Pneumologia vol. 61, nr. 2, 2012

Rolul investigatiilor alergologice
in diagnosticul Aspergilozei
Bronho-Pulmonare Alergice (ABPA)

Roxana Silvia Bumbdcea®?, lleana Ghiordanescu?, Brindusa Petrutescu®

1. UMF “Carol Davila’, Bucuresti; 2. Spitalul Universitar de Urgentd Elias, Bucuresti - Compartimentul Alergologie

REZUMAT

Aspergiloza bronho—pulmonard alergica (ABPA) este o afectiune pulmonard caracterizata prin raspunsul inflamator imuno-alergic la prezenta
intrabronsica a sporilor si miceliilor speciilor de Aspergillus. ABPA afecteazd pacientii cu astm preexistent sau fibroza chistica rareori fiind descrise cazuri
de ABPA in absenta acestor doud afectiuni. Prevalenta reald a cazurilor de ABPA este necunoscutd. Actual, prin izolare de ARNm  si clonare se pot
produce antigene recombinante utile pentru diagnosticul fidel al ABPA. O parte dintre aceste antigene recombinante sunt utile pentru discriminarea intre
indivizii cu ABPA si cei cu astm cu sensibilizare la Asp. f. Asp 4 si Asp f 6 reprezintd markeri specifici esentiali pentru confirmarea suspiciunii clinice
de ABPA avand o specificitate 100% si o sensibilitate de 90 %. Testarea hiperreactivitatii la Asp f se face prin metode in vivo: lestare cutanatd prick cu
citire imediald si tardivd i in vitro: determinarea de Ig E specifice 5i Ig G specifice si dozarea precipitinelor. In ABPA, testarea cutanald prick este aproape
intotdeauna pozitivd. Nivelul normal de Ig E totale, la un pacient cu boald activd pulmonard exclude diagnosticul de ABPA. Nivelele de Ig E serice totale
sau specifice se coreleazd cu gradul de activitate a bolii fiind utile pentru monitorizarea raspunsului la tratament.

Cuvinte-cheie: aspergiloza bronhopulmonard alergicd, astm, fibroza chistica, hipersensibilitate, teste serologice, testare cutanatd

ABSTRACT

The role of allergological tests in Allergic Bronchopulmonary Aspergillosis (ABPA)

Allergic Bronchopulmonary Aspergillosis (ABPA) is an uncommon respiratory condition in which Asp. spp spores and mycelia inhalation trigger
an immuno allergic inflammatory response in the bronchial airways. ABPA mostly develops in asthmatic and cystic fibrosis patients. The true prevalence
of ABPA in not known. It is important to exclude ABPA in all asthmatics with positive skin reactivity to Aspergillus. Currently, a number of allergens
Jrom A. fumigatus have been cloned and the mRNA was purified — these are the recombinant antigens which can be used to distinguish between ABPA
and fungal sensitization. IgE specific for Asp f 4 and Asp [ 6 are restricted to ABPA patients and have a sensitivity and specificity of 90 % and 100 %,
respectively. Aspergillus hipersensitivity can be demonstrated using in vivo (skin prick test) and in vitro methods (specific Ig E and Ig G, serum pre-
cipitins). In ABPA skin prick test is almost always positive. Normal levels of total IgE exclude ABPA. Serum total and specific Ig E vary according to

disease activity and are usefull for monitoring the treatment.
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Introducere

ABPA este definita ca o afectiune pulmonara caracterizata
prin raspunsul inflamator imuno-alergic la prezenta
intrabronsica a sporilor si miceliilor speciilor de Aspergillus
(Asp. spp) reprezentate in principal de Asp. Fumigatus, Asp.
Niger, Asp. Flavus si Asp. Nidulans. Cu toate acestea, modificari
clinice si radiologice similare celor observate in ABPA sunt
descrise si in asociere cu alti fungi (Stemphylium lanuginosum,
specti de Candida, specii de Helminthosporium, specii de Curvularia,
Schizophyllum commune, Dreschslera hawaiiensis, Fusarium
vasinfectum)'*?.

ABPA apare la pacienti non-imunocompromisi, in absen-
ta aspergilozei invazive, activitatea macrofagelor alevolare si a
polimorfonuclearelor neutrofile (ca celule implicate in imu-
nitatea celulara locald pulmonara) fiind normala*.

Prevalenta
ABPA a fost multa vreme subdiagnosticatd in majoritatea
tarilor. In ultimii 20 de ani numirul de cazuri de ABPA
descrise in literatura a crescut datoritd cresterii gradului de
informare a medicilor, elaborarii criteriilor de diagnostic si

accesului la analize cu sensibiliate si specificitate crescute.

ABPA afecteaza pacientii cu astm preexistent (in orice
stadiu - de la formele usoare la astm corticodependent) sau
fibroza chisticd®, rareori fiind descrise cazuri de ABPA in
absenta acestor doua afectiuni (polimorfism al genei ce
codifica proteina surfactant, afectiuni ce determina clearance
ciliar ineficient, hipersecretia de mucus, prezenta HLA-
DR2).

In urma meta - analizelor efectuate (pornind de la studii
efectuate in perioada 1952 - 2008)° s-a constat o prevalentd a
ABPA la pacientii cu astm de 12 %, 7-14% la pacientii cu
astm corticodependent si 7.8-15% la cei cu fibrozd chistica.
Prevalenta realad a cazurilor de ABPA este Insa necunoscuta,
diagnosticul fiind dificil de realizat datoritd manifestarilor
clinice nespecifice si asemanarilor cu astmul cu sensibilizare
la fungi ceea ce explica latenta de panala 10 ani, uneori, intre
aparitia primelor manifestari si momentul diagnosticului.

Particularitatile Aspergillus
Fungii se definesc ca organisme eucariote (au structura
complexd: nucleu si membranad), heterotrofice (necesita sub-

Contact: Roxana Silvia Bumbicea, Spitalul Universitar de Urgenta Elias - compartimentul alergologie, Bd. Marasti nr. 17, 011641 Bucurest,

email: roxana.bumbacea@gmail.com

102



strat organic pentru a-si procura carbonul necesar cresterii si
dezvoltarii), nonfotosintetice.

Genul Aspergillus cuprinde aproximativ 250 de specii de
fungi ai caror spori reprezintd 0.1 - 22 % din totalul sporilor
izolati prin tehnici specifice de captare, din atmosfera. Dintre
aceste specii doar o mica parte sunt considerate a fi patogene
pentru om (cel mai frecvent descrise ca fiind implicate in
patologia pulmonara sunt Aspergillus Fumigatus, Aspergillus
Niger, Aspergillus Flavus, Aspergillus Nidulans)®.

Aspergillus fumigatus este un fung ubicuitar, multicelular,
parazit, cu reproducere asexuatd in principal, termorezistent’.
Se dezvolta pe materii organice in curs de descompunere, sol,
stive de lemne, iarba cositd; sporii pot fi gasiti in aerul din
pivnite, subsoluri, cladiri vechi, instalatii de aer conditionat
montate necorespunzitor, etc.

O corelatie intre nivelul expunerii si aparitia ABPA nu a
fost demonstrata clar, desi Radin, Greenberger si Patterson
sugereaza cd expunerea la concentratii crescute de spori e
asociata cu exacerbari ale ABPAS,

Structura Aspergillus fumigatus

“Corpul” fungului este format din hife (filamente nucleate,
septate), divizate dichotomic la un unghi de 45°. Reteaua
formata prin ramificarea si intersectarea hifelor alcatuieste
miceliul’. Hifele prezinta portiuni specilizate ce se dilatd ter-
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minal formand vezicule din care emerg radiar sporii (numiti
si conidii) ce acopera suprafata veziculelor (figura 1).

Intregul ansamblu format din hifi specializati, vezicula si
spori se numeste Conidiofor (sau sporangiu) si reprezinta
unitatea formatoare de spori asexuati.

Sporii de Aspergillus, cu diametrul de 2-3 pm, sunt inhalati,
captati la nivelul laminei de mucus din cile aeriene, unde pot
adera la suprafata celulelor epiteliale. Intr-un interval de aproxi-
mativ 6 ore de la inhalare, dependent de conditiile locale, sporii
germineaza si formeaza hife si micelii ce se dezvolta pe si intre
celulele epiteliale, ajungand pana la membrana bazala (in ABPA
nu se produce invazia vaselor locale) ™.

Elemente patogenice (figura 2)

Elementul central al patogeniei ABPA il constituie promo-
varea activititii eozinofilelor si a mastocitelor conjugata cu
efectul mycotoxinelor si al exoproteazelor fungice asupra
tesutului pulmonar''2,

Se genereaza reactii de hipersensibilitate de tip imediat
(mediate Ig E), si reactii intarziate, de tip III (Arthus), prin
complexe imune cu activarea cdii alternative a com-
plementului™" si uneori reactii de tip IV (tuberculine - like)
cu aparitia secundara de granuloame. Reactiile de tip IV sunt
rare si sunt considerate necaracteristice.

Figura 1. Structura Aspergillus fumigatus. Preluare si modificare dupa Campbell, cap. 31,
Fungi, biology 6A, site-ul Facultatii de Biologie DeAnza

M.O - Coloratie lactofenol albastru = bumbac -
se vizualizeaza hife, miceliu (masa totala de hife),
conidoforulfsporangiul (unitatea formatoare de

Vezicula (portiune distala de hifa
specializata), fialide, conidii=CONIDIOFOR
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Tabelul I. Clasificarea antigenelor Aspergillus fumigatus

CLASIFICAREA AG. ASP. F.
intracelulare (nesecretate sau structurale): polizaharide din peretele celular
Dupa localizare extracelulare (secretate sau metabolice): exoproteaze, mycotoxine
proteine
Dupa structura chimica polizaharide
glicoproteine
enzime: proteaze, catalaze, enolaze, superoxid dismutaza
Dupé functie proteine de transport: lipocalina
proteine reglatorii: proteine de soc termic

Capacitatea sporilor de Aspergillus fumigatus (Asp f) de a
adera la epiteliul bronsic este influentata de: nivelul de spori
inhalati, capacitatea fungului de a secreta enzime proteolitice,
starea de preactivare a celulelor epiteliale (prezenta atat in cazul
subiectilor astmatici cat si in cazul celor cu fibroza chistica), cali-
tatea mucusului si eficienta clearance-ului ciliar.

Celulele epiteliale activate secreta IL 6, IL 8 cu efect che-
motactic pentru neutrofile si de stimulare a detasarii celulelor
epiteliale. Actiunea citokinelor eliberate de catre neutrofile, a
enzimelor proteolitice si mycotoxinelor eliberate de catre sporii
si miceliile de Aspergillus favorizeaza penetrarea fungului pana
la nivelul mucoasei bronsice'®. Anticorpii anti Asp f permit ant-
genelor solubile si fragmentelor micelare sd patrunda si sa se
deporziteze la nivelul parenchimului pulmonar.

Sporii si miceliile contin (antigene nesecretate) si elibereaza
(antigene secretate) antigene ce sunt prelucrate de catre
celulele prezentatoare de antigen (APC). Prezenta HLA - DR 2

Figura 2. Patogenia ABPA. Legenda: Asp f — Aspergillus
fumigatus, Th2 ,1- limfocit T helper 2 respectiv 1
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sau DR 5 la suprafata APC reprezintd un factor predispozant la
ABPA. APC prezinta antigenele limfocitelor T (LT) de la nivelul
tesutului limfoid pulmonar. LT activate se vor diferentia catre
LTh 2 ce sintetizeaza si elibereaza IL 4, 1L 5, IL. 13 si GM - CSF.
IL 4 i IL 5 stimuleaza diferentierea, proliferarea, migrarea
la nivel tisular si cresterea duratei de viatd a eozinofilelor'.
Productia de Ig E, Ig G si Ig A de catre plasmocite este
stimulatd, ca urmare a cresterii expresiei CD 23 la suprafata
Limfocitelor B sub actiunea IL 4, IL. 13 si GM-CSF.

Antigenele Asp f

Sunt descrisi aproximativ 40 de epitopi, capabili sa lege Ig
E si peste 20 de antigene recombinante'® ale Asp f numerotate
de la11la 23 si clasificate conform tabelului 1.

Initial antigenele Asp f au fost obtinute prin purificare
din extractele de Aspergillus (antigen crud, neprelucrat
format dintr-o mixturd de proteine, glicoproteine, poliza-
haride, toxine si componente inerte)'”. Metoda permitea
extragerea de antigene cu mare variabilitate, dificil de
reprodus. Actual, prin izolare de ARNm din culturi, la 72-96
de ore si clonare se pot produce antigene recombinante
utile pentru diagnosticul fidel al ABPA (in vivo si in vitro),

Tabelul II. Numerotarea antigenelor recombinante -
Preluat din Medical Mycology, 2005, 43, S189 — S196
reprezentand Alergene ale Aspergillus fumigatus aprobate
de Uniunea Societatilor de Imunologie, Comitetul pentru
Nomenclatura Alergenelor, 2004

Allergen* kD  Nature of allergen Binding of IgEf
Aspf1 18 Ribotoxin 83% [42)
Asp f2 37 Fibrinogen binding (?) 90 [42)
Aspf3 19 Peroxisomal protein 94 [42)
Asp f4 30 - 78 [42)
Aspf5 40 Metalloproteinase 93 [28)
Asp f6 26.5 Mn superoxide dismutase 56 [42]
Asp 7 12 - 46 [28)
Aspf8 11 Ribosomal protein-P2 -

Asp f9 34 - 89[2,28)
Asp f 10 K Aspartic protease 28 [28)
Asp f11 24 Peptidyl-prolyl isomerase -

Asp f 12 47 Heat shock protein-P90 -

Asp f13 K2 Alkaline serine proteinase -

Asp 15 16 - -

Asp f 16 43 70(2)
Asp £17

Asp f 18 H Vacuolar serine proteinase

Asp 22 46 Enolase

Asp 23 H L3 ribosomal protein
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Tabelul III. Antigene recombinante utile in diagnosticul diferential ABPA -
Astm cu sensibilizare la Aspergillus fumigatus

Prezenta Ig E Prezenta Ig E T .
Antigenul Localizarea :;f::;;gzz speciﬁcfaaingser specificf:aingser Ssepnzlcli);.:lct;;iesl
(ABPA) (astm)
Asp f4 intracelulard NU DA NU "
Aspf6 intracelulari NU DA NU mr
Aspf3 extracelulara DA DA DA 3
Aspf5 extracelulari DA DA DA 3

Tabelul IV. Criterii de diagnostic majore si minore pentru ABPA survenita la pacientii cu astm preexistent

ABPA Seropozitiva (ABPA-S)

Istoric de Astm (frecvent dificil de controlat)
Ig E totale crescute (> 1000 UI/ mL)
Reactivitate cutanata imediatd la Asp.f

Ig E specifice anti Asp.f crescute

Ig G specifice anti Asp.f crescute

ABPA cu bronsiectazii centrale (ABPA-CB)
Criteriile mai sus amintite - pozitive
Bronsiectazii centrale (CT high - resolution)

Alte criterii ce sustin diagnosticul:

Eozinofilie periferica (absenta in terapia p.o cu
Corticosteroizi!)

Infiltrate inflamatorii pulmonare (absente in terapia p.o cu
Corticosteroizi!)

Sputa inchisd la culoare (bruna)

Bronhii impactate datorita productiei crescute mucus vizibile
radiologic

Culturi din sputd pozitive pentru Asp. f

eliminindu-se practic dezavantajele primei metode'®. Alergenele
recombinante sunt numerotate conform tabelului I

O parte dintre aceste antigene recombinante sunt utile
pentru discriminarea intre indivizii ca ABPA si cei cu astm cu
sensibilizare la Asp f (tabelul IIT) '8,

Nivelul seric al Ig E capabile sd lege antigene recombinante
este mai mare in cazul pacientilor cu ABPA decat in cazul
pacientilor cu astm cu sensibilizare la Asp f 5.

Asp f 4 si Asp f 6 reprezinta markeri specifici esentiali
pentru confirmarea suspiciunii clinice de ABPA avand o
specificitate 100 % si o sensibilitate de 90 %'®.

Banerjee si colaboratorii au aratat ¢d 70 % dintre pacientii
cu ABPA au nivele crescute de Ig E indreptate impotriva Asp
f16, in timp ce pacientii cu teste cutanate pozitive pentru Asp

fnu au®.

Criteriile diagnostice ale ABPA

ABPA apare in special la pacienti astmatici sau cu fibroza
chistica. In cazul pacientilor astmatici, diagnosticul ABPA
se bazeaza pe realizarea de criterii clinice, biologice si ima-
gistice. Zece criterii de diagnostic au fost initial identificate
insd, dintre acestea, doar o parte sunt considerate esentia-
le (majore) (tabelul IV). Criteriile minore, de exemplu
infiltratele pulmonare si eozinofilia periferica, pot fi pre-
zente doar in timpul exacerbdrilor sau in faza acuta a
bolii.

Bronsiectaziile centrale reprezinta un criteriu important
care insa nu este intotdeauna prezent la momentul diagnos-
ticului. Greenberger?' identifica 2 tipuri de pacienti 1) ABPA

- S - pacientii intrunesc criteriile clinice, paraclinice si sero-
logice dar nu au bronsiectazii centrale, 2) ABPA - CB - pacientii
au criterii diagnostice prezente si bronsiectazii centrale. La
acestea Kumar adauga o a treia categorie de pacienti ABPA -
CB - ORF - in care pacientii intrunesc criteriile diagnostice si
in plus fata de bronsiectaziile centrale au si alte modificari
radiologice: fibroza pulmonara, emfizem, modificari fibro-
cavitare si modificari pleurale®%.

In cazul fibrozei chistice, ABPA reprezintd o complicatie
frecventa a bolii, aparand la aproximativ 10 % dintre pacienti.
Diagnosticul e frecvent intarziat datorita suprapunerii multor
criterii de diagnostic peste manifestdrile clinice obisnuite ale
fibrozei chistice (tabelul V).

ESCF (Epidemiologic Study of Cystic Fibrosis) propune 2
serii de criterii: majore si minore. Pentru diagnosticul de ABPA
sunt necesare 2 criterii majore (din 3 cate sunt in total) si 2
minore (din 6).

Rareori ABPA apare in absenta astmului sau a fibrozei
chistice in asociere cu alte boli plumonare cronice ce asociaza
sindrom obstructiv, granulomatoza bronho-centrica, sinuzita
alergica cu sensibilizare la fungi, Sindromul Hiper - Ig E
(Buckley), boli cronice granulomatoase.

Caracteristici clinice si stadializare
ABPA poate sa apara si in copilarie, cel mai frecvent insa
este intalnita la adultii tineri (decada 3). Majoritatea pacien-
tilor cu ABPA au antecedente alergice: rinita, conjunctivita,
dermatita atopica, sensibilizare la alergene aeropurtate comu-
ne de mediu sau trofalergene'.

Tabelul V. Criterii de diagnostic majore si minore pentru ABPA survenita la pacientii cu fibroza chistica preexistenta

Criterii majore

Criterii minore

Reactivitate cutanatd imediata la Asp f
Anticorpi precipitanti anti Asp f
Nivel de Ig E totale >1000 UI/L

Bronhoconstrictie

Eozinofilie periferica >1000/microL.

Istoric de infiltrate pulmonare

Nivel de Ig E totale sau Ig E anti Asp f crescute
Culturi pozitive pentru Asp f din sputa

Raspuns porzitiv la terapia cu Corticosteroizi sistemici
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Figura 3. Stadializarea clinica a ABPA

Parametrii

maonitorizatiz
*Eczincfilia
peardferica

*Nivelul Ig E
total

Aparitia ABPA este asociata cu transformarea formelor
usoare sau medii de astm in astm corticodependent®, in
contextul aparitiei unor simptome neobisnuite: stare gene-
rala alterata, febra (38.5°), prezenta de dopuri de mucus si
sputa purulenta, tuse, durere toracica sau rareori hemop-
tizie.

In cazul pacientilor cu fibrozi chistica si ABPA tabloul e
dominat de scddere in greutate si cresterea frecventei accese-
lor de tuse productiva.

Se deosebesc 5 stadii de ABPA in functie de care se face
ajustarea tratamentului (figura 3).

Testarea hiperreactivitatii la Asp f

Testarea hiperreactivitatii la Asp f se face prin metode in
vivo: testare cutanata prick cu citire imediata si tardiva si in
vitro: determinarea de Ig E specifice si Ig G specifice si dozarea
precipitinelor.

Testarea in

Testarea cutanata prick se face utilizind mix de alergene
de Aspergillus - extract standardizat (preparat comercial), in
conditii standard de executare. Metoda are sensibilitate si
specificitate crescute.

Citirea testului se face la fiecare 15 minute In prima ora si
apoi dupd 6 ore (pentru evidentierea unei eventuale reactii
intarziate). Rareori (16-33 % dintre pacienti) sunt descrise si
reactii bifazice, acestea nefiind considerate caracteristice pen-
tru ABPA"#2, Daca testarea cutanata prick este negativa,
rezultatul poate fi confirmat si prin injectarea intradermica
de Aspergillus, care insa utilizeaza extract crud, produs in
laborator, nestandardizat'”.

Testarea in

Presupune dozarea Ig E si Ig G (daca e posibil fractiunile
Ig G1 si Ig G4) specifice anti Asp f precum si a precipitinelor
(exprimate ca numar de linii de precipitare dupa dubla
difuzie in gel).

Prezenta anticorpilor anti Asp f4 si 6 permite diferentierea
intre ABPA si astmul cu sensibilizare la Asp f. Metoda de
determinare a Ig E specifice, cu sensibilitatea cea mai mare
este metoda ImmunoCAP.

Variatia nivelului anticorpilor specifici e dependentd de
tratament, virsta pacientului si stadiul bolii. Unele antigene
ale Asp. f (catalaze, tripsina, chimotripsina) sunt esentiale
pentru reactia de precipitare'.

Concluzii

Genul Aspergillus cuprinde aproximativ 250 de specii de
fungi ai caror spori reprezinta 0.1 - 22% din totalul sporilor
izolati prin tehnici specifice de captare, din atmosfera. Dintre
aceste specii doar o mica parte sunt considerate a fi patogene
pentru om (cel mai frecvent descrise ca fiind implicate in
patologia pulmonara sunt Aspergillus Fumigatus, Aspergillus
Niger, Aspergillus Flavus, Aspergillus Nidulans)®. O corelatie intre
nivelul expunerii si aparitia ABPA nu a fost demonstrata clar,
desi Radin si colaboratorii sugereaza ca expunerea la
concentratii crescute de spori e asociatd cu exacerbdri ale
ABPA.

ABPA este o afectiune subevaluatd, prevalenta reald a
cazurilor de ABPA nefiind cunoscuta.

ABPA afecteaza pacientii cu astm preexistent (in orice
stadiu - de la formele usoare la astm corticodependent) sau
fibroza chistica, rareori fiind descrise cazuri de ABPA in
absenta acestor doua afectiuni.

Exista o similitudine intre manifestarile clinice ale ABPA
si astmul cu sensibilizare la fungi.

Nivelul normal de Ig E totale, la un pacient cu boala acti-
va pulmonara exclude diagnosticul de ABPA™.

Nivelele de Ig E serice totale sau specifice sunt necesare
pentru diagnosticul diferential al ABPA si se coreleaza cu
gradul de activitate a bolii¥, fiind utile pentru monitorizarea
raspunsului la tratament.

Testarea cutanatd prick si dozarea Ig E specifice (metode
cu sensibilitate si specificitate crescuta) permit diagnosticul
precoce al bolii®, asociindu-se cu un prognostic favorabil,
implicit impiedicand evolutia spre modificari ireversibile ale
tesutului pulmonar (fibroza).
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