I patogeni fungini nell’'infezione polmonare in Fibrosi Cistica: aspetti
clinici e di diagnostica microbiologica.
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Funghi filamentosi

Oltre alla colonizzazione da parte di un certo numero di patogeni batterici, soprattutto
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Burkholderia cepacia- complex, che
rimangono la principale causa d’infezioni e riacutizzazioni respiratorie, morbilita e mortalita,
numerosi funghi filamentosi possono colonizzare le vie aeree dei pazienti affetti da Fibrosi
Cistica.

Questa colonizzazione fungina delle vie respiratorie, facilitata dai frequenti e prolungati cicli di
terapia antibiotica e dall’'uso di corticosteroidi, pud in qualche caso dar luogo ad infezioni vere;
la cui frequenza aumenta in modo regolare con I'aumentare dell’aspettativa di vita dei soggetti
affetti da Fibrosi Cistica e con la possibilita del trapianto di polmoni. Tuttavia la sequenza degli
eventi che seguono la colonizzazione fungina, cosi come i fattori predisponenti a questa sono
ancora in gran parte da chiarire e sarebbero necessari studi approfonditi su in grande numero
di pazienti.

Tra i funghi filamentosi Aspergillus fumigatus rimane di gran lunga la causa piu frequente di
colonizzazione delle vie aeree. Altri funghi filamentosi vengono sempre di piu ritrovati dalle
colture d’espettorato, come Aspergullus flavus, Aspergillus terreus, Aspergillus niger,
Aspergillus nidulans che possono colonizzare in modo transiente. Inoltre Scedosporium
apiospermum (la forma asessuata di Pseudoallescheria boydii) & ora riconosciuto come
un‘importante e pericoloso colonizzante in Fibrosi Cistica. Sono state poi isolate altre specie
come Exophiala dermatitidis e Scedosporium prolificans. Ma la situazione potrebbe essere
ancora pil complessa, come suggerito da recenti descrizioni di due altre specie isolate da
espettorati di pazienti con Fibrosi Cistica: Penicillium emersonii e Acrophialophora fusispora.
Sicuramente potrebbero esserci delle variazioni geografiche nella prevalenza di colonizzazione
da parte di specie di funghi filamentosi, anche in relazione alle loro caratteristiche biologiche.
La prevalenza delle specie di funghi filamentosi e l'impatto sul decorso clinico & poco
conosciuto dai microbiologi e dai clinici coinvolti nel follow-up dei pazienti con fibrosi Cistica; la
percentuale di pazienti colonizzati € certamente bassa ma puod essere sottostimata.

A. fumigatus e ABPA. A. fumigatus & un organismo con un ruolo importante nella
degradazione dei composti organici, & ubiquitario e si diffonde nell’lambiente mediante la
dispersione di spore molto piccole. A.fumigatus & il fungo filamentoso pil conosciuto sia dai

microbiologi che dai clinici; oltre che il pit comune colonizzante dei pazienti con Fibrosi Cistica.



Sono state riportate tuttavia differenti percentuali di frequenza dal 9% al 57% secondo gli
studi.
E’ noto che A.fumigatus in Fibrosi Cistica € causa d'Aspergillosi Broncopolmonare Allergica
(ABPA) la cui frequenza nei pazienti varia grandemente dai dati della letteratura (dal 0,9% all
11%). L'APBA & caratterizzata da un’ipersensibilita polmonare mediata da una risposta
allergica al fungo. ABPA compare in circa il 10% dei pazienti con Fibrosi Cistica ed & rara nei
bambini al disotto dei 6 anni d’eta. L’ABPA pu0 causare un peggioramento acuto dello stato
respiratorio ed un ulteriore declino della funzionalita polmonare; senza un adeguato
trattamento pud progredire ad uno stato cronico ed ad una fibrosi polmonare.
L'immuno-patogenesi dell’ABPA €& iniziata dai conidi d’A.fumigatus, che sono continuamente
inalati nei bronchi e germinano in situ , rilasciando antigeni. Queste cellule miceliali rilasciano
piu di 75 differenti proteine/allergeni che scatenano la produzione di citokine e interleuchina-1,
-5, -13. La risposta infiammatoria nella submucosa bronchiale causa un’eccessiva produzione
di mucina, rilascio d’eosinofili, ostruzione bronchiale intermittente con atelectasie e, in qualche
caso, bronchiectasie.
In Fibrosi Cistica € accettato che la diagnosi d’ABPA debba soddisfare ad almeno a 6 dei 7
“criteri definiti da Nelson:

1. respiro affannoso
coltura microbiologica positiva per A.fumigatus
presenza d'infiltrati visibili nella radiografia polmonare
reazione positiva acuta ad A.fumigatus con lo skin prick test
elevate IgE totali

aumento delle IgE sieriche specifiche verso A.fumigatus
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aumento delle IgG sieriche specifiche verso A.fumigatus

Altri funghi filamentosi e malattia allergica

Sembra che anche altri Aspergillus spp. ( non-fumigatus) e Scedosporium apiospermum
possano in qualche modo causare in Fibrosi Cistica forme analoghe all’ABPA; ma ancora ci
sono pochi studi ed evidenze. La diagnostica microbiologica accurata di colonizzazione fungina

e l'identificazione di specie potranno dare un contributo importante in questo campo

Infezioni fungine invasive
Lo sviluppo di forme invasive fungine & un’evento molto raro nei pazienti con Fibrosi Cistica :
sono stati descritti casi di

e aspergilloma

e aspergillosi disseminata anche dopo trapianto polmonare

¢ infezioni disseminate da S. apiospermum dopo trapianto polmonare



L'aumento dell’utilizzo di strategie immuno-soppressive, specialmente nel caso del trapianto
di polmone, unitamente alle terapie anti-pseudomonas sempre piu aggressive, potrebbero

favorire nel futuro un aumento delle infezioni fungine comprese quelle invasive.

La diagnostica microbiologia
E’ importante che il laboratorio di diagnostica microbiologica della Fibrosi Cistica si trovi
preparato ad un’‘adeguata diagnostica delle infezioni fungine. Attualmente la diagnostica
microbiologica dei funghi si basa prevalentemente sull’esame microscopico diretto e sulla
coltura di campioni d’espettorato.
Allo stato attuale perd non esiste una standardizzazione delle procedure per I'esame micologico
dei campioni di pazienti con Fibrosi Cistica, non esistono raccomandazioni specifiche sui terreni
di coltura, cosi come su i tempi e le temperature d‘incubazione delle colture.
La mancanza di terreni selettivi, cosi come tempi d’incubazione insufficienti possono
compromettere il ritrovamento di alcune specie come S.apiospermum, che spesso € associato
ad A.fumigatus, di piu rapida crescita. Inoltre mancano dei metodi semplici e rapidi che
permettono un’accurata e facile identificazione delle specie recentemente descritte in Fibrosi
Cistica. Tutto questo pud spiegare le importanti variazioni sulla frequenze riportate riguardo ad
alcune specie fungine nel contesto della Fibrosi Cistica.
In attesa che siano perfezionate le line guida a riguardo delle colture e dell’identificazione dei
funghi filamentosi & utile che i microbiologi pongano attenzione a
e esaminare a livello microscopico i campioni dei pazienti con isolamento ripetuto di fungo
filamentoso, in particolare se colonizzati da una specie raramente riscontrata
('osservazione delle ife fungine mediante I'esame microscopico diretto conferma che il
fungo & veramente presente nel campione e non & da considerare un contaminante).
e utilizzare un terreno con agenti selettivi (es sabouraud+cloramfenicolo +gentamicina)
¢ tenere in incubazione le piastre per le colture fungine per 48h e se negative tenere le
piastre ed osservarle dopo altre 48 h
e identificare possibilmente a livello di genere e specie, ma obbligatoriamente a livello di
genere tutti i funghi filamentosi ritrovati
e segnalare sempre nel referto clinico di funghi filamentosi ritrovati e se possibile dare
un’indicazione sulla loro quantita
L'identificazione di genere e specie dei funghi filamentosi si basa sull'osservazione
macroscopica delle caratteristiche della colonia fungina, i tempi di crescita, i pigmenti e la
morfologica microscopica del fungo. Un buon atlante e testo di micologia possono venire

validamente in aiuto, cosi come alcuni links utili (http://www.aspergillus.org.uk/

http://www.doctorfungus.org/

http://www.mycology.adelaide.edu.au/

http://www.cbs.knaw.nl/Medical/defaultpage.aspx




E’ sempre opportuno rivolgersi a centri di riferimento per problematiche identificative e per
stage di training.

L'identificazione a livello di specie dei funghi filamentosi presenti nei campioni dei pazienti & un
dato importante che il microbiologo puo offrire al clinico. La segnalazione della presenza di
una determinata specie fungina potra essere valutata, ad es. nel contesto di una possibile
ABPA (caso d'A. fumigatus ed altri Aspergillus spp.); potra essere data evidenza di una
colonizzazione cronica; sara un’indicazione indispensabile nel caso di pazienti in lista di
trapianto di polmone. La colonizzazione fungina potrebbe essere una causa di complicanze
infettive gravi, compresa l'infezione disseminata, quando il paziente sara trattato con farmaci
immuno-soppressori nel decorso post trapianto. La conoscenza delle specie fungine
colonizzanti dara al clinico indicazioni per I'eventuale profilassi e trattamento antimicotico piu
adeguato. Naturalmente non e richiesto che il laboratorio di microbiologia esegua i tests di
sensibilita agli antimicotici dei funghi filamentosi isolati, in quanto & il pattern di sensibilita di
molte specie & noto da studi microbiologici. Alcune specie fungine possono essere altamente
farmaco-resistenti in vitro e/o in vivo.

A.fumigatus & intrinsecamente resistente al fluconazolo ma, l'itraconazolo e il voriconazolo
sono sensibili sia in vitro che in vivo;

A.terreus € altamente resistente all’'amfotericina B sia in vitro che in vivo.

S.apiospermum € resistente in vitro a miconazolo, itraconazolo, voriconazolo e caspofungina,
inoltre le MICs di amfotericina B sono speso elevate e corrispondono ad un’inefficacia del
trattamento delle infezioni.

S.prolificans & esistente a quasi tutti gli antimicotici disponibili.

Candida albicans ed altri lieviti

Candida spp. (in particolare C.albicans) & la specie fungina piu frequentemente isolata dalle
colture espettorato con A.fumigatus. Candida spp. € spesso di origine da una colonizzazione
mucocutanea a livello oro-faringeo, favorita dai trattamenti con antibiotici , che alterano la
composizione della fora microbica e dai corticosteroidi. In qualche caso pu0 essere presente
una colonizzazione cronica bronchiale; in rarissimi casi Candida spp. € causa d’infezione
polmonare cronica o candidosi invasiva. Spesso la colonizzazione C.albicans provoca una
produzione di IgE specifiche e questo dato pud essere un marker immunologico correlabile allo
sviluppo di ABPA quando & presente anche A.fumigatus.

I ceppi di C.albicans isolati in Fibrosi Cistica sono normalmente sensibili agli azoli , in qualche
ceppo, isolato da pazienti trattati con itraconazolo puo svilupparsi resistenza a questo farmaco
e crociata con il fluconazolo.

Dal punto di vista della diagnostica microbiologica la presenza di Candida spp. deve essere
sempre segnalata quando € in contacolonie significativa; per quanto riguarda l'identificazione
di specie puo essere utile l'utilizzo di un terreno cromogenico per lieviti (es CHROMagar

Candida ) che € in grado di identificare morfologicamente e discriminare la C.albicans da altre



tre specie di Candida spp. (glabrata , krusei etropicalis). Va ricordato che in qualche raro caso
ceppi identificati come C.albicans con questi terreni, ad una successiva identificazione
biochimica si sono rivelati essere Candida dublinenesis, una specie fenotipicamente simile a

C.albicans ma geneticamente distinta. Questa specie puo essere resistente al fluconazolo.
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