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Diagnaostico precoz de la aspergilosis
Invasor a en enfer mos neutr opénicos
mediante la deteccion bisemanal de
galactomanano en suero con
Platelia®Aspergillus

Carmen Pazosy Amalia del Palacio

Servicio de Microbiologia, Hospital Universitario Doce de Octubre, Madrid

El diagnéstico de aspergilosis invasora en enfermos neutropénicos es dificil y
tardio, ya que los procedimientos no invasores carecen de sensibilidad y especi-
ficidad. Hemos estudiado en 154 pacientes con neutropenia grave y mantenida,
el diagnostico de aspergilosis invasora mediante la deteccion prospectiva bise-
manal de galactomanano en suero. La sensibilidad global de la técnica fue del
73% y la especificidad del 96%. El valor predictivo positivo y negativo fueron
73% y 98% respectivamente y el porcentaje de falsos positivos fue del 2%. En el
30% de los pacientes, la aparicion de galactomanano se anticipa en seis dias a
la sintomatologia clinica, y en nueve a las iméagenes radioldgicas en un 60% de
los mismos. En conclusion, la deteccion prospectiva de galactomanano en suero
es una herramienta no invasora y sensible para establecer el diagnéstico precoz
de aspergilosis invasora en enfermos hematolégicos de alto riesgo.

Aspergilosis invasora, Galactomanano, Neutropénicos

Early diagnosis of invasive asper gillosis in neutrope-
nic patientswith bi-weekly serial screening of circula-
ting galactomannan by Platelia®Aspergillus

The diagnosis of invasive aspergillosis in neutropenic individuals is difficult and
lengthy since non-invasive diagnostic tests lack sensitivity and specifity. The
diagnosis of invasive aspergillosis in 154 prolonged neutropenic patients was
prospectively bi-weekly validated by screening circulating galactomannan. The
global sensitivity was 73% and specificity was 96%. The positive and negative
predictive values were 73% and 98% respectively. False positive reactions occu-
rred at a rate of 2%. Antigenemia was detected before clinical suspicion of inva-
sive aspergillosis (median, 6 days before) in 30% of patients and anticipated the
onset of radiologic signs 9 days in 60% of patients. Conclusion: the prospective
screening of galactomannan is a sensitive and non-invasive tool for early diagno-
sis of invasive aspergillosis in high-risk adult hematology patients.

Invasive aspergillosis, Galactomannan, Neutropenic patients

La aspergilosis invasora es una causa importante
de morbilidad y mortalidad en enfermos inmunocompro-
metidos [1,2]. El diagnéstico 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 necrépsico
[3,4]. El diagnéstico temprano es esencia para poder ins-
taurar un tratamiento antifingico que conduzca a éxito.
Asi por g emplo, en un estudio realizado con enfermos
hematol 6gicos neutropénicos, la mortalidad atribuida a la
aspergilosis fue del 90% cuando la infeccion fue diagnos-
ticaday tratada més de 10 dias después de la aparicion del
primer signo clinico y/o radiol 6gico, descendiendo a 40%
cuando € tratamiento fue instaurado precozmente [5]. En
esta Ultima década, diversos estudios hechos en hospitales
terciarios europeos, han demostrado que hasta un 4% de la
poblacion total hospitalaria (poblacién no seleccionada)
tiene aspergilosisinvasora[3,4].
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La incidencia de aspergilosis invasora es del 61%
en pacientes hematol 6gicos (leucemia, linfomas, trasplan-
te de médula 6sea autdlogo y alogénico...), frente a 9% en
trasplante de 6rgano solido, 8% en sida'y 4% en neopla-
sias de drganos sdlidos [1,2,6,7]. La presentacion clinica
de la aspergilosis invasora es inespecifica y variable y
requiere ser sospechada en situaciones de riesgo. Por
dicho motivo es importante, para poder realizar una profi-
laxis racional e instaurar una terapia anticipada, definir los
grupos de riesgo de acuerdo con los datos publicados por
Prentice et al. [8].

Las técnicas microbiolégicas tradicionales (vision
directa y cultivo de esputo) tienen una baja sensibilidad
(15-20%) [2,7]. Si utilizamos lavado broncoalveolar y
biopsias de tejidos se pueden mejorar |os resultados, pero
por tratarse de procedimientos invasivos, raramente pue-
den ser realizados en este tipo de pacientes debido a la
gravedad de su estado y/o trombopenia. Las técnicas
radiol 6gicas complementan el diagndstico, aunque no
siempre se detecten lesiones nodulares en la radiologia
simple de térax y tan solo sea fiable el signo del halo
visualizado en latomografia axial computarizada[2,7].

Por ello parece esperanzador la utilidad diagndstica
de la deteccion serol 6gica de antigeno circulante de galac-
tomanano, componente de la pared celular de Aspergillus
spp. que se libera durante lainvasion tisular, mediante una
técnica inmunoenzimatica (Plateliad®Aspergillus, Bio-Rad,
Francia) de tipo ELISA de doble sandwich en microplaca,
que detecta de 0,5-1 ng/ml de galactomanano y aporta
datos de sensibilidad del 89,7-90,6% y especificidad del
94-97,1% con una eficacia global de 83,3-96,3% [9-12].
Particularmente interesante es el poder utilizarlo como
una herramienta no invasiva, que ademas de Util sea pre-
coz, y se anticipe a la sintomatologia clinica, imagenes
radiolOgicas y tratamiento empirico antifngico [9-11].
Con este estudio prospectivo realizado sobre pacientes
hematol gicos neutropénicos, pretendimos alcanzar dos
objetivos fundamentales: e primero, establecer los datos
estadisticos relacionados con la sensibilidad, especifici-
dad, valor predictivo positivo, valor predictivo negativo y
eficacia global de la técnica inmunoenziméatica a estudiar
Y, como segundo objetivo, evaluar si la antigenemia posi-
tiva para Aspergillus precedia ala sintomatologia clinicay
alos datos radiol 6gicos compatibles con aspergilosis inva-
sora o, dicho de otra forma, si la deteccién de galactoma-
nano en suero podria utilizarse como una herramienta de
diagnéstico precoz de aspergilosisinvasora.

Material y métodos

En primer lugar, definimos de forma muy estricta
cada episodio de aspergilosis invasora, siguiendo los crite-
rios diagnésticos estandarizados de posibilidad, probabili-
dad y firmeza que se definen por e consenso alcanzado
por un grupo de expertos de la EORTC-IFICG y el
Mycoses Study Group del NIAID-MSG (Bethesda), publi-
cados en 2002 por Ascioglu et al. [13].

Nuestra poblacién de estudio estaba constituida por
154 pacientes hematol dgicos ingresados en el Servicio de
Hematologia de nuestro hospital con hemopatias y/o tras-
plantados de médula 6sea, durante un periodo de 14 meses
(desde abril de 2001 ajunio de 2002).

A todos estos enfermos les realizamos cultivos de
vigilancia para valorar colonizacion fungica, ya que
podria servir como marcador indirecto para predecir la
existencia de aspergilosis invasora e instaurar terapia anti-
fungica.

En el momento del ingreso se realizaba a cada
paciente una determinacion basal de galactomanano en
suero, independientemente de la cifra de neutréfilos que
tuviera. Cuando las cifras de neutrofilos descendian por
debajo de 500/mm?, realizdbamos determinaciones de
galactomanano en suero bisemanamente (dos veces por
semana). Consideramos un resultado positivo un indice de
densidad dptica mayor o igua a 1,5 ng/ml, en dos mues-
tras serol Ggicas consecutivas.

L os pacientes con resultado positivo han sido estra-
tificados en grupos de riesgo de desarrollo de aspergilosis
invasora valorando diferentes factores (edad, enfermedad
de base y estado de la misma, neutropenia intensay man-
tenida en el tiempo, quimioterapia citotoxica administra
da, tratamiento corticoideo y/o antibiético de amplio
espectro recibido, episodios de bacteriemia, infeccion por
citomegalovirus, mucositis, portador de catéter, profilaxis
antifungica, colonizacion fungica en los cultivos de vigi-
lancia, enfermedad injerto contra huésped, irradiacion cor-
poral...).

Dichos resultados positivos han sido correlaciona-
dos con la fecha de aparicion de la sintomatologia clinica
y con las imagenes radioldgicas, para vaorar si la detec-
cion de galactomanano en suero puede tener utilidad en la
anticipacion diagnostica de aspergilosis invasora.

Resultados

Durante los 14 meses de seguimiento, en los que
no ha habido obras en el recinto hospitaario, se han pre-
sentado 11 casos de aspergilosis invasora en nuestra
poblaciéon hematoldgica, 1o cua representa una prevalen-
ciabaja(2,5%).

Atendiendo a los Ultimos criterios diagnosticos de
aspergilosis invasora [13], definimos cinco episodios de
aspergilosis invasora probada, tres episodios de aspergilo-
sisinvasora probable y tres episodios de aspergilosis inva-
sora posible.

Estos 11 pacientes, comparten factores de riesgo
para poder ser estratificados dentro del grupo de ato ries-
go para desarrollar aspergilosisinvasora:

-Edad media: 43 afios.

-Enfermedad basal: 36% leucemia mieloide aguda
(4/11), 18% leucemia linfobl&stica aguda (2/11), 18%
anemia refractaria con exceso de blastos (2/11), 18%
linfoma (2/11) y 9% trasplante de médula Gsea
(U/11).

-Estado de la enfermedad de base: 58% recaida de
hemopatia y 42% ingreso para realizar primer trata-
miento citotoxico.

-Los 11 pacientes recibieron quimioterapia citotdxica,
resaltando que en 54,5% (6/11) la droga administrada
fue arabindsido de citosina y/o fludarabina, que pro-
voca unaintensainmunosupresion.

-Neutropeniaintensa (<100 neutréfilos/ mm?) y mante-
nida en €l tiempo (més de tres semanas) en todos los
pacientes.

-Tratamiento corticoideo (>2 mg/kg, més de dos sema-
nas) en 54,5% de los pacientes (6/11).

-Los 11 pacientes eran portadores de accesos vascula-
res periféricos.

-Desarrollo de mucositis en 54,5% (6/11) de los
pacientes.

-Episodios de bacteriemia documentada microbiol 6gi-
camente en 36% (4/11) de los mismos, debido a
grampositivos en tres pacientes frente a gramnegati-
vos solo en uno de ellos.
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Figura 1. Cinética de antigenemia de galactomanano en paciente neutro-
pénico con leucemia mieloide aguda que presenté mortalidad atribuible a
aspergilosis invasora a pesar de profilaxis con anfotericina B (por episodio
previo de aspergilosis invasora posible) y de tratamiento posterior con
dosis terapéuticas a partir del séptimo dia postquimioterapia, tras aparicion
de fiebre sin foco, y hasta el dia del fallecimiento.

-Tratamiento antibiético de amplio espectro recibido
en latotalidad de los pacientes.

-Profilaxis antifungica administrada en 36% de los
pacientes (4/11) consistente en fluconazol en dos
pacientes, itraconazol en un paciente con episodio
previo de traqueobronquitis fungica por Aspergillus
fumigatus, y anfotericina B en una paciente que el
afo previo a este ingreso sufrié un episodio de asper-
gilosisinvasora posible.

-Tratamiento antifdngico empirico en 27% de los
pacientes (3/11) con anfotericina B.

-Tratamiento antifungico dirigido en 73% de los mis-
mos (8/11) con anfotericina B.

-Colonizacion fungica en el 64% de los pacientes
(7/11): un paciente colonizado por Aspergillus flavus
(9%), cuatro pacientes por Candida glabrata (36%) y
dos por Candida albicans (18%), en dos 0 més locali-
zaciones anatomicas diferentes.

-Desarrollo de enfermedad injerto contra huésped tan
sblo en un paciente (9%).

-Irradiacion corporal total en dos pacientes (18%).

L a determinacion de galactomanano en suero, mos-
trando una sensibilidad global del 73% (100% en el grupo
de episodios de aspergilosis invasora probada, 67% en
aspergilosis invasora probable y 33% en aspergilosisinva
sora posible), una especificidad del 96%, un valor predic-
tivo positivo del 73% y un valor predictivo negativo del
98%. Laeficaciaglobal de latécnicaacanzd e 96%.

Vaoramos si 1os resultados positivos de galacto-
manano se anticipaban a los datos clinicos y radiol gicos
compatibles con aspergilosis invasoray observamos que:

-el galactomanano se anticipa a la fiebre un dia en un
7% de |os pacientes.
-el galactomanano se anticipa a la sintomatologia cli-
nica (tos, disnea, hemoptisis...) seis dias en un 30%.
-el galactomanano se anticipa a las imagenes radiol 6-
gicas nueve dias en un 60%.

-el galactomanano se anticipa a la instauracion de tra-
tamiento antifingico empirico ocho dias en un 37%
delos pacientes.

Se nos planted € interrogante de si podrian utili-
zarse los niveles de galactomanano para establecer moni-
torizacion terapéutica en los pacientes con diagnéstico de
aspergilosis invasora, basandonos en los datos de un arti-
culo publicado por Boutboul et al. [15]. Para ello, diferen-
ciamos nuestros pacientes con galactomanano positivo en
dos grupos, aquéllos en los que la evolucién fue mala 'y

Diagnostico de aspergilosis invasora mediante galactomanano
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Figura 2. Cinética de antigenemia de galactomanano en paciente neutro-
pénico con leucemia mieloide aguda que presenté aspergilosis invasora
con buena evolucion clinica y radiolégica tras terapia antifingica con anfo-
tericina B desde el dia 69 postquimioterapia, por aparicion de nddulo pul-
monar cavitado y posterior desarrollo de nédulo subcutaneo.

fallecieron de forma atribuible a aspergilosis invasora
(28%), y aquéllos en los que se desarroll6 una respuesta
clinicay radiolégica favorable que originé la superviven-
cia de los mismos (46%). En el primer grupo observamos
que, a pesar de la administracién del antiflingico a dosis
terapéuticas, los indices de densidad Optica del galacto-
manano en suero fueron aumentando de forma progresiva
hasta que el paciente fallecia (Figura 1). En el segundo
grupo, por el contrario, las cifras de galactomanano fue-
ron descendiendo progresivamente de forma significativa
(>0,5 ng/ml) (Figura 2) a partir del quinto o sexto dia de
inicio del tratamiento antifungico (tan solo uno de los
pacientes comenzé el descenso a los ocho dias) hasta
negativizarse por completo.

Discusion

La sensibilidad global en la deteccion de galacto-
manano en suero observada en este estudio es del 73%.
La deteccién de galactomanano fue siempre positiva en
los pacientes con diagnéstico de aspergilosis invasora
probada, siendo la sensibilidad en este grupo del 100%;
pero es de rigor citar, que en los grupos de aspergilosis
invasora probable y posible las cifras oscilaron entre el
67% Yy el 33% respectivamente.

Nos preguntamos por qué razon en estos pacientes
(27%) los valores de galactomanano detectados no fueron
de utilidad como herramienta diagndstica de aspergilosis
invasora. ¢Quiza fuimos muy estrictos con los criterios de
positividad (densidad Optica >1,5 ng/ml en dos muestras
consecutivas)? Es conocido que la mayor parte de los tra-
bajos publicados definen el punto de corte de la técnica
en 1,0 ng/ml en dos muestras consecutivas [9-10], en 1
ng/ml en una sola muestra positiva [11], e incluso o des-
cienden hasta 0,7 ng/ml [12]. Si nosotros adoptamos
dichos puntos de corte para definir un verdadero positivo,
nuestros resultados no mejoran en sensibilidad y descien-
de nuestra especificidad un 10-15%. ¢Quiza sean los anti-
cuerpos anti-Aspergillus los responsables de los falsos
negativos?

Es cierto que hay publicaciones que citan en 36%
[12] la proporcién de pacientes con aspergilosis invasora
gue pueden llegar atener anticuerpos anti-Aspergillus que
disminuyan la sensibilidad de la técnica inmunoenzimati-
ca, impidiendo que el galactomanano se positivice. Esto,
sin embargo, es mas frecuente en pacientes con un grado
de inmunosupresion menor alos nuestros.

Sin embargo, una ensefianza a tener en cuenta es
poder utilizar como herramienta diagndstica de aspergilo-
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sis invasora tanto la deteccion de antigeno de galactoma-
nano como la determinacion de anticuerpos anti-
Aspergillus en el suero de aquellos pacientes con alta
sospecha de aspergilosis invasora y en donde el galacto-
manano permanece falsamente negativo.

La especificidad de la deteccion de galactomanano
en suero fue del 96%. Obtuvimos tan solo tres pacientes
con resultados falsos positivos, que representan un 2% del
total de la poblaciéon, considerablemente més baja que
publicaciones recientes que lo cifran de 8-15% [9,14], si
bien es cierto que la poblacion estudiada por nosotros no
incluia pacientes pediétricos donde se cifran porcentajes
més altos. La naturaleza de dichos falsos positivos no
pudo ser claramente establecida, ya que son mdltiples las
causas que pueden interferir en su determinacion (hemo-
derivados, colonizacion fangica intestinal, administracion
de ciclofosfamida, exoantigenos bacterianos en episodios
de bacteriemia, ingestién de alimentos que contienen cere-
aes, administracion de tratamiento antif(ingico que pudie-
ra haber decapitado lainfeccidn, etc.).

Una vez correlacionados los resultados positivos
de galactomanano con la anticipacion clinicay radioldgica
de aspergilosis invasora, observamos que si bien sdlo se
anticipa seis dias ala sintomatologia clinica en un 30% de
los pacientes, a los datos radioldgicos o hace nueve dias
en el 60% de los mismos. Son datos comparables con
publicaciones significativas [9-11] en este campo que
demuestran la capacidad de diagnéstico precoz de aspergi-
losis invasora utilizando esta técnica inmunoenzimética.
Asimismo, el galactomanano se positiviza en un 37% de
los pacientes ocho dias antes de instaurar tratamiento anti-
fungico empirico, siendo posible por ello administrar tera
pia anticipada que conlleve una mayor supervivencia del
enfermo.
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Conclusién

De forma preliminar, y siempre con cautela, pues
disponemos de pocos pacientes en los que se haya realiza-
do un seguimiento estrecho, estamos ante un método de
diagndstico Util para la realizacion de seguimiento tera-
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Este estudio prospectivo demuestra que la técnica
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-Una herramienta de diagnéstico Util, ya que un resul-
tado positivo confirmado representa un valor diag-
nostico de aspergilosis invasora con sensibilidad y
valor predictivo positivo del 73% vy, sobre todo, un
resultado negativo repetido es fuertemente indicativo
de no existencia de aspergilosis invasora aportando
especificidad del 96% y valor predictivo negativo del
98%.

-Una herramienta de diagnéstico precoz, precediendo
en seis dias a la sintomatologia clinica en € 30% de
los pacientes, nueve dias a las imégenes radiol gicas
en €l 60%, y ocho dias a la terapia empirica antifun-
gicaen & 37%).

Para que estas premisas de herramienta de diagnos-
tico eficaz y precoz se cumplan, deben estar definidas las
condiciones para €l uso de esta técnica ya que, en primer
lugar, los pacientes han de estar estratificados dentro del
grupo de alto riesgo para desarrollo de aspergilosis inva-
sora (no hay suficiente experiencia en otro tipo de pobla-
ciones no hematoldgicas, como SIDA, neoplasia y/o
trasplante de 6rganos solidos, enfermedad granulomatosa
cronica...) y en segundo lugar, las determinaciones de
galactomanano en suero, debido a que no se conoce bien
su perfil cinético, deben ser realizadas, como minimo, de
forma bisemanal para poder diagnosticar aspergilosis
invasora de forma precoz y para poder realizar posterior-
mente seguimiento de dichos pacientes mediante monito-
rizacién terapéutica de los antifungicos administrados, que
incida de forma favorable en la evolucién de nuestro
paciente.
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