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Resumen

La aspergilosis invasora es en la actualidad la primera causa de muerte de

causa infecciosa en el trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos.
Ello se debe en parte a la falta de un diagnéstico precoz. Recientemente se ha
descrito la deteccion del antigeno de galactomanano de Aspergillus en suero
por una técnica de ELISA. El objetivo de este estudio fue validar su utilidad en el
contexto del trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos.
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Aspergillus galactomannan detection in allogeneic
hematopoietic cell transplantation

Summary

Invasive aspergillosis has become the leading cause of death after allogeneic

hematopoietic stem cell transplantation. This is partially due to the lack of a
prompt diagnosis. Recently the detection of Aspergillus galactomannan antigen
by means an ELISA technique in serum has been described. The objective of
this study was to validate its uselfness in the allogeneic hematopoietic stem cell
transplantation setting.
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Laincidencia de infecciones flingicas invasoras ha
aumentado de forma notable en las dos Ultimas déca-
das [1-4]. A modo de g emplo, la aspergilosis invasora es
una infeccion cada vez més diagnosticada en € paciente
inmunodeprimido. En receptores de un trasplante alogéni-
co de progenitores hematopoyéticos, poblacion especial-
mente inmunodeprimida, la incidencia de aspergilosis
invasora es de un 4-10% [5-10] y es actualmente la prime-
ra causa de muerte de etiologia infecciosa en esta pobla-
cion [11].

A pesar de que se han logrado avances en € trata
miento antifangico [12-15], la mortalidad asociada a estas
infecciones sigue siendo muy elevada, alrededor de un
50%, en parte debido a las dificultades de establecer un
diagnostico de forma precoz [16,17].
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Tradicionalmente, los criterios diagndsticos de la
aspergilosis invasora incluyen la presencia de hifas en
tgjidos y un cultivo positivo para Aspergillus [18,19], lo
cual implica la realizacion de procedimientos invasores,
muchas veces contraindicados en estos pacientes debido a
la pancitopeniay a mal estado general de estos enfermos.
En un intento de solventar este problema, los clinicos han
estimado la probabilidad de presentar una aspergilosis
invasora basandose en criterios microbiol 6gicos, clinicos
y radiolgicos. Recientemente un comité de consenso for-
mado por miembros del grupo cooperativo de Infecciones
fungicas invasoras de la EORTC (EORTC-IFICG) y del
grupo de estudio micoldgico del National Institute of
Allergy and Infectious Diseases (NIAID-MSG), ha desa-
rrollado definiciones estdndares de infecciones flngicas
invasoras en pacientes con cancer y pacientes receptores
de un trasplante de progenitores hematopoyéticos con la
finalidad de llegar a un acuerdo en las presentaciones cli-
nicas de los pacientes y para que se pudieran incluir
dichos enfermos en ensayos clinicos siendo catalogados
con los mismos criterios [20].

La necesidad de tener en clinica métodos no inva-
sores para € diagnostico de la aspergilosis invasora se ha
hecho realidad con el desarrollo de métodos capaces de
detectar ADN de Aspergillus o un polisacérido celular
denominado galactomanano [21], presentes en suero
durante el crecimiento del hongo en los tejidos [22].
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Recientemente se ha introducido un test comercial
de ELISA parala deteccion de antigeno galactomanano de
Aspergillus [18,23-28]. El test utiliza €l anticuerpo mono-
clonal de ratén EB-A2 y reconoce las cadenas laterales de
1-5-D-galactofurantsido de las moléculas de galactoma-
nano. En pacientes hematol 6gicos ha mostrado una exce-
lente sensibilidad y especificidad [23].

Con estos antecedentes, €l objetivo de nuestro estu-
dio fue investigar la utilidad de |a deteccién de galactoma-
nano en los pacientes sometidos a un trasplante de
progenitores hematopoyéticos alogénico. En este estudio,
analizamos de forma prospectiva € valor de este test en
estos pacientes, poblacion de ato riesgo de presentar una
aspergilosisinvasora.

Material y métodos

Pacientes. Desde enero de 1999 a enero del 2001
en nuestra Unidad, en todos los pacientes adultos que
ingresaron para la préctica de un trasplante alogénico de
progenitores hematopoyéticos, se analizé el indice de
galactomanano de forma prospectiva dos veces por sema-
na con €l test comercial Platelia®Aspergillus hasta € alta
hospitalaria o fallecimiento del paciente. Ademés, una vez
en domicilio, los pacientes que seguian bajo tratamiento
inmunodepresor se monitorizaron, una vez por semana.

Test de ELISA: interpretacion de resultados. El
test ELISA (Platelia®Aspergillus; Bio-Rad) se interpretd
segun las recomendaciones del fabricante. Los resultados
se expresaron como un indice entre densidades épticas
obtenidas entre la muestra séricadel pacientey un control.
Un indice superior a 1,5 ng/ml fue considerado positivo.
Los resultados entre 1 y 1,5 ng/ml fueron considerados
como indeterminados, y un indice por debajo de 1 ng/ml
fue negativo. Cuando una muestra era informada como
indeterminada se repetia de nuevo el test en la misma
muestra y en una muestra adicional obtenida de forma
inmediata.

Definicion de aspergilosis invasora. La aspergilo-
sis invasora fue definida y clasificada segun los criterios
de la EORTC/MSG [20]. En este estudio, los resultados
del galactomanano se excluyeron como criterio microbio-
[6gico.

Manejo terapéutico de la neutropenia febril. Se
hospitalizaron a todos los pacientes que ingresaban parala
préctica de un trasplante alogénico de progenitores hema-
topoyéticos en habitaciones de flujo laminar durante la
fase de neutropenia. Seguin la préctica habitual de nuestra
Unidad, se administré profilaxis antifngica con flucona-
zol durante 60 dias y este era substituido por itraconazol
oral en pacientes que presentaron enfermedad de injerto
contra el huésped.

La cobertura inicial para la neutropenia febril
incluyé un betalactdmico (un carbapenémico). A las 48 h,
s persistia con fiebre, se afladia vancomicina y/o un ami-
noglucosido. Dicha cobertura antibiotica también era
modificada seguin los resultados microbiol égicos. El crite-
rio para afladir anfotericina B al tratamiento antimicrobia-
no era: 1) fiebre persistente a los cinco dias de una
cobertura antibidtica intravenosa adecuada; 2) desarrollo
de infiltrados pulmonares en la radiologia torécica bajo
tratamiento antibacteriano; 3) aisamiento de hongos fila-
mentosos en el aparato respiratorio superior e inferior, y
4) fiebre que reaparecia después de un intervalo afebril de
48 h, bajo cobertura antibacteriana amplia.

En todos los pacientes se realizaba una radiografia
detdrax asuingresoy unavez alasemana, y siempre que
fuera necesario en caso de fiebre o sintomas respiratorios.

En pacientes con sospecha de infeccion fdngica invasora
con radiologia de torax patolédgica se realizaba un lavado
broncoalveolar de inmediato. En las muestras obtenidas se
realizaban cultivos para bacterias (se incluia Legionella),
micobacterias, hongos y virus, asi como tincion de plata
metenamina para Pneumocystis carinii [29,30]. En caso
de fallecimiento, se practicaba la necropsia siempre que
era posible, en ese caso se enviaban muestras tisulares
para cultivos bacterianos y flngicos.

Resultados

Durante el periodo de estudio, se incluyeron de
forma consecutiva los 74 pacientes que ingresaron parala
préctica de un trasplante alogénico de progenitores hema-
topoyéticos. Las principales caracteristicas de los pacien-
tes se describen en la tabla 1. La leucemia mieloide
cronica fue el diagnéstico més frecuente para la indica-
cion de trasplante de progenitores hematopoyéticos
(n=21). Sesenta y tres pacientes recibieron un trasplante
de progenitores hematopoyéticos de un hermano HLA
idéntico y 11 a partir de un donante no emparentado. Con
respecto al acondicionamiento, 67 pacientes fueron acon-
dicionados con regimen mieloablativo y 10s restantes siete
con un acondicionamiento de intensidad reducida. La
fuente de progenitores fue sangre periférica en 55 pacien-
tes, médula ésea en 18 y sangre de cordon umbilical en
uno. En 31 trasplantes de progenitores hematopoyéticos
de sangre periférica se realizd eiminacion de linfocitos T
del inéculo. La duracion de la neutropenia fue de 23 dias
(mediana, rango 12-44). Tres pacientes fallecieron antes
de larecuperacién de la neutropenia.

Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes (n=74)

Edad, mediana (rango) 37 (15-60)
Sexo (masculino/femenino) 45/29

Enfermedad hematol6gica
Leucemia mieloide aguda
Leucemia Linfoblastica aguda
Leucemia Bifenotipica aguda
Leucemia mieloide crénica
Mieloma multiple
Leucemia linfatica crénica
Linfoma no Hodgkin
Enfermedad de Hodgkin
Sindrome mielodisplasico
Aplasia medular grave

Episodios con antifingicos 27

wononoRN®G

Duracion de la neutropenia (dias) 23 (12-44)
Fuente de progenitores
Sangre periférica 55
Médula 6sea 18
Cordén umbilical 1
Donante
Hermano HLA idéntico 63
Donante no emparentado 11
Regimen de acondicionamiento
Mieloabaltivo 67
No mieloabaltivo 7

La aspergilosis invasora fue diagnosticada en ocho
de los 74 pacientes sometidos a trasplante de progenitores
hematopoyéticos (11%). Siguiendo los criterios de la
EORTC/MSG, la aspergilosis invasora fue clasificada
como probada en un paciente, probable en cinco y posible
en otros dos. Las caracteristicas de los ocho pacientes con



Tabla 2. Caracteristicas de los pacientes con aspergilosis invasora.

Antigeno de Aspergillus en el trasplante alogénico
Rovira M y de la Bellacasa JP

N  Sexo/ Enfermedad EICH aguda Esteroides Al Organos Localizacién ELISA Muerte en  Dias desde diag.
edad de base grado afectos de Al aislamiento relacion Al Al hasta muerte
1 F/33 AMG | Si Probable Pulmoén, senos LBA: A. fumigatus 2+ No 60
2 F/41 LNH (e} No Probada Cerebro, pulmoén, LBA: A. flavus 2+ Si 41
higado, tiroides Autopsia
3 F/30 LMA | Si Posible Pulmén Sin aislamiento 1+ Si 57
4 M/50 LMA | Si Probable Pulmoén, cerebro  LBA: A. fumigatus 1+ Si 11
5 M/48 LMA | Si Probable Pulmén LBA: A. flavus - Si 15
6 M/35 SMD (0] No Probable Pulmoén LBA: A. fumigatus - No 65
7 M /50 MM 1] Si Probable Pulmén LBA: A.terreus y 6+ Si 36
A. flavus
8 M/35 LLA | Si Posible Pulmén Sin aislamiento 2+ No 145

LMA: leucemia mieloide aguda; LLA: leucemia linfoblastica aguda ; AMG: aplasia medular grave; SMD: sindrome mielodisplasico; LNH: linfoma no Hodgkin; MM: mieloma mdltiple;
LBA: lavado broncoalveolar ; EICH: enfermedad del injerto contra el huésped; M: masculino; F: femenino; Al: aspergilosis invasora

aspergilosis invasora se describen en la tabla 2. Siete de
estos pacientes fueron sometidos a trasplante de progeni-
tores hematopoyéticos a partir de un hermano histocom-
patible, y uno a partir de un donante no emparentado. La
fuente de progenitores fue sangre periférica en siete
pacientes (en tres de ellos se efectud eliminacion de linfo-
citos T) y sangre de corddn umbilical en uno. La mediana
del diagndstico de aspergilosis fue de 83 dias post-tras-
plante de progenitores hematopoyéticos (rango 32-180).
S6lo un paciente estaba neutropénico en el momento de la
aspergilosis invasora. Seis de ocho pacientes presentaron
enfermedad de injerto contra huésped aguda, grado | en
cinco y Il en otro paciente. Todos los pacientes con
enfermedad de injerto contra huésped recibieron esteroi-
des (2 mg/kg/dia). Ninguno de estos pacientes presentod
enfermedad de injerto contra huésped de tipo cronico. El
diagndstico de aspergilosis invasora probada/probable se
establecié mediante cultivo para hongos en seis pacientes,
siendo la muestra del 1avado broncoalveolar positiva para
Aspergillus fumigatus en tres pacientes, Aspergillus flavus
en dosy A. flavus y Aspergillus terreus al mismo tiempo
en otro paciente. Tres pacientes con aspergilosis invasora
probable tenian de forma concomitante una infeccidn por
citomegalovirus.

Todos los pacientes con aspergilosis invasora
fallecieron, cinco en relacion a la aspergilosis invasora,
dos debido a toxoplasmosis y otro debido a un sindrome
linfoproliferativo post-trasplante de progenitores hemato-
poyéticos. La necropsia se practicd solo en uno de los
cinco pacientes que fallecieron por la aspergilosis invaso-
ray confirmé el diagndstico. En los tres pacientes que
fallecieron de otras causas se practicéd la autopsia, no
hallandose Aspergillus en ninglin caso. El tiempo transcu-
rrido desde el diagndstico de aspergilosis invasora hasta
la muerte fue de 41 dias de mediana (rango, 11-57) para
los cinco pacientes que fallecieron de aspergilosis invaso-
ray 65 dias (rango, 60-145) en los otros tres que fallecie-
ron de otras causas.

Los resultados de lo valores de galactomanano en
los pacientes con aspergilosis invasora se describen en la
tabla 3. Se recogieron 832 muestras de suero de los 74
pacientes. Se observaron 14 muestras positivas, todas
ellas en pacientes con aspergilosis invasora. Seis pacien-
tes con aspergilosis invasora tenian valores positivos para
galactomanano (75%). No se identificd ninguna falso
positivo. El test fue positivo en el paciente con aspergilo-
sis invasora probada, en los tres con probable (60%) y en
los dos con posible (100%).

De los ocho pacientes con aspergilosis invasora, en
dos la deteccion del galactomanano fue negativa. De los
otros seis, cuatro ya estaban recibiendo anfotericina B
debido a fiebre persistente cuando e galactomanano se
hizo positivo, y en los otros dos restantes el galactomana-
no fue positivo alavez que seinici6 € tratamiento anti-
fungico debido a indicacion clinica. La presencia de
galactomanano precedi6 a desarrollo de infiltrados pul-
monares en dos pacientes y coincidié en otro. La evolu-
cién de la antigenemia por galactomanano en € paciente
nUmero siete se muestraen lafigura.

La sensibilidad y especificidad del test fueron del
75% y 100%, respectivamente. Los valores predictivos
positivo y negativo fueron del 100% y 97%, de formares-
pectiva.

Tabla 3. Resultados de galactomanano en los pacientes con aspergilosis
invasora.

Galactomanano
Positivo Negativo
Aspergilosis invasora probada (n=1) 1 0
Aspergilosis invasora probable (n=5) 3 2
Aspergilosis invasora posible (n=2) 2 0
Sin aspergilosis invasora (n= 66) 0 66
Total 6 68

Discusion

El diagnéstico de |la aspergilosis invasora en el
paciente inmunodeprimido continda siendo un reto. En un
intento de mejorar y estandarizar el diagnostico de las
infecciones fungicas invasoras en los pacientes con céan-
cer y sometidos a trasplante de progenitores hematopoyé-
ticos, la EORTC/MSG ha generado unos criterios
diagnosticos para su clasificacion uniforme [20]. Sin
embargo, dichos criterios son Utiles, tal como indican sus
autores, para la investigacion clinica, pero son poco apli-
cables en la practica clinica habitual. De hecho, 1os culti-
vos pueden tardar dias o semanas en crecer, y € examen
histopatol 6gico de las muestras de tejido, todavia conside-
rados los estandares diagndésticos, obtenidas mediante
procedimientos agresivos, a menudo no pueden redlizarse
por la pancitopenia y gravedad de estos pacientes. Dado
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Figura. Diagrama correspondiente al paciente n° 7.

gue los sintomas clinicos y radiol 6gicos son poco especi-
ficos, la aspergilosis invasora es casi siempre un diagnés-
tico de sospecha y se inicia su tratamiento de forma
empirica. Ademés, cuando una lesion se detecta radiol 6gi-
camente, es probable que ya sea demasiado tarde para que
el tratamiento sea eficaz. Por estas razones, y con lainten-
cion deiniciar el tratamiento de forma precoz e ideal men-
te mejorar e prondstico de estos enfermos, los métodos
indirectos de diagndstico tales como la deteccion de anti-
cuerpos, fragmentos de ADN o antigenos fangicos han
cobrado especial interés en la Gltima década.

Entre los productos celulares de Aspergillus, el
gaactomanano ha sido el més exhaustivamente estudiado
y se ha demostrado su presencia en € suero de pacientes
con aspergilosis invasora. En este estudio analizamos el
resultado de las determinaciones seriadas de galactomana-
no circulante en & diagnostico de la aspergilosis invasora
en ¢ trasplante alogénico de progenitores hematopoyéti-
co, mediante una técnica comercia de ELISA. Utilizando
las recomendaciones del |aboratorio, confirmamos una
elevada especificidad y una menor sensibilidad (75%). La
sensibilidad de este estudio es similar a la descrita en la
bibliografia[23,24,27].

Aunque se precisaron muestras seriadas para maxi-
mizar los resultados, pudimos demostrar la presencia de
galactomanano en los pacientes con aspergilosis invasora
probada (uno), en tres pacientes con aspergilosis invasora
probable (60%) y en los dos pacientes con aspergilosis
invasora posible (100%). Podemos especular sobre las
posibles explicaciones para los dos falsos negativos en
dos pacientes con aspergilosis invasora probable, por
gemplo la hipotética limitada angioinvasividad o encap-
sulacién del proceso, €l uso de profilaxis o la escasa libe-
racion de galactomanano. La alta especificidad observada
(100%), también esta en concordancia con otras series
publicadas [23,24,27]. Es importante sefidlar que no se
observo ningun falso positivo. Aunque no obtuvimos nin-
guno, € significado de los resultados fal samente positivos
sigue siendo una incégnita. Con excepcion de especies de
Penicillium, no se conocen reacciones cruzadas con otros
patégenos fangicos [32]. La especificidad de especie del
test no puede descartar patdgenos fungicos con presenta-
ciones clinicas similares, entre las que se incluyen espe-
cies emergentes como Alternaria, Fusariumy mucorales.

De los ocho pacientes con aspergilosis invasora,
dos tuvieron el galactomanano negativo y los otros seis
pacientes estaban bajo tratamiento con anfotericina B
cuando el galactomanano se positivizd. La presencia de
galactomanano precedi6 a desarrollo de infiltrados pul-
monares en la radiol ogia torécica en dos pacientes y coin-

cidio en otro paciente. Por tanto, la deteccion de galacto-
manano no tuvo un impacto determinante en € tratamien-
to de estos pacientes con aspergilosis invasora ya que, por
indicacion clinica, se encontraban ya bajo tratamiento
antifangico. De momento, apoyados por nuestros resulta-
dos, creemos que el galactomanano confirma la etiologia
aspergilar del proceso infeccioso en e contexto adecuado.
Ademés, dado que tuvimos dos falsos negativos creemos
gue el galactomanano no sustituye a otras técnicas diag-
nosticas como la tomografia axial computarizada [34] en
el proceso diagnéstico de fiebre sin focalidad aparente y
con sospecha de infeccion fungica invasora en |os pacien-
tes hematol dgicos de alto riesgo.

El excelente valor predictivo positivo (100%) vy €l
negativo de 97% pueden ayudar en la aproximacion diag-
nostica del paciente febril e inmunodeprimido, sobre todo
si ademés hay hallazgos radioldgicos [34]. Un resultado
positivo confirmado deberia ser indicacion de cobertura
antiflingica, aungue no existan signos clinicos. Estos exce-
lentes valores predictivos positivo y negativo también se
confirman en otras series publicadas [18,23,24].

En resumen, este estudio prospectivo confirma la
utilidad diagnéstica de la determinacion seriada de galac-
tomanano mediante el test de ELISA en pacientes con
trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos con
excelentes sensibilidad, especificidad, y valores predicti-
VOS positivo y negativo.

Como reflexion, es importante sefidar que en nues-
tra experiencia, a pesar de los buenos resultados de este
test, todos los pacientes con aspergilosis invasora fallecie-
ron y en seis de ocho pacientes la aspergilosis invasora
fue la causa de la muerte. La explicacién de esta elevada
mortalidad es que todos estos pacientes fueron sometidos
a un trasplante alogénico de progenitores hematopoyéti-
cos, una poblacion de especial ato riesgo de aspergilosis
invasora. Como es ya conocido estos pacientes tienen un
prondstico peor en comparacion con otros pacientes
hematol égicos si desarrollan una aspergilosis invasora.
Ello se debe a que los pacientes sometidos a trasplante
alogénico de progenitores hematopoyéticos acumulan
muchos factores desfavorables de aspergilosis invasora 'y
la neutropenia es sblo uno de ellos. Estos pacientes falle-
cen debido a la pobre reconstitucion inmunolégica y aiin
teniendo un diagndstico precoz, € tratamiento antiflngico
que disponiamos hasta este momento no era suficiente
para curar la infeccion mientras el paciente permanecia
inmunodeprimido.
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