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RESUMEN

El proposito de esta presentacion es dar a conocer los hallazgos clinicos, micoldgicos e histopatologicos
de una aspergilosis pulmonar cronica por Aspergillus nomius, en una mujer de 52 afios de edad que
sufre de una feohifomicosis diseminada por Exophiala spinifera, con lesiones cutaneas, ganglionares
y oseas de 22 afios de evolucion. La aspergilosis pulmonar se presentd como una neumopatia cronica,
de 3 aflos de duracion, que evolucion6 hacia la abscedacion. Esta infeccion fingica se produjo durante
el tratamiento con 800 mg/diarios de posaconazol y respondié favorablemente a la administracion
conjunta de caspofungina por via intravenosa. Finalmente, la enferma fue intervenida quirtirgicamente
y se le extirparon los l6bulos medio e inferior del pulmoén derecho. En el estudio histopatologico de la
pieza quirtirgica se comprobd que Aspergillus nomius invadia los vasos sanguineos y que se formaba
un granuloma epitelioide con células gigantes en torno a las hifas endovasculares. El agente causal de
este caso se aislo de multiples muestras de expectoracion y lavados broncoalveolares, asi como de la
pieza quirirgica. Su ubicacion taxonémica se hizo en base a estudios de biologia molecular. No pudo
establecerse una causa clara de inmunodeficiencia en este caso.

PALABRAS CLAVE: 4spergillus nomius. Aspergilosis pulmonar. Feohifomicosis. Exophiala
spinifera. Caspofungina. Posaconazol.

ABSTRACT

Chronic pulmonary aspergillosis due to Aspergillus nomius in a patient with disseminated
phaeohyphomycosis resistant to antifungal drugs

The aim of this presentation is to present the clinical, mycological and histopathological findings of
a case of chronic pulmonary aspergillosis due to Aspergillus nomius, in a 52 year old woman, who
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suffers from disseminated phaeohyphomycosis with cutaneous, ganglionary and bone lesions due
to Exophiala spinifera with 22 years of evolution. This pulmonary aspergillosis presented clinically
as a chronic pneumonia of the middle lobe of the right lung, which evolved toward excavation and
the production of a chronic lung abscess. This mycosis appeared during posaconazole treatment,
at a daily dose of 800 mg, and the infection presented a good clinical response to intravenous
caspofungin. The patient was submitted to surgical remotion of middle and lower lobes of the right
lung. Histopathological study of the surgical sample showed Aspergillus nomius invasion of blood
vessels and the production of an epithelioid granuloma with giant cells around the endovascular
hyphae. The etiologic agent of this aspergillosis was also isolated from several sputum and
bronchoalveolar lavage samples and its identification as Aspergillus nomius was done by molecular
biology studies. We were not able to establish a clear cause of immunodeficiency.

KEY WORDS: Aspergillus nomius, chronic pulmonary aspergillosis, phacohyphomycosis, Exophiala
spinifera, posaconazole, caspofungin.

INTRODUCCION

La aspergilosis ha aumentado su frecuencia en las tltimas tres décadas
como consecuencia de la prolongacion de la vida de los enfermos criticos. Este
incremento ha sido mas importante en la aspergilosis invasora aguda, en los que
padecen enfermedades onco-hematologicas, los receptores de trasplantes de células
madres hematoldgicas, los que presentan enfermedad injerto versus huésped, los
receptores de trasplantes de 6rganos solidos, en especial de pulmon, en general los
pacientes con diversos tipos de compromisos graves de la inmunidad, asi también
como aquellos enfermos inmunocompetentes, internados en unidades de cuidados
intensivos que deben recibir corticosteroides (12).

La aspergilosis pulmonar cronica incluye a dos subgrupos, el aspergiloma
simple y la forma cavitaria cronica progresiva. La primera comprende los
casos con crecimiento no invasor de una bola fingica intracavitaria y lesiones
pericavitarias que no crecen; en tanto que en la segunda se produce un cuadro
neumonico crénico, que se excava y crece lentamente, con un compromiso pleural
vecino. La aspergilosis cavitaria cronica afecta a personas de mas de 50 afios, con
enfermedades pulmonares previas y con un grado moderado de compromiso de su
inmunidad producido por diabetes, tratamientos con corticosteroides, alcoholismo,
etc. (3,7, 10, 13, 16, 25).

El género Aspergillus incluye mas de 250 especies y de las cuales el 10 %
son causantes de micosis oportunistas en el hombre; se encuentra taxondmicamente
dividido en subgéneros y en varias secciones (11). Las especies de mayor interés
clinico son A. fumigatus, A. flavus, A. niger A. terreus y A. ustus, y se encuentran
distribuidas en diferentes secciones de los subgéneros de Aspergillus. La reciente
incorporacion de las técnicas moleculares ha permitido una nueva ubicacion
taxondmica de los integrantes de este género (9). A menudo, el nombre de A.
flavus se usa para describir a las diferentes especies de la seccion Flavi con cabezas
conidiales de colores que varian de amarillo-verdoso a pardo.
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Las feohifomicosis por Exophiala spinifera son infecciones fungicas
infrecuentes, que en su forma diseminada presentan un pronostico ominoso, la
mayoria de los casos registrados han tenido una evolucion crénica y fatal, pese a
haber recibido diversos tratamientos antifungicos (17).

El propdsito de esta presentacion es dar a conocer los datos clinicos y los
estudios micologicos, histopatologicos y moleculares de una paciente que en el
curso de una feohifomicosis cronica diseminada por E. spinifera (18, 19), presentd
una aspergilosis pulmonar cronica cavitaria por Aspergillus nomius, especie
perteneciente a la seccion Flavi.

CASO CLINICO

Paciente de sexo femenino, de 52 afios de edad, naci6 en la provincia de
Santiago del Estero, a los 18 afios se mudo a la Provincia de Buenos Aires. Como
antecedentes de patologias previas presenta agenesia de riiidn izquierdo, ha sufrido
crisis de asma bronquial y en 1990 se le diagnostico una feohifomicosis diseminada
por Exophiala spinifera, esta micosis aun continia activa. Las lesiones iniciales
fueron una placa cutanea en la frente, tubérculos en los muslos y el abdomen,
adenomegalias en la cadena cervical derecha y en las ingles; tratada inicialmente
con itraconazol y 5- fluorocitosina (5-FC) durante nueve meses, con buena respuesta
clinica. Presentd una recidiva con lesiones cutaneas vegetantes en ambos brazos y
recibid el mismo tratamiento. Posteriormente, y ante la persistencia de las lesiones,
recibié anfotericina B-desoxicolato (AMB) por via venosa (IV), anfotericina
liposomal, itraconazol en dosis de 600 mg asociado a 5-FC, griseofulvina y
terbinafina sola y asociada a itraconazol por tiempo prolongado, sin obtener la
remision total de las lesiones. En 1999 los antifingicos fueron suspendidos porque
la enferma estaba embarazada. Estas circunstancias agravaron la feohifomicosis,
con la aparicién de extensas lesiones cutaneas, asi como adenopatias supuradas
en todos los territorios periféricos, una osteoartritis supurada de la rodilla derecha
y un foco de endoftalmitis en la retina del ojo derecho. Durante el embarazo la
paciente recibi6 AMB en forma discontinua hasta el sexto mes de gestacion,
cuando el tratamiento fue suspendido por anemia. Se realizé una cesarea al §°
mes de embarazo, nacié una nifia sana y se inicié un tratamiento por via oral con
posaconazol 800 mg/dia. Las lesiones llegaron a desaparecer totalmente. Al afio
se suspendio el tratamiento, pero a los 3 meses se observo una recaida. Se reinicid
el posaconazol hasta la actualidad que produjo mejoria de las lesiones pero sin
remision total. Presenta atn lesiones activas en region pre-auricular derecha, en la
zona frontal y en el menton (Figuras 1 y 2), asi como una adenopatia pre-auricular
derecha y una osteoartritis de la rodilla derecha.

Durante toda su evolucion presentdé multiples episodios de bronquitis
alérgica, que requirieron ocasionalmente la indicacion de corticosteroides y
agonistas beta 2.
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Figuras 1y 2. Lesiones cutaneas verrugosas de feohifomicosis.

En el aflo 2007 fue internada en el Hospital F. J. Muiiiz por presentar fiebre,
tos con expectoracion purulenta, sin insuficiencia respiratoria y radiolégicamente se
comprob6 una neumonia de campos medio e inferior derechos, que evoluciond
hacia la cavitacion en una semana, con nivel hidro-aéreo (Figura 3). La paciente fue
sometida a dos broncoscopias con lavado broncoalveolar (LBA) y se efectudé una
biopsia transbronquial. Los controles de laboratorio, en el momento de la admision,
revelaron los siguientes datos de interés: eritrosedimentacion 60 mm en la 1% hora,
hematocrito de 35 %, hemoglobina 12g/dL, leucocitos 14.000/uL, neutréfilos
70%, eosinofilos 7%, basofilos 0%, linfocitos 16%, monocitos 6%. Se la tratd con
ceftriaxona IV 2 g cada 12 hs y continu6 con posaconazol.

Figura 3. Radiografia de térax de frente mostrando un infiltrado pulmonar denso
en campos medio e inferior derechos.
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La evolucion clinico-radioldgica fue muy buena, y la paciente continud
afebril y compensada. En la tomografia computadorizada de alta resolucion (TAC)
de térax se observo un infiltrado en lobulo medio del pulmén derecho, con un
absceso tnico de 3 cm de diametro.

Los estudios microbioldgicos para bacterias comunes y bacilos
acido-alcohol resistentes fueron negativos y en tres examenes micologicos de LBA
y de esputo; se comprobo la presencia de hifas hialinas en el examen microscopico
directo al estado fresco y se obtuvo el desarrollo de Aspergillus seccion Flavi

(Figuras 4y 5).

Figuras 4y 5. Colonias de Aspergillus nomius en medio de agar-glucosado de
Sabouraud y aspecto microscopico de dicha colonia, donde se observa
el esporoforo tipico con sus esterigmas.

Dada la buena evolucion de la paciente se interpretd este hallazgo como
una colonizacion del absceso, porque los cultivos de la biopsia transbronquial no
presentaron desarrollo de hongos. La paciente fue dada de alta y recibi6 tratamiento
de consolidacion con levofloxacina por via oral y posaconazol 800 mg por dia.
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Durante el control evolutivo se realiz6 un recuento de subpoblaciones
linfocitarias que mostré 660 células CD4 positivas/uL (32%) y un proteinograma
electroforético con 6,9 g/dL de proteinas totales yunaligera hipergammaglobulinemia
policlonal, con 1,50 g/dL de gammaglobulinas. Los hemogramas de control
presentaron eosinofilia (7-14 %).

Antes de un afio del ultimo episodio fue nuevamente internada por
una neumopatia abscedada en l6bulo medio de pulmoén derecho, con rescate
de Aspergillus seccion Flavi en muestras de esputo y de LBA, La pruebas
de inmunodifusion (ID) y contrainmunoelectroforesis (CIE) con antigenos
metabdlicos de Aspergillus flavus, fueron positivas, la ID titulo 1:2; CIE presento 1
banda catddica y 1 banda anodica (16).

El tratamiento indicado fue corticosteroides, broncoaspiracion y
caspofungina 50 mg/dia por via venosa. La evolucion fue buena desde el punto
de vista pulmonar, pero con empeoramiento de las lesiones cutaneas, atribuida
a la utilizacion de corticosteroides. Durante la internacion presenté una vomica
purulenta, que tuvo efecto de drenaje, complet6 el tratamiento con posaconazol y
caspofungina y pudo ser dada de alta en buen estado general.

La TAC de torax de control demostro la presencia en el parénquima
pulmonar de una masa de densidad heterogénea, que comprometia el segmento
lateral y medio del 16bulo medio, de 40 x 70 mm en contacto con la silueta
cardiaca y, adyacente a la misma, la presencia de tractos fibrosos, densos, pleuro-
parenquimatosos y bronquiectasias (Figura 6).

30210-12H2
L68.2 mm

del pulmén derecho.
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El proteinograma electroforético reveld una hipergammaglobulinemia
policlonal, con IgG de 1823mg/dL (VN; 600-1550).

Ante la persistencia de las lesiones pulmonares seudotumorales y
abscedadas, con buen examen funcional respiratorio (CVF: 103%; FEV1/CVF:
97%;VEF1: 99%), se indicd una bilobectomia de los 16bulos medio e inferior del
pulmoén derecho. La cirugia fue laboriosa por la presencia de importante fibrosis
y el sangrado profuso, que requirié transfusiones intraoperatorias. La evolucion
pos-operatoria fue buena, con una re-expansion pulmonar optima.

El informe de anatomia patologica confirmé la presencia de un area de
consolidacion de aspecto nodular, irregular, intraparenquimatosa, de color pardo
claro, con una cavidad central, de 3,6 x 1,8 cm, acompanada por otras lesiones
similares mas pequefias y también excavadas. El examen microscopico mostrd
un parénquima pulmonar con histoarquitectura general preservada, acentuada
infiltracion de células mononucleares y agrandamiento intersticial, con metaplasia
cubica del epitelio alveolar. Se observaron vasos arteriales, que presentaban en sus
luces numerosas hifas delgadas, hialinas, septadas, con ramificaciones dicotomicas,
con los caracteres estructurales compatibles con hongos del género Aspergillus,
rodeadas por granulomas mal definidos, algunos con centro necrotico, circundados
por células epitelioides y gigantes tipo Langhans y que no invadian el parénquima
pulmonar (Figuras 7y 8).

Figuras 7y 8.  Examen histopatoldgico de la pieza quirtrgica del pulmén
derecho, con hematoxilina-eosina y metenamina de plata de Grocott,
mostrando hifas endovasculares, rodeadas de una reaccion inflamatoria
granulomatosa, con células gigantes, en el interior de una arteriola,
200X.

Actualmente la paciente estd en buen estado general, con persistencia de
lesiones activas de la feohifomicosis.
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Estudio de los aislamientos de Aspergillus

Los multiples aislamientos de muestras de secreciones respiratorias de
esta paciente, asi como de la pieza quirtrgica fueron identificados como Aspergillus
seccion Flavi por las caracteristicas macroscopicas y microscopicas (11, 23).

Estudios moleculares

Aspergillus perteneciente a la seccidn Flavi se incubd durante 96 h en
caldo YPD (extracto de levadura 1%, 2% peptona y 2 % glucosa) a 28 °C. La
masa micelial se separ6 por centrifugacion y se lavo con sorbitol 1M. Para la
extraccion y purificacion del ADN gendmico se uso el equipo QIAmp DNA Mini
Kit (Qiagen AG, Basel, Switzerland). La calidad y cantidad de ADN se estimé
mediante lectura espectrofotométrica (SmartSpec™ 3000 Spectrophotometer.
BIO-RAD) a 260 y 280 nm.

Lareaccion de PCR se realizd segtin el siguiente protocolo: tampén PCR 1x
5 pl, 200 mM de cada dexosirribonucledsido trifosfato (dAATP, dGTP, dCTP,dTTP), 3
mMdeMgCl,,0,2uMdecadainiciador(Btub1:5’-AATTGGTGCCGCTTTCTGG-3’
y Ptub 2: 5’-AGTTGTCGGGACGGAATAG-3’), 10 ul de molde, 1,25 U/ul Taq
DNA polimerasa (Invitrogen, Argentina) y suficiente agua destilada para que el
volumen de reaccion sea de 50 pL. La amplificacion del gen de S-tubulina se
realizo en un termociclador (MiniCycler TM MJ Research Inc, NY, EEUU) con los
siguientes ciclos: 3 min a 94 ° C, seguido de 30 ciclos de 15 sega 94° C, 30 seg a 55°
Cy30sega68°C,seguido de una extension final de 3 min a 68 ° C.

Deteccion del producto de PCR. Los fragmentos amplificados se
separaron por electroforesis en gel de agarosa al 1.5% en tampdn TBE (0.09 M Tris,
0.09 M acido bérico y 2 mM de EDTA, pH 8.3) durante 90 minutos a 90 voltios y
se visualizaron con bromuro de etidio.

El producto de amplificacion obtenido se purificod con el equipo QIAquick
PCR (Qiagen AG, Basel, Switzerland) y se secuencié en ambas direcciones usando
un ABI Prism 3100/ 3100-Avant Genetic Analyser (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA). La secuencia resultante se compard con las disponibles en la base
de datos del GenBank con el programa BLASTn. Ademas, se establecio la relacion
filogenética de la secuencia parcial del gen S-tubulina del Aspergillus aislado de las
secreciones respiratorias y de especies relacionadas depositadas en el GenBank.
Para ello, las secuencias se alinearon con el programa CLUSTAL W'y con el método
de Neighbor-joining del programa MEGA se realiz6 el analisis correspondiente.

La secuencia de nucledtidos para el gen fS-tubulina del aislamiento
procedente de las secreciones respiratorias del paciente en estudio (461 pb) present6
un 99% de identidad con Aspergillus nomius nimeros de accesos AY017572.1,
AY017563.1, AY017551.1, AY017580.1 entre otros. El aislamiento de nuestro
estudio se encuentra incluido dentro del linaje de A. nomius en el arbol filogenético
de las especies de la seccion Flavi y Petromyces (21) (Grafico 1).
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Grdfico 1. Arbol filogenético Aspergillus seccion Flavi 'y Petromyces especies
inferido a partir del analisis Neighbour-Joining (NJ) de la secuencia
parcial del gen de fS-tubulina. La marca ~ sefiala la secuencia de
nucleétido que deriva del presente estudio. Los niimeros en los nodos
representan el valor de boostrapp y solo se indican los valores por
encima del 70%. Estos valores se generaron a partir de 1000 replicas y
la longitud de la barra horizontal representa la distancia genética.
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Estudios de sensibilidad a antifingicos de los hongos aislados

La sensibilidad in vitro de Aspergillus nomius y Exophiala spinifera
frente a antifingicos fue estudiada mediante la determinacion de la concentracion
inhibitoria minima (CIM) por el método de microdilucion de referencia para
hongos miceliales (Documento M38-A2 del CLSI) (6). Fueron utilizados los
siguientes antifungicos: itraconazol (Janssen, Argentina), voriconazol (Pfizer,
UK), posaconazol y caspofungina (Merck, Argentina), terbinafina (Novartis,
Argentina) y anfotericina B (Sigma, EE. UU.). Para la caspofungina se determind
la concentracion efectiva minima (CEM) que es la menor concentracion de
antifingico donde se observan alteraciones morfologicas.

Los resultados de estas pruebas se presentan en la tabla 1.

Tabla 1. Pruebas de sensibilidad frente a antifingicos "in vitro" de las cepas de
Aspergillus nomius y Exophiala spinifera.

Antifingico Aspergillus nomius CIM (ug/mL) Exophiala spinifera CIM (ug/mL)

Anfotericina B 2 0,25

Itraconazol 0,25 0,25

Voriconazol 0,50 0,03

Posaconazol 0,25 0,03

Terbinafina 0,03 0,03

Caspofungina 0,064 0,125
DISCUSION

La aspergilosis pulmonar cronica afecta a personas de ambos sexos,
mayores de 50 afos de edad, con antecedentes de enfermedades broncopulmonares
previas y alteraciones de la inmunidad, tanto innata como adaptativa mediada por
células de moderada gravedad. Los pacientes HIV-positivos, con bajos recuentos de
células CD, + también tienen un elevado riesgo de padecer esta afeccion, debido a
las alteraciones pulmonares producidas por infecciones bacterianas, tuberculosis,
neumocistosis y otras micosis (3, 7, 8, 10, 13, 16).

La forma mas comun de presentacion de la aspergilosis pulmonar cronica
son las cavidades biapicales.

La paciente que presentamos tuvo como antecedentes de interés las crisis
asmaticas, tratadas con corticosteroides, que en los tiltimos afios no habian sido
frecuentes ni graves. En 1999 durante el episodio grave de feohifomicosis presentd
un infiltrado pulmonar en el campo medio del pulmén derecho. Esta alteracion
radioldgica fue de corta duracion y no se reconocié la causa. La dificultad en
controlar las dos micosis que sufria, asi como la eosinofilia, la buena produccion
de anticuerpos IgG para ambas infecciones fingicas y la hipergammaglobulinemia
policlonal, hacen sospechar que la paciente presenta una respuesta inmune con
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predominio de citoquinas de tipo Th2. En la tltima década se ha destacado la
importancia de los factores genéticos que regulan la inmunidad, como causa
favorecedora de este tipo de aspergilosis (7, 10, 24). Se ha detectado un déficit
en la lectina ligada a manosa, anormalidades en las citoquinas y un polimorfismo
genético de la zona coldgena de la proteina surfactante A, (24).

La enferma presento todas las manifestaciones clinicas y radiologicas que
caracterizan a la aspergilosis pulmonar cronica. Sin embargo, la localizacion del
proceso fue rara, ya que en este caso fue unilateral y ubicado en los 16bulos medio
e inferior derechos. También es poco comin que se haya mantenido, después de
varios afos de evolucion, como un proceso supurativo rodeado de una inflamacion
granulomatosa cronica, cuando lo mas frecuente es la presencia de necrosis caseosa,
con granulomas epitelioides peribronquiales y pericavitarios (3, 7, 8, 10, 13, 16).
Otro rasgo infrecuente del estudio histopatologico fue la invasion fingica de los
vasos sanguineos. Las formas cronicas de aspergilosis pulmonar no suelen invadir
los vasos sanguineos ni dar metastasis extrapulmonares de la infeccion (7, 10, 24).
En esta enferma se comprobo la presencia de hifas intravasculares rodeadas de un
tipico proceso inflamatorio cronico.

La reseccion quirargica de la zona afectada es el tratamiento de eleccion
en la aspergilosis pulmonar crénica. Sin embargo, no siempre es posible debido
a insuficiencia respiratoria o la gran extension de las lesiones. Las intervenciones
quirtrgicas en esta enfermedad presentan una tasa de mortalidad relativamente alta
(8,2 %), debido a las hemorragias y a las dificultades técnicas producidas por la
fibrosis pulmonar (7, 10).

Pese a los riesgos de la operacion, nos decidimos por la reseccion de los
16bulos pulmonares afectados por la recurrencia de la enfermedad, la presencia de
un nddulo pulmonar denso, cuya causa no estaba esclarecida y que persistia a pesar
de recibir posaconazol, droga con actividad frente a especies de Aspergillus (22).

Para la identificacion de los aislamientos de Aspergillus se usaron una
combinacion de caracteristicas fenotipicas y técnicas moleculares. Asi, 4. flavus fue
identificado como agente de la aspergilosis pulmonar cronica por las caracteristicas
macroscopicas y microscopicas (9, 11,23). A menudo, el nombre de A. flavus se usa
para describir a las diferentes especies de la seccion Flavi con cabezas conidiales
en tintes de amarillo-verdoso a pardo. El estudio filogenético y la comparacion de
secuencias del gen que codifica para la S-tubulina nos permitio incluirlo dentro de
la seccion Flavi, como Aspergillus nomius (2, 9, 15).

Recientemente, la aplicacion de los métodos moleculares en el género
Aspergillus contribuy6 de manera significativa a la diversificacion de las especies,
tales como A. tamarii, A. nomius, A. pseudonomius y especies de Emericella
como agente de infecciones. (1, 9, 15, 21). A. nomius fue descripto e identificado
como agente de casos clinicos de neumonias, queratitis y onicomicosis (5, 14,
26). Consideramos de importancia la diferenciacion entre especies relacionadas al
permitir la identificacion taxondmica de los hongos y en particular en los Aspergillus
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de la seccion Flavi. Esto contribuira de una manera mas certera al tratamiento, al
conocimiento de la patogenia, a los estudios epidemiologicos, asi como a determinar
posibles fuentes de transmision de las infecciones nosocomiales.

Los estudios de sensibilidad in vitro han demostrado, una vez mas, lo
dificil que es la interpretacion de sus resultados en las micosis. A pesar que no existen
puntos de corte para determinar si las cepas de los hongos estudiados son sensibles
a los antifingicos empleados, tanto E. spinifera como A. nomius presentaron CIM
bastante bajas frente a las drogas examinadas, sin embargo, la feohifomicosis de la
paciente no respondi6 plenamente a ninglin tratamiento.
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