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RESUMEN

El diagnéstico de las micosis invasoras es un reto dificil por la baja sensibilidad de los métodos tradicio-
nales y conlleva retrasos diagnésticos y terapéuticos. Los objetivos de este trabajo de revisién han sido
resumir el estado actual de las técnicas de diagnéstico molecular de las enfermedades flingicas invasoras
y aclarar el papel real que desempefian en la practica clinica. Los métodos microbiolégicos convenciona-
les pueden ser complementados con técnicas moleculares que permitan una identificacién mas rapida y
certera de los aislamientos clinicos. La deteccion de biomarcadores ([3-glucano, galactomanano) es ftil
en pacientes inmunodeficientes y son criterios diagndsticos para la EORTC/MSG. La deteccion de acidos
nucleicos es todavia una herramienta diagndstica complementaria, Gtil en el diagndéstico de las micosis
por mohos. Finalmente, la deteccién combinada de biomarcadores puede mejorar el diagnéstico pero su
aplicabilidad no es tan sencilla y requiere de estudios adicionales que permitan valorar adecuadamente
su validez.
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Invasive Fungal Disease: Conventional or molecular mycological diagnosis?

ABSTRACT

Diagnosis of invasive mycoses is a difficult challenge due to the limitations and low sensitivity of tradi-
tional microbiology methods which lead to diagnostic and therapeutic delays. The aim of this review is
to summarise the state of the art of the molecular diagnosis of invasive fungal disease and to clarify its
current role in the clinical practice. Conventional microbiological methods could be complemented with
molecular methods in the rapid and definitive identification of fungal isolates. Biomarkers ([3-glucan,
galactomannan) are very useful in immunocompromised patients and have been included as probable
invasive mycoses by the EORTC/MSG. Nucleic acid detection is currently used as a complementary tool for
diagnosis. However, PCR can be very useful in mould invasive mycoses. Finally, the combined detection
using biomarkers can improve the diagnosis. However, their applicability in the microbiology laboratory
is not so easy and further studies are required for the appropriate evaluation of its clinical usefulness.
© 2011 Elsevier Espafia, S.L. All rights reserved.

El diagnéstico de las micosis invasoras continida siendo un dificil
reto, sobre todo por la escasa especificidad de las manifestaciones
clinicas, la inexistencia de hallazgos radioldgicos que sean patog-
nomonicos y la baja sensibilidad y relativa lentitud de los métodos
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microbiolégicos'4. Las limitaciones inherentes y la escasa sensi-
bilidad de los métodos de diagnéstico microbiolégico tradicionales
como la observacién al microscopio de las muestras clinicas, su cul-
tivo en medios artificiales y la posterior identificaciéon de los hongos
aislados en dichos medios mediante diversas técnicas, implican un
retraso diagnéstico que muchas veces posterga la instauracién del
tratamiento antifingico mas apropiado para la enfermedad flingica
que padece el enfermo y ademas favorecen la aparicién de dafios
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organicos irreversibles. De hecho, diversos estudios asocian la alta
morbimortalidad de las micosis invasoras con estos retrasos tanto
diagnésticos como terapéuticos®~’.

Una de las posibles vias de solucion de este problema diagnés-
tico es el desarrollo de técnicas microbiolégicas que no necesiten
basarse en el cultivo de aquellas muestras clinicas que se consideren
significativas o que, si se basan en el cultivo y aislamiento del agente
patégeno, reduzcan de una forma significativa el tiempo necesario
para alcanzar la identificacion de certeza de los aislamientos fangi-
cos obtenidos. Ademas, para que estos métodos diagndsticos sean
eficientes desde el punto de vista clinico, seriaimportante que apor-
taran una informacién adicional valiosa sobre las caracteristicas
de estos aislamientos, como son aquellas propiedades relacionadas
con laresistencia potencial a los farmacos antiftingicos, los factores
de virulencia o patogenicidad o datos epidemiol6gicos que mejoren
la comprensién de la patogenia y de la epidemiologia de las micosis
invasoras.

Los métodos diagnésticos independientes del cultivo, dispo-
nibles en la actualidad, tienen distintas bases cientificas, dianas
moleculares y técnicas de deteccién para alcanzar un diagnéstico
fiable de la infeccién fliingica en el menor tiempo posible. Muchos
de estos métodos detectan moléculas especificas e importantes de
los hongos mas frecuentemente implicados en patologia humana
y, sensu lato, podriamos definir como un método de diagnéstico
molecular a aquel que permite detectar la presencia de estas molé-
culas flngicas en las muestras clinicas. También incluiriamos en
esta definicién a aquellos métodos que detectan estas moléculas
una vez que el hongo ha sido aislado en un medio de cultivo y
que pueden facilitar una correcta identificacién del género, espe-
cie o subespecie (genotipo, biotipo, variedad, etc.). En el primero
de los casos, la detecciéon molecular va a permitir un diagnés-
tico probablemente mas rapido de la micosis invasora porque la
deteccién de los componentes del hongo en muestras como la san-
gre, el suero, el lavado broncoalveolar o el liquido cefalorraquideo
se anticipara en la mayoria de los casos al binomio convencional
cultivo-identificacion. En la segunda de las posibilidades, los méto-
dos moleculares facilitarian la identificacién del agente etiol6gico
aislado cuando los métodos morfolégicos, bioquimicos o fisiologi-
cos convencionales supongan un trabajo oneroso o no permitan
obtener una identificacion de la especie con un minimo de certeza
y rapidez.

Si consideramos este sentido amplio, podemos incluir den-
tro del diagnéstico molecular de las micosis invasoras a todos
aquellos métodos que permiten detectar componentes flingicos
como el 1-3-B-D-glucano (BG), antigenos como el manano (MN),
el galactomanano (GM) o el glucuroxilomanano (GXM), protei-
nas o acidos nucleicos (AN). Algunos de estos biomarcadores,
como el GXM o el GM, han sido validados en diferentes estu-
dios clinicos para los diagnésticos de la criptococosis en pacientes
inmunodeficientes y de la aspergilosis invasora en pacientes onco-
hematolégicos, respectivamente28-12, Debemos tener en cuenta
que tanto el instrumental como la metodologia necesarios pararea-
lizar la deteccién de GXM y GM estan al alcance de la mayoria de
los laboratorios clinicos. La deteccién de BG o proteinas y la ampli-
ficacion y secuenciaciéon de AN implica la utilizacién de equipos y
métodos mas complejos, pero que ya estan disponibles en muchos
laboratorios de hospitales terciarios y en centros de referencia. Sin
embargo, debemos precisar que la deteccién de AN o proteinas se
encuentra en el terreno etéreo de la investigacion clinica y que aun-
que los resultados son muy prometedores, todavia se debe recorrer
un importante camino para alcanzar una correcta estandarizacién
de la metodologia empleada!3-16,

Se han publicado recientemente varios documentos y guias de
consenso con recomendaciones sobre el diagndstico y tratamiento
de las micosis invasoras>17-20 y, en concreto, Ayats et al® han publi-
cado una actualizada revision sobre el diagndstico de la enfermedad

fangicainvasoray propuesto una serie de recomendaciones de gran
utilidad. Debido a esto, en esta revision vamos a intentar contestar
a la pregunta planteada en el titulo sobre qué diagnéstico de labo-
ratorio es el mas adecuado en el paciente con sospecha de padecer
una infeccién fangica invasora, si el diagnéstico convencional o el
molecular, o si en el momento actual ambos son necesarios y com-
plementarios. Para alcanzar este objetivo, realizaremos una somera
revision de los métodos existentes resaltando sus puntos fuertes
y débiles, cudles son las intersecciones y cruces de caminos entre
diagnéstico convencional y molecular, y qué hechos pueden permi-
tir un refuerzo mutuo que redunde en una mejora del diagnéstico
de las micosis invasoras.

Diagnéstico micoldgico convencional

Entre los métodos de diagnéstico micolégico considerados como
convencionales podemos destacar el estudio macro y microscé-
pico de las muestras clinicas, su cultivo en medios artificiales para
poder aislar al agente causal de la micosis o la evaluacién de la res-
puesta inmune del enfermo frente a este, principalmente mediante
la deteccién de anticuerpos frente a diferentes antigenos flingicos
especificos321,

El estudio microscépico de los tejidos o de las muestras de
citologia puede permitir observar estructuras caracteristicas de los
hongos o la respuesta inflamatoria del enfermo frente a estos pat6-
genos. Este estudio anatomopatolégico realizado por un experto
sigue siendo uno de los pilares diagnésticos basicos para poder
confirmar una micosis invasora. Sin embargo, tiene muchas limi-
taciones tanto por la necesidad de que lo realicen personas con
gran experiencia en la anatomia patolégica de las infecciones ftin-
gicas, lo que no siempre es posible, como porque la observacién
de estas estructuras caracteristicas de los hongos solo es posible
cuando son abundantes y esto ocurre de forma mas habitual en
los estadios avanzados de la infeccién, cuando los dafios organicos
son importantes y, muchas veces, irreversibles. La realizacién del
estudio anatomopatolégico no debe impedir que se realice un cul-
tivo de la muestra porque el aislamiento es indispensable por ahora
para poder identificar correctamente al hongo patégeno. Estas téc-
nicas microscépicas también son ttiles en los estudios necrépsicos
para confirmar la etiologia fingica de la enfermedad que ha cau-
sado el fallecimiento del paciente. Debemos precisar que la labor
del microbiélogo es muy importante en este diagndstico basado en
la microscopia. En concreto, la observacién de muestras cutaneas,
respiratorias u obtenidas por aspiracién de diferentes lesiones, tra-
tadas con KOH o tefiidas con coloraciones microbiolégicas, como
la de azul de metileno, azul de toluidina, gram o metenamina de
plata, o con calcoflGor o anticuerpos marcados con fluoresceina,
pueden permitir un diagndstico presuntivo temprano de algunas
micosis invasoras, como aspergilosis, candidiasis, fusariosis,
mucormicosis o neumocistosis 3:8:22-26,

En la sensibilidad del diagnéstico mediante estudio micros-
cépico influyen diferentes aspectos técnicos, como los aumentos
empleados en la observacion, las tinciones aplicadas a la muestra
o la necesaria evaluacién de un niimero elevado de campos para
que no pasen desapercibidos los hongos cuando su concentracién
es baja. Es importante tener en cuenta que no siempre las estruc-
turas fangicas van a tener unas caracteristicas tan especificas, que
permitan la identificacién del hongo patégeno, y que esta identi-
ficacion sera con frecuencia solo la del género flingico porque es
dificil, muchas veces imposible, establecer la identificacion de la
especie flingica concreta que esta provocando las lesiones en los
tejidos242>. Esta deteccién se ve facilitada con el empleo de tincio-
nes como la tincién con hematoxilina-eosina y PAS que permiten
evaluar la respuesta inflamatoria o la tincién de metenamina de
plata (Gomori-Grocott) que, como las anteriores, resalta las formas
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celulares fingicas y permiten determinar si el hongo implicado es
unicelular o levaduriforme (como Candida) o filamentoso (como
Fusarium), si la hifa es regular y tabicada (como en Scedosporium)
o deforme y sifonada (como en los mucorales), si el micelio es
hialino (como en Aspergillus) o dematiaceo (como en Alternaria).
Como no es posible obtener con certeza la identidad del hongo,
se estan desarrollando métodos de inmuno-histoquimica, hibrida-
cién in situ o amplificacién de acido nucleicos en las muestras de
tejidos que serian una combinacién eficaz de métodos convencio-
nales y moleculares 27-30, Hay una serie de trabajos recientes que
pueden permitir al lector interesado profundizar en estos métodos
pero debemos tener en cuenta que no son técnicas estandariza-
das y la experiencia se reduce a pequefias series de casos o a
casos anecdéticos272931 Sin embargo, el interés por desarrollar un
diagnéstico anatomopatolégico molecular rapido y especifico ha
estimulado la creacién de grupos internacionales, como el Fungal
Infection Study Group de la European Society of Clinical Microbio-
logy and Infectious Diseases, con el objetivo de consensuar técnicas
y criterios que permitan una mejora en su fiabilidad28.

El cultivo de las muestras clinicas en medios microbiol6gi-
cos apropiados es necesario para el diagnéstico etiol6gico porque
permite el aislamiento del agente causante de la micosis, su iden-
tificacion y la realizacién de estudios posteriores que permitan
determinar su sensibilidad in vitro a los antifingicos, la pre-
sencia de determinados factores de virulencia o su tipificacién
epidemiolégica2-40, La mayoria de los hongos crecen bien en
medios de cultivos estandares, como el agar sangre o el choco-
late, pero los medios de cultivo especificos para hongos como el
agar glucosado de Sabouraud, el agar patata o los medios cromége-
nos diferenciales, facilitan el crecimiento fiingico®224!, En muchas
ocasiones, es necesaria la adicién al medio de cultivo de farmacos
antibacterianos, como cloranfenicol o gentamicina, que inhiban el
crecimiento bacteriano, y permitir asi un crecimiento flingico mas
abundante. Los medios cromégenos han supuesto un importante
avance en el diagnéstico de las candidiasis ya que muchos de ellos
permiten la identificacién presuntiva, con un elevado indice de cer-
teza, de Candida albicans, Candida dubliniensis, Candida glabrata,
Candida krusei y Candida tropicalis, en base al color de las colonias
que se han desarrollado en el medio, lo que facilita la eleccién del
farmaco antiftingico mas adecuado para el tratamiento*243,

La automatizacién de los hemocultivos ha permitido acortar el
tiempo de diagnéstico en aquellas micosis invasoras, como la can-
didiasis, en las que la fungemia es relativamente frecuente. Sin
embargo, debemos precisar que los hemocultivos con crecimiento
de Candida siguen estando cercanos al 50% de los casos de can-
didiasis invasora, cifra claramente mejorable*4-46. Otras micosis
invasoras, como fusariosis y escedosporiasis, pueden cursar con
episodios de fungemia y los hemocultivos permitir el aislamiento
del hongo, pero en la mayoria de las micosis invasoras causadas por
mobhos el rendimiento de estos cultivos es muy pobre224547.48 E]
aislamiento de hongos en medios de cultivo en los que se han sem-
brado muestras clinicas que no son habitualmente estériles, como
las muestras respiratorias, debe valorarse con cautela y, en estos
casos, todavia tiene una mayor relevancia realizar una correcta
evaluacién de la situacién clinica del paciente. El valor de un ais-
lamiento clinico, aunque pueda ser el de un hongo contaminante
habitual, es muchisimo mayor si el paciente retine las condiciones
clinicas necesarias para ser considerado de alto riesgo de padecer
una infeccién flngica invasora.

La identificacién del hongo aislado se va a basar en la morfo-
logia macroscépica de las colonias y en la microscépica del hongo
y sus propiedades bioquimicas, fisiolégicas e inmunolégicas®. La
identificacion en pocos minutos de cuatro especies importantes de
Candida, como C. albicans, C. dubliniensis, C. glabrata y C. krusei, se
puede realizar con pruebas de aglutinacién de particulas latex49-31
o de asimilacién de trehalosa®2. La amplificacién y secuenciacién de

acidos nucleicos flingicos de los aislamientos clinicos o la identifi-
cacion por espectrometria de masas (MALDI-TOF o Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonization-Time-Of-Flight) es cada vez mas asequi-
ble, tanto por su rapidez como por sus costes!3-3853-60 Ferroni et
al'¥ han estudiado la utilidad del MALDI-TOF para identificar a los
agentes patogenos en los hemocultivos con resultados interesantes
y rapidos (2 h). Estas técnicas estan desplazando en muchos labora-
torios a los métodos tradicionales de identificacion y esta identifi-
cacion molecular es todavia mas importante para aquellos hongos
cuya identificacién por métodos tradicionales es poco fiable, dema-
siado laboriosa o que Ginicamente puede ser realizada en laborato-
rios de referencia por un niimero reducido de mic6logos expertos>%,

Existen varias técnicas atin no completamente estandarizadas
que permiten las identificaciones mediante amplificacién de ADN
de patégenos comunes de los géneros Aspergillus y Candida®!. Sin
embargo, son mas dtiles las desarrolladas para la identificacién
de aquellas especies menos comunes de hongos filamentosos o
de las especies, denominadas cripticas, hasta ahora clasificadas
dentro de especies-grupo como Aspergillus fumigatus, C. albicans,
C. glabrata, Candida parapsilosis, Scedosporium apiospermum o
Sporothrix schenkii334059.62-66  que pueden presentar grandes
diferencias en sus perfiles de sensibilidad-resistencia a los far-
macos antiftingicos o de evolucién clinica de las micosis que
causan3:3855.60.67-69 Ep algunos trabajos se ha detectado ADN de
Candida en botellas de hemocultivo con una PCR multiplex en tan-
dem con posterior identificacién de la especie’?-72, Otros métodos
basados en técnicas de hibridacién in situ con sondas fluorescen-
tes PNA-FISH detectan la presencia de C. albicans o C. parapsilosis,
C. glabrata o C. krusei y C. tropicalis en los frascos de hemocultivos,
en los tejidos de biopsia o permiten su identificacion a partir de los
medios de subcultivo306:38.7374 Esta identificacion rapida y cer-
tera es importante porque un error en la identificacion puede llevar
al empleo de un tratamiento inadecuado puesto que, en ocasiones,
varias especies de un mismo género pueden tener muy diferente
sensibilidad a los farmacos antiftingicos.

La deteccién de anticuerpos tiene una utilidad limitada en el
diagnéstico de las micosis invasoras. Se ha considerado que la
produccién de anticuerpos esta disminuida en pacientes inmuno-
deficientes, lo que reduce la utilidad diagnédstica de su deteccion.
Sin embargo, varios estudios han mostrado que este no es un
hecho generalizado y que es posible detectar mediante enzi-
moinmunoensayo e inmunofluorescencia anticuerpos antimicelio
de C. albicans (CAGTA) en pacientes oncohematol6gicos con un
importante potencial diagnéstico y prondstico en la candidiasis
invasora’>-78, La segunda fase de un estudio multicéntrico esta eva-
luando la utilidad diagnéstica y el valor prondstico de la deteccién
de CAGTA mediante la prueba Candida albicans IFA IgG (Labo-
ratorios Vircell, Espafia), en pacientes criticos ingresados en UCI
espafiolas’-81, Sin embargo, los mejores resultados se han obte-
nido combinando la deteccién de anticuerpos con otras técnicas de
deteccion de MN o BG8283,

Diagnostico molecular

El diagnéstico molecular tiene la gran ventaja de que no necesita
basarse en el cultivo del microorganismo y la deteccién de biomar-
cadores fiingicos ofrece grandes esperanzas a corto plazo 883, Este
hecho a priori permite un diagnéstico mas rapido por no ser nece-
saria la espera de 24-48 h (en ocasiones semanas) antes de obtener
colonias del agente patégeno en los medios de cultivo. Sin embargo,
este diagnéstico debe aspirar a informar sobre las caracteristicas de
los hongos aislados en la misma proporcién, detalle e importancia
que lo hace el diagnéstico convencional, lo que no es tan sencillo.

Uno de los primeros métodos moleculares que demostré una
gran utilidad y eficacia desde su comercializacién en los afios 1970
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ha sido la detecciéon de GXM, un antigeno capsular de Cryptococcus
neoformans. Diferentes estudios y la practica clinica en miles de
laboratorios de microbiologia clinica han mostrado la gran utilidad
diagnéstica y prondstica de detectar GXM mediante una prueba
de aglutinacién de latex o por enzimoinmunoensayo (ELISA), en
liquido cefalorraquideo o en suero de pacientes infectados por el
VIH (evidencia cientifica AI)® o pacientes oncohematolégicos con
criptococosis meningea y diseminada (evidencia cientifica All)12.

Otros métodos desarrollados posteriormente para la deteccién
de MN de Candida o de GM de Aspergillus no han permitido alcan-
zar unos logros diagndsticos similares y deben utilizarse con mas
cautela en los laboratorios de microbiologia clinica. Dos trabajos
recientes revisan en profundidad la contribucién de los biomar-
cadores seroldgicos, como la deteccion de MN o de anticuerpos
anti-Candida, en el diagnéstico de la candidiasis invasora 8384,

El GM es un componente de la pared celular de Aspergillus, que
se puede detectar mediante un ELISA con el anticuerpo monoclo-
nal EBA-2 (Platelia Aspergillus, Bio-Rad, Francia) en el suero, lavado
broncoalveolar, biopsias, orina o liquidos cefalorraquideo, pericar-
dico y pleural de los enfermos con aspergilosis invasora®8. En las
tablas 1y 2 se muestra un resumen de la metodologia, indicaciones
y limitaciones diagnésticas de la deteccién de GM. Dos metaanalisis
han mostrado que la sensibilidad media de la prueba esta alrede-
dor del 70% y la especificidad media esta cercana al 90%8°86, Su
mayor utilidad diagnéstica se ha descrito en los pacientes oncohe-
matolégicos con alto riesgo de sufrir una aspergilosis invasora. En
los pacientes con neutropenia prolongada, después de la quimiote-
rapia o de la recepcion de un trasplante alogénico de precursores
hematopoyéticos, la sensibilidad de la prueba es mayor del 85% y
la especificidad se sitia por encima del 95%, con valores predicti-
vos de la prueba positiva (VPP) y negativa (VPN) superiores al 85
y 95%, respectivamente®8287_ En este grupo de pacientes, el GM
puede ser detectado antes de que las manifestaciones clinicas y
radiolégicas aparezcan, potenciando su valor como biomarcador
que facilitaria el comienzo mas temprano del tratamiento antiftin-
gico dirigido contra Aspergillus. La concentraciéon de GM en suero es
un reflejo de la carga flingica en los tejidos y su disminucién, man-
tenimiento o incremento, podrian orientar sobre la evolucién de la
infeccién y la respuesta al tratamiento empleado87-88, La deteccion
de GM en el lavado broncoalveolar de pacientes oncohematolégi-
cos con neutropenia presenta también un valor diagnéstico alto
(sensibilidad alrededor del 90%) y se han descrito valores acepta-
bles en pacientes criticos inmunodeprimidos y en receptores de
trasplante de pulmén80, Por el contrario, los valores diagnos-
ticos de la deteccion de GM en suero, lavado broncoalveolar u
otras muestras clinicas representativas han sido peores en pacien-
tes sin neutropenia, criticos o receptores de trasplante de higado
u otros 6rganos sélidos (sensibilidad < 50%), en los que se observa
una menor angioinvasién por Aspergillus®!. En pacientes pediatri-
cos, la detecciéon de GM en suero ha mostrado valores diagnosticos
similares a los encontrados en adultos%®, con valores VPP y VPN
del 54 y 83%, respectivamente, en pacientes oncolégicos y del 70 y
92%, respectivamente, en receptores de trasplante de progenitores
hematopoyéticos. La deteccién de GM se ha incluido como criterio

Tabla 1
Evidencia cientifica de las recomendaciones diagnésticas®

micoldgico de aspergilosis invasora probable en las definiciones de
consenso de la EORTC/MSG (European Organization for Research and
Treatment of Cancer/Mycoses Study Group del National Institute of
Allergy and Infectious Diseases)?12,

El BG es un componente de la pared celular de la mayoria de
los hongos. Se libera durante el desarrollo de la infeccién y puede
detectarse en el suero de los pacientes, comportandose como un
biomarcador panfiingico que no es especifico de ninguna micosis
invasora concreta. Su utilidad es mayor en aspergilosis, candidia-
sis y neumocistosis, y minima en el diagnéstico de criptococosis y
mucormicosis: Cryptococcus y mucorales liberan in vitro cantidades
muy bajas de BG (<200 pg/ml), mientras que Candida y Aspergillus
liberan una media de 2.119 y 1.915 pg/ml, respectivamente$. En la
tabla 3 se muestra un resumen de la metodologia, indicaciones y
limitaciones diagnésticas.

La deteccién de BG se realiza mediante una técnica muy sensible
basada enla activacién de la cascada de coagulacién del cangrejo de
herradura (Limulus polyphemus y otras especies). La interpretacién
de los resultados deben realizarla profesionales con experiencia en
la prueba debido a su complejidad. Existen varias pruebas comer-
cializadas que han demostrado una sensibilidad superior al 60% y
una especificidad entre el 85 y el 100% en enfermos con neutrope-
niay micosis invasoras!2:82:88.9293 | 3 prueba denominada Fungitell
(Associates of Cape Cod, Inc., EE.UU.) es lamas utilizada en Europay
EE.UU.8288 Koo et al®? han realizado un estudio retrospectivo que
incluia 871 pacientes con riesgo de sufrir una micosis invasora a
los que se les realizaron 1.308 pruebas de deteccién de BG con el
método Fungitell. Se diagnosticaron 228 casos de micosis invasora
probada o probable y la sensibilidad y especificidad de la deteccién
de BG (> 80 pg/ml) fueron 64 y 84%, respectivamente. La sensibili-
dad de la prueba aumentaba cuando se realizaba de forma seriada.
La sensibilidad de la deteccién de BG era mayor en la aspergilosis
invasora que en la candidiasis invasora y permitia excluir la pre-
sencia de neumocistosis. En el 71,4% de los pacientes con neumonia
por Pneumocystis jiroveci se encontraba una concentracion alta de
BG (>500pg/ml), que con frecuencia precedia en varios dias al
diagnéstico microbiolégico convencional. El empleo de albiimina,
inmunoglobulinas intravenosas y/o la realizacién de hemodialisis
con membranas de celulosa se han asociado con concentraciones
mas elevadas de BG. Sin embargo, el tratamiento antifingico empi-
rico no reducia la sensibilidad de la prueba ni siquiera en aquellos
pacientes que habian recibido antifingicos durante mas de siete
dias38.

Un metaanalisis reciente de Karageorgopoulos et al®4 ha com-
probado la utilidad diagnéstica de la deteccién de BG en pacientes
con micosis invasoras (exceptuando la neumocistosis) basandose
en las definiciones de EORTC/MSG. Los 16 estudios seleccionados
incluian 2.979 pacientes de los cuales 595 sufrian micosis invasoras
probadas o probables. La sensibilidad y la especificidad diagnésti-
cas de la deteccién de BG fueron 76,8 y 85,3%, respectivamente. La
deteccién del BG también se ha incluido como criterio micolégico
de micosis invasora probable en las definiciones de consenso de la
EORTC/MSG?2. Sin embargo, el grado de evidencia para su recomen-
dacién en pacientes oncohematol6gicos por la tercera European

Categoria de la evidencia

A Técnica diagnéstica til o fiable, que permite recomendar su uso en todos los casos.
B Técnica diagnoéstica con una utilidad moderada que puede ser recomendable emplear en determinadas ocasiones.
C Técnica diagnéstica cuya utilidad no ha sido demostrada.

Calidad de la evidencia

I Evidencia obtenida en por lo menos un estudio multicéntrico, con un disefio correcto, de casos y controles o de cohortes.
Il Evidencia obtenida en por lo menos un estudio de casos y controles o de cohortes realizado en un solo centro, de miiltiples series o de

resultados relevantes de series no controladas.

111 Evidencia obtenida de opiniones de expertos, basadas en la experiencia clinica, casos anecdéticos o estudios descriptivos




Tabla 2

Indicaciones y limitaciones diagndsticas de la deteccion de galactomanano

Indicacién y grado de evidencia

Método y sugerencia de uso

Valor diagnéstico y puntos de corte

Valor prondstico

Falsos positivos

Falsos negativos (infrecuentes)

Referencias bibliograficas?>8:12:83.88.96,122,123

Diagnéstico temprano de la aspergilosis invasora:
1. Enfermos oncohematolégicos: Al/AIl

2. Otros pacientes con inmunodeficiencia: BII

3. Pacientes criticos o sin inmunodeficiencia: BIl

o ELISA sandwich con el anticuerpo monoclonal EBA-2 (Platelia Aspergillus EIA, Bio-Rad Laboratories, Francia)
o La deteccion de GM en suero debe realizarse cada 3 o 4 dias: en lavado broncoalveolar y liquido cefalorraquideo, cuando estén disponibles estas muestras clinicas

o Criterio micolégico de aspergilosis invasora probable en las definiciones de consenso de EORTC/MSG

o Su deteccion antecede a otras pruebas diagnésticas de laboratorio

e La combinacién con técnicas de diagnéstico de imagen de alta resolucién aumenta su utilidad

o Indice positivo tinico de >0,7 o dos consecutivos de >0,5 en suero (> 1 en lavado broncoalveolar; >0,5 en liquido cefalorraquideo)

e La disminucion de la concentracién de GM se considera de buen pronéstico
o Indices de GM > 1 en suero, iniciado el tratamiento o que no disminuyen después de una semana, son indicadores de fallo terapéutico

e Reactividad cruzada con otros hongos, como Acremonium, Alternaria, Botrytis, Cladosporium, Cryptococcus, Fusarium, Paecilomyces, Penicillium, Rhodotorula, Wangiella, etc

o Farmacos derivados de hongos (betalactamicos, sobre todo amoxicilina-acido clavulanico y piperacilina-tazobactam), ciclofosfamida, inmunoglobulinas, hemoderivados y
soluciones de alimentacién parenteral (Plasma-Lyte, Baxter, EE.UU.)

o Dietas ricas en proteinas de soja

o Colonizacién digestiva por Bifidobacterium spp. (en neonatos y nifios)

o Pacientes con enfermedad crénica de injerto contra huésped

o Aspergilosis localizadas (osteomielitis o traqueobronquitis)
« Dependiente de la especie de Aspergillus (Aspergillus fumigatus tiene menos de GM que otras especies)
 Profilaxis o tratamiento empirico con antiftingicos activos frente a Aspergillus (como caspofungina e itraconazol)

EORTC/MSG: European Organization for Research and Treatment of Cancer/Mycoses Study Group del National Institute of Allergy and Infectious Diseases; GM: galactomanano.
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Tabla 3

Indicaciones y limitaciones diagndsticas de la deteccién de 1-3-3-D-glucano

Indicacién y grado de evidencia

Métodos y sugerencia de uso

Valor diagnéstico y puntos de corte (micosis invasora probable)

Valor prondstico

Falsos positivos

Falsos negativos (infrecuentes)

Referencias bibliograficas?>3:12:8283.88,92,93,96

Diagndstico temprano de micosis invasora (biomarcador panfiingico):
1. Aspergilosis y candidiasis invasoras: AI-BII

2. Neumocistosis: BII

3. Criptococosis y mucormicosis: BIII

o Fungitell (Associates of Cape Cod Inc., EE.UU.)

o Wako WB003 (Wako Pure Chemical Industries, Japon)

o Fungitec G (Seikagaku Kogyo Corporation, Jap6n)

e B-G Star (Maruha Corporation, Japén)

o La deteccién de BG en suero deberia realizarse cada 3 o 4 dias

o Criterio micol6gico de micosis invasora probable en las definiciones de consenso de EORTC/MSG

o Su deteccion antecede a otras pruebas diagnésticas de laboratorio

e La combinacién con la deteccién de GM o CAGTA aumenta su valor diagndstico en aspergilosis y candidiasis invasoras, respectivamente
« >60-80 pg/ml (Fungitell) o 7 pg/ml (Wako) en suero

e La disminucion de la concentracion de BG se considera de buen pronéstico

o Contaminacién de los materiales de laboratorio

e Bacteriemia por cocos grampositivos (Streptococcus) y bacilos gramnegativos (Alcaligenes y Pseudomonas aeruginosa)

« Contacto con gasas y esponjas durante procesos quirdrgicos

o Hemodialisis con membranas o filtros de acetato de celulosa

o Tratamiento intravenoso con albtimina, inmunoglobulinas, factores de coagulacién y/o proteinas plasmaticas

o Algunos farmacos antineoplasicos (lentinano y polisacarido K) y antibacterianos (amoxicilina-acido clavuldnico y piperacilina-tazobactam)

o Sueros hiperpigmentados (bilirrubina y triglicéridos elevados)
 Profilaxis y tratamiento empirico con antiftingicos
e Azitromicina y pentamidina intravenosas

BG: 1-3-B-D-glucano; CAGTA: anticuerpos antimicelio de Candida albicans; EORTC/MSG: European Organization for Research and Treatment of Cancer/Mycoses Study Group del National Institute of Allergy and Infectious

Diseases; GM: galactomanano.
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Conference on Infections in Leukemia (ECIL3)!2 ha sido menor, de
utilidad moderada (BII), que para el GM (AlI).

A pesar del avance que han supuesto las pruebas existentes para
la deteccién de GM y BG en la practica clinica, ambas tienen impor-
tantes limitaciones diagnésticas que han estimulado la basqueda
y desarrollo de pruebas alternativas, entre las que destacan las de
amplificacién y deteccién de AN. Entre las distintas técnicas exis-
tentes, lareaccion en cadena de la polimerasa (PCR) genera grandes
esperanzas por su capacidad de amplificar pequefias cantidades
de ADN fuangico (entre 1 y 10 fg) en las muestras clinicas hasta
concentraciones detectables. Por otro lado, son técnica versatiles
ya que permiten la deteccién e identificacién de una especie ftin-
gica en concreto, empleando para ello como objetivo secuencias de
ADN especificas de dicha especie (PCR especifica) o bien la detec-
cién de miltiples especies, por ejemplo en un cribado diagnéstico
empleando como objetivo secuencias de regiones comunes del
genoma presentes en hongos de diferentes géneros (PCR panftin-
gica). Aunque han sido descritas diversas regiones utilizadas como
diana de amplificacién, las regiones variables del ADN ribosémico,
como los espaciadores transcriptores internos (internal transcribed
spacers) ITS1 e ITS2, son las mas utilizadas389596,

El mayor problema de todas estas técnicas radica en la falta
de estandarizacién de los métodos empleados. La mayoria de los
estudios se han realizado con técnicas desarrolladas en el propio
laboratorio que realizaba el estudio, pero cuya validacién era escasa
lo que condicionaba la reproducibilidad de las técnicas descritas
cuando se realizaban en otros laboratorios. El principal objetivo que
se persigue en la actualidad es la obtencién de una prueba validada
y estandarizada que permita el diagnéstico de la aspergilosis inva-
sora, sin olvidar el de las candidiasis, criptococosis, neumocistosis y
de las micosis emergentes causadas por hongos filamentosos, cuyo
diagnéstico es atin mas dificil>697, Se estan realizando impor-
tantes esfuerzos para estandarizar las condiciones diagnésticas
de la deteccién de AN vy, tal vez, uno de los proyectos de mayor
alcance es la European Aspergillus PCR initiative bajo los auspicios
de la International Society of Human and Animal Mycology (ISHAM)
que intenta conseguir un amplio consenso metodol4gico?8-101, Sin
embargo, todavia no se han realizado estudios suficientes como
para respaldar la utilidad clinica de estas técnicas, por lo que
adn la deteccion de AN no ha sido incluida como biomarcador
de micosis invasora en las definiciones de EORTC/MSG?2 o de la
ECIL312.

La estandarizacion de las técnicas de deteccién de AN tiene
que alcanzar puntos muy diversos y criticos, como la definicién
de aquellas muestras clinicas mas adecuadas (sangre, suero, lavado
broncoalveolar, etc.), el volumen de las mismas, su conservacién y
la periodicidad de su obtencién. Una vez definidos los parametros
estandar en la fase preanalitica, deben normalizarse y validarse los
distintos métodos que se emplearan para las distintas muestras cli-
nicas. Asi, se ha de estandarizar y validar el método de extraccién
de ADN (0 ARN) para cada una de las muestras previamente defini-
das como de utilidad clinica, empleando en la medida de lo posible
métodos comerciales y siguiendo las especificaciones del fabri-
cante; o si se realizan modificaciones de las mismas, ofrecer una
descripcién detallada de estos cambios. Por Gltimo, se deben definir
todos aquellos parametros que nos permitan cuantificar la cantidad
de ADN o ARN obtenido en esta fase, asi como su pureza para dispo-
ner de una medida cuantitativa y fiable que permita la comparacién
entre las diferentes técnicas de extraccion disponibles'92-104 Este
paso es clave y condiciona los resultados obtenidos en las fases
posteriores, ya que la mayor o menor cantidad de AN, asi como
su pureza, puede ser la causa de la obtencién de resultados dispa-
res aunque sea utilizado el mismo protocolo de amplificacién de
AN. Este hecho condicionar4, en Gltima estancia, los resultados fal-
sos positivos y falsos negativos de la técnica y, en consecuencia, su
sensibilidad, especificidad, VPP y VPN.

Para la validaciéon de la fase de amplificacién y detecciéon de AN
esnecesariala estandarizacién de multiples pasos, cuya descripcién
detallada esta por encima del objetivo de esta revisién. De forma
somera se puede resaltar que la validacién y estandarizacién de
esta fase depende en primer lugar de si la técnica que vamos a rea-
lizar es cualitativa o cuantitativa. Los requisitos necesarios para la
estandarizacién y validacién son menores para las técnicas cualita-
tivas. No obstante, hay puntos comunes en ambos procedimientos
de validacién que si convienen comentar. En primer lugar, para con-
seguir una mayor eficiencia de la técnica de amplificacién de AN se
debe optimizar la concentracién de magnesio, de polimerasa, de
los cebadores o primers empleados en la reaccién y las condiciones
de amplificacién!%4105, En segundo lugar, los pasos iniciales de la
validacién y estandarizacién de la especificidad de la técnica obli-
gan a la secuenciacién del producto de PCR obtenido para verificar
la deteccion del microorganismo o microorganismos, asi como la
obtencién de resultados sistematicamente negativos en al menos
diez muestras control negativas y en otras tantas muestras control
potencialmente reactivas con una cantidad elevada de ADN en las
mismas. Habitualmente, estas muestras de control potencialmente
reactivas incluyen microorganismos genéticamente relacionados
con el microorganismo que es objetivo de estudio y en una cantidad
superior a las 100.000 copias/ml.

Por altimo, los pasos iniciales de la validacién y estandariza-
cién de la sensibilidad de la técnica incluyen la existencia de un
material adecuado de referencia tanto en su pureza como en su
cuantificacién, a fin de determinar el limite de deteccién de la
técnica mediante dilucién sucesiva de una cantidad determinada
de la muestra control en las diferentes matrices de las distin-
tas muestras consideradas en la fase preanalitica. La verificacién
de la sensibilidad analitica se realizard en al menos diez mues-
tras positivas y otras diez muestras positivas cuya carga flingica
esté alrededor del limite de deteccién de la técnica. En el caso de
las técnicas de amplificacién y deteccién de AN cuantitativas, es
necesario verificar la linealidad de la técnica siguiendo los procedi-
mientos estandar descritos. Ademas y si es posible, en todas estas
pruebas de validacién es deseable que haya la mayor representati-
vidad de variaciones genémicas del microorganismo que se desea
detectar102.104-106_

La dltima fase de validacion y estandarizacién en las técnicas de
amplificacién y deteccién de AN es la fase de andlisis de resulta-
dos. En ella se debe de definir en caso de emplear una técnica de
PCR en tiempo real (PCRtr) el célculo de valor del punto de corte
(Ct 0 Cp -en inglés crossing point o crossing threshold-), que es aquel
valor del tiempo en el que la fluorescencia registrada por el ter-
mociclador supera un umbral preestablecido por encima del cual
se considera positivo el resultado de la PCR. Otro aspecto que debe
incluirse en esta fase es el significado clinico exacto de un resul-
tado positivo (infeccién, colonizacién o contaminacién) ya que es
importante para la valoracién y la toma de decisién que el médico
realice sobre el estado clinico del paciente, asi como de la necesidad
o no de instaurar un tratamiento antifiingico338497,

Una mejor comprensién del origen del ADN fangico y su ciné-
tica en el transcurso de la invasién fiingica permitira seleccionar
las mejores muestras clinicas para el diagndéstico, mejores técnicas
preanaliticas de procesamiento y el mejor protocolo de extrac-
cién de ADN con el objeto de obtener los mejores resultados de
sensibilidad y especificidad posibles. Las recientes revisiones de
Bretagne9>-107.108 sop de lectura recomendable para una adecuada
comprensién de los mdltiples factores que influyen sobre este pro-
ceso de estandarizacién y que deben tenerse en cuenta para evitar
o limitar los resultados falsos positivos y falsos negativos y asi
mejorar la validez diagnéstica de la detecciéon de ADN fiingico.
De entre los factores considerados por Bretagne, merece la pena
citar dos por sus implicaciones en la reduccién de falsos positivos
y negativos. Evitar la contaminacién con productos amplificados
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Tabla 4
Requisitos minimos de informacién para la publicacién de experimentos empleando PCRtr (MIQE checklist)

Datos a valorar Importancia

Datos necesarios de la fase preanalitica
Definicién de grupo experimental y grupo control Esencial
Tamafio de la muestra en cada grupo Esencial
Definicién del patrén oro («gold standard») Esencial

Datos preanaliticos referidos a la muestra
Descripcion de la muestra Esencial
Volumen o masa procesado de la muestra Deseable
Descripcion detallada del procesamiento Esencial

Datos analiticos referidos a la extracciéon de AN
Procedimiento y/o instrumento utilizado Esencial
Nombre del producto empleado y descripcién de las modificaciones del mismo (si las hubiere) Esencial
Tratamiento previo de la muestra con ADNasa o ARNasa Esencial
Medida de la contaminacién de ADN o ARN Esencial
Cuantificacién del AN obtenido (descripcién de la técnica empleada) Esencial
Valoracién de la pureza de la técnica Deseable

Informacién referida a la regién objetivo seleccionada para la amplificacion y deteccién mediante PCR
Nombre del gen y nidmero de acceso de la secuencia Esencial
Localizacién del amplicén Deseable
Tamaiio del amplicén Esencial
Informacién de la realizacién previa de PCR in silico (empleando el programa BLAST o similares) Esencial
Localizaciéon de los cebadores (primers) dentro de la secuencia de interés Esencial
Descripcion de las distintas variantes genémicas detectadas Esencial

Informacion referida a los oligonucleétidos empleados en la reaccion de PCR
Secuencia de los cebadores Esencial
Secuencia de la sonda Deseable
Localizacién de alguna modificacién o marcaje si lo hubiere Esencial
Método de purificacién de los cebadores Deseable

Informacién referida al protocolo empleado en la reaccion de PCR
Descripcion completa de las condiciones de la reaccion de PCR Esencial
Volumen de reaccién y cantidad de ADN empleada en la misma Esencial
Descripcion de la polimerasa y su concentracién Esencial
Descripcion del tampén o reactivo empleado Esencial
Descripcion de posibles aditivos de la reaccion de PCR, tales como DMSO u otros Esencial
Descripcion completa de los parametros del termociclador asi como el nombre, modelo y fabricante del termociclador Esencial

Validacion de la fase analitica del protocolo de PCR
Evidencia de optimizacién de la temperatura de hibridacién mediante gradiente Deseable
Especificidad del producto de PCR obtenido (mediante secuenciacién, gel, temperatura de disociacién o digestién con enzimas de restriccién) Esencial
Para técnicas realizadas con SYBR green, especificar el punto de corte («crossing threshold») del control negativo de la técnica Esencial
Curvas de calibraciéon Esencial
Calculo de la eficiencia de la PCR mediante el método de la pendiente de la curva Esencial
R? de la curva de calibracién Esencial
Rango dinamico de linealidad Esencial
Variacién del punto de corte («crossing threshold») en el valor limite de deteccién de la técnica Esencial
Calculo del valor limite de deteccién de la técnica Esencial
Si la técnica es de PCR miuiltiple, cdlculo del valor limite de deteccién de la técnica para cada uno de las regiones objetivo detectadas Esencial

Andlisis de datos
Version y descripcion del programa de analisis Esencial
Método de calculo de los valores de punto de corte («crossing threshold») Esencial
Identificacién de valores fuera de rango («outliers») Esencial
Resultados obtenidos para las muestras de control negativas Esencial
Justificacion del nimero y cantidad de genes de referencia escogidos en procedimientos de cuantificacion relativa Esencial
Descripcion del método de normalizacién Esencial
Niamero de réplicas biol6gicas asi como concordancia de las mismas Deseable
Repetitividad (variacién intraensayo) Esencial
Reproducibilidad (variacién entre ensayos) Deseable
Andlisis de la potencia Deseable
Métodos estadisticos empleados para establecer la significacion estadistica de los resultados obtenidos Esencial
Software empleado Esencial

Modificado de!>107:109,

previamente o con hongos ambientales (presencia de conidiosporas
de hongos aerovagantes como Aspergillus) puede reducir los resul-
tados falsos positivos; mientras que el uso de controles internos
de amplificacién puede limitar los falsos negativos. No obstante,
el empleo de controles internos puede conllevar problemas adi-
cionales, como la elevacién del limite de deteccién de la técnica
debido a un efecto competitivo entre el ADN de la region del micro-
organismo elegida como diana para la deteccién y el ADN del
control interno. Por tanto, su eleccién es importante y debe hacerse

cuidadosamente a fin de no interferir con la técnica y, sin embargo,
beneficiarnos de su uso para la deteccion de resultados falsos nega-
tivos por inhibicién de lareaccién de PCR por distintas causas!94.106,
Las técnicas cuantitativas o PCRtr son probablemente las mas ade-
cuadas para lograr esta estandarizacién, ya que en los dltimos
afios se han definido los requisitos minimos de informacién para
la publicacién de experimentos empleando PCRtr que facilitan la
comparacién y la estandarizacioén entre distintas técnicas de PCR
(MIQE checklist—tabla 4-)1>.108.109,
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La mayoria de los estudios de deteccién de AN se han reali-
zado con el fin de diagnosticar de manera temprana la aspergilosis
invasora en pacientes inmunodeficientes. La falta de un método
estandarizado causa resultados dispares en la literatura y en
muchos estudios los casos de aspergilosis invasora probada o
probable son pocos, lo que influye de forma importante en la
sensibilidad y especificidad de la prueba y dificultan tanto la com-
paracién de los estudios como la inferencia de conclusiones sélidas.
Mengoli et al'® han realizado un metaanalisis que incluye 16 estu-
dios realizados empleando diferentes técnicas y condiciones de
PCR para detectar ADN de Aspergillus en sangre completa, suero
y/o plasma de 1.618 pacientes. A pesar de la dificultad de reali-
zar la comparacién, los datos mostraban que un resultado positivo
tenia una sensibilidad del 88% y una especificidad del 75% para el
diagnéstico de la aspergilosis invasora. La obtencién de dos o mas
resultados positivos incrementaba de forma significativa la utilidad
diagnéstica; apoyando la realizacién de determinaciones seriadas
como en los casos de la deteccion de BG y GM. Cuenca-Estrella et
al% también describen una sensibilidad para la aspergilosis inva-
sora superior al 90% cuando se utiliza como criterio diagnéstico la
obtencién de dos pruebas de PCR consecutivas positivas.

Las muestras de sangre no han permitido obtener una sensibi-
lidad adecuada probablemente por la escasa presencia de ADN de
Aspergillus en la sangre o la presencia de inhibidores de la PCR, bien
en la sangre del enfermo o en las sustancias empleadas para que
esta no coagule o en la obtencién del plasma y suero (heparina,
hemoglobina, etc.)?6:101.108 E] qumento del volumen de muestra
empleado hasta 1-3 ml puede facilitar la deteccién de ADN ftin-
gico; sin embargo, podria interferir en el resultado obtenido con
las muestras de aquellos pacientes con leucocitosis elevada, inhi-
biendo la PCR por exceso de ADN en la reaccion. Por otro lado, el uso
de técnicas de extraccién automatizada de AN reduciria la manipu-
lacion de la muestra al minimo y, por tanto, las contaminaciones
con ADN ambiental, decreciendo el porcentaje de falsos positivos.
La utilizacién de PCRtr, que requiere menos manipulacionesy tiene
un limite de deteccién menor que la técnica de PCR convencional,
permitiria desechar los viejos protocolos de PCR anidada, que son
una fuente frecuente de contaminacién y de resultados falsos posi-
tivos y, por tanto, contribuiria a una mejora técnica substancial y a
la disminucién del niimero de falsos positivos. La utilizacién de otro
tipo de muestras clinicas también ofrece resultados esperanzado-
res y hay varios estudios que muestran la eficacia diagndstica de la
utilizacién de lavados broncoalveolares o biopsias de parénquima
pulmonar?8-31.110.111 E] problema principal que esta asociado a la
obtencién de estas muestras es el estado clinico del paciente que
en muchas ocasiones no permite realizar técnicas invasoras.

Hay varios estudios de deteccién de AN valorando su utilidad
diagnéstica en candidiasis y neumocistosis y, en menor nimero,
en mucormicosis y otras infecciones por hongos filamentosos. La
mayoria de los estudios respaldan la utilidad diagnéstica de la
deteccién de ADN por PCR, pero existe una importante variabili-
dad técnica que hace dificil la comparacién de resultados. Avni et
al'! han realizado una extensa revisién y un metaanalisis de la uti-
lidad diagnéstica de la PCR en la candidiasis invasora. Han incluido
54 estudios en los que se empleaba la sangre como muestra clinica
adecuada para detectar ADN de Candida y han evaluado la utilidad
de esta deteccion en 4.694 pacientes (963 con candidiasis invasora
probada o probable). La sensibilidad y la especificidad eran maxi-
mas (100%) cuando se comparaban personas sanas y personas con
candidiasis invasora. Estos valores se mantenian elevados (95y 92%,
respectivamente) en pacientes con sospecha de candidiasis inva-
sora y la especificidad se mantenia por encima del 90% cuando
se analizaba con diferentes grupos control. Los mejores datos se
obtenian cuando la muestra era sangre completa, la diana de ampli-
ficacion los genes del ARNr o del P450, siendo el limite de deteccién
de ADN <10UFC/ml. Ademas, en los pacientes con candidiasis

invasora probada o probable, la deteccién de ADN era positiva entre
el 78 y el 91% (media, 85%) mientras que el crecimiento de Candida
en hemocultivo variaba entre el 29 y el 46% (media, 38%).

La comercializacion reciente con marcaje CE (Comunidad Euro-
pea) de varias pruebas basadas en la técnica de PCRtr, como
LightCycler SeptiFast Test MGRADE (Roche Molecular Diagnostics,
EE.UU.) y MycoAssay Aspergillus (Myconostica, Gran Bretafa),
va a permitir un estudio en condiciones estandarizadas de su
utilidad!'2-114, La prueba LightCycler SeptiFast detecta ADN de
varios patoégenos bacterianos y flingicos, entre ellos A. fumigatus, C.
albicans, C. glabrata, C. krusei C. tropicalis y C. parapsilosis mediante
una PCRtr#>70.115_ Se han publicado varios estudios sobre su uti-
lidad en el diagnéstico de infecciones bacterianas y flingicas en
pacientes febriles con neutropenia y enfermos criticos con sospe-
cha de padecer sepsis grave. Aunque los datos son todavia escasos y
preliminares, orientan a que esta técnica puede ser complementaria
del hemocultivo y de otros biomarcadores ftingicos!16-119,

Una propuesta para mejorar el diagndstico flngico es la detec-
cién combinada de varios biomarcadores, como AN, BG, CAGTA,
GM y MN. Esta combinacién disminuiria el nimero de falsos posi-
tivos y mejoraria la especificidad. Varios estudios han mostrado
una mejoria clara de la utilidad diagnoéstica al disminuir tanto los
resultados falsos positivos como negativos!28283:88.111,120,121 gjp
embargo, son necesarios estudios multicéntricos que permitan con-
trastar las fortalezas y debilidades de la combinacién de técnicas,
algunas de ellas laboriosas y costosas.

Conclusiones

El diagnéstico de las micosis invasoras se debe basar en una
vision global de la situacién del enfermo valorando los datos
clinicos, radiolégicos y las diferentes pruebas de diagnéstico
microbiolégico y anatomopatolégico. Los métodos micolégicos
convencionales tienen una capacidad diagnéstica limitada pero
pueden ser complementados con técnicas moleculares (DiversiLab,
MALDI-TOF, PCR, PNA-FISH, etc.), que permitan una identificacién
mas rapiday certera de los hongos en los hemocultivos, aislados en
cultivos o presentes en las muestras de tejidos. La deteccién de bio-
marcadores, como BG, GM y GXM, es (til en las micosis invasoras
en pacientes inmunodeficientes y son considerados criterios diag-
nésticos por la EORTC/MSG. Los estudios muestran que la deteccién
de GM en suero y de GXM en suero y liquido cefalorraquideo tiene
gran utilidad (AI-All) y la de BG una utilidad mas moderada (BII) en
pacientes oncohematolégicos. El diagnéstico de las micosis inva-
soras por PCR puede ser una alternativa Gtil en un futuro préximo
tanto para el diagnéstico como para la deteccién de resistencias
potenciales y la monitorizacién del tratamiento antifingico. Sin
embargo, su falta actual de estandarizacién y validacién en las dis-
tintas fases que la componen es la razén por la que la EORTC/MSG
sigue sin incluirla como criterio diagnéstico de micosis invasora. De
entre las distintas técnicas disponibles, la PCRtr parece ser la téc-
nicamas ventajosay conveniente. En la actualidad existen al menos
dos sistemas comerciales (SeptiFast y MycoAssay), cuyos resul-
tados preliminares son esperanzadores por estar comercializados
con marcaje CE y por ende ser susceptibles de estandarizacién.
Los principales inconvenientes de ambos métodos son su elevado
coste por determinacién y la escasa experiencia clinica existente,
lo que exige tener mucha prudencia en su recomendacién. Por lo
tanto, la PCR debe ser todavia considerada una herramienta com-
plementaria de los métodos de diagnéstico convencional y no su
sustituto. Sin embargo, la detecciéon de AN puede ser muy util
en el diagnostico de todas aquellas micosis causadas por hongos
filamentosos, donde el hemocultivo tiene una rentabilidad muy
pobre y en la identificacién mediante PCR y posterior secuencia-
cién de aislamientos obtenidos mediante técnicas convencionales.
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Finalmente, la deteccién combinada de varios biomarcadores, como
GM, BGy AN, pueden mejorar el diagnéstico debido a que desciende
el nimero de resultados falsos positivos, mejorando la especificidad
globaly, por ende, el VPP. Sin embargo, aunque deberia considerase
su empleo sobre todo en hospitales con una poblacién importante
de pacientes con importantes factores de riesgo para padecer una
micosis invasiva, su aplicabilidad en el laboratorio no es tan sencilla
y requiere de estudios adicionales que permitan valorar adecuada-
mente su validez.
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