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L’incidenza delle infezioni fungine invasive (IFI) & aumentata significati-
vamente negli ultimi anni in seguito alla crescente complessita delle pro-
cedure chirurgiche, all’aumento del numero dei fattori di rischio che pre-
dispongono a tali infezioni e all’introduzione di terapie sempre pil effica-
ci che hanno consentito ’allungamento della sopravvivenza dei pazienti
critici e immunodepressi (1, 2).

Da un recente studio prospettico avviato per il rilevamento delle candide-
mie in Italia & emerso come, dopo le terapie intensive, la maggior parte de-
gli episodi di candidemia sono stati osservati in reparti di medicina interna
(3). In effetti negli ultimi anni sono stati pubblicati diversi dati relativi
all’incidenza delle candidemie in medicina e ai possibili fattori di rischio
correlati allo sviluppo dell’infezione (2, 4, 5).

In particolare & stato evidenziato come, in pazienti adulti ricoverati in me-
dicina, la durata della nutrizione parenterale totale e periferica (>7 giorni)
sia fortemente associata allo sviluppo della candidemia, mentre la pre-
senza di catetere venoso centrale e la somministrazione di antibiotici gli-
copeptidici sono fattori indipendentemente associati con 1’aumento del
rischio di sviluppare tale infezione (4). Recentemente a Catania, abbia-
mo proposto, in collaborazione con I’infettivologo della nostra azienda,
uno studio atto a valutare 1’impatto di uno specifico approccio clinico-
diagnostico-terapeutico sul rischio di sviluppo delle candidosi invasive in
medicina interna. In particolare, dopo aver stabilito sulla base dei dati di
letteratura, i fattori di rischio, gli aspetti clinici, i fattori predittivi ¢ le stra-
tegie diagnostiche da utilizzare (Figura I), abbiamo stilato una flow-chart
clinico-diagnostico-terapeutica (Figura 2).

La scelta relativa all’approccio diagnostico da utilizzare ¢ stata fortemente
influenzata dal fatto che probabilmente molte delle problematiche con-
nesse alla diagnosi delle infezioni fungine invasive (IFI), gia ben indi-
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viduate nel paziente critico ricoverato in unita di terapia intensiva (UTI)
nella mancanza di segni e sintomi specifici, sono riscontrabili anche nel
paziente ricoverato in medicina, per il quale tra I’altro mancano specifici
protocolli e timing diagnostici da utilizzare al fine di limitare il pili possi-
bile approcci terapeutici del tutto empirici. Infatti, indipendentemente dal-
la tipologia del paziente, ancora oggi la diagnosi certa di malattia fungina
mvasiva (IFD) rimane basata su metodi diagnostici convenzionali che pre-
vedono I’osservazione microscopica di elementi fungini nei tessuti dell’o-
spite e I’isolamento in coltura da siti sterili ed in particolare dal sangue
(6), con tutte quelle che sono le problematiche connesse con la difficolta
del prelievo e la scarsa sensibilita di queste metodiche.

Il significato diagnostico degli esami di laboratorio convenzionali & stret-
tamente correlato al campione clinico preso in esame e al fungo coinvolto.
Considerando I’invasivita delle procedure necessarie ad ottenere biopsie,
molto spesso tali indagini vengono eseguite su campioni clinici in cui I’ 0s-
servazione microscopica e 1’isolamento di colonie di Candida o Aspergil-
lus non necessariamente sono associate ad infezioni invasive ma spesso
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Figura 1 - Fattori di rischio, aspetti clinici, fattori predittivi e indagini di laboratorio.
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Figura 2 - Flow chart clinico-diagnostico-terapeutica.

a colonizzazioni delle mucose. Tuttavia, nonostante la colonizzazione da
Candida non sia necessariamente associata all’infezione invasiva, molti
studi sono stati avviati soprattutto in pazienti chirurgici e ricoverati in
UTI, per valutare quanto questo parametro sia predittivo per lo sviluppo
della candidosi invasiva.

In particolare I’indice di colonizzazione (CI), studiato nel 1994 da Pittet in
una popolazione di pazienti chirurgici con I’obiettivo di predire coloro che
avrebbero sviluppato la candidosi invasiva, & stato utilizzato come base
per ’avvio di una terapia pre-emptive (7).

Successivamente la colonizzazione multifocale da Candida ¢ stata utiliz-
zata come uno dei parametri per definire un sistema di punteggio, de-
nominato “Candida score” e utilizzato per la selezione dei pazienti da
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sottoporre ad un precoce trattamento antifungino (8). Quindi lo studio
della colonizzazione pud rappresentare ancora oggi un valido strumento,
utilizzabile anche sul paziente ricoverato in medicina che, in associazione
ad altri parametri, potrebbe contribuire a selezionare i pazienti a piu alto
rischio per lo sviluppo della candidosi invasiva da sottoporre a un work up
diagnostico. La possibilita di conoscere le specie di Candida colonizzanti
potrebbe avere inoltre importanti ricadute anche sulla strategia terapeu-
tica. Infatti, considerando che 1'inizio di un tempestivo trattamento anti-
fungino & correlato con un miglioramento dell’outcome del paziente (8)
Iidentificazione del microrganismo a livello di specie diventa indispensa-
bile anche nello studio della colonizzazione visto che non tutte le specie
di Candida presentano la stessa sensibilita verso 1 farmaci antifungini e lo
stesso grado di patogenicita. Oggi ci sono a disposizione diversi metodi
commerciali, come I’API ID32C, RapID Yeast Plus e Vitek 2, che pre-
sentano buone performance per 1’identificazione dei lieviti. La maggior
parte dei metodi commerciali per le echinocandine fanno riferimento ai
breakpoint CLSI. Inoltre diverse tecniche molecolari sono state sviluppate
per la rapida identificazione dei miceti direttamente nel flacone per 1’emo-
coltura (10, 11).
Recentemente anche il sistema “MALDI-TOF MS” (matrix-assisted laser
desorption ionization time-of-flight mass spectrometry) & stato applica-
to con successo per 1'identificazione di specie di lieviti direttamente da
colture di sangue positive, con importanti implicazioni per una appropria-
ta gestione dei pazienti con fungemia (12). Certamente I’introduzione di
queste metodiche, rapide e specifiche, ha decisamente migliorato la dia-
gnostica micologica che comunque non pud prescindere dall’emocoltura
che, secondo le ultime linee guida dell’ESCMID (European Society of
Clinical Microbiology and Infectious Diseases) relative alla diagnosi e
alla gestione delle malattie da Candida, viene considerata una indagine
essenziale da eseguire quando possibile, nonostante i problemi connessi
LEs).
Tra questi di rilevante importanza sono: il numero di prelievi da eseguire
e il volume di sangue da prelevare, la fugace permanenza di Candida nel
circolo sanguigno e infine la specie coinvolta e il sistema utilizzato per la
coltura del sangue.
Nelle linee guida dell’ESCMID sono stati ben definiti il numero di pre-
lievi da eseguire (da 2 a 4), il volume di sangue da prelevare (60 ml per
I’adulto) e il sistema per I’emocoltura preferibilmente da utilizzare per I'1-
o solamento dei miceti (metodo lisi-centrifugazione) (13). In effetti pare che
I’emocoltura avviata mediante metodo lisi-centrifugazione presenti una
migliore performance in termini di sensibilita sia per quanto riguarda 1I'i-
solamento delle diverse specie di Candida ma soprattutto per I’isolamento
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di funghi particolarmente esigenti che, anche se raramente, possono essere
causa di fungemia (14). Infine, ancor di pil che per la colonizzazione,
isolare e identificare miceti dal sangue, oltre ad avere importanti ricadute
sulla gestione del paziente, consente di conoscere I’epidemiologia locale,
che rispetto al dato generale pud presentare significative variazioni. In
uno studio pilota multicentrico recentemente avviato per rilevare I’epide-
miologia di Candida in diverse UTI della regione Sicilia ¢ emerso come
a fronte di un dato globale che si allinea con la letteratura e che pone
Candida albicans (44,9%) al primo posto tra le specie isolate dal sangue
seguita da Candida parapsilosis (28,4%) e Candida glabrata (13,8%),
ci sono centri nei quali si inverte assolutamente questo dato e la specie
pill frequentemente isolata dal sangue risulta essere Candida parapsilosis
(30,9%) seguita da Candida glabrata (26,2%) e solo dopo da Candida al-
bicans (16,7%) (15). Comunque, per facilitare la diagnosi precoce di IFI,
nel tentativo di ridurre 1’alta mortalita associata a queste infezioni e per
evidenziare tutti quei casi di probabili infezioni non diagnosticabili con i
metodi convenzionali, sono state introdotte procedure diagnostiche alter-
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Figura 3 - Metodi non colturali per diagnosticare una candidemia e/o una candidosi invasiva.
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native basate sul rilevamento ¢ la quantificazione di biomarcatori fungini.
Nella figura 3 sono riportati tutti i metodi non colturali (13), raccoman-
dati e non raccomandati, per diagnosticare una candidemia e/o candidosi
invasiva che rappresenta, in medicina interna, 1’infezione fungina oppor-
tunistica principalmente rilevata.

In particolare, relativamente alla ricerca degli antigeni fungini, il manna-
no, polisaccaride legato alla parete cellulare di Candida, che pu0 essere
ricercato nel siero o plasma umano mediante saggio immunoenzimatico
(Platelia Candida Ag Plus) per la diagnosi della candidosi invasiva, ha
trovato meno applicazione nella pratica clinica in seguito alle problemati-
che connesse soprattutto alla sensibilita. Infatti, & stato dimostrato come la
sensibilita del test vari in relazione alle diverse specie di Candida coinvol-
te nell’infezione (pil bassa per Candida parapsilosis € Candida krusei) e
alla presenza di anticorpi anti-mannano. In uno studio in cui & stato valuta-
to Iuso del Platelia Candida per la diagnosi di candidosi invasiva in neo-
nati pretermine ricoverati in UTIN (Unita di Terapia Intensiva Neonatale)
& stata evidenziata una maggiore sensibilita del test probabilmente per
|’assenza di anticorpi anti-mannano in questa tipologia di pazienti (16).
Alla luce di queste problematiche, & stata raccomandata, per la diagnosi
probabile di candidosi invasiva, la ricerca combinata di antigene € anti-
corpi anti-mannano in modo da migliorare la performance diagnostica in
termini di sensibilita e specificita (17).

La ricerca di altri anticorpi mediante metodi differenti non & stata ancora
inserita tra i criteri raccomandati per la diagnosi della candidosi invasiva
in seguito alla limitatezza di dati relativi alle candidemie. Candida albi-
cans IFA IgG & un test basato sulla rilevazione, mediante saggio di immu-
nofluorescenza indiretta, di anticorpi diretti Verso antigeni di superficie
del tubulo germinativo di Candida albicans. Si tratta di un test rapido e
semplice che, in presenza di titolo anticorpale 21/160 e in associazione
alle condizioni cliniche del paziente, pud supportare und diagnosi proba-
bile di candidosi invasiva (18).

I stato inizialmente studiato in pazienti ematologici (19) e recentemente
in pazienti critici ricoverati in UTI nei quali € stato dimostrato come tito-
li positivi sono significativamente associati alla riduzione della mortali-
ta probabilmente per I’inizio di appropriate terapie pre-emptive (20, 21).
Inoltre, la ricerca di questi anticorpi & stata usata in combinazione all’an-
tigene (1 —3)-B-D-glucano, alla proteina C reattiva e alla procalcitonina
in pazienti critici non neutropenici con gravi condizioni addominali per
discriminare tra lo stato di colonizzazione e quello di infezione in modo
da stabilire un modello per la previsione dello sviluppo della candidosi
invasiva (22). In particolare & stato dimostrato come livelli di (1—3)-B-D-
glucano maggiori di 259 pg/ml in associazione a titoli anticorpali posi-
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tivi possano discriminare, in questa tipologia di pazienti, tra colonizza-
zione e candidosi invasiva (22). Proprio per quanto riguarda I’antigene
(1->3)-B-D-glucano, componente della parete cellulare di molti funghi ad
eccezione di zigomiceti e Cryptococcus, & stato ormai incluso tra i criteri
internazionali di definizione di micosi invasiva probabile (6).

In commercio sono disponibili per uso diagnostico quattro diversi kit e in
Europa il pit utilizzato & il Fungitell® con cut-off di positivita pari a 80 pg/
ml. Pare che non vi sia nessuna considerevole differenza in termini di sen-
sibilita per il rilevamento delle infezioni invasive da Candida e da Asper-
gillus, anche se molto spesso viene principalmente utilizzato per la diagno-
stica delle candidemie e candidosi invasive (23). La caratteristica forse pill
importante del test & 1’alta predittivith negativa considerando che ancora
non sono stati chiariti né i criteri per la definizione di un risultato positivo
ne alcune problematiche riguardanti il timing, la frequenza dei prelievi e
il cut-off da utilizzare. Probabilmente cid & conseguenza dei tanti possibili
fattori influenzanti la determinazione dell’antigene (1—3)-f-D-glucano
tra cui 1’emodialisi con membrana di cellulosa, la somministrazione di
immunoglobuline o albumina, I'uso di antibiotici, le infezioni batteriche
soprattutto da Gram-negativi, 1’uso di garze e la severa mucosite (23). E
stato comunque evidenziato come, rispetto al cut-off di positivita (80 pg/
ml) attualmente utilizzato, valori di (1—=3)-B-D-glucano superiori a 160

; pg/ml sono altamente indicativi di candidemia (24).

? Oltre al cut-off, anche il numero di campioni consecutivi positivi pud es-
sere un ulteriore parametro da utilizzare per una corretta interpretazione
del dato di laboratorio in quanto & stato osservato come, all’aumento del
numero di campioni consecutivi positivi corrisponda, al pari della stes-

i sa sensibilita, un aumento della specificita (25). Infine, oltre che per uso

diagnostico, emerge sempre pill il ruolo prognostico di questo antigene il
cui decremento, in corso di terapia antifungina, ¢ associato spesso a suc-
cesso terapeutico (26, 27). In un recente lavoro che valuta la performance
dell’(1—>3)-p-D-glucano e di una metodica in real-time PCR per la dia-
gnosi di candidosi invasiva & stato evidenziato come nelle candidemie la
prestazione diagnostica dell’antigene (1—>3)-B-D-glucano sia superiore a
quella della real-time PCR che invece presenta una maggiore sensibilita
nelle candidosi profonde di organo (28). In effetti, nonostante le metodi-
che molecolari basate sulla PCR, sia in-house che mediante kit commer-
ciali, non siano ancora state inserite tra i criteri di definizione di infezione
fungina invasiva probabile, sempre pili spesso vengono utilizzate in asso-
ciazione ad altre indagini di laboratorio, sia convenzionali che molecolari,
al fine di aumentare la sensibilita e specificita diagnostica dei singoli test.
In particolare, il primo metodo commerciale utilizzato € stato il
LightCycler® SeptiFast Test che consente, attraverso una metodica in real-
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time PCR, di identificare nel sangue fino a 25 microrganismi e tra i miceti
le cinque specie di Candida piu frequentemente responsabili di candide-
mia (C. albicans, C. parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei) €
I’Aspergillus fumigatus. Il MycAssay Aspergillus PCR ¢ un altro kit com-
merciale utilizzato per la rilevazione qualitativa di DNA di Aspergillus da
campioni respiratori e da siero come ausilio alla diagnosi di aspergillo-
si invasiva. Attualmente molte metodiche di PCR in-house, combinate a
test diagnostici convenzionali, vengono spesso utilizzate per la diagnosi
precoce di IFL. In uno studio condotto su neonati pretermine ricovera-
ti in UTIN, la ricerca del DNA fungino direttamente nella provetta per
I’emocoltura con metodo lisi-centrifugazione, ha rappresentato un valido
strumento a supporto della diagnosi di candidosi invasiva (29). Tuttavia,
diverse problematiche, relative soprattutto alla standardizzazione delle
metodiche di estrazione e amplificazione del DNA, devono essere ancora
superate affinché i metodi molecolari possano essere utilizzati nella rou-
tine diagnostica. In ogni caso, le metodiche molecolari basate sulla PCR,
in combinazione ad informazioni microbiologiche e cliniche, hanno I’in-
discusso potenziale, non solo di identificare rapidamente e con precisione
i patogeni fungini, ma anche di indicare se il patogeno ¢ in grado di ri-
spondere al trattamento antimicotico attraverso il rilevamento di eventuali
meccanismi di resistenza.

In conclusione, il ruolo della microbiologia nella diagnosi delle infezioni
fungine invasive diventa sempre pill strategico in relazione alla tipologia
e alle condizioni cliniche del paziente nonché ai campioni clinici che pos-
sono essere prelevati per I’esecuzione delle indagini di laboratorio. Nei
campioni clinici nei quali la presenza del fungo & indice di infezione, la
microscopia e 1'isolamento in coltura sono entrambi inderogabili nono-
stante i limiti evidenziati.

I’esame microscopico per la rapidita diagnostica e per il basso costo,
I’isolamento in coltura per le importanti intplicazioni epidemiologiche e
terapeutiche conseguenti all’identificazione dell’agente eziologico, al ri-
levamento dei fattori di virulenza e allo studio della sensibilita in vitro.
Grazie all’introduzione dei metodi non colturali attraverso la ricerca di
biomarkers & oggi possibile supportare, in associazione ai dati clinici del
paziente, una diagnosi precoce di infezione fungina invasiva che consen-
ta di superare i limiti connessi alla scarsa sensibilita delle colture e alla
difficoltd di ottenere campioni bioptici non routinariamente prelevabili da
pazienti che presentano gravi fattori di rischio.

L utilizzo di una diagnostica integrata che associ i metodi convenzionali
all’uso dei biomarkers, sembra essere un punto di forza per una rapida e
accurata diagnosi di infezione fungina invasiva. Infatti, grazie ai progressi
compiuti nello studio della patogenest, all’introduzione di test diagnostici

IPC INFEZIONI NEL PAZIENTE CRITICO



28

rapidi e sensibili oggi e possibile stabilire appropriati criteri di selezione
dei pazienti da sottoporre ad uno specifico work-up diagnostico che con-
senta una rapida e precoce diagnosi di malattia fungina invasiva e favori-
sca I’avvio di una strategia terapeutica diagnostic-driven.
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