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PREVALENCE OF ASPERGILLUS SPP. IN SAMPLES OF INDUCED SPUTO IN
PATIENTS WITH CYSTIC FIBROSIS IN ECUADOR

PREVALENCIA DE ASPERGILLUS SPP. EM AMOSTRAS DE ESPORTE
INDUZIDAS EM PACIENTES COM FIBROSE CISTICA NO EQUADOR
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Resumen:

Objetivos: El objetivo de este estudio fue determinar la prevalencia de Aspergillus spp. a
partir de muestras de esputo inducido provenientes de pacientes diagnosticados con fibrosis
quistica atendidos en el Hospital de Especialidades “Eugenio Espejo” y relacionar con el
ensayo galactomanano en muestras de suero.

Métodos: el presente estudio fue de tipo observacional y descriptivo, se analizaron 40
muestras de esputo inducido y suero de pacientes con fibrosis quistica atendidos en el
Hospital de Especialidades “Eugenio Espejo”. En las muestras de esputo inducido se
identifico Aspergillus mediante cultivos en agares Sabouraud y Extracto de Malta. Las
muestras de suero fueron analizadas mediante el KIT Platelia™ aspergillus EIA para la
deteccidn del antigeno galactomanano.

Resultados: se obtuvo una prevalencia del 20% (n=8/40) de Aspergillus spp. en los pacientes
con fibrosis quistica, de los cuales Aspergillus fumigatus y Aspergillus candidus
constituyeron las especies mas representativas en el cultivo micético con el 37.5% (n=3/8)
respectivamente. El antigeno galactomanano fue detectado en el 5 % (n=2/40) en las muestras
de suero, de los 2 resultados positivos ninguno tuvo desarrollo micoldgico.

Conclusiones: En el Hospital de Especialidades “Eugenio Espejo”, Aspergillus fumigatus y
Aspergillus candidus son las especies mas frecuentes halladas en los cultivos y posiblemente
causantes de exacerbaciones pulmonares. La determinacion del antigeno galactomanano en
pacientes diagnosticados con fibrosis quistica es un método que requiere examenes

complementarios como estudios clinicos, radiol6gicos y biopsias. La co-colonizacion de
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microorganismos en las vias respiratorias inferiores influye en el desarrollo de

complicaciones y expectativa de vida de los pacientes.

Abstract:

Objectives: The objective of this study was to determine the prevalence of Aspergillus spp.
from induced sputum samples from patients diagnosed with cystic fibrosis treated at the
Hospital de Especialedes "Eugenio Espejo” and related to the galactomannan assay in serum
samples.

Methods: the present study was of observational and descriptive type, 40 samples of induced
sputum and serum of patients with cystic fibrosis treated at the Hospital de Especialidades
"Eugenio Espejo” were analyzed. In the induced sputum samples Aspergillus was identified
by cultures in Sabouraud and Malta Extract. The serum samples were analyzed by the KIA
Platelia ™ aspergillus EIA for the detection of the galactomannan antigen.

Results: a prevalence of 20% (n = 8/40) of Aspergillus spp was obtained in patients with
cystic fibrosis, of which Aspergillus fumigatus and Aspergillus candidus constituted the most
representative species in the fungal culture with 37.5% (n = 3/8) respectively. The
galactomannan antigen was detected in 5% (n = 2/40) in the serum samples, of the 2 positive
results none had mycological development.

Conclusions: At the Hospital de Especialidades "Eugenio Espejo”, Aspergillus fumigatus
and Aspergillus candidus are the most frequent species found in crops and possibly causing
pulmonary exacerbations. The determination of galactomannan antigen in patients diagnosed
with cystic fibrosis is a method that requires complementary tests such as clinical studies,
radiology and biopsies. The co-colonization of microorganisms in the lower respiratory tract

influences the development of complications and life expectancy of patients.

1. Introduccion

La fibrosis quistica es una enfermedad cronica multisistémica causada por una mutacion en
el cromosoma 7 que codifica a la Proteina Reguladora de Conductancia de Transmembrana
de Fibrosis Quistica (CFTR), esta proteina tiene variantes genéticas y a nivel mundial la mas
frecuente es la delecion de 3 pares de bases en el coddn 508 (p.F508del) (1). Esta proteina de

membrana se encarga de regular el transporte y secrecion de sodio, cloro, agua y bicarbonato
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en las células caliciformes del epitelio pseudoestratificado cilindrico ciliado de las vias
respiratorias altas y bajas. El funcionamiento anormal de la proteina CFTR eleva
concentraciones de bicarbonato reduciendo modificando la concentracion de aniones,
desequilibrando la composicion del moco y aumentando la viscosidad (2). Existen diferentes
mutaciones en la proteina CFTR y se clasifican en 6 tipos: las clases I, 11 y Il presentan
ausencia total del canal que transportan iones de cloro, y las clases IV, V y VI tiene una falla
parcial en la proteina CFTR. La clase de mutacion que posea el paciente influira en el
prondstico y evolucién de la enfermedad siendo las de clase I, 1 y I11 las més severas (3).

El moco proporciona un ambiente propicio para infecciones microbianas de importancia
clinica originadas por bacterias y hongo (4). Estas infecciones tienen una evolucion de tipo
cronica, iniciando con el ingreso de bacterias en las vias respiratorias formando un biofilm
en el parénquima pulmonar facilitando la adhesion de conidios y la formacion de un
conglomerado de hifas sin sintomas sistémicos, serolégicos o microbiologicos. Si el
conglomerado de hifas ha progresado durante 3 meses se produce una inflamacion en las
cavidades causando infiltrados pericavitarios o la perforacion de la pleura (5). En esta etapa
es necesario un diagnostico seroldgico y microbioldgico oportuno ya que si la evolucion de
los infiltrados pericavitarios progresa se producira fibrosis extensa con destruccion fibrética
de al menos dos nodulos del pulmén y finalmente la invasion del tejido pulmonar causara
necrosis y un paro respiratorio (6).

Uno de los agentes causales mas frecuentes en la formacion de los conglomerados de hifas
es el hongo Aspergillus (7), este hongo se relacionada con un incremento de exacerbaciones
y disminucion de la funcién pulmonar y estd asociados con la elevacion de la tasa de
morbilidad y mortalidad (8). Aspergillus es un hongo filamentoso del filo Ascomycota, su
modo de trasmision es por medio de la diseminacion de conidios asexuales, y se ha
identificado Aspergillus fumigatus como la especie mas frecuente hallada en cultivos de
secreciones respiratorias de pacientes diagnosticados con fibrosis quistica (9) debido a que
sus mecanismos de respuesta inmune: fagocitosis, péptidos antifungicos y el reconocimiento
del patron del receptor, se encuentran disfuncionales (10).

Las formas clinicas de aspergilosis presentan seis fases: colonizacién, sensibilizacion
serologica, aspergilosis broncopulmonar alérgica (ABPA), bronquitis aspergilar,

aspergiloma y aspergilosis invasiva (11). Durante el desarrollo de estas fases las
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complicaciones que se manifiestan con mayor frecuencia son la aspergilosis broncopulmonar
alérgica (12) que afecta al 10 % de los pacientes causando reacciones de hipersensibilidad
tipo | y tipo 11, eosinofilia sistémica, niveles incrementados de IgE, infiltrados pulmonares y
bronquiectasias (13) y la aspergilosis invasiva (Al) que ocasiona una destruccion del tejido
tisular y una invasion vascular de antigenos provenientes de la pared del hongo lo que
producen un infarto y falta de oxigenacion de las estructuras distales del pulmon (14).

Los examenes microbioldgicos para la identificacion de aspergilosis una vez iniciada los
sintomas clinicos se constituyen de un examen directo y el cultivo, que consiste en la
investigacion del lugar donde se encuentra el posible aspergiloma mediante medios
especificos para el crecimiento e identificacion del hongo.

Este examen se complementa con la deteccion de marcadores séricos como el antigeno
galactomanano, este antigeno es liberado durante la fase de invasion tisular y es util como
prueba de inicio para la investigacion de una probable aspergilosis invasiva. Aunque la
aspergilosis invasiva no es frecuente en pacientes con fibrosis quistica que no hayan tenido
un transplante pulmonar, se conoce que despues de la colonizacion en los pulmones se genera
una respuesta de anticuerpos sistémica frente a antigenos de Aspergillus indicando la
invasion del hongo a través de las vias respiratorias a sangre (15). La presencia del antigeno
galactomanano es detectada mediante el uso de un anticuerpo monoclonal EB-A2, este
anticuerpo al ser captor y detector del antigeno B-(1—5)-galactofuranosido es util para la
deteccidn temprana dos a tres semanas antes de aparicion de signos y sintomas de la infeccién
fangica (16).

El objetivo de este estudio fue determinar la prevalencia de Aspergillus spp. a partir de
muestras de esputo inducido provenientes de pacientes diagnosticados con fibrosis quistica

atendidos en el Hospital de Especialidades “Eugenio Espejo”.

2. Métodos

2.1 Poblacion de sujetos y recoleccion de datos

Corresponde a 40 pacientes adultos (>18 afios) con fibrosis quistica ubicados en Ecuador,
provincia de Pichincha, canton Quito y que estan registrados en la Clinica de fibrosis quistica
en el Hospital de Especialidades “Eugenio Espejo” (HEEE) del area de neumologia en el

periodo de septiembre a octubre 2018.
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Se verificd registros clinicos de los Gltimos seis meses para observar el seguimiento de
infecciones respiratorias que tuvieron los pacientes en el Hospital, ademas se recolecto datos
demograficos de sexo y edad.

2.2 Recoleccion de muestras

Las muestras de esputo fueron obtenidas con solucion hipertonica al 4%, administrada en
micro nebulizadores. El trasporte de muestras para el procesamiento fue a temperatura
ambiente (23°C) en un lapso de 2 horas con el fin de conservar estructuras fungicas. Estas
muestras fueron evaluadas mediante un “score” de Bartlett (17). Segln la observacion al
microscopio se asignod una puntuacion en la que se sumd el puntaje obtenido, toda muestra
con un resultado numérico positivo fue aceptada para el analisis microbiolégico vy si el
resultado era un nimero negativo la muestra era rechazada. Todas las muestras de esputo
inducido del presente estudio alcanzaron un puntaje positivo por lo que ninguna fue
descartada.

Las muestras de sangre fueron obtenidas mediante puncién venosa con sistema al vacio en
tubos tapa roja con activador de coagulo y transportadas en una hielera a una temperatura de
2 a 8°C bajo las normas del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (18) para su

procesamiento en el laboratorio.

2.3 Andlisis microbioldgicos

Las muestras de esputo inducido fueron trasvasadas a tubos plastico estériles de 10 mL, se
afiadié solucidn salina estéril al 0.9 % en igual proporcion al volumen de esputo inducido
envasado en el tubo de plastico. Se centrifugd a 2.500 RPM durante 5 minutos, con la
finalidad de obtener una muestra menos viscosa. El precipitado se lo cultivo en agar
Sabouraud e incubo a 23°C. En un lapso de cuatro dias se observo si existia desarrollo de
micelios y a los 10 dias de incubacién las cajas sin crecimiento fueron desechadas. A las
muestras con crecimiento micelial se las reaislo en agar malta. Se empled la técnica de cinta
scotch con azul de lactofenol, para la identificacion de las estructuras fenotipicas y asi
proceder a un microcultivo incubado a 23°C en agar extracto de malta y confirmar la especie

de Aspergillus segun el Atlas de Micologia: Description of Medical Fungi.

2.4 Determinacion del antigeno galactomanano
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Las muestras de sangre fueron centrifugadas a 3.500 RPM durante 10 min para obtener el
suero, cada uno de los sueros se coloco en tubos estériles de 1.5ml.

Para romper la pared del hongo y dejar expuesto el antigeno, al suero se debe aplicar un
tratamiento previo al procedimiento del ELISA. Siguiendo las indicaciones del kit Platelia™
aspergillus EIA, se mezclé 100 pyL de solucién de tratamiento de muestra con 300 pL de
suero a 120°C por 6 minutos en un termobloque, posteriormente se centrifugd a 10000
gravedades por 10 minutos.

Una vez lisadas las paredes del hongo de la muestra de suero, se pipete6 50 uL del
sobrenadante obtenido para iniciar el enzimoinmunoanalisis, se utiliza un control positivo,
un negativo y dos de punto de corte. La lectura de las absorbancias se lo realizé con una
densidad éptica de 450 nm y un filtro de referencia de 620 nm. La interpretacion se da si el
indice de absorbancia es mayor a 0.50 y es considerado como un resultado positivo para el

antigeno galactomanano.

2.5 Andlisis estadistico

Se utilizd estadistica descriptiva para la elaboracidn de tablas de frecuencia, porcentaje de
los datos demograficos de edad y sexo, frecuencia de hongos identificadas en las muestras
de esputo inducido y frecuencia de la deteccion del antigeno galactomanano.

3. Resultados

Se analiz6 un total de 40 pacientes mayores de 18 afios con diagndéstico de fibrosis quistica,
el sexo femenino es mas frecuente con el 68% (n=27/40). Para ambos sexos el rango de edad
entre 18-22 afios es el mas frecuente con el 53% (n=21/40) (Tabla 1).

Mediante la revision de registros clinicos se relaciono los pacientes que tuvieron desarrollo
de Aspergillus en las muestras de esputo con hallazgos histdricos de colonizaciones causadas
por Pseudomonas aeruginosa tratados con el panel de antibidticos antipseudomaonicos
(azitromicina, tobramicina, ciprofloxacina). Se evidencié que todos los pacientes con

desarrollo de Aspergillus estan colonizados con Pseudomonas aeruginosa y, ademas fueron
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sometidos a una administracion prolongada de antibioticos durante toda su vida, estos

factores son importantes en la predisposicion de infecciones fangicas.

Del total de las muestras de esputo inducido analizadas se observé desarrollo fungico en el
55% (n=22/40) de los cultivos. En esta proporcion se encontré 3 grupos de hongos:
levaduriformes 25% (n=10/40), hialohifomicetos 20% (n=8/40) y feohifomicetos 10%
(n=4/40) (Tabla 2). Dentro los hialohifomicetos se identificd fenotipicamente cuatro especies
de Aspergillus, las méas frecuentes fueron Aspergillus fumigatus 37.5% (n=3/8) y Aspergillus
candidus 37.5% (n=3/8) (Tabla 3), este resultado corrobora que Aspergillus fumigatus es uno
de los hongos encontrado continuamente en secreciones respiratorias, adicionalmente
Aspergillus candidus se presenta en estos pacientes con similar prevalencia. En la figura 1 se
pueden observar las estructuras microscopias de las especies de Aspergillus halladas en esta
investigacion. En cada una de las especies se logran identificar sus caracteristicas fenotipicas.
De las 40 muestras de suero 2 obtuvieron un indice de densidad dptica mayor al 0.5 indicando
un resultado positivo para el antigeno galactomanano, sin embargo en estas muestras no se

evidenci6 desarrollo de Aspergillus spp. en el cultivo (Tabla 4).

3. Discusion

La fibrosis quistica es una enfermedad genética que afecta del mismo modo al sexo femenino
como masculino, segun la Guia Nacional de Fibrosis Quistica se estima que en el Ecuador
existe una incidencia de 1 en 1.252 recién nacidos, sin embargo, estan registrados 187
pacientes con fibrosis quistica en las principales clinicas ubicadas en Quito, Guayaquil y
Cuenca, durante los altimos afios (19). Se debe tomar en cuenta que el nimero de pacientes
diagnosticados ha incrementado, aun asi existe un 80% de pacientes con un subdiagndstico,
lo que dificulta la obtencion de datos epidemioldgicos con los cuales se pueda contrastar el
estudio (20).

En esta investigacion participaron 40 pacientes y se obtuvo datos de un mayor nimero de
casos de fibrosis quistica en mujeres 68% esto tiene relacion con los datos obtenidos en el
2010 por el Instituto Nacional de Estadistica y Censos en el que el porcentaje de mujeres fue
de 51.37 % indicando que existen mas mujeres en la ciudad de Quito, también se encontro

que el rango de edad entre 18-22 afios es el mas frecuente. Esto se evidencia en una
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publicacion realizada por Aquino con un promedio de edad de 20 afios (21), se observa que
el grupo de edad méas prevalente se encuentra en rangos bajos debido a la progresion de la
enfermedad, sin embargo la edad méxima registrada en el proyecto fue de 37 afios superando
la expectativa de edad que indica la Guia de Fibrosis Quistica de Ecuador y que se acerca
mas a lo registrado en la Cystic Fibrosis Foundation de Estados Unidos y la Fundacion
Canadiense de Fibrosis Quistica que menciona una estimacion de vida de 41.6 y 51.8 afios
respectivamente (22).

Uno de los factores que reduce la expectativa de vida de pacientes con fibrosis quistica son
las infecciones y colonizaciones que se caracterizan por tener una progresion cronica en la
que su funcion respiratoria decae por la acumulacion de secreciones (23). En el presente
estudio hubo desarrollo micético en las muestras de esputo inducido con una tendencia
similar a los datos obtenidos en el articulo publicado por Garczewska en el que se obtuvo
68% de hongos levaduriformes, 32% de hialohifomicetos y 7% de feohifomicetos (24). Esta
tendencia se mantiene similar posiblemente a la capacidad que tienen los hongos
anteriormente mencionado a colonizar el tracto respiratorio inferior, por tamafio de los
conidios infectantes o estructuras levaduriformes y por la terapia antibidtica continua que
tienen los pacientes con fibrosis quistica para sobrellevar las distintas infecciones que los
aquejan (25). Es importante mencionar que a pesar de que los hialohifomicetos se desarrollan
de mejor manera en ambientes calidos-himedos, se puede observar que también esta
ocasionando infecciones micoticas en la ciudad de Quito-Ecuador.

Dentro de este estudio se obtuvo una prevalencia de Aspergillus del 20% de las muestras de
esputo inducido, articulos mencionan que Aspergillus spp. puede aislarse en secreciones
respiratorias de pacientes con fibrosis quistica del 5 al 25% y del 10 al 57% (26,27). Al
comparar los resultados obtenidos se observa que se encuentran dentro de los porcentajes
esperados indicando que Aspergillus continta siendo uno de los hongos aislados con mayor
frecuencia en muestras del tracto respiratorio.

De las especies identificadas de Aspergillus en esta investigacion se destacan dos, Aspergillus
fumigatus y Aspergillus candidus, siendo Aspergillus fumigatus la especie mas descrita en
casos de aspergilosis con una frecuencia del 80% (28), sin embargo, también se hall6
Aspergillus candidus. E 24u i9030ste dato sugiere que Aspergillus candidus en nuestra region

es nuevo patdgeno causante de infecciones respiratorias, su relevancia radica en la
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produccidn de sustancias citotdxicas como la terprenina provocando el declive de la funcion
pulmonar. Solo ha sido descrito un caso de infeccién pulmonar invasiva en Brasil causada
por Aspergillus candidus, también menciona un alto riesgo de infeccion en personas que
estan en contacto con sembrios de granos (arroz, cebada, trigo) (29). La alta prevalencia de
este hongo podria indicar que los pacientes con desarrollo de Aspergilllus candidus a pesar
de no tener contacto directo con polvo de grano han sido expuestos indirectamente.

La deteccion del antigeno galactomanano realizado en el suero de los pacientes
diagnosticados con fibrosis quistica tuvo una frecuencia de 5 %, en otros estudios la prueba
ha sido sometida a diferentes tipos de muestras como, lavado broncoalveolar y suero, asi
como diferentes poblaciones como pacientes hematoldgicos, con trasplante de érganos
solidos, trasplante de médula dsea. Su especificidad y sensibilidad depende de la clinica del
paciente (30), es asi que la sensibilidad y especificidad de la prueba en pacientes
neutropénicos es del 85% y 95% respectivamente, en neoplasias malignas y en trasplantes de
medula 6sea su sensibilidad es del 80 y 90% respectivamente, sin embargo en trasplante de
organos solidos la sensibilidad decae del 25 al 50 % (31), esto se debe a que en ausencia de
neutropenia, existe una eliminacion adecuada del antigeno presente en el organismo del
paciente. Esta prueba tuvo la finalidad de evaluar la colonizacidn de Aspergillus en pacientes
con fibrosis quistica como una alternativa para la prevencion y deteccion temprana de una
probable aspergilosis invasiva, sin embargo a pesar de existir colonizaciones de las vias
respiratorias por Aspergillus, los pacientes tienen tasas bajas de invasion endotelial y
enfermedad invasiva posiblemente a que la funcion inmune se mantiene intacta o el nivel de

antigenemia permanece por debajo del limite de deteccién de la prueba.

Autores como Zhao y Schwarz afirman aislar frecuentemente Aspergillus spp. en vias
respiratorias de pacientes con fibrosis quistica, cuando existe co-colonizaciones cronicas con
Pseudomonas spp. Yy el uso de antibidticos inhalados como tobramicina, colistin y aztreonam
(7,32). Ademas, se ha encontrado una asociacion entre las infecciones fungicas junto con la
administracion de antibi6ticos desde una temprana edad favoreciendo la destruccion de la
microbiota normal y promoviendo la colonizacion de hongos (33). Mediante la revision de
las historias clinica se logro evidenciar que existe co-colinizacion con Pseudomonas spp en

los paciente del estudio que obtuvieron desarrollo de Aspergillus spp. Dentro de este grupo
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se hall6 un caso de exacerbaciones a repeticion que evoluciono en ABPA posiblemente puede
estar relacionado con la edad de la paciente que bordea la expectativa de vida y por la
administracion de antibioticos inhalados durante un largo periodo de tiempo como la

tobramicina.

4. Conclusiones

El aislamiento de los 40 cultivos permitio conocer que dentro de las especies de Aspergillus,
Aspergillus fumigatus y Aspergillus candidus son los mas prevalentes causando
exacerbaciones pulmonares que no se recuperan totalmente y que van reduciendo la funcién

del pulmon.

Aspergillus candidus no ha demostrado ser un agente infectante comdn en infecciones
pulmonares en otras regiones, sin embargo en los pacientes con fibrosis quistica que acuden
al hospital de Especialidades “Eugenio Espejo” se encuentra como uno de los mas frecuentes

causando infecciones respiratorias y agravando la condicion de los pacientes.

El antigeno galactomanano no es un método que pueda ser utilizado individualmente en
pacientes con fibrosis quistica debido a que en ellos, existe una depuracion rapida de los
antigenos en el torrente sanguineo, por tanto, el diagndstico de aspergilosis invasiva siempre
debe estar complementada del andlisis clinico de los signos, sintomas, examenes

radiologicos y biopsias.

Es importante realizar controles microbiolégicos a los pacientes diagnosticados con fibrosis
quistica desde tempranas edades, para que pueda ser usado como marcador de progresion de

la enfermedad e identificar pacientes con alto riesgo de exacerbaciones.
La edad de los pacientes diagnosticados con fibrosis quistica ha sido un factor determinante
debido a la administracion prolongada de antibidticos, exacerbaciones pulmonares que

destruyen el tejido y las colonizaciones de microorganismos a lo largo de toda su vida.
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