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La aspergilosis invasora es una enfermedad con una elevadisima morbimortali-
dad en pacientes inmunodeficientes, debido en parte a la dificultad de diagnosti-
car la enfermedad tempranamente. Para su diagnostico se deben utilizar
conjuntamente técnicas de imagen (tomografia axial computarizada de alta reso-
lucion) y técnicas de laboratorio como la observacion directa, el cultivo y la
deteccion de marcadores (antigenos fangicos como el galactomanano o ADN de
Aspergillus) que pueden encontrarse en sangre en un estadio inicial de la infec-
cion.

Aspergilosis invasora, Diagndstico

L aboratory diagnosis of invasive asper gillosis

Summary

Invasive aspergillosis is major cause of morbility and mortality in immunosup-

pressed patients, in part due to the inability to identify infected patients at an
early stage of the disease. Diagnosis is based on a combination of imaging
(high-resolution computed tomography) and a number of laboratory techniques
including direct examination, culture and circulating markers (galactomannan
and Aspergillus DNA) which can be detected at early stages of the infection.
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El género Aspergillus esta constituido por hongos
filamentosos que habitualmente se reproducen asexual -
mente por conidios (Deuteromycetes), presentando algu-
nas especies también reproduccion sexua (Ascomycetes).
Aunque se han descrito més de 180 especies, Aspergillus
fumigatus, Aspergillus flavus y Aspergillus niger son res-
ponsables del 95% de las infecciones en humanos
(Figuras 1y 2). Aspergillus terreus'y Aspergillus nidulans
son agentes de aspergilosis menos frecuentes [1].

Los conidios de Aspergillus son ubicuos y, por
consiguiente, son frecuentes contaminantes de |aboratorio.
Existen altas concentraciones tanto en el aire exterior
como en €l interior de los hospitales, en la tierray sobre
todo en la materia organica en descomposicion [2]. Por
otro lado, €l género Aspergillus forma parte de la micro-
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biota normal saprofita orofaringea, de fosas nasales, tegu-
mentos y del tubo gastrointestinal [2]. La concentracion
de conidios de Aspergillus parece aumentar en relacion
con obras de remodelacion o con conducciones de aire
contaminadas, situaciones que se han asociado con la apa-
ricién de brotes de aspergilosis nosocomial [2].
Asimismo, los esparadrapos contaminados pueden ser ori-
gen de contaminaciones e infecciones nosocomiales [2].
Esta distribucion tan ubicua puede dificultar €l diagnésti-
co de laboratorio de las aspergilosis.

Aspergillus puede causar un amplio espectro de
infecciones en el ser humano que van desde las formas
superficiales (otitis externas flngicas, onicomicosis, que-
ratomicosis, infecciones de heridas y quemaduras) a la
aspergilosis profunda invasora que es la que plantea los
mayores retos diagndsticos al microbiologo y a clini-
co [3]. La presentacion clinica de la aspergilosis invasora
es variable, inespecifica y tardia, siendo esencial sospe-
charla en situaciones de riesgo [4,5]. La sospecha clinica
de aspergilosis invasora debe ser siempre confirmada por
técnicas de imagen (tomografia axial computarizada, reso-
nancia magnética nuclear) y procedimientos microbiol 6gi-
cos e histologicos. La aspergilosis invasora se adquiere
habitualmente por inhalacion de conidios, dando lugar a
una infeccién pulmonar y, menos frecuentemente, a una
infeccion de senos y oidos. La infeccion por via cutanea
es posible (por rotura de barrera debida a catéteres y espa-
radrapo contaminado), aungue esta forma de adquisicion
esrara[4]. Ladiseminacién a distancia es posible por via
hemética y por continuidad (por infiltracién vascular y
tisular). En latabla 1, tomadade Lin et al. [6], se encuen-
tran recogidos |os porcentgjes de las diversas formas clini-
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Figura 1. Aspergillus fumigatus. Aspecto macroscoépico de una
colonia en agar glucosado de Sabouraud con cloranfenicol.

cas de aspergilosis invasora. Es destacable que las formas
pulmonares difusas son las més prevalentes, seguidas de
las formas pulmonares localizadas (aspergilomas). La
aspergilosis invasora de senos, las formas cutaneas primi-
tivasy las traqueobronquitis tienen mejor prondstico.

Tabla 1. Porcentaje de aspergilosis invasora [6].

TxMO Malignidad Sida

Localizacién hematolégica

Pulmén (difusa) 25 53 61
Pulmén (localizada) 3 10 21
Senos 6 5 4
Traquea-bronquios 0 0 2
Cuténea 2 1 0
Diseminada 53 29 4
Varios 6rganos 10 2 8

TxMO: Trasplante de médula ésea

Puesto que los sintomas clinicos de la aspergilosis
invasora son tardios e inespecificos, en la practica habitual
es fundamental estratificar a los enfermos neutropénicos
por grupos de riesgo segln criterios de Prentice et al. [7].
En la tabla 2 se encuentran ordenados de mayor a menor
los factores de riesgo que predisponen a padecer infeccion
fangicainvasiva, y en latabla 3 aquéllos relacionados con
la aspergilosis invasora en trasplante hepatico [8-9].

Tabla 2. Factores de riesgo de micosis invasora en neu-
tropénicos. Riesgo alto [7].

» < 100 neutrdéfilos > 3 semanas

« Trasplante de médula 6sea no relacionado
« Enfermedad injerto contra huésped

» Neutropenia < 500 > 5 semanas

« Corticosteroides > 2 mg/kg > 2 semanas

« Corticosteroides > 1 mg/kg con neutropenia
« AraC altas dosis

¢ Fludarabina

Recientemente, Len et al. [10] (del Grupo para €l
Estudio de la Infeccion en e Trasplante, GESITRA) han
presentado en el ICAAC 2003 un estudio sobre los facto-
res de riesgo de la aspergilosis invasora en receptores de
trasplante de 6rgano sdlido. La aspergilosis invasora tem-

Figura 2. Aspergillus fumigatus. Imagen microscopica de una
colonia con azul algodén de lactofenol (x400).

prana (< 90 dias) se asocia de forma significativa con
estancia prolongada en UCI, hemodidlisis, tratamiento con
OKT3y con lainfeccidn sintomética por citomegalovirus.
La aspergilosis invasora tardia (>90 dias) se asocia, por €l
contrario, con rechazo crénico que requiere una gran
inmunosupresion y con insuficienciarena cronica.

Tabla 3. Factores de riesgo de aspergilosis invasora en receptores de tras-
plante hepatico [8,9].

« Insuficiencia renal con creatinina plasmatica superior a
2,5 mg/dl durante los tres primeros meses post-trasplante
« Disfuncién grave del injerto con bilirrubina plasmatica superior
a 15 mg/dl durante los tres primeros meses post-trasplante
« Trasplante urgente por fallo hepatico fulminante
« Estancia en UCI mayor de siete dias
« Desarrollo de enfermedad por citomegalovirus o Pneumocystis carinii
« Leucopenia grave con una cifra menor de 1000/mm?
* Nuevo trasplante

Impacto dela aspergilosisinvasora

La aspergilosis invasora es una causa importante
de morbilidad y mortalidad en enfermos inmunosuprimi-
dos [4,11]. En la dltima década, diversos estudios hechos
en hospitales terciarios modernos de Europa han demos-
trado que hasta €l 4% de la poblacién total hospitalaria
(poblacion no seleccionada) tiene aspergilosis invaso-
ra[12,13]. El diagnoéstico se hace frecuentemente de
forma tardia e incluso post-mortem, estimandose actual-
mente que hasta un 30% de casos de aspergilosis invasora
no se diagnostica ni trata, siendo un hallazgo necropsi-
co [12,13] (Figura 3). En latabla 4 se muestra la inciden-
cia de aspergilosis invasora segin la enfermedad de
base [4,11,14], observandose que € grupo de riesgo més
numeroso |lo constituyen los enfermos hematol gicos, con
una prevalencia del 61%. La aspergilosis invasora se aso-
cia de forma significativa a la inmunosupresion intensa,
neutropenia profunda y mantenida, alteracion de lainmu-
nidad celular y la existencia de trabajos de construccion
en areas hospitalarias [4,11,14].

El diagndstico temprano es esencia para instaurar
un tratamiento antifangico. En pacientes neutropénicos
con aspergilosis invasora diagnosticada y tratada tras mas
de 10 dias de la aparicién del primer signo clinico y radio-
I6gico, la mortalidad atribuida a esta infeccién era del
90%, pero descendia al 40% cuando €l tratamiento era
instaurado tempranamente [15].
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Tabla 4. Incidencia de aspergilosis invasora segun
enfermedad de base [11].

 Leucemia, linfoma (29%)

« Trasplante alogénico de médula 6sea (25%)
« Trasplante de érgano sélido (9%)

* SIDA (8%)

« Trasplante autélogo de médula 6sea (7%)

» Tumor de 6érgano sélido (4%)

El diagndstico de la asper gilosis invasora mediante tec-
nicas microbiol gicas convencionales

El diagndstico microbioldgico tradicional de la
aspergilosis depende de la presentacién clinicay se basa
en la sospecha clinica y la posterior confirmacion micro-
bioldgica y anatomopatoldgica. En las aspergilosis super-
ficiales la vision directa 'y €l cultivo permiten apoyar el
diagndstico clinico de presuncion. En enfermos con asper-
gilosis invasora pulmonar e examen directo del esputo
suele ser negativo, siendo positivo, por el contrario, €l
examen microscépico del lavado broncoalveolar
(Figura 4). En las formas de aspergilosis invasora cuténe-
as 0 de senos (muestras de lavados) pueden visualizarse
micelios tabicados.

El examen directo con KOH, calcofltor o Gram
(Figura 5) permite un diagndstico presuntivo rapido. El
examen de tegjidos obtenidos por biopsia tefiidos con PAS
o plata metenamina permite visualizar filamentos septados
con ramificaciones en angulo agudo (Figura 6). El proble-
ma estriba en que otros patdgenos fungicos, como
Fusarium spp. y Scedosporium spp., son indistinguibles
morfol 6gicamente. Una mayor especificidad puede conse-
guirse mediante técni cas inmunohistoquimicas, combinan-
do calcofltor y anticuerpos especificos [16,17].

El aislamiento de Aspergillus por cultivo es un
meétodo sensible para detectar la infeccién y permite la
identificacion de la especie infectante y la realizacion de
pruebas de sensibilidad in vitro a los antifungicos.
Aspergillus spp. no es exigente en sus requerimientos
nutritivos y el microbidlogo debe tener en cuenta que
cuando se sospecha una infeccidn por este género no debe
utilizarse la cicloheximida en los medios de cultivo, por-
gue inhibe su crecimiento. Aungue generalmente las espe-
cies patdgenas humanas son capaces de crecer por encima
de 37 °C, los medios de cultivo deben ser incubados a 25-
37 °C durante cuatro semanas y, a ser posible, utilizando
tubos en lugar de placas, ya que la deshidratacién de los
mismos después de cuatro semanas es menor [18]. El
medio de cultivo mas utilizado para diferenciar las distin-
tas especies es el agar Czapeck-Dox [2].

Dado que Aspergillus es contaminante frecuente, el
cultivo tiene una especificidad variable, ya que no permi-
ten discriminar entre colonizacién e invasion, ni descartar
la contaminacion [19]. Por ejemplo, el aislamiento de
Aspergillus en esputo, una de las muestras que se proce-
san con mayor frecuencia, puede ser consecuencia de la
inhalacion de conidios y no de unainfeccion pulmonar. El
valor predictivo aumenta si se obtienen cultivos con mul-
tiples colonias 0 se aislan repetidamente en esputos seria-
dos [20,21]. Algunos estudios han demostrado que hasta
el 20% de los cultivos de esputo pueden ser falsos positi-
VOs en receptores de un trasplante de médula Gsea [21],
siendo el porcentaje incluso mas alto en receptores de
trasplante de drgano sdlido [22]. El valor predictivo del
cultivo también depende de los factores de riesgo del
paciente. Asi, Perfect et al. [23] observaron que en los

Figura 3. Aspecto macroscopico de pulmén procedente de
necropsia de paciente con aspergilosis invasora. Se observa
infarto, necrosis y destruccién de la arquitectura pulmonar.

Figura 4. Examen directo con azul algodén de lactofenol de un
esputo de receptor de trasplante renal, en el que se observan
abundantes micelios tabicados de Aspergillus fumigatus.

Figura 5. Tincion de Gram (x1.000) de un esputo de paciente
con aspergilosis pulmonar invasora, se observan micelios
tabicados.

Figura 6. Invasion tisular (histologia) con presencia de hifas
de Aspergillus en tejido pulmonar: diametro regular septado
con ramificaciones en angulo de 45°.



enfermos con riesgo ato, un cultivo positivo se asocia con
aspergilosis invasora en e 50-64% de los casos, mientras
gue en los enfermos con riesgo intermedio la incidencia
de aspergilosis invasora desciende al 8-28% (Tabla 5). La
rentabilidad de las muestras microbiol6gicas es mayor si
se obtienen mediante broncoscopia (aspirados y cepillados
bronquiales, lavado broncoalveolar). En este caso, la ren-
tabilidad de las muestras se situa en torno a 50% [19-22].
En los receptores de trasplante de médula 6sea | os cultivos
positivos de Aspergillus tienen un valor predictivo muy
alto (en torno a 70-80%) [23]. La obtencién de biopsias
mediante agujas guiadas radiol 6gicamente es un procedi-
miento diagndstico muy rentable, en genera desprovisto
de complicaciones, si bien pueden obtenerse falsos negati-
vos si no setoma el tgjido invadido por el micelio [24].

Tabla 5. Riesgo de aspergilosis invasora en enfermos
con cultivo positivo de Aspergillus spp. [23].

Riesgo alto
Trasplante alogénico de médula 6sea  64%
Neutropenia 64%
Céancer hematol6gico 50%

Riesgo intermedio

Trasplante autélogo de médula 6sea 28%

Esteroides 20%
VIH 19%
Trasplante de érgano sélido 17%
Diabetes 11%
Enfermedad pulmonar 9%
Céancer no hematolégico 8%

Dados los problemas de especificidad que presenta
el cultivo, su correcta valoracion requiere la utilizacion
conjunta de la histologia, €l patrén de referencia (gold
standard) que permite establecer de forma probada en
pacientes cancerosos e inmunodeprimidos la existencia de
micosis invasora por hongos filamentosos segun los crite-
rios conjuntos de laEORTC y & Mycoses Sudy Group de
la NIAID [25]. Sin embargo, el problema en enfermos
Neutropénicos y cancerosos es que las biopsias pulmona-
res, lavados broncoalveolares, etc., estén contraindicados,
ya que habitualmente tienen trombopenia, hipoxemia y
mal estado general. La diferenciacion entre colonizacién e
invasion en heridas y quemaduras también requiere el
estudio simultdneo microbiolégico e histoldgico, o que
conlleva laredizacién de biopsias. Lainfiltracion de teji-
do viable por micelios tabicados demuestra de forma con-
cluyente lainvasion fungica[26].

Un problema importante de las pruebas tradiciona-
les de diagnéstico microbioldgico es que se positivizan
tardiamente en el curso clinico de la aspergilosis invaso-
ra[19-22].

Valor deloshemocultivos en el diagnéstico dela asper-
gilosisinvasora

Las aspergilemias son excepcionales, representan-
do del 0,5% a 2% de las fungemias, y son consecuencia
de lainvasion tisular [4]. Es un hecho bien conocido que
Fusarium spp. y Scedosporium (Scedosporium
apiospermum y Scedosporium prolificans) son las espe-
cies causantes de fungemia en las formas diseminadas de
micosis invasora, siendo excepcionales las fungemias cau-
sadas por zigomicetos. Las aspergilemias son mas fre-
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cuentes en las endocarditis causadas por Aspergillus spp.
Se estima que solo aproximadamente e 10% de las asper-
gilemias son significativas, debiéndose a contaminaciones
e 90% de las fungemias no significativas (pseudoaspergi-
lemias). Los criterios para aclarar € significado clinico de
la aspergilemia han sido establecidos por Duthie y
Denning [27] en una publicacién que se puede considerar
clésica

En pacientes con cancer hematol égico, la aspergi-
lemia verdadera es de aparicion tardia (precede solo en un
dia al exitus o se evidencia en la necropsia), incluso en
pacientes con alto riesgo de padecer aspergilosis invasora
[28]. El aislamiento de A. terreus en hemocultivo hace
mas probable que |a aspergilemia sea verdadera [28].

Diagnostico serologico de la aspergilosis invasora
mediante |la deteccion de anticuer pos

Aungue la deteccién de anticuerpos mediante dis-
tintas técnicas es Util para el diagndstico de aspergilomay
de aspergilosis aérgica [17], su utilidad es muy limitada
en el diagndstico de aspergilosis invasora por su baja sen-
sibilidad. Sin embargo, estudios recientes utilizando prue-
bas de ELISA han puesto de manifiesto que
aproximadamente un tercio de los pacientes con aspergilo-
sis invasora presenta titulos de anticuerpos de utilidad
diagndstica[29,30].

Diagnéstico de la aspergilosis invasora mediante la
deteccion de antigeno

Desde hace 20 afios se conoce la presencia de anti-
genos en e suero de enfermos con aspergilosis invasora.
Aungue A. fumigatus tiene mas de 100 componentes anti-
génicos, los de mayor utilidad diagnéstica en enfermos
con aspergilosis invasora son el galactomanano y e (1-3)-
[3-D-glucano [2]. El (1-3)-B-D-glucano es un componente
de la pared celular de Aspergillus y otros hongos como
Candida y Pneumocystis carinii que puede ser detectado
utilizando pruebas comercializadas (Fungitec G,
Seikagaku Corporation, Japon, Wako-WB 003, Wako
Chemical, Alemania, y Glucatell, Associates of Cape
Code, Inc., USA). La deteccion del (1-3)-pB-D-glucano
presenta una sensibilidad en torno a 90%, una especifici-
dad del 100%, un valor predictivo positivo del 59%, un
valor predictivo negativo del 97% y una eficacia global
del 85%. Los falsos positivos se asocian a enfermos en
hemodidlisis con aparatos con membranas de celulosa, en
tratamiento con abdmina, inmunoglobulinas, sulfamidas
y anticancerosos [31]. Actualmente la experiencia clinico-
micoldgica acumulada con esta prueba es limitada 'y es
necesario ampliarla mediante estudios prospectivos en
poblaciones estratificadas por factores de riesgo.

El galactomanano es un componente de la pared
celular del género Aspergillus[2], siendo € principa exo-
antigeno liberado durante la invasion tisular. En enfermos
con aspergilosis invasora, el galactomanano puede ser
detectado en suero, orina, liquido cefalorraquideo y liqui-
do pericardico. También esta presente en e lavado bron-
coalveolar, pero en éste estd sin definir € punto de corte
para diferenciar entre infeccion y colonizacion [14]. Para
la deteccion de galactomanano se han desarrollado dos
métodos comerciales. El primero de ellos esta basado en
una aglutinacion con particulas de latex recubiertas de un
anticuerpo monoclonal que reacciona con el galactomana-
no (Pastorex Aspergillus, Sanofi Diagnostics Pasteur,
Francia). Esta técnica tiene un limite de deteccion de
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15 ng/ml de galactomanano, por |0 que es poco sensible y
ya no se utiliza. Actualmente se utiliza un ELISA
(Platelia®Aspergillus, Bio-Rad, Francia)que emplea €l
mismo anticuerpo monoclonal que el Pastorex
Aspergillus, pero es mucho mas sensible, presentando un
limite de deteccion de 0,5-1 ng/ml de galactomanano [2].
Ademés de su sensibilidad, la prueba es muy reproducible
cuando se comparan |los resultados obtenidos entre distin-
tos laboratorios [32].

Actualmente la deteccion de galactomanano de
Aspergillus es un procedimiento Util en el diagnéstico de
la aspergilosis invasora en enfermos neutropénicos con
alto riesgo de padecer micosis invasora. Las concentracio-
nes de galactomanano en suero se asocian con lainvasion
(angioinvasion) tisular cuando existe una aspergilosis
invasora, son fluctuantes y aungue no se conoce con exac-
titud su cinética, se sabe que en su aclaracion intervienen
las células de Kupffer [2]. La obtencion de sueros debe ser
prospectiva, debiéndose estudiar al menos dos sueros por
semana. Sin embargo, este punto esta siendo debatido en
la actualidad, ya que no se conoce con exactitud el perfil
de liberacién de galactomanano en todos los pacientes.
Algunos autores han propuesto la deteccién en dias ater-
nos, e incluso a diario, pero no se tiene todavia experien-
ciacon estas propuestas. La mayor parte de la experiencia
clinico-micologica acumulada procede de Europa (Paises
Bajos y Francia) y corresponde a pacientes neutropénicos
de alto riesgo con neutropenia profunda y mantenida y
receptores de trasplante alogénico de médula ésea.
Recientemente, la FDA (Food and Drug Administration)
ha aprobado la utilizacién de Platelia®Aspergillus en
EE.UU.

En la tabla 6 hemos recogido las series publicadas
inicialmente por Maertens et al. [33,34] y Sulahian et
al. [35], agrupando como numero total de aspergilosis
invasora la suma de casos probados y probables. Creemos
gue estas publicaciones son muy interesantes por incluir
un alto nimero de pacientes neutropénicos adultos con
datos de neutropenia mantenida [33,34], y en el caso de
Sulahian et al. [35], aungque no se dan datos sobre la dura-
cién de la neutropenia, se incluye un alto nimero de
pacientes (casi 800), siendo casi el 70% receptores de
trasplante alogénico de médula ésea y un porcentaje ele-
vado de poblacion pediétrica. En estos trabajos es destaca-
ble que la realizacién es prospectiva, realizandose
bisemanal mente la cuantificacion de galactomanano. Se
considera que la prueba es positiva cuando se obtienen a
menos dos determinaciones positivas, siendo € punto de
corte elegido de 1 ng/ml por Maertens et al. [33,34] y de
1,5 ng/ml por Sulahian et al. [35]. La utilidad de la prueba
es grande porque se adelanta en varios dias al diagnostico
de la aspergilosis invasora realizado por otros procedi-
mientos, permitiendo instaurar una terapia antifingica
adelantada y presenta una sensibilidad superior a 90%,
una especificidad superior al 94%, un valor predictivo
positivo superior a 87% y un valor predictivo negativo
superior a 95% (Tabla 6).

En una reciente publicacion de Herbrecht et
al. [29] en la que estudian prospectivamente y dos veces
por semana la deteccion de galactomanano en pacientes
oncohematol dgicos adultos y nifios, [lama la atencién que
adiferencia de |os otros trabajos previamente comentados,
aceptan como positivo una sola determinacion de galacto-
manano, recomendando el punto de corte en 0,7 ng/ml.
Con estos pardmetros obtienen una sensibilidad del 73%,
una especificidad del 94% y una eficacia global del 84%
en la aspergilosis invasora probada. Este trabajo destaca
gue en poblacién pediétrica existe un alto porcentaje de
falsos positivos, hecho que se ha visto documentado

Tabla 6. Estudios prospectivos de aspergilosis invasora mediante
deteccion de galactomanano con Platelia®Aspergillus.

Maertens Maertens Sulahian

et al. [33] et al. [34] et al. [35]
Punto de corte (ng/ml) 1 1 15
N° de pruebas positivas 2 2 2
Aspergilosis invasora (n)* 33 39 53
Sensibilidad (%) 93 90 91
Especificidad (%) 95 98 94
VPP? (%) 93 87 ND?
VPN* (%) 95 98 ND
Falsos positivos (%) 8 14 12
Precocidad dias [n(%)] 6 (54) 5 (68) 7 (40)
Eficacia global (%) 94 95 ND

*Aspergilosis invasora: suma de casos probados y probables
2/PP: Valor predictivo positivo

*ND: sin datos

“VPN: Valor predictivo negativo

ampliamente en otros trabajos [29,35,36]. Un aspecto muy
interesante puesto de manifiesto por Herbrecht et al. [29]
€s que en pacientes con baja inmunosupresion, el 36%
tiene anticuerpos anti-Aspergillus a comienzo de lainfec-
cion, siendo en estos enfermos posible la formacién de
inmunocomplejos que interferirian con la deteccion de
galactomanano y reducirian la sensibilidad del
Platelia®Aspergillus (en torno al 40%). Dado que la detec-
cién de anticuerpos podria ser utilizada con fines diagnos-
ticos [29,30] y si los resultados de estos estudios se
confirman, en el futuro serd interesante combinar |a detec-
cion antigénica (galactomanano) y la deteccion de anti-
cuerpos para aumentar la sensibilidad y para explicar los
resultados falsos negativos de la deteccion de galactoma-
nano.

Algunos autores han propuesto titulos de corte més
bajos. Asi, en la reciente comercializacién de
Platelia®Aspergillus en EE.UU., Bio-Rad recomienda un
punto de corte de 0,5 ng/ml; esta recomendacion se basa
en e estudio de 148 enfermos leucémicos o receptores de
trasplante de médula 6sea sin evidencia de aspergilosis, de
los cuales 132 tenian un indice inferior a 0,5 ng/ml. En 31
enfermos con aspergilosis probada o probable, segin los
criterios establecidos por Ascioglu [25], 25 tenian valores
inferiores a 0,5 ng/ml y, por consiguiente, la sensibilidad
en este grupo era del 80,7% y la especificidad del 89,2%.
Decarad futuro, si en Europay EE.UU. se continua utili-
zando distintos puntos de corte, se crearan muchas dificul -
tades a la hora de estudiar y comparar distintas
publicaciones y datos; incluso Ruth Ashbee (comunica
cion personal) hallegado aironizar diciendo que jEuropa
y EE.UU. estaran separadas por |a utilizacién de la misma
pruebal

En 100 pacientes con trasplante alogénico de
médula ésea, Maertens et al. [37] encuentran una sensibi-
lidad del 94% y una especificidad del 99%, con valores
predictivos positivo y negativo del 94% y 98%, respecti-
vamente. La precocidad de la antigenemia respecto al
estudio radioldgico fue de ocho dias en €l 80% de los
enfermos, y de nueve dias en & 89% cuando se compara-
ba con los cultivos positivos de Aspergillus spp. En la
tabla 7 se recogen los datos en funcion de que se conside-
re como resultado positivo una sola determinacion de
galactomanano (=1 ng/ml) o dos determinaciones, segiin
Maertens et al. [37].

Mc Laughlin et al. [38] mantienen que en recepto-
res de trasplante alogénico de médula Gsea la utilizacion
de un punto de corte de 0,5 ng/ml arroja una sensibilidad
en la deteccion de galactomanano del 92%, con una espe-



Tabla 7. Segun Maertens et al. [37]. Trasplante
alogénico de médula ésea’.

Punto de corte (ng/ml) 21 21
N° tests positivos 1 >2
Sensibilidad 94,4 94,4
Especificidad 85,4 98,8
VPP 58,6 94,4
VPN 98,6 98,8

‘Datos en 100 casos

cificidad del 97% en la aspergilosis invasora probada,
mientras que utilizando un punto de corte de 1,5 ng/ml la
sensibilidad desciende a 46%. En este trabagjo se resalta
también que en los enfermos que reciben un tratamiento
antifungico eficaz (profilactico o empirico) para hongos
filamentosos, la deteccién de galactomanano tiene menos
sensibilidad (30%) en los pacientes con aspergilosis inva
sora probada tratados con voriconazol que en los tratados
con fluconazol (63%) cuando el punto de corte es
1,5 ng/ml. Sin embargo, utilizando un punto de corte de
0,5 ng/ml no se afecta la sensibilidad (85% para voricona
zol frente a 82 % para el fluconazol). Asimismo, el galac-
tomanano antecede en un promedio de cinco dias a los
signos clinico-radiol 6gicos [38].

L a deteccion de galactomanano es una herramienta
atil también en la monitorizacion de la terapéutica anti-
fingicay puede incluso ser utilizado para predecir la res-
puesta al tratamiento antifangico, ya que € aumento del
valor de galactomanano (= 1 ng/ml) sobre e valor basal
en la primera semana de tratamiento predice € fallo tera-
péutico con una sensibilidad del 44%, una especificidad
del 87% y un VPP del 94% [39]. Por consiguiente, el
galactomanano es un marcador terapéutico ya que permite
establecer el prondstico de tratamiento de la aspergilosis
invasora y puede servir para modificar e mismo o afiadir
una segunda droga antifingica con €l objeto de potenciar
o mejorar la eficacia del antifingico que inicialmente se
hubiese elegido [39]. Esta utilidad del galactomanano para
monitorizar la respuesta terapéutica ha sido también
ampliamente estudiada en model os animales experimenta-
les[40,41].

La experiencia obtenida hasta el momento sugiere
gue la deteccion de galactomanano es una herramienta Util
para el diagndstico temprano de la aspergilosis invasora
en enfermos de alto riesgo con cancer hematolégico. Sin
embargo, es necesario estudiar prospectivamente distintas
poblaciones de pacientes inmunodeprimidos para estable-
cer € posible valor de la antigenemia en cada grupo de
ellos. Por gjemplo, en poblacion pediétrica la sensibilidad
de la deteccidn del galactomanano es més baja, aparecien-
do con frecuencia resultados falsos positivos [29,35,36],
mientras que la deteccidn retrospectiva de galactomanano
en receptores de trasplante hepético parece tener menos
utilidad [42]. Asimismo, es muy importante tener en cuen-
talaincidencia de la aspergilosis invasora en cada grupo,
ya que cuando laincidencia es baja se afectan los valores
predictivos positivo y negativo. En la tabla 8, tomada de
Klont et al. [43], se observan distintas incidencias de
aspergilosisinvasoray como se afectan |os valores predic-
tivos de la antigenemia y la deteccion de ADN de
Aspergillus por PCR.

Un aspecto importante para conocer la utilidad de
una prueba diagnostica es €l andlisis de los resultados fal-
S0S negativos o positivos. La tasa de falsos negativos con
Platelia®Aspergillus oscila entre €l 8% y €l 10% de los
enfermos con aspergilosis invasora documentada
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Tabla 8. Valor predictivo positivo (VPP) y negativo (VPN) en la deteccién
de antigeno de Aspergillus por Platelia®Aspergillus, y de ADN en sangre
mediante PCR, segun las distintas incidencias de aspergilosis invaso-

ra [43].

Platelia®Aspergillus en suero PCR en sangre

Incidencia (%) VPP (%) VPN (%) VPP (%) VPN (%)
05 10 95,4 1,4 100
5 50 95,7 13 100
10 69 96,6 24 100
20 84 97,5 82 100

[33,34,37]. Varios factores podrian influir en esta ausen-
cia de reactividad, aunque se desconoce realmente su
causa[44]. Asi, por gemplo, la encapsulacién del proceso
infeccioso impediria la liberacion de galactomanano en
los liquidos organicos [44], el grado de angioinvasion
podria ser menor en pacientes no neutropénicos y, como
ya hemos mencionado, podrian formarse inmunocomple-
jos que impidan la deteccién de galactomanano en enfer-
mos con anticuerpos frente a Aspergillus [29]. También se
ha especulado con que €l tratamiento previo antifungico
suprimiriala produccion de galactomanano por el hongo.

Latasa de falsos positivos con Platelia®Aspergillus
oscila entre el 8% y el 14% [34,36,43,45-47] y han sido
observados en receptores de trasplante de medula 6sea,
pacientes neutropénicos [46], nifios [35], neonatos [36] y
en rechazo crénico o enfermedad injerto contra huésped
después de trasplante alogénico de médula ésea [47].
Como causas posibles de | os resultados falsos positivos en
pacientes neutropénicos, se ha sugerido la colonizacion
masiva del tracto digestivo por Aspergillus, infecciones
por otros hongos (Paecilomyces variotii, Penicillium spp.,
Alternaria spp. y Candida spp.) [45] y bacteriemia por
grampositivos y gramnegativos [45] que liberasen en el
torrente circulatorio exoantigenos que presenten reaccio-
nes cruzadas con €l anticuerpo monoclonal utilizado en
Platelia®Aspergillus. En los pacientes que tienen mucositis
grave por la utilizacion de drogas citotoxicas, € galacto-
manano de los cereales de la ingesta podria pasar al
torrente circulatorio, produciéndose una falsa antigene-
mia. Incluso la leche maternizada comercial puede produ-
cir antigenemia transitoria [48]. Ansorg et al. [49] han
comunicado que la absorcién gastrointestinal del galacto-
manano contenido en diversos alimentos (vegetales, cere-
ales) puede verse aumentada en enfermos con mucositis
grave.

El conocimiento de la causa de los falsos positivos
es fundamental para entender la utilidad diagnostica de
Platelia®Aspergillus ya que, tedricamente al menos, cabria
la posibilidad de que un Unico resultado positivo de galac-
tomanano fuese una antigenemia transitoria verdadera en
pacientes intensamente neutropénicos y que e tratamiento
antifingico decapitase la infeccién. Para aclarar €l signifi-
cado de los falsos positivos es fundamental enjuiciar clini-
camente a los pacientes y realizar PCR cuantitativa del
ADN de Aspergillus.

En conclusién, |a deteccién de galactomanano en
suero es un criterio muy Util para establecer € diagndstico
temprano de aspergilosis invasora, siempre que se respal-
de con datos clinicos, micoldgicos y radioldgicos [14,50].
Se optimizan los resultados de galactomanano cuando se
estudian a los pacientes de alto riesgo de padecer aspergi-
losis invasora prospectivamente durante el periodo de
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mayor riesgo, extrayendo sueros bisemanalmente y conti-
nuando incluso durante el tratamiento antifingico, puesya
hemos visto que es una herramienta Gtil para la monitori-
zacién del tratamiento antifangico y tiene valor prondsti-
co. Cuando se confirma la existencia de antigenemia de
Aspergillus debe realizarse tomografia computarizada de
alta definicion de térax y, si fuese posible, una broncosco-
pia. La instauracion de un tratamiento anticipado (pre-
emptive therapy) basado en estos datos permite reducir €l
nlmero de pacientes que requieren tratamiento antifungi-
co, disminuyendo los costes y posibles efectos secunda-
rios por tratamiento antifingico generalizado [51]. El
impacto beneficioso que tiene € diagnostico temprano de
aspergilosis invasora ha sido demostrado de forma feha-
ciente por Caillot et al. [52] a hacer disminuir la mortali-
dad por aspergilosis invasora, descendiendo desde el 60%
al 12%, utilizando conjuntamente la deteccidn prospectiva
de galactomanano, tomografia computarizada de alta defi-
nicion, broncoscopia, cirugiay tratamiento antifingico
con azoles.

A pesar del conocimiento actual sobre la utilidad
diagnéstica de Platelia®Aspergillus, existen una serie de
incognitas que deben resolverse en trabajos futuros:

* Puesto que la cinética de galactomanano in vivo no es
completamente conocida y los datos sobre el perfil de
liberacién de galactomanano son insuficientes, ¢habria
gue hacer la determinacion prospectiva de galactomanano
mas frecuentemente?, ¢jncluso adiario?

* ¢Existe relacion entre el lugar anatémico donde asienta
lainfeccién y la liberacion de galactomanano a torrente
circulatorio?

* Puesto que la sensibilidad de |a deteccion de galactoma-
nano se reduciria por la presencia de anticuerpos anti-
Aspergillus, ¢habria que hacer simultaneamente deteccién
de galactomanano y de anticuerpos en los pacientes
menos inmunodeprimidos?

* ¢(Qué se entiende por galactomanano positivo?: ¢un solo
resultado positivo 6 a menos dos resultados positivos?

» ¢Qué punto de corte debemos elegir?: ¢1,5 ng/ml?,
L2 ng/ml?, ¢1 ng/mi?, ¢0,7 ng/ml?, ¢0,5 ng/ml?

» ¢La utilizacion de antifangicos activos frente a
Aspergillus en quimioprofilaxis (voriconazol, itraconazol,
anfotericina B) obligarian a elegir un punto de corte de
0,5 ng/ml?

* ¢Qué significan los valores falsos positivos de galacto-
manano?

* Puesto que esta sin definir la utilidad prospectiva de la
deteccién de galactomanano en poblaciones no neutropé-
nicas, ¢qué utilidad tiene en otros grupos de enfermos
como receptores de trasplante de 6rgano sdlidos, pobla-
cion pediétrica, sida, enfermedad granulomatosa crénica,
tumores de organo sdlido, etc.?

« ¢Es la deteccion de galactomanano un buen marcador
terapéutico?

* ¢El tratamiento antifangico previo (quimioprofilaxis)
eliminaria la infeccion por Aspergillus? En este sentido,
una sola deteccion de galactomanano coincidiendo con
periodos de maxima neutropenia e inmunosupresion
podria no ser un falso positivo, sino una antigenemia tran-
sitoria

* ¢Existe reactividad cruzada con bacterias y hongos?

» ¢Qué otros procesos podrian explicar los valores de
galactomanano fal sos positivos?

* ;Qué son y a qué se deben los valores de galactomanano
fal sos negativos?

En cualquier caso, debe recordarse siempre que la
sensibilidad en la deteccion de galactomanano de
Aspergillus es mas elevada en enfermos con aspergilosis
invasora probada, que en aquéllos con aspergilosis invaso-

ra catalogada de probable y que, por supuesto, en los
enfermos con diagnostico de aspergilosis invasora posible
segun los criterios conjuntos de la EORTC y e Mycoses
Sudy Group del NIAID [25].

Hay que tener presente que la maxima utilidad de
deteccién de galactomanano en Aspergillus es, actualmen-
te, en poblaciones neutropénicas consideradas de alto ries-
go segun los criterios de Prentice et al. [7], y en las que la
incidencia de aspergilosis invasora es elevada [43], con lo
gue los valores predictivos positivo y negativo son, asi-
mismo, elevados.

Diagndstico molecular dela aspergilosisinvasora

En esta Ultima década, se han desarrollado técnicas
para la deteccién de ADN de Aspergillus mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) [53-56], aun-
gue a no existir todavia técnicas comercializadas no se
han implantado de forma rutinaria en el laboratorio asis-
tencial. Inicialmente, |os estudios se centraron en la detec-
cion de ADN del género Aspergillus [53,54] pero también
se estan utilizando cebadores universales con la finalidad
de detectar levaduras y hongos filamentosos [55,56] .

Puesto que no existen técnicas comercializadas,
todos los estudios se han realizado con técnicas desarro-
Iladas en cada laboratorio, |0 que aumenta la variabilidad
y dificultala comparacién de resultados. Aunque se puede
detectar ADN fungico en la mayoria de las muestras clini-
cas, las muestras respiratorias presentan problemas para
su estudio con técnicas moleculares porque es dificil dife-
renciar al portador asintomatico o transitorio de
Aspergillus spp. del que presenta una aspergilosis invaso-
ra, yaque e 25% de la poblacion sana presenta PCR posi-
tiva para Aspergillus en muestras respiratorias [53]. La
cuantificacion de la carga fungica mediante la realizacion
de PCR en tiempo real puede ayudar a solucionar este
problema [57,58]. La muestra iddnea es la sangre (sangre
entera, suero, plasma), prefiriéndose la sangre entera (sin
coagular), puesto que la sensibilidad de la PCR en €l plas-
ma es menor [59]. Utilizando sangre entera de enfermos
con aspergilosis invasora documentada, |a sensibilidad de
la prueba es del 100% cuando se estudian dos 0 mas
muestras, como se obsserva en la tabla 9 [60]. En este
estudio, €l promedio de dias con neutropenia fue de 16, y
hubo siete enfermos con aspergilosis invasora de novo y
77 controles. Un resultado positivo de PCR en sangre
antecedié en un promedio de dos dias alos signos y sinto-
mas clinicos, y al diagndstico clinico en un promedio de
nueve dias [60].

Dada la enorme sensibilidad (la deteccion de ADN
por PCR es, aproximadamente, 20 veces mas sensible que
el cultivo [61], detectédndose de 1-10 fg de ADN fungico 6
1-5 unidades formadoras de colonias/ml), las técnicas de
PCR pueden ser muy Utiles como herramienta de monito-
rizacion del tratamiento antifingico. En pacientes con
aspergilosis invasora, € nimero de muestras PCR positi-
vas desciende en los que tienen una respuesta favorable al
tratamiento, 1o que no sucede en los que no responden al
mismo [55]. La cuantificacion de la carga fungica median-
te PCR en tiempo real en sangre periférica puede aplicarse
en la monitorizacion terapéutica [62-64], siendo un proce-
dimiento répido, especifico y muy sensible en la deteccién
y cuantificacion de ADN de A. fumigatus [63,64].

Actualmente no esta claro si la deteccion de ADN
es mas sensible que la deteccidn de galactomanano en €l
diagnostico de la aspergilosis invasora. Asi, Kami et
al. [63] observaron que la PCR en tiempo real era més
sensible que € estudio de antigenemia en pacientes onco-



Tabla 9. PCR en el diagndstico de aspergilosis invasora en trasplante alo-
génico de médula 6sea segun Herbart et al. [60].
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Tabla 10. PCR en tiempo real segin segiin Kami et al. [63]. Comparacion
con antigenemia y Fungi-Tec®.

PCR (+) 1 muestra PCR (+) 2 2 muestras

Sensibilidad (%) Especificidad (%)

Sensibilidad (%) 100 100
Especificidad (%) 65 84
VPP* (%) 15 28
VPN? (%) 100 100

*VPP: Valor predictivo positivo
2/PN: Valor predictivo negativo

hematol 6gicos con neutropenia prolongada (media de 39
dias). En latabla 10 se muestran los resultados comparati-
vos entre PCR, deteccion de galactomanano por
Platelia®Aspergillus (punto de corte 1,5 ng/ml, conside-
réndose positivas a menos dos muestras) y Fungi-Tec,
siendo interesante resefiar que la positividad por PCR pre-
cedid ala de galactomanano en 2,8 diasy ala del Fungi-
Tec en 6,5 dias. Sin embargo, Costa et al. [65] observaron
que la deteccion de galactomanano era mas sensible (52%
vs. 45%) que la PCR en tiempo real para establecer el
diagnéstico de aspergilosis invasora, al igual que
Sanguinetti et al. [58], que describen una sensibilidad
mayor en la deteccion de galactomanano (100% vs. 90%)
gue la PCR en tiempo real para el diagnéstico de la asper-
gilosis pulmonar invasora.

Actualmente se conoce poco sobre €l origen y la
cinética del paso de ADN fungico ala sangre. Se ha suge-
rido que la respuesta del huésped al hongo impediria la
liberacion de ADN desde el lugar anatémico donde asien-
talainfeccion d torrente circulatorio cuando € grado de
angioinvasion es menor [44]. También desconocemos
como circula por la sangre y como es metabolizado, o
como desaparece de la sangre, hechos esenciales para
intentar establecer el calendario de obtencion de muestras
parael estudio de ADN.
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