de los diferentes tests

microbiologicos como hemos visto en estudios previos.
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La hipétesis que dio lugar a este estudio fue que la asociacion del
galactomanano con una técnica de deteccion del ADN de Aspergillus, como es la
PCR, podria reducir la incidencia de aspergilosis invasora probable o probada
segun los criterios de la EORT/MSG 2008. Ademas podria reducir, tanto el tiempo
hasta el diagndstico evitando el uso de tratamientos antiflingicos empiricos

innecesarios, como la mortalidad debida a la aspergilosis invasora.

Con respecto a la incidencia de aspergilosis invasora, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos (13.5% en el grupo
Ay 15.9% en el grupo B, p-valor= 0.638). Sin embargo, llama la atencién que el
numero de aspergilosis invasoras en el grupo A se debi6 mayoritariamente a las
aspergilosis posibles y en el grupo B a las probables o probadas. La PCR de
aspergillus no se considera como un criterio microbiolégico de aspergilosis
invasora por la EORTC/MSG 2008, por lo que los pacientes del grupo A que
positivizaron Unicamente la PCR no pudieron considerarse como infecciones
fangicas probables o probadas, y esta puede ser la razén de que exista un mayor
numero de infecciones flingicas posibles en el grupo A, que no obstante no alcanza
la significacion estadistica (9,4% en grupo A versus 2,8% en grupo B). También
parece interesante que el 69,2% (9/13) de las aspergilosis del grupo A fueron
posibles. Es decir, se observa una tendencia a un mayor de aspergilosis invasoras
posibles en el grupo A con respecto al grupo B, pero centrandonos sélo en los
pacientes del grupo A, la mayoria de las infecciones flngicas no llegaron a ser
probables o probadas, lo que podria apuntar a un diagnéstico mas precoz en el
grupo experimental respecto al grupo control, tal y como ha sido publicado
previamente por otros grupos (156, 165). Recordemos que en el grupo A la
positivizaciéon de la PCR era criterio de inicio de tratamiento dirigido frente a
aspergillus, por lo que en el caso de que la PCR se anticipe al galactomanano es
muy probable que este Ultimo nunca llegue a ser positivo, ya que el paciente estara

ya recibiendo tratamiento.

La positivizacion de la PCR fue en muchos casos la tinica razén por la que a

los pacientes se les realizé una prueba de imagen como el TACAR. La posibilidad de
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que ante hallazgos inespecificos en esta pruebas de imagen, pudieran ser
atribuidos a una aspergilosis posible también se valor6 como una posibilidad del
aumento de las aspergilosis posibles, y por ello, sélo las aspergilosis probables o
probadas fueron consideradas como evaluables en los resultados del estudio de
forma similar a otros estudios que evalian la infeccién flingica en pacientes
hematologicos de alto riesgo (168, 169, 170). El TACAR es una herramienta
diagnostica indispensable para el diagnéstico de la infeccién pulmonar por
aspergillus. Permite realizar un diagnéstico radiolégico en pacientes con
radiografia de térax normal, ademas de localizar lesiones para poder realizar una
prueba de diagndstico microbiolégico definitivo. Existen hallazgos radiolégicos con
una especificidad que puede llegar al 100%, como el signo del halo, pero este es un
signo transitorio por lo que esta prueba de imagen debe realizarse de forma precoz
ante la sospecha de una aspergilosis invasora (87). En este contexto, la
positivizacion de la PCR de aspergillus indujo a realizar esta prueba a mas
pacientes, y esta es otra razén de que el niumero de aspergilosis posibles sea mayor

en el grupo A que en el grupo B.

El objetivo principal del estudio era comparar la incidencia de aspergilosis
invasora probable o probada en los dos grupos de estudio, mediante la
demostracion de una menor incidencia en el grupo experimental que en el control.
Con los resultados de este estudio demostramos que la incidencia en el grupo A,
fue significativamente menor que en el grupo B (4,2% versus 13,1%
respectivamente). Visto de otro modo, la estrategia de la combinacién de la PCR y
el Galactomanano consiguid una reduccion global de la incidencia de aspergilosis

probable o probada de un 8,9% (95% CI: 0,9%-17%).

En términos relativos, la estrategia del uso combinado de PCR y
Galactomanano consiguié una reduccién del riesgo relativo de infeccién fingica
probable o probada (objetivo primario del estudio) del 68,1%, siendo 11 el
numero de pacientes de alto riesgo que deberian ser monitorizados con ambas

técnicas para prevenir un caso de aspergilosis probable o probada.
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La estrategia de la combinacién de ambas técnicas demostré ademas
reducir 7 dias el tiempo entre la aparicion de la neutropenia y el diagndstico de la
infeccion fingica (13 dias en el grupo A versus 20 dias en el grupo B, p=0,022). Tal
y como fue publicado hace algunos afios, la PCR podria ser un marcador de
aspergilosis silente en algunos pacientes que estan bajo profilaxis antiftingica
(171). Ademas, la PCR y el galactomanano son dos marcadores con una cinética
completamente diferente. El galactomanano es producido durante la fase de
crecimiento logaritmico del hongo; sin embargo el DNA es liberado cuando las
hifas son destruidas, lo cual puede suceder ante la escasez de nutrientes o incluso

ante la presencia de antifungicos (172).

Estudios previos han mostrado una mayor anticipaciéon con la combinacién
de ambas técnicas, en torno a las 2 6 3 semanas, pero estos resultados no han
podido ser corroborados en nuestro estudio (148, 166). No obstante, recordemos
que la estrategia de combinacion de ambas técnicas permitio adelantar 7 dias el
tiempo desde la aparicién de la neutropenia, que es el momento en el que se inicia

la monitorizacion hasta el diagnostico.

Por otra parte, llama la atencion la presencia de 4 pacientes que nunca
positivizaron la PCR a pesar de ser posteriormente diagnosticados de una infeccion
fingica probable, basandose en la positivizacion del galactomanano. Aunque no
existe una explicacion clara para este fenémeno, es posible que dos hechos se
solapen con respecto a este tema y puedan explicar estas discrepancias. Por una
parte es bien conocida la alta tasa de falsos positivos del Galactomanano (127, 128
129, 130), por lo que es posible que estos pacientes no tuvieran finalmente una
aspergilosis invasora. Recordemos que en ninguno de estos 4 pacientes la
aspergilosis fue probada y que la sensibilidad y el valor predictivo negativo de la
PCR utilizada, publicada en estudios previos del grupo del ISCIII de Majadahonda,
fueron muy elevadas, del 91.6% y del 98.5% respectivamente (156). Por otra
parte, la sensibilidad de la técnica de la PCR en especies de Aspergillus no
fumigatus podria ser menor (173). Sin embargo, este hecho parece no tener

demasiada relevancia en la practica clinica habitual ya que es el Aspergillus
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fumigatus la especie que con mayor frecuencia afecta a nuestros pacientes.
Ademas, en aquellos pocos pacientes con falsos positivos de la PCR, la

determinacion del galactomanano deberia confirmar el diagndstico.

Con respecto al uso de tratamientos antifingicos, la estrategia de la
combinacién de la PCR con el galactomanano redujo la necesidad de tratamiento
antifungico empirico y dirigido de forma significativa, como podemos observar en
la tabla 12. Como era de esperar, el uso de tratamiento precoz, dirigido por la
positivizacion de pruebas microbiolégicas fue mayor en el grupo PCR-AGA
probablemente porque la PCR permiti6é un diagnéstico mas precoz. De hecho, sélo
un paciente de los 19 de este grupo inicid el tratamiento tras la positivizacién del
galactomanano. Todo esto sugiere que los 18 pacientes restantes (18,8% del total
del grupo PCR-AGA) pudieron beneficiarse claramente de la estrategia de la
combinacién de ambas técnicas y asi evitar el desarrollo de formas de aspergilosis
invasora con un mayor grado de angioinvasion. También es de destacar que a
pesar de la administracién de tratamiento antifingico anticipado en ambos grupos,
sélo un 17,4% (4/23) de los pacientes del grupo PCR-AGA que tuvieron una PCR
positiva fueron diagnosticados posteriormente de una aspergilosis invasora
probable o probada, a diferencia del 82,3% (14/17) en el grupo control, basado en
la positivizacién del galactomanano. Todo ello apunta a que la estrategia
combinada permite identificar un grupo de pacientes con estadios subclinicos de
aspergilosis invasora en los que la administraciéon de tratamiento antifingico de
forma precoz podria ser esencial, ya que la demora en el inicio del tratamiento
antifingico repercute de manera muy negativa en la mortalidad por esta infeccién

(69, 70).

Dado que el grupo PCR-AGA precisO6 menos tratamiento antifingico
empirico, nos preguntamos qué habria ocurrido si los facultativos responsables de
los 31 pacientes del grupo control a los que se les administré tratamiento
antifungico empirico hubieran tenido el resultado de la PCR. Los resultados
demuestran que 4 de los 31 pacientes (12,9%) se podrian haber beneficiado del
resultado de la PCR. En 2 casos, el resultado fue negativo y se podria haber evitado

un tratamiento innecesario. En los 2 casos restantes, el resultado fue positivo con
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una anticipacion de la PCR de 8 y 22 dias, por lo que el tratamiento se podria haber

iniciado con una mayor precocidad.

La mortalidad global del estudio al final del seguimiento fue del 14,8%
(13+17/203). Sélo 5 de las 30 muertes (16,67%) estuvieron relacionadas
directamente con una aspergilosis invasora probable o probada (1 en el grupo
PCR-AGA y 5 en el grupo control). Las tasas de mortalidad son similares a las
publicadas en otros estudios con pacientes de alto riesgo (174, 175, 176). Podemos
observar una tendencia a una menor mortalidad atribuible a la infeccién fingica en
el grupo PCR-AGA en comparacién con el grupo control (1 versus 4), en probable
relacion con el diagnostico mas precoz de la infeccion; sin embargo el tamano de la
muestra no permite establecer diferencias estadisticamente significativas con

respecto a este objetivo secundario del estudio.

Hasta donde alcanza nuestro conocimiento, este es el primer estudio
randomizado, realizado en pacientes de alto riesgo de infeccion fungica por
aspergillus que compara la utilidad del uso combinado de la PCR y el
galactomanano con el estandar de diagnostico precoz basado en el galactomanano
Unicamente. Sin embargo debemos realizar algunas consideraciones con relaciéon

al estudio:

Por una parte la tasa de positivizacion de la PCR en el grupo PCR-AGA es
mayor que en el grupo control (23,9% versus 14%, p=0,07), por lo que se plantea
la posibilidad de que los dos grupos no fueran totalmente comparables en base a
su riesgo de desarrollo de una aspergilosis invasora. Por otra parte la duracion de
la neutropenia en pacientes con diagnostico de leucemia aguda mieloblastica fue
mayor en el grupo PCR-AGA que en el grupo control (30 versus 22, p = 0.006) lo
que podria haber perjudicado al grupo PCR-AGA, infraestimando el beneficio de la
estrategia combinada. Recordemos que la neutropenia es uno de los factores de

riesgo clasicos de la infeccién fungica por aspergillus (17, 20, 21, 22) .

Por el contrario, el nimero de pacientes con un galactomanano positivo fue

menor en el grupo PCR-AGA que en el grupo control (8 versus 17, p=0,102),
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aunque no se alcanzara la significacion. Este hallazgo puede explicarse por el inicio
precoz de tratamiento antifingico una vez positivizada la PCR, que impediria la
deteccion posterior del galactomanano. Como ya se ha mencionado anteriormente,
el poder estadistico de este estudio fue insuficiente para demostrar diferencias
estadisticamente significativas con respecto a la mortalidad. Las pruebas de
imagen no fueron evaluadas por un radiélogo independiente, ciego para el estudio.
Tampoco ha sido evaluada la cinética del galactomanano y la PCR tras el
diagnéstico, intentando correlacionarlo con los resultados clinicos y las respuestas
al tratamiento antifingico, lo cual podria ser interesante realizar en estudios
futuros. Es bien conocido que valores elevados del galactomanano, o la falta de
descenso de este se puede considerar como un fallo del tratamiento (123).
Ademas existe correlacion entre la evolucion de los valores del galactomanano y la

respuesta al tratamiento antifingico y la supervivencia de los pacientes (124).

En nuestro estudio no se ha evaluado el coste-efectividad de la estrategia
combinada. Sin embargo, parece razonable que un diagndstico mas temprano de la
aspergilosis invasora, en estadios mas precoces de la infeccién, podria reducir la
morbi-mortalidad y probablemente los costes derivados de esta, incluyendo el uso
de tratamiento antifingico empirico innecesario (166, 177). Tampoco se ha
valorado si la estrategia combinada ofrece ventajas respecto al uso de profilaxis
antifiingica con azoles de espectro extendido en pacientes de alto riesgo. Un
estudio reciente ha demostrado que pacientes bajo profilaxis frente al hongo
filamentoso con Posaconazol no se benefician del seguimiento con el
galactomanano, y recomiendan el uso de esta técnica como herramienta
diagnostica ante la sospecha clinica de infeccidn fingica (178). Seria interesante
realizar estudios en los que se estudiase si la asociacién de la PCR al
galactomanano en el seguimiento podria beneficiar a pacientes bajo profilaxis

frente a hongo filamentoso.

En conclusién, este es el primer estudio que compara la eficacia de la
estrategia de la combinacién del galactomanano y la PCR-TR con la determinacién
habitual unica del galactomanano. A través de un diagnostico mas precoz y un

inicio mas temprano del tratamiento antifingico, esta estrategia fue capaz de
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reducir la incidencia de aspergilosis invasora probable o probada, que era el

objetivo principal del estudio.

Con respecto a la segunda parte de este trabajo, una de las grandes
incognitas respecto a la aspergilosis invasora es si existe un componente genético
que predisponga o proteja de su desarrollo. Siempre ha existido la duda de por qué
unos pacientes desarrollan una aspergilosis y otros no, aunque tengan el mismo
tipo de enfermedad y otros factores de riesgo similares. Al igual que en otras
enfermedades, la posibilidad de que ciertos polimorfismos genéticos pudieran
modificar el riesgo ha sido estudiada ampliamente. Existen muchos sistemas y vias
de sefalizacion que pueden modificar la respuesta inmune ante cualquier tipo de

infeccion, incluyendo las de origen fungico.

Son muchos los polimorfismos que han demostrado ser un factor de riesgo
genético para el desarrollo de una Al Entre estos polimorfismos destacan los del
toll-like receptor 4, los polimorfismos que afectan a genes de la familia de las
lectinas tipo C, a los genes de los receptores del factor de necrosis tumoral 1y 2,0 a
los genes de las interleukinas 10 y 1. Asi mismo, existen ciertas variables genéticas
con efecto protector frente al desarrollo de una Al como son otros polimorfismos
que también afectan a genes de la familia de las lectinas C, a la IL-10 y a la IL-1 (29,

30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38).

La via NFKB es una via de respuesta celular inmediata, de gran importancia
en la respuesta rapida del sistema inmune frente a diferentes patdgenos. La
respuesta inmune innata es fundamental durante la etapa inicial de la defensa del
huésped contra la infeccidn por diferentes patdgenos, antes de que se desarrolle la
inmunidad adquirida antigeno-especifica. Para sobrevivir dentro del ambiente
hostil del huésped, los patégenos utilizan un conjunto de proteinas capaces de
interferir con las rutas de transduccion de sefiales, cuyo objetivo final es eliminar a
los microorganismos. Una de las rutas de transduccién de sefiales mas importantes
en las respuestas inmunes innata y adquirida es la mediada por la activacién de

NF-kB. La actividad de NF-kB da como resultado la transcripciéon de genes que
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codifican citocinas, factores de crecimiento, proteinas de fase aguda, inmuno-
receptores, otros factores de transcripcién, moléculas de adhesion celular, o
proteinas reguladores de la apoptosis. Durante el curso de una infecciéon la
inhibicién o activacion de NF-kB bloquea o induce, respectivamente, la produccién
de citocinas pro-inflamatorias y quimiocinas, las cuales tienen como funcién

principal reclutar macréfagos y polimorfonucleares hacia el sitio del dafio tisular ,

para eliminar al invasor por fagocitosis (179).

Algunos polimorfismos de la via NFKB han sido estudiados previamente y
se han relacionado con patologias como la colitis ulcerosa, la enfermedad de
Crohn, la artritis reumatoide, el lupus eritematoso sistémico, la artritis psoriasica,
la arteritis de células gigantes, la diabetes mellitus tipo 1, la enfermedad celiaca o
la enfermedad de Parkinson , asi como con la susceptibilidad a desarrollar
diferentes neoplasias como el carcinoma escamoso, el cancer colo-rectal, el

carcinoma hepatocelular, el cancer de mama o el mieloma multiple (180).

Dada la importancia de esta via de sefalizacion en multiples patologias
relacionadas con la respuesta inmune, se plante6 un estudio que permitiera
evaluar ciertos polimorfismos que afectan a genes implicados en esta via y su

repercusion en el desarrollo de la Al

Los resultados indicaban que los portadores del alelo NFKB2rs11574851T
y el genotipo IRF4rs12203592T/T tenian un riesgo significativamente mayor de
desarrollar Al cuando se comparaban con los portadores del alelo o genotipo wild-
type (OR=2.01 95%IC 1.15-3.53, P=0.018 y OR=3.85 95%IC 1.22-12.1, P=0.027,

respectivamente).

Por otra parte los portadores del genotipo RELBrs2288918C/C mostraban
un riesgo significativamente menor de desarrollar la infeccion (OR=0.42 95%IC

0.20-0.88, P=0.013).

La asociacion de la variante NFKB2rs11574851 ademds estaba

significativamente asociada con un mayor riesgo a desarrollar Al cuando se asumia
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un modelo de herencia aditivo (OR=1.80 95%IC 1.08-3.00, P=0.028) lo que sugiere
un efecto dependiente de la dosis alélica (los homocigotos mutados presentan mas

riesgo que los heterocigotos).

Un andlisis estratificado por trasplante considerando sélo las muestras de
los donantes y los casos de Al post-trasplante mostré que los pacientes portadores
del genotipo IRF4rs12203592T/T mostraban una tendencia a presentar un mayor

riesgo a desarrollar Al (OR=5.87 95%IC 1.00-34.3, P=0.045).

Aunque ninguna de las asociaciones descritas se mantenia significativa tras
corregir por multiples comparaciones, nuestros datos sugieren que variantes
genéticas en la via de NFKB puedan influir en el riesgo de desarrollar aspergilosis

invasora.

Nuestros resultados sugieren que polimorfismos en los genes NFKB2, IRF4
y RELB pueden tener un efecto sobre la susceptibilidad a desarrollar Al pero
estudios adicionales son necesarios para validar nuestros resultados (tanto en la

poblacidn global como en la poblacion de trasplante).

El polimorfismo en NFKB2 es sinébnimo y se encuentra en regién
codificante. Sugiere que el polimorfismo puede alterar la funciéon de la proteina
aunque no cambie la estructura del aminoacido. Podria ademads influir en la

estabilidad del mRNA.

Los polimorfismos en RELB y IRF4 estan en regiones intronicas lo que
sugiere que puedan actuar modulando el corte y empalme asi como la generacién
de isoformas alternativas, o incluso regulando la expresion génica ya que el
polimorfismo crea un sitio de unién para un factor de transcripcién en el intrén

(28).

Con respecto a estos resultados es de destacar que hasta el momento actual
este tipo de polimorfismos no habia sido estudiado previamente como factor de

riesgo para el desarrollo de la infecciéon fingica por aspergillus. El principal
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problema para realizar un estudio de este tipo es que es necesaria una poblacion
muy seleccionada, de pacientes de alto riesgo de desarrollar una infeccion fiingica
por aspergillus, y ademas de gran tamafio, por ello ha sido necesaria la unioén de 5
poblaciones a nivel internacional obteniendo la mayor poblaciéon de estudio de

aspergilosis invasiva hasta la fecha.

Es de destacar, que se estdn analizando polimorfismos genéticos que
afectan no sélo a NFKB, sino a otras vias con especial importancia en la respuesta

inmune frente a la infeccion.

Este estudio tiene fortalezas, pero también importantes limitaciones. Como
fortalezas destaca el origen multicéntrico de la poblacién que evitaria parte de los
sesgos de seleccion. Ademas, la poblacion es grande, asi como el numero de
polimorfismos estudiados, lo cual permitié evaluar la utilidad potencial de las
variantes genéticas para predecir el riesgo de desarrollar una infeccién fingica por
aspergillus. Con respecto a las limitaciones del estudio, incluyen la dificultad del
diagnéstico de la infeccion fungica por aspergillus, un numero bajo de casos de
infecciones fungicas probables o probadas y la falta de informacion sobre la

profilaxis antifiingica en algunos pacientes.

Tras analizar los resultados de este estudio, se plantean multiples
consideraciones. Por una parte, se podria plantear la posibilidad de individualizar
y ajustar el tipo de tratamiento antifiingico profilactico en funcién de la presencia
0 no de estos polimorfismos. Por otra parte, se podrian estudiar este tipo de
polimorfismos en los donantes de un trasplante alogénico de progenitores
hematopoyéticos, y ver qué importancia tienen en el desarrollo posterior de una
infeccion fungica por aspergillus en el receptor. La demostracion de que existen
polimorfismos genéticos en el donante que predisponen a una IFI en el receptor
podria tener especial relevancia en la seleccion de donantes. No obstante se
requieren mas estudios y muestras tanto de donantes como de receptores para

poder confirmar estas hipotesis.
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El estudio de polimorfismos genéticos no esta actualmente incorporado a la
practica clinica diaria, y son necesarios mas estudios para evaluar su valor real y
las implicaciones que puede tener sobre el paciente. No obstante dicho estudio
podria ayudarnos a disminuir la morbi-mortalidad de los pacientes hematolégicos
de alto riesgo, que con frecuencia van asociadas a la infeccién flingica por

aspergillus.
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6. CONCLUSIONES
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En relacion al objetivo principal y al objetivo 1:

la- El uso combinado de la técnica de deteccion de galactomanano y la PCR
en tiempo real es una estrategia capaz de reducir la incidencia de aspergilosis
probable o probada en comparacién con el uso unico del galactomanano en
pacientes hematoldgicos de alto riesgo.

1b- La mortalidad global, asi como la mortalidad a los 30 dias y a los 180
dias fue similar entre ambos grupos con el uso combinado de (q-RT-PCR) y
galactomanano o sélo con galactomanano. No hubo diferencias estadisticamente
significativas en cuanto a la mortalidad atribuible a aspergilosis invasora probable

o probada.

En relacion con el objetivo 2:

Segun los criterios de la EORTC/MSG:

No se observaron diferencias estadisticamente significativas con respecto a
la incidencia global de IFI entre ambos grupos, pero se observa una tendencia a un

diagndstico mas temprano de IFI en el grupo de la combinacion de las dos técnicas.

En relacion con el objetivo 3:

3a- No hubo diferencias significativas entre la incidencia de neutropenia
febril ni los dias de neutropenia febril entre ambos grupos.

3b- La estrategia de la combinaciéon de ambas técnicas permitié reducir el

tiempo entre la aparicién de la neutropenia y el diagndstico de la infeccién fingica.

En relacion con el objetivo 4:
No se ha podido establecer una clara dindmica de positivizacion de ambas

técnicas (PCR y Galactomanano) en la poblacién de estudio.

En relacién con el objetivo 5:

La estrategia de diagndstico mediante la combinacién de la PCR y el
galactomanano permitiéo reducir el uso de tratamiento antifingico empirico y
dirigido y aumentar el uso de tratamiento precoz. La duracién del tratamiento

antifingico fue similar en ambos grupos.
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En relacion con el objetivo 6

6a- Los portadores del alelo NFKB2rs11574851T y el genotipo
IRF4rs12203592T/T tienen un riesgo significativamente mayor de desarrollar una
aspergilosis invasora.

6b- Los portadores del genotipo RELBrs2288918C/C tienen un riesgo
significativamente menor de desarrollar una aspergilosis invasora que los otros

genotipos analizados.
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7. MATERIAL DERIVADO DE LOS TRABAJOS
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ANEXO 1. CONSENTIMIENTO INFORMADO ESTUDIO PCRAGA

FORMULARIO DE HOJA DE FIRMA DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO
TERAPIA ANTICIPADA DE ASPERGILOSIS INVASORA EN PACIENTES

ONCOHEMATOLOGICOS CON NEUTROPENIA BASADA EN LA DETECCION
MEDIANTE PCR DE ASPERGILLUS

Nombre del paciente (mayusculas)

He sido informado por el Dr. /Dra. de forma

completa y clara sobre los objetivos, significado y caracteristicas del estudio y
sobre sus posible riesgos y beneficios, asi como de los requisitos necesarios para
participar en el ensayo. He leido y entendido el texto previo de informacién al
paciente y de este consentimiento informado. El médico del ensayo ha respondido
de forma suficiente a mis preguntas.

Soy consciente de que es importante que cumpla fielmente las indicaciones
meédicas relacionadas con el ensayo clinico y tengo el derecho a finalizar
voluntariamente mi participacion en el estudio en todo momento, si asi lo deseo:

12 Cuando quiera

22 Sin tener que dar explicaciones

32 Sin que ello repercuta en mis cuidados médicos

Acepto, por tanto, voluntariamente participar en el ensayo clinico y autorizo el uso

de toda la informacién obtenida. Entiendo que recibiré una copia firmada de este
consentimiento informado.

Paciente Fecha Firma Médico Fecha Firma

En pacientes menores de edad (menores de 18 afios), es necesario por motivos
legales también el consentimiento por escrito de los dos padres o posibles tutores.

Padre o tutor 1 Fecha Firma Padre o tutor 2 Fecha Firma
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CONSENTIMIENTO INFORMADO ORAL ANTE TESTIGOS

TERAPIA ANTICIPADA DE ASPERGILOSIS INVASORA EN PACIENTES
ONCOHEMATOLOGICOS CON NEUTROPENIA BASADA EN LA DETECCION
MEDIANTE PCR DE ASPERGILLUS

Yo,(nombre y apellidos),
Declaro bajo mi responsabilidad que: (nombre del participante en el ensayo)

Ha podido hacer preguntas sobre el estudio.

Ha recibido suficiente informacién sobre el estudio.

Ha leido recibido la hoja de informacidn sobre el estudio
Ha sido informado por el:

Dr. (nombre del investigador)

Comprende que su participacidn es voluntaria.
Comprende que puede retirarse del estudio:
-Cuando quiera

-Sin tener que dar explicaciones

-Sin que ello repercuta en sus cuidados médicos

Presta libremente su conformidad para participar en el ensayo y autorizo el uso de
toda la informacion obtenida.

Firma del testigo Fecha Firma del investigador Fecha
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CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL REPRESENTANTE LEGAL (EN CASO DE
PACIENTES LEGAL, MEDICA O MENTALMENTE INCAPACITADOS)

TERAPIA ANTICIPADA DE ASPERGILOSIS INVASORA EN PACIENTES
ONCOHEMATOLOGICOS CON NEUTROPENIA BASADA EN LA DETECCION
MEDIANTE PCR DE ASPERGILLUS

Yo,(nombre apellidos),
En calidad de: (relacion con el paciente) de (nombre del participante)

He leido la hoja de informacién que se me ha entregado
He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido respuestas satisfactorias a mis preguntas.
He recibido suficiente informacidn sobre el estudio.

He hablado con el:

Dr.

Comprendo que la participacién es voluntaria.
Comprendo que puede retirarse del estudio:

-Cuando quiera

-Sin tener que dar explicaciones

-Sin que ello repercuta en mis cuidados médicos

En mi presencia se ha dado a (nombre del participante)

toda la informacion pertinente, adaptada a su nivel de entendimiento y esta de
acuerdo en participar.

Y presto mi conformidad con que (nombre del participante)
participe en este estudio.

Firma del representante Fecha Firma del investigador Fecha
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ANEXO 2. ESQUEMA DEL PROTOCOLO PCRAGA

Terapia anticipada de Aspergilosis Invasora en pacientes oncohematoldgicos de alto riesgo mediante
el uso de PCR para la deteccion precoz de Aspergillus (Estudio PCRAGA)

INGRESO |

INICIO DE QT
INICIO DE ACONDICIONAMIENTO

/ \

PCR y AGA 2 veces/semana

PCR ® PCR @

y/o durante todo el estudio

y
AGA @ en ambos brazos, se inicie o no AGA Q

tratamiento AF, o aunque se

l positivicen los resultados l

CONTINUAR SIN
ANTIFUNGICO
MANTENER MANTENER
TRATAMIENTO TRATAMIENTO AF HASTA
AF HABITUAL PARA IFI NEGATIVIZACION PCRY AGA
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ANEXO 3. INFORME DEL COMITE ETICO

0 0 Q e “ Q " » -

1‘% czz;};é cnic COMITE DE ETICA DE LA
s o Gies  INVESTIGACION Y DE BIENESTAR
Carlos|ll —

Informe

INFORME

N°: CEl Pl 27_2012-v3

El Comité de Etica de la Investigacién y de Bienestar Animal del Instituto de
Salud Carlos Il ha revisado el proyecto titulado “Identificacion de perfiles
que gobiernan el desarrollo de enfermedad: Analisis de expresion génica
asociada a Infecciones Fuingicas Invasivas”

remitido por la investigadora: Laura Alcazar Fuoli

del Centro Nacional de Microbiologia.

La citada revision tiene por objeto comprobar que se cumplen los requisitos
éticos y legales exigibles en las investigaciones que utilizan seres humanos,

muestras humanas o datos humanos.

El Comité estima que el proyecto cumple los requisitos mencionados.

Se recuerda al investigador la obligacion de presentar la memoria firmada de
la investigacion al CElyBA a la finalizacion del proyecto/linea de investigacion
y que ésta debe ajustarse a la memoria descriptiva aprobada. Asimismo, que
cualquier modificacion relevante debe ser notificada al Comité y requerira una

nueva evaluacion.

Madrid, a 16 de Julio de A0 DEEr

A >
<UTO Dy
D) ’4\\
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ANEXO 4. DIAGRAMA DE FLUJO ESTUDIO PCRAGA

SELECCION

RANDOMIZACION

224 PACIENTES

CANDIDATOS

5 Pacientes son excluidos:

LAM no confirmada (n=1)
Antecedentes de IFI (n=1)
Tratamiento antifingico
previo (n=2)

219 PACIENTES SON
RANDOMIZADOS

105 PACIENTES EN GRUPO A
(PCR-AGA)

114 PACIENTES EN GRUPO B

(AGA)

SEGUIMIENTO

ANALISIS

9 Pacientes excluidos:
2 pacientes con uso de Equinocandinas
2 pacientes con falta de uso de antifiingico
ante test positivo
5 pacientes sin realizar TACAR ante test
positivo

7 Pacientes excluidos:
2 pacientes con uso de
Equinocandinas
3 pacientes con falta de uso de
antifingico ante test positivo
2 pacientes con monitorizacion
incompleta de AGA

96 PACIENTES ANALIZADOS

107 PACIENTES ANALIZADOS
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11. ABREVIATURAS (por orden alfabético)
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- Aa: aminoacido

- AGA: antigeno de galactomanano

- Al: aspergilosis invasora

- Allo-TPH: trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos

- ARNm: acido ribonucleico mensajero

- BG: 1-3 B-D glucano

- CEIC: Comité Etico de Investigacion Clinica

- CI: intervalo de confianza.

- CMV: citomegalovirus

- Crom: cromosoma

- ¢SNP: Polimorfismos de un solo nucleétido codificantes

- DC-SIGN: Dentritic Cell-Sepcific Intercellular adhesién molecule-3-Grabbing
Non-integrin

- DE: desviacion estandar

- Dectin-1: Dendritic cell-associated C-type lectin-1

- Dectin-2: Dendritic cell-associated C-type lectin-2

- EICH: enfermedad injerto contra receptor

- EORTC/MSG: European Organisation for Research and Treatment of
Cancer/ Invasive Fungal Infections Cooperative Group and the National
Institute of Allergy and Infectious Diseases Mycoses Study Group.

- E: Especificidad

- GETH: grupo espafol de trasplante hematopoyético

- HGV: hospital general de Valencia

- HLA: antigenos de histocompatibilidad leucocitarios humanos

- HUS: hospital universitario de Salamanca

- IFI: infeccion fingica invasora

- IkBs: inhibidores de kB

- IL-10: interleukina 10

- IL-1: interleukina 1

- IL-6: interleukina 6

- ISCIII: instituto de salud Carlos III

- LLA: leucemia aguda linfoblastica

- LMA: leucemia aguda mieloblastica
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- LTa: Linfoxina o

- MAF: alelo de menor frecuencia

- NFKB: factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células
B activadas

- OR: odds ratio

- PCRAGA: (EU ensayo clinico nimero 2010-019406-17)

- PCR-TR: reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real

- PP: por protocolo

- PRRs: receptores de reconocimiento

- rSNP: polimorfismos de un solo nucleétido reguladores

- S: sensibilidad

- SMD: sindrome mielodisplasico

- SNP: Polimorfismos de un solo nucledtido

- srSNP: polimorfismos de un solo nucleétido estructurales

- TACAR: tomografia axial computarizada de alta resolucién

- TNFa: factor de necrosis tumoral o

- TNFR1: receptor 1 de factor de necrosis tumoral

- TNFR2: receptor 2 de factor de necrosis tumoral

- TPH: trasplante de progenitores hematopoyéticos

- UP: universidad de Perugia (Italia)

- VPN: valor predictivo negativo

- VPP: valor predictivo positivo
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