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Diagnosi antigenica ed anticorpale della aspergillosi invasiva e della candidosi nell’ospite
compromesso

SUMMARY

Invasive aspergillosis (IA) and candidemia are an increasing cause of morbidity and mortality in
immunocompromised patients, but diagnostic procedures are often hampered by critical patients conditions. In
recent years, non-culture methods have reached a standardization level suitable to be marketed and widely
employed.

A method for a panfungal antigenic diagnosis, is the detection in serum of (I1—3)-B-D-Glucan (BDG), a
polisaccaridic component of fungal cell wall. Best results can be obtained in Aspergillus, Candida and Fusarium
infections, while the test performs poorly with Cryptococcus and in zygomycosis. The use of this method are
limited by the high costs and by the need of disposable materials certified as glucan-free, in order to avoid false
positive results.

Galactomannan (GM) antigen detection is a method for non-invasive diagnosis of IA. The assay, in latex
agglutination (LA) and enzymeimmunoassay (EIA) format, detect GM in serum, whose presence correlates with
IA. Sensitivity and specificity strongly fluctuate (50-100% and 81-98% respectively) depending on the time of
sampling, the positivity cut-off employed, the concomitant administration of antifungal drugs and of some
antibiotics. Nevertheless the method is a very useful and widely employed tool for the diagnosis of IA.

For the diagnosis of candidemia, two Candida antigens may be detected in serum: the 56°C heat-labile antigen in
LA format, and the mannan antigen, in LA and EIA format. Both the methods perform quite well, but sensitivities
and specificities are not so good to allow a routinely and useful use in clinical practice.
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INTRODUZIONE

Le infezioni micotiche vanno assumendo un ruolo
sempre maggiore nelle malattie infettive, special-
mente in soggetti malnutriti, sottoposti a prolun-
gati ricoveri ospedalieri ed in generale immuno-
compromessi (62). L’attenuazione della capacita
di esprimere un’efficiente risposta immunitaria ¢
un forte fattore predisponente all’insorgenza di
micosi opportunistiche, in cui organismi fungini
normali commensali dell’organismo  (es.
Candida), se non innocui saprofiti dell’ambiente
aereo (es. Aspergillus), divengono patogeni grazie
ad un adattamento parassitario che in breve puo
portare a gravi complicanze, talvolta con esito
letale (100).
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Il calo nella risposta immunitaria pud essere
dovuto sia a fattori patologici, come emopatie
maligne, sarcoidosi, linfomi, AIDS, sia a fattori
esterni, quali I’esposizione a radioterapie locali,
terapie antitubercolari, uso di antibatterici che
favoriscono sovrainfezioni fungine, ma in parti-
colare I'uso di farmaci immunosoppressivi nei
pazienti sottoposti a trapianto (d’organo e di
midollo osseo).

Ne consegue cosi un deficit dei granulociti neu-
trofili e un’alterazione dei meccanismi immunita-
ri umorali e cellulari, tali da permettere il soprav-
vento degli organismi fungini (100).

Un ulteriore fattore di rischio, legato all’ospeda-
lizzazione, ¢ I’eventuale presenza di lavori edili in
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reparti limitrofi, che provocando il sollevamento e
I’immissione nell’aria di grandi quantita di polve-
ri, favorisce il rischio di micosi causate da funghi
filamentosi quali Aspergillus, Fusarium e Mucor.
Le micosi opportunistiche che si possono osserva-
re con maggior frequenza sono quelle dovute a
Candida e Aspergillus ed in misura minore a
Cryptococcus.

La diagnosi classica di queste infezioni si basa
sull’identificazione dei funghi in prelievi tissutali,
eventualmente supportata dalla crescita in coltura,
ma nei pazienti immunocompromessi le gravi
condizioni cliniche spesso impediscono procedu-
re diagnostiche invasive, e molte infezioni fungi-
ne sono cosi diagnosticate troppo tardi per un ade-
guato trattamento terapeutico, o addirittura al
tavolo autoptico. Se I’autopsia non viene eseguita,
molte infezioni non sono neppure identificate e
pertanto ¢ difficile anche valutarne la reale porta-
ta epidemiologica.

Per sopperire a questo deficit diagnostico da molti
anni si studiano e si mettono a punto nuovi test
diagnostici non invasivi, possibilmente rapidi,
economici ed affidabili.

I target principali di questi nuovi sistemi sono gli
antigeni ed 1 metaboliti fungi-
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na, a totale eccezione degli zigomiceti, e parziale
del Cryptococcus, che lo esprime in forma ridotta.
Il test per il rilevamento del BDG circolante ¢
basato sulla capacita del glucano di attivare il fat-
tore G, componente della cascata coagulatoria del
lisato amebocitario del granchio a ferro di caval-
lo, Limulus polyphemus ¢ Tachypleus tridentatus
(principio simile a quello dei test per il rilevamen-
to dell’endotossina - LAL test).

Il metodo, realizzato in formato cromogenico su
micropiastra ¢ stato messo a punto ed introdotto
sul mercato giapponese a meta degli anni "90
(“FungiTec G test” - Seikagaku Corporation,
Tokyo, Japan), mostrando nello studio pilota nip-
ponico buone sensibilita (90%) e specificita
(100%) (68). Cio nonostante, a causa dei costi ele-
vati del test (30-40 €/campione) e di una procedu-
ra tecnica ad alto rischio di inquinamento e altera-
zione dei risultati, il test non ha quasi mai varcato
i confini giapponesi, e per molti anni quasi tutti gli
studi pubblicati vedevano coinvolti i produttori
stessi del metodo.

Piu recentemente, da parte della consociata statu-
nitense del produttore giapponese (Associates of
Cape Cod, E. Falmouth, MA, U.S.A.), sono state

ni, le sequenze di acidi nuclei-
ci, mentre il rilevamento di
anticorpi circolanti sembre-
rebbe poco appropriato viste
le deboli risposte anticorpali
che questi pazienti mostrano
(16, 104).

Qui di seguito saranno
descritti i principali metodi
per la diagnosi antigenica non
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invasiva di candidemia e
aspergillosi invasiva. In parti-
colare saranno trattati quei
test che sono stati validati e
standardizzati ad un livello
tale da essere disponibili in formato commerciale.

Antigeni e metaboliti fungini

Tutti i metodi che hanno avuto maggior diffusio-
ne e standardizzazione si basano sulla ricerca di
antigeni e metaboliti fungini circolanti.
Attualmente sono disponibili sia sistemi panfun-
gini, per una diagnosi generica di infezione mico-
tica invasiva, sia metodi specie-specifici, utilizza-
bili laddove esiste il sospetto diagnostico di una
infezione fungina specifica.

Diagnosi antigenica panfungina:
ricerca dell’(1-3)-B-D-Glucano
L’(1—-3)-B-D-Glucano (BDG) ¢ un polisaccaride,
componente specifico della parete cellulare fungi-

Figura I. Principio alla base del test per la ricerca del (1 —3)-B-D-Glucano. Cascata coagula-
toria del lisato amebocitario del granchio a ferro di cavallo, Limulus polyphemus e Tachypleus
tridentatus (da Fungitell test/Associates of Cape Cod, E. Falmouth, MA, U.S.A. - insert sheet)

prodotte due nuove versioni del test (“Glucatell”,
per utilizzo a scopo di ricerca e “Fungitell”, per
utilizzo diagnostico). Una leggera semplificazio-
ne tecnica e la concomitante approvazione del test
da parte della Food and Drug Administration sta-
tunitense hanno favorito la diffusione del test sia
negli U.S.A. sia in Europa. In Figura I ¢ mostrato
il principio del test cosi come riportato nelle istru-
zioni del kit “Fungitell”.

Nonostante la semplificazione della procedura del
test, un certo rischio di contaminazione ed alterazio-
ne dei risultati sussiste ancora, anche se un training
adeguato del personale addetto all’esecuzione del
test e I’adozione di alcuni particolari accorgimenti
permettono di ottenere risultati affidabili e ripetibili.
Esiste in ogni caso un problema intrinseco al
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sistema, gia evidenziato nelle prime versioni giap-
ponesi, ossia la necessita di usare materiale spe-
ciale da laboratorio, libero da glucano, poiché
questa molecola si ritrova normalmente adesa alla
plastica dei pit comuni strumenti di laboratorio
(pipette monouso, puntali, provette, micropiastre,
ecc). Questo richiede quindi 'utilizzo di materia-
le certificato “glucano free” che aumenta ulterior-
mente i costi del test.

11 test “Fungitell” ¢ da considerare positivo quan-
to il BDG rilevato ¢ > 80 pg/ml, indeterminato
quando compreso tra 60 e 80 pg/ml, negativo
quando < 60 pg/ml. Alcuni autori pero utilizzano
il livello di 60 pg/ml quale cut-off di positivita, a
leggero discapito della specificita del sistema.
Un recente studio multicentrico effettuato su 163
pazienti con infezione fungina invasiva e 170
pazienti di controllo, ha confermato una buona
sensibilita per Aspergillus, Candida e Fusarium
(rispettivamente 80%, 81.3% e 100%) e I’incapa-
cita totale o fortemente ridotta di rilevare infezio-
ni da zigomiceti (0%) e Cryptococcus (25%) (70).
Nello stesso studio inoltre, non sono stati dimo-
strati eventuali effetti della terapia antifungina
sulla sensibilita del test per il BDG (p=0.69).

La ricerca del BDG non ¢ comunque indenne da
possibili interazioni. In uno studio effettuato su 46
pazienti di terapia intensiva ¢ stato riportato che
batteriemie documentate possono produrre falsi
positivi per il BDG (17). Analogo risultato viene
da uno studio del 2005 effettuato su 156 pazienti,
tra i quali, 14 pazienti su 25 con batteriemie docu-
mentate (10/14 per cocchi Gram positivi) erano
falsamente positivi per il BDG pur in assenza di
infezione fungina (73).

Anche alcuni filtri e membrane di cellulosa utiliz-
zati per 1’emodialisi sembrano in grado di dare
test fortemente positivi per il BDG (70).

In merito a falsi positivi per BDG dovuti a tratta-
menti con farmaci [B-lattamici, fattore che come
vedremo in seguito ¢ di notevole rilievo nella dia-
gnostica specie specifica di aspergillosi, sono ripor-
tati sia dati a favore di una cross-reazione con
I’ Amoxicillina/Clavulanato (59) sia dati che indica-
no un’assenza di interazioni tra farmaci e test (73).
Un 20% di falsi negativi dovuti a valori anomali
di emoglobina e sempre un 20% di falsi positivi
dovuti a valori anomali di bilirubina e di triglice-
ridi sono stati descritti recentemente (73).
Un’ulteriore versione della ricerca del BDG ¢ il
“Wako-test” (Wako Pure Chemical Industries,
Ltd., Tokyo, Japan), test cinetico sempre di origi-
ne giapponese. In uno studio nipponico questo test
cinetico ¢ apparso meno sensibile (72.7% vs.
87.9%) ma piu specifico rispetto a quello cromo-
genico (108). In un altro studio giapponese effet-
tuato su pazienti ematologici a rischio di aspergil-
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losi invasiva, il “Wako-test” ha fornito scarsi
valori di sensibilita (55%) ma buona specificita
(98%) e la tendenza a positivizzare tardivamente
durante il decorso clinico di Al (41).

In conclusione le informazioni disponibili sul test
per il BDG fanno ritenere che questo metodo
abbia buone potenzialita, ma molti aspetti del test,
in particolare il suo impatto clinico, devono anco-
ra essere valutati. Ulteriore punto da studiare ¢
anche I’eventuale integrazione del test per il BDG
con metodi antigenici/anticorpali specie specifici.

Diagnosi specie-specifica di infezioni

da Candida

Per la diagnosi di candidosi disseminata sono stati
studiati molti antigeni, metaboliti ed anticorpi,
quali possibili marker di infezione da Candida.
In merito alla ricerche di anticorpi, in genere que-
ste sono considerate poco utili per la diagnosi
delle micosi opportunistiche invasive, poiché i
pazienti immunocompromessi non sembrano in
grado di mostrare risposte anticorpali degne di
rilievo. In alcuni studi risalenti agli anni 80 e 90,
vari metodi per il dosaggio di anticorpi anti-
Candida sono risultati poco sensibili (25-29%) in
pazienti immunocompromessi (36, 71). Altri studi
hanno dato risultati piu incoraggianti. Il dosaggio
di anticorpi per una metalloproteina da 52 kDa di
Candida albicans ha fornito sensibilita e specifi-
cita pari al 83% e 97% seppur in pazienti dei quali
lo studio non specifica lo stato di immunitario.
Un altro lavoro ha studiato la ricerca di anticorpi
verso ’aspartil proteinasi di Candida albicans, un
fattore di virulenza rilasciato dal micete durante
I’invasione tessutale. In una valutazione di 33
pazienti con candidosi invasiva le sensibilita e
specificita del test sono state rispettivamente del
70% e 76% (67). Nessuno di questi metodi ha
pero finora trovato un’evoluzione e standardizza-
zione di tipo commerciale.

In accordo con questi ultimi studi, alcune ricerche
recenti hanno comunque mostrato che anche nei
pazienti immunocompromessi puo essere presente
una risposta anticorpale, il cui dosaggio, effettuato
in abbinamento con quello di frazioni antigeniche
di Candida, migliora le performance globali della
diagnostica non invasiva per infezioni da Candida
(20). Quest’ultimo utilizzo delle ricerche anticor-
pali, sara approfondito nelle specifiche sezioni
relative alle ricerche antigeniche di Candida.

Rilevamento di antigeni di Mannano
per la diagnosi di candidosi invasiva
Da molti anni si studia il rilevamento del mannano
(MAN), antigene polisaccaridico della parete cel-
lulare di Candida, nel siero di pazienti affetti da
candidosi disseminata. Le tecniche utilizzate sono
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diverse: radioimmunologiche (Radio Immuno
Assay - RIA), immunoenzimatiche (Enzime-
Linked Immunosorbent Assay - ELISA) ed in lat-
tice agglutinazione (LA) (77, 104).

Qualunque sia il metodo utilizzato, ¢ necessario
un pre-trattamento del campione per dissociare i
complessi circolanti antigene-anticorpo, che sot-
trarrebbero una cospicua frazione antigenica
all’analisi. Questo si realizza mediante trattamen-
ti idrolitici, enzimatici, con EDTA e bollitura, 1
quali peraltro non alterano il MAN, essendo I’an-
tigene pronasi resistente e termostabile (16, 77).
All’inizio degli anni ‘90 ¢ stato messo in commer-
cio un sistema in LA, “Pastorex Candida” (Sanofi
Diagnostics  Pasteur, Marnes-La-Coquette,
France) per il rilevamento di un residuo a-linked
oligomannosidico del MAN (a-MAN) su siero. A
causa del formato stesso del test e della breve per-
manenza in circolo del MAN, la sensibilita del
metodo ¢ variabile ¢ tendenzialmente bassa (30-
50%) e pertanto questo sistema non gode di una
grande diffusione (30, 64, 74).

Sul finire degli anni ‘90, a partire dallo stesso
anticorpo monoclonale (EBCA1) impiegato nel
test “Pastorex Candida”, la Bio-Rad (Ex Sanofi
Diagnostic Pasteur, Marnes-La-Coquette, France)
ha prodotto e commercializzato sia una versione
ELISA del test per la ricerca dello stesso antigene
MAN (“Platelia Candida Ag”), sia un test ELISA
per la ricerca di anticorpi anti-MAN (“Platelia
Candida AB”). Nel “Platelia Candida Ag” il risul-
tato ¢ quantitativo ed espresso in ng/ml di MAN
circolante. Il test ¢ negativo se il risultato ¢ < 0.25
ng/ml, intermedio se > 0.25 ¢ < 0.5, positivo
quando > 0.5. Nel “Platelia Candida AB” il risul-
tato ¢ quantitativo ma espresso in unita arbitrarie
(AU) definite dal produttore. Il test € negativo se
il risultato € <5 AU, intermedio se >5e <10 AU,
positivo quando > 10 AU.

Il primo studio (francese) che ha valutato I’impie-
go contemporaneo di questi due metodi ha riacce-
so I’attenzione sulla ricerca di anticorpi antifungi-
ni, che generalmente era considerata poco utile
nei tutti immunodepressi. Lo studio, effettuato su
43 pazienti con candidosi documentate, ma non
strettamente immunocompromessi bensi con sva-
riate malattie di base (patologie gastrointestinali,
cardiomiopatie, tumori solidi, trapianti d’organo,
malattie ematologiche), ha mostrato che mentre le
ricerche del MAN o di anticorpi anti-MAN consi-
derate singolarmente avevano sensibilita piuttosto
deludenti (40-50%), la sensibilita totale, ottenuta
accorpando i risultati di entrambi 1 sistemi, saliva
al 80%, con una specificita del 93% (84).

In seguito gli stessi autori hanno evidenziato che
la sensibilita totale dei due test usati contempora-
neamente varia a seconda della specie di Candida
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coinvolta (C. albicans 100%, C. glabrata 83%, C.
tropicalis 80%, C. krusei e C. kefyr 50%, C.
parapsilosis 40%) (83).

Per sopperire alla scarsa sensibilita del test
“Platelia Candida Ag” per ’c-MAN, dovuta alla
clearance rapida dalla circolazione di questo tipo
di MAN, nel 2004 gli stessi ricercatori francesi
hanno realizzato un nuovo test ELISA per la ricer-
ca di un residuo B-linked oligomannosidico del
MAN (B-MAN) su siero. L’ipotesi era che i due
tipi di MAN potessero essere espressi in maniera
diversa a seconda della specie e ceppo di
Candida, interagissero differentemente con il
sistema immunitario ed avessero anche una clea-
rance diversa. Tali ipotesi sembrerebbero confer-
mate da uno studio retrospettivo effettuato su 26
pazienti (90 campioni di siero), il quale ha eviden-
ziato che i test per I’a-MAN e per il B-MAN, con-
siderati singolarmente, avevano una scarsa sensi-
bilita (69% entrambi) ed alta specificita (rispetti-
vamente 98% e 95%), mentre la sensibilita com-
plessiva dei due test migliorava notevolmente
(85%) e la specificita restava al 95% (82).

11 test “Platelia Candida Ag” ¢ stato anche utiliz-
zato sul liquor di 5 pazienti con sospetta meningi-
te da Candida. In 4 di questi, tutti con candidosi
documentata, il test & risultato positivo, mentre
nel quinto (candidosi sospetta) e nei 3 pazienti di
controllo, il test ¢ risultato negativo. Vista I’esigua
casistica dello studio i risultati ottenuti hanno un
significato clinico limitato ma sono sicuramente
incoraggianti per questo tipo di patologia (97).
Nel 2005 ¢ stato anche riportato che in pazienti
con lesioni epatospleniche, 1’'uso combinato dei
test “Platelia Candida” Ag e AB pud abbreviare il
tempo medio della diagnosi di candidosi rispetto
alla diagnosi radiologica (9 vs. 25 giorni dopo
I’insorgenza di febbre quale primo segno clinico
di infezione; p < 0.001) (75).

L’uso di questi test non ¢ ovviamente immune da
problematiche.

Una di queste, finora evidenziata solo in vitro, ¢ la
reazione crociata del test per ’antigene MAN con
due microrganismi fungini, Geotrichum candidum
e Fusarium verticillioides (78).

Di maggior peso ¢ quanto riportato in uno studio
scozzese del 2005 effettuato su un gruppo di
pazienti ematooncologici. Il test “Platelia Candida
Ag” ¢ risultato infatti pressoché inutilizzabile poi-
ché il 61% dei kit impiegati aveva fallito i control-
li interni di validazione, inoltre circa il 30% dei
risultati rimanenti non era riproducibile (3).

I lavori esistenti sui kit commerciali per 1’antige-
ne MAN ed anticorpi anti-MAN non sono finora
molto numerosi, ma alcuni di questi danno sugge-
rimenti circa I’uso corretto di tali metodi. E’ stato
infatti riportato come in pazienti ematologici con
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candidemia documentata, la positivita del MAN
possa anticipare mediamente di una settimana la
positivizzazione delle emocolture. Alla positivita
delle emocolture pero, I’antigene MAN potrebbe
non essere piu rilevabile mentre si potrebbe rile-
vare un incremento degli anticorpi anti-MAN (39,
84). Al contrario, in pazienti chirurgici non neu-
tropenici ¢ la risposta anticorpale che puo prece-
dere la positivita delle emocolture nel 73% dei
pazienti. Alla positivizzazione delle emocolture
gli anticorpi anti-MAN decadono e si puo assiste-
re all’incremento dell’antigene MAN (107). Tutto
questo suggerisce che i test per il MAN ed anti-
MAN potrebbero essere poco utili se effettuati
solo al momento della positivita di un’emocoltura
per Candida, ma dovrebbero essere usati come
strumenti di monitoraggio preventivo, seriato e
continuativo, sui pazienti a rischio per candidosi.
Resta ancora da chiarire la possibile influenza di
una colonizzazione da Candida sul test per il
MAN, ed in particolare su quello per gli anticorpi
anti-MAN. Una recente segnalazione presentata al
16° congresso ECCMID, riguardante 1’impiego di
questi due metodi su 46 pazienti sottoposti a tra-
pianto di fegato, indica che la colonizzazione da
Candida sembra influenzare attivamente la positi-
vita dei test per il MAN ed anti-MAN. Infatti
26/46 pazienti erano colonizzati da Candida, e di
questi 26, ben 14 (53.8%) erano positivi per il
MAN e/o anti-MAN, rispetto a 6 positivi su 20
(30%) tra i pazienti non colonizzati. Benché la
differenza non sia statisticamente significativa
(test xz; p=0.139), 1 dati suggeriscono che la pro-
babilita di avere un test positivo per MAN e/o
anti-MAN nei pazienti colonizzati da Candida sia
piu che doppia rispetto a quella dei pazienti non
colonizzati (Odds Ratio=2.72; 95%; Interv. Conf.
0.797-9.296) (45).

Rilevamento di antigeni termolabili a 56°C
per la diagnosi di candidosi invasiva

In aggiunta ai test basati sull’antigene MAN, esi-
ste un altro metodo commerciale volto a rilevare
un antigene di Candida non caratterizzato a livello
molecolare, le cui caratteristiche (sensibilita al
calore e al trattamento con pronasi, incapacita di
reagire con sistemi per il rilevamento del MAN)
permettono di escludere che si tratti dello stesso
MAN e indirizzano verso una natura glicoproteica.
Si ipotizza che questo sistema rilevi o un neo-anti-
gene derivato dal processamento della Candida da
parte dell’ospite, oppure un antigene non specifico
dell’ospite che cross-reagisce con il lievito (24).
La forma commerciale del test ¢ una LA di sempli-
ce esecuzione, il “Cand-Tec test” (Ramco
Laboratories, Houston, Tex.), ma la sua utilita ¢
controversa avendo fornito risultati alterati da falsi
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positivi e basse sensibilita anche quando compara-
to con la ricerca del MAN in LA (16, 30, 104).
Lavori piu recenti ne hanno confermato la sensi-
bilita piuttosto bassa e molto variabile (37-77%)
(2, 64, 69) ed uno studio italiano del 1999, effet-
tuato su 214 pazienti di terapia intensiva, ha ripor-
tato un bassissimo valore predittivo positivo (13-
17%) dei risultati del test “Cand-Tec” (71).

In controtendenza a tali riscontri negativi ¢’¢ uno
studio recente effettuato durante 11 episodi febbrili
correlati a chemioterapia post-remissione in 10
pazienti con leucemia acuta. Il test “Cand-Tec” ¢
stato impiegato seriatamente sia prima che dopo
I’inizio della chemioterapia, ¢ I’aumento dell’anti-
genemia per Candida, unitamente all’insorgenza di
neutropenia febbrile, ¢ stato utilizzato come indica-
zione per I’inizio di un trattamento antifungino. Nei
9 episodi in cui la terapia antifungina ha avuto esito
positivo, il test “Cand-Tec” ha mostrato un calo
dell’antigenemia fino ai livelli pre-chemioterapia.
Nei 2 episodi in cui la terapia antifungina ¢ risulta-
ta inefficace, 1 livelli dell’antigene non sono calati.
E stato quindi suggerito che il test “Cand-Tec”
possa essere un valido supporto per prevenire un
impiego eccessivo di farmaci antifungini (35).
Probabilmente sulla scia degli analoghi lavori su
MAN ed anti-MAN, in uno studio del 2002 effet-
tuato su 104 pazienti in terapia intensiva, il
“Cand-Tec™ ¢ stato usato congiuntamente con un
test in emoagglutazione indiretta per il rilevamen-
to di anticorpi anti-Candida (Labor Diagnostica,
Heiden, Germany). In 17 pazienti con sospetta
infezione da Candida, la sensibilita e specificita
dell’antigenemia erano del 58.8% e 97.6%, men-
tre per gli anticorpi anti-Candida erano pari al
52.9% ed al 85.7%. Le sensibilita e specificita
totali dei due test erano invece pari al 100% ed al
83,3%, con un incremento ottimale della sensibi-
lita seppure a lieve discapito della specificita (6).
Nel 2003 ¢ stato anche descritta una nuova versio-
ne colorimetrica del test “Cand-Tec®, il “Cand-
Tec MT* (Ramco, Japan), in cui I’agglutinazione
al lattice avviene in micropiastra, e le variazioni
dell’assorbanza dei campioni a 490 nm sono lette
fotometricamente. 11 “Cand-Tec MT*, usato su 25
pazienti ematologici, ha avuto una sensibilita del
100% nel rilevare i casi di infezione profonda da
Candida, mentre la specificita si ¢ attestata
sull’80% (63). Inoltre i risultati del nuovo test
sembrano ben correlare con gli effetti delle terapie
antifungine. Purtroppo, questo resta [’unico lavo-
1o in cui tale test ¢ stato studiato.

Diagnosi specie-specifica di infezioni

da Aspergillus

La ricerca di antigeni circolanti per la diagnosi di
aspergillosi invasiva (Al) ¢ un metodo impiegato
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da molti anni, la cui correlazione con 1’infezione
da Aspergillus ¢ ben documentata, anche se esi-
stono alcune difficolta dovute sia all’ubiquita di
questi funghi sia alla sensibilita e specificita dei
sistemi diagnostici (16).

Sono stati studiati numerosi metodi (ELISA, RIA,
LA) per rilevare antigeni di Aspergillus in cam-
pioni biologici diversi di pazienti con Al (siero,
urine, lavaggi bronco alveolari, liquor) ed 1 risul-
tati mostrano sensibilita piuttosto variabili (30-
95%) (16, 21, 43, 89, 106). Spesso le tecniche
hanno soglie di rilevamento troppo alte e gli anti-
geni possono essere rilevati per brevi periodi, per
la formazione di immunocomplessi rapidamente
eliminati via endocitosi dalle cellule del Kupfter
epatiche (16). Come nel caso della ricerca del
MAN per Candida, una parziale soluzione viene
dai trattamenti applicabili al siero per dissociare
gli immunocomplessi mediante diluizioni, riscal-
damento, impiego di sostanze acide.

Rilevamento di antigeni di galattomannano
per la diagnosi di aspergillosi invasiva

Fra tutti le componenti cellulari di Aspergillus, il
galattomannano (GM), frazione polisaccaridica
della parete cellulare, ¢ quella piu studiata in quan-
to la sua presenza nel siero correla con stati di Al in
atto (11, 76). Da molti anni quindi il test per il GM
¢ un utile supporto alla diagnosi di Al (18, 79).
Come per il MAN per Candida , per la diagnosi di
Al sono commercializzati due metodi basati sullo
stesso anticorpo monoclonale (EB-A2), uno in
LA, “Pastorex Aspergillus” (BioRad, Marnes-La-
Coquette, France) ed uno in ELISA, “Platelia
Aspergillus” (BioRad, Marnes-La-Coquette,
France), che ¢ un’evoluzione della versione in
LA, e ne ha abbassato la soglia di rilevamento del
GM da 15 ng/ml ad 1 ng/ml.

Nei primi anni 90, in cui era disponibile solo il
test in LA, il “Pastorex Aspergillus* ha trovato
subito una larga diffusione e si ¢ dimostrato molto
specifico (90-100%) ma con una sensibilita
alquanto variabile e tendenzialmente bassa (36-
95%) (32, 43, 106). Dal 1997 ¢ stato commercia-
lizzato il test ELISA “Platelia Aspergillus®, che
fin dai primi studi di confronto con il metodo in
LA si ¢ dimostrato, come prevedibile, piu sensibi-
le del suo predecessore (46, 90, 99). Attualmente
il metodo ELISA ¢ quello piu utilizzato per la
ricerca del GM e dopo molti anni di impiego pres-
soché esclusivo in Europa ed Asia, nel 2003 il test
¢ stato approvato dalla Food and Drug
Administration statunitense ed introdotto anche
negli U.S.A..

La ricerca del GM ¢ impiegata principalmente nei
pazienti ematooncologici (12, 13, 26, 51), per i
quali ne ¢ stata studiata I’applicazione come crite-
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rio diagnostico e fattore decisionale per guidare
I’approccio terapeutico (unitamente a valutazioni
cliniche e strumentali) (52, 85).

Generalmente se ne raccomanda un uso seriato e
continuativo, con una frequenza di raccolta di 2/3
campioni la settimana, per aumentare la probabi-
lita di rilevare il GM circolante (43, 57).
Nonostante 1’evoluzione tecnica dal sistema LA a
quello ELISA, anche la sensibilita di quest’ultimo
¢ molto variabile (29-100%) e la specificita (81-
98%) risulta affetta dalla possibilita di avere falsi
positivi causati da molteplici fattori (31).

Ad influenzare i risultati dell’ELISA per GM con-
corrono moltissimi elementi, fondamentalmente
raggruppabili in due categorie: biologici ed epide-
miologici. Tra i primi ci sono il sito di infezione, la
specie di Aspergillus coinvolta, la profilassi e/o
terapia antifungina, le condizioni di base ed il
grado di immunosoppressione, la funzionalita epa-
tica e renale, la presenza in circolo di anticorpi
anti-Aspergillus, le modalita di raccolta e conser-
vazione dei campioni di siero da testare, le proce-
dure seguite nel test. I principali fattori epidemio-
logici sono invece la popolazione dei pazienti, le
strategie di raccolta dei campioni da analizzare, le
definizioni di “paziente con infezione” e di “risul-
tato positivo”, la prevalenza dell’infezione, i cut-
off utilizzati per la positivita del campione, e
I’esperienza del laboratorio che effettua il test (57).
E evidente che la situazione & davvero complessa
e le diverse combinazioni di tutte queste variabili
possono influire sulle performance diagnostiche
del test, spiegando la fortissima variabilita che
emerge dalla mole notevole di studi che a tutt’og-
gi sono stati effettuati sul “Platelia Aspergillus*.
11 test ¢ stato anche impiegato su pazienti sottopo-
sti a trapianto d’organo (fegato, rene e polmone)
con risultati meno incoraggianti di quelli ottenuti
su pazienti ematologici (22, 34, 42) anche se
recentemente ¢ stato suggerito che la ricerca del
GM puo essere un utile strumento di guida della
“preemptive therapy” per la prevenzione dell’ Al
nei pazienti trapiantati d’organo (53).

Oltre che sul siero la ricerca del GM ¢ stata anche
usata su lavaggio broncoalveolare, con risultati inte-
ressanti (8, 81, 86), sulle urine con performance
meno promettenti (81, 33) e su liquor, particolare
applicazione grazie alla quale il test sembra essere
specifico per I’aspergillosi cerebrale (38, 98, 103).
In merito alla validita della ricerca del GM in
pediatria sono stati prodotti pochi lavori, la mag-
gior parte dei quali con casistiche piuttosto esigue.
L’indicazione generale ¢ abbastanza buona, ed il
metodo appare molto sensibile (100%) ma con
qualche problema di specificita (50-90%) (10, 44,
47, 80, 90, 92). In genere tale aspecificita sembra
dovuta a cause e fattori strettamente pediatriche,
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come sara discusso in seguito.

Un fattore importante, tuttora oggetto di valutazio-
ni e continui aggiornamenti, ¢ il cut-off di positivi-
ta del test ELISA, che nel corso degli anni ¢ passa-
to dall’originario indice GM 1.5 (indice GM = rap-
porto tra la densita ottica a 450/620 nm del cam-
pione testato e quella del controllo cut-off fornito
nel test; 1 ng/ml GM), all’attuale 0.7-0.5, valori
che incrementano la sensibilita del test senza avere
eccessivi scadimenti della specificita (29, 50, 54).
A tutt’oggi sono state descritte diverse cause di
risultati falsi negativi (scarsa sensibilita) e falsi
positivi (scarsa specificita) del test per il GM, qui
riportate in Tabella 1.

Tra i fattori in grado di abbassare la sensibilita del
test per il GM, due sono di particolare rilevanza.
Uno consiste nella concomitante presenza, ina-
spettata in pazienti immunocompromessi, di anti-
corpi anti-Aspergillus. Uno studio del 2002 ha
infatti mostrato che la presenza di anticorpi anti-
Aspergillus nel 36% dei pazienti immunocompro-
messi esaminati (54/150 episodi di Al, possibile,
probabile e documentata) ha coinciso con una
sensibilita inferiore del test per il GM rispetto a
pazienti privi di risposta anticorpale (p = 0.04).

E probabile che la presenza di anticorpi anti-
Aspergillus possa sottrarre una considerevole
quantita di antigene GM al rilevamento con il test
ELISA e cio suggerirebbe la necessita di abbinare
al test per il GM una ricerca di anticorpi anti-
Aspergillus, al fine di interpretare meglio eventua-
li falsi negativi per il GM (29).

DIAGNOSI ANTIGENICA/ANTICORPALE DI ASPERGILLOSI E CANDIDOSI

profilassi o terapia antifungina durante il monito-
raggio per il GM. Nel corso degli anni di impiego
del test per il GM sono state molte le segnalazio-
ni aneddotiche in tal senso, ma solo recentemente
uno studio ha affrontato direttamente il problema.
Quarantasei pazienti con IA (272 sieri) e 269
pazienti di controllo (3005 sieri) sono stati valuta-
ti con il “Platelia Aspergillus® alla luce di
un’eventuale somministrazione (profilassi/tera-
pia) di farmaci antifungini (Itraconazolo,
Amfotericina B desossicolato e liposomiale,
Voriconazolo, Caspofungina). Non ¢ stata effet-
tuata una valutazione differenziata per singolo far-
maco ma solo complessiva. Il dato che emerge ¢
comunque molto chiaro poiché nella prima setti-
mana dal giorno della diagnosi di Al, la sensibili-
ta del test (cut-off indice GM 0.5) tra i pazienti in
profilassi/terapia antifungina era del 52% contro
una sensibilita dell’89% per i pazienti che non
ricevevano antifungini (p=0.02). Questo dato ¢ di
estrema importanza ed implica che il monitorag-
gio per I’Al con il test per il GM sia valutato alla
luce di concomitanti terapie antifungine (55).

In merito ai falsi positivi, le cause descritte sono
moltissime, ed alcune sembrano essere pressoché
esclusive dei pazienti pediatrici (GM nei cibi, in
formulazioni particolari di latte in polvere, per
colonizzazione intestinale da Bifidobacterium
spp.) come riportato in Tabella 1.

Inoltre svariati microrganismi possono dare rea-
zioni positive per il GM, di cui alcune verificate
solo in vitro (Acremonium spp., Alternaria alter-

L’altra importante causa di falsi negativi ¢ I’'uso di  nata, Alternaria spp., Botrytis tulipae,
Tabella 1. Principali cause di false negativita e false positivita del test per I'antigene GM di Aspergillus

Falsi negativi nella ricerca dell'antigene GM Rif.
Carico fungino ridotto, potenziale angioinvasivo modesto 9,57
Rilascio limitato di GM (alterazioni dei nutrienti e pH dell'ospite) 43,57
Elevato titolo anticorpale anti-Aspergillus 29
Concomitante profilassi o terapia antifungina 8, 55, 66
Falsi positivi nella ricerca dell'antigene GM Rif.
Reazioni crociate con altri microrganismi 14,25, 40,91, 95
Trattamenti con ciclofosfamide (su urine in modello animale di Al) 28
GVHD cronica (causa probabile: paraproteine o anticorpi auto-reattivi) 27
Antigenemia transitoria senza Al, in particolare durante neutropenia 37
Cotone di tamponi per prelievi bioptici I5
Pazienti con insufficienza renale cronica emodializzati 19
Neonati prematuri 87
Neonati prematuri  per acido lipoteicoico di Bifidobacterium spp. 58
Neonati prematuri  per latte in polvere di origine bovina 23

GM nei cibi (farine, riso, pasta, soia), per danno mucosa intestinale,

in particolare in pazienti pediatrici 4,44, 65
GM in farmaci B-lattamici, (rilevabile nel siero dei pazienti trattati 1,4,5,7,48, 49, 56,
e nei preparati antibiotici, particolarmente Piperacillina/Tazobactam, 60,61,72,88, 94,
Amoxicillina/Clavulanato, Amoxicillina, Ampicillina) 96, 102, 105
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Cladosporium cladosporoides, Cladosporium
herbarum, Cryptococcus neoformans, Fusarium
oxysporum, Geotrichum capitatum, Paecilomices
variotii, Penicillium chrysogenum, Rhodotorula
rubra, Trichophyton interdigitalis, Trichophyton
rubrum, Wallemia sebi, Wangiella dermatitidis)
(14, 25, 40, 91, 95).

Dal 2003 pero, una particolare fonte di test GM
falsi positivi ha suscitato grande interesse, ed in
questi pochi anni molte ricerche hanno ben docu-
mentato il problema. In realta il fenomeno fu
segnalato gia nel 1997 quando si verifico che il
test “Pastorex Aspergillus” risultava positivo su
alcuni farmaci in vitro (Piperacillina e
Amoxicillina/Clavulanato) (4).

Tale osservazione non ebbe alcun seguito, né
laboratoristico né clinico fino al 2003, quando, al
43°C congresso ICAAC due abstract hanno ripor-
tato osservazioni cliniche inerenti a falsi positivi
per GM con il test ELISA in pazienti trattati con
Piperacillina/Tazobactam (93, 101). In seguito
moltissimi lavori hanno delineato e chiarito il
quadro della situazione.

Sostanzialmente ¢ stato documentato che il trat-
tamento con farmaci B-lattamici, in particolare
Piperacillina/Tazobactam,
Amoxicillina/Clavulanato, Amoxicillina,
Ampicillina, puo produrre test molto positivi per
il GM anche in pazienti privi di alcun segno di Al
(1, 56, 61, 88, 94, 102). La positivita ¢ riscontra-
bile sugli stessi farmaci saggiati in vitro (75-80%
dei lotti di Piperacillina/Tazobactam) (1, 5, 7, 48,
56, 88, 94, 102). La cinetica del fenomeno indica
che trattamenti prolungati con B-lattamici (oltre 2-
3 somministrazioni) producono innalzamenti del
test per il GM immediatamente dopo la sommini-
strazione, con una tendenza all’accumulo del
segnale dopo ripetute somministrazioni. Dopo
trattamenti prolungati, il GM puo rimanere positi-
vo anche per 5-7 giorni dopo !’interruzione del
trattamento antibatterico (5, 7, 49, 88, 105).
L’origine molecolare di questi falsi positivi ¢
quasi certamente da attribuire alla presenza nei
farmaci antibatterici di residui antigenici simili al
GM (o0 vero GM) derivanti dai processi fermenta-
tivi impiegati per produrre gli antibiotici (60).
Questa interazione comporta particolari problemi
nella gestione di pazienti a rischio di Al che necessi-
tino anche di trattamenti antibiotici con B-lattamici.
In tali casi infatti i clinici potrebbero dover sce-
gliere tra variare il trattamento antibiotico per non
alterare la veridicita del test per il GM, oppure
somministrare comunque gli antibiotici piu idonei
al caso rischiando una risposta inaffidabile del-
I’antigenemia per GM.

In conclusione, la ricerca del GM ¢ un test di faci-
le esecuzione ma di difficile interpretazione. Per
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un uso corretto ed una valutazione attendibile dei
risultati del GM, ¢ ormai imprescindibile la cono-
scenza di tutte le variabili che possono influire sul
test. Cio nonostante la ricerca dell’antigene GM
rappresenta un notevole passo avanti per la dia-
gnosi dell’ Al nel paziente immunocompromesso.
A fronte della mancanza di crescita di Aspergillus
in emocoltura e della difficolta di ottenere una
diagnosi istologica di Al, la positivita del test
ELISA per GM contribuisce giornalmente ad
effettuare diagnosi di aspergillosi invasiva in
molti ospedali, contribuendo a migliorare le pro-
babilita di sopravvivenza e la qualita di vita dei
pazienti a rischio per questa temibile patologia.

Integrazione dei test panfungini

e specie-specifici

Come visto finora, attualmente ¢ possibile fare
diagnosi antigenica/anticorpale di micosi invasiva
opportunistica sia con metodi specie-specifici che
con metodi panfungini. In un approccio diagnosti-
co razionale, un test panfungino dovrebbe essere
utilizzato quale test di screening per infezione
micotica, e ad una sua positivita dovrebbe seguire
un’indagine specie-specifica, indirizzata verso
una specifica eziologia fungina sulla base del tipo
di paziente, della sua patologia di base e del qua-
dro clinico-strumentale. Un simile impiego di
questi test richiederebbe sia un’elevatissima sen-
sibilita del test panfungino, sia un suo costo deci-
samente inferiore a quello dei test specie-specifi-
ci. Sfortunatamente la situazione reale ¢ alquanto
differente.

Il test per il BDG ha sensibilita non ottimali, oscil-
lanti tra 1’80 ed il 100%. Cid nonostante un even-
tuale falso negativo del BDG, se ottenuto in pre-
senza di un quadro clinico fortemente suggestivo
di infezione fungina in atto, potrebbe comunque
non interrompere 1’iter diagnostico verso un test
specie-specifico.

Il maggiore impedimento ad un uso della ricerca
del BDG come test di screening ¢ invece il suo
costo, poiché un test per il BDG costa 30-40 €/cam-
pione contro i 5-10 €/campione dei test per il MAN
e GM, mentre le ricerche anticorpali anti-Candida
ed anti-Aspergillus costano ancora meno. Pertanto
un impiego del test per il BDG per lo screening di
infezioni micotiche appare economicamente molto
impegnativo e non sempre sostenibile.
Un’alternativa potrebbe essere quella di usare il
test panfungino per il BDG come integrazione dei
metodi specie-specifici. In particolare, se il test
per il BDG dimostrera di non essere affetto dagli
stessi problemi dei test per Candida (falsi positivi
per colonizzazioni da Candida in assenza di infe-
zioni) e dei test per Aspergillus (falsi negativi in
pazienti trattati con antifungini o in pazienti con
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elevati titoli anticorpali anti-Aspergillus, ¢ falsi
positivi in pazienti pediatrici o trattati con B-latta- -
mici), questo metodo potra anzi avere un ruolo
dirimente nei casi di risposte dubbie dei test spe-
cie-specifici. 7.

CONCLUSIONI

Nonostante il grande sforzo nel cercare un’alter-
nativa alla diagnostica tradizionale di infezione 8.
fungina, 1’attuale gold standard resta la positivita
colturale ed istologica. Ad ogni modo le nuove
metodiche antigeniche/anticorpali disponibili
appaiono come un valido ed utile supporto alla 9.
diagnosi di micosi invasiva. Inoltre, il loro uso
ormai diffuso ha permesso di scoprire e chiarire
aspetti molecolari, fisiologici ed epidemiologici

delle micosi opportunistiche finora sconosciuti.

Molta aspettativa c’¢ anche nei riguardi della dia-

gnostica molecolare delle infezioni fungine.
Questo approccio finora ha prodotto solo sistemi

non standardizzati, i quali molto spesso non var-
cano i confini dei laboratori in cui sono messi a

punto. Recentemente perd qualcosa sta cambian-

do, e circa 15 anni di ricerche cominciano a pro-
durre alcuni metodi piu standardizzati che ora

necessiteranno di ampie validazioni cliniche.

11 futuro della diagnosi di infezione fungina inva-
siva si profila pertanto sempre pitl come un pan-
nello integrato di sistemi diagnostici tradizionali e

innovativi.

Un uso appropriato dei metodi disponibili e la
loro corretta interpretazione ed applicazione alla

clinica, si spera consentiranno presto una diagno-

si piu rapida ed affidabile delle infezioni micoti-
che invasive.
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