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éQué podemos esperar de las
nuevas técnicas de diagndstico
micologico de la aspergilosis
invasora?

Deteccion de antigenos
(ELISA: Platelia Aspergillus®)

Amalia del Palacio
Ma Soledad Cuétara
Carmen Pazos

Puesto que los procedimientos microbioldgicos tradi-
cionales para establecer el diagnostico de la asper-
gilosis invasora son tardios y de poca rentabilidad,
se han desarrollado una serie de marcadores de
enfermedad invasora por Aspergillus spp. que per-
miten realizar un diagnostico de forma precoz que
conlleva la posibilidad de establecer un tratamiento
anticipado.

Desde hace 20 afios se conoce la presencia de mas
de 100 componentes antigénicos en el suero de
enfermos con aspergilosis invasora, siendo el mar-
cador de mayor utilidad diagndstica el galactomana-
no. El galactomanano es un componente de la pared
celular del género Aspergillus, siendo el principal
exoantigeno liberado durante la angioinvasion [1].
En enfermos con aspergilosis invasora el galactoma-
nano puede ser detectado en suero, orina, liquido
cefalorraquideo, liquido pericardico/pleural y lavado
broncoalveolar. Las concentraciones de galactoma-
nano en suero son fluctuantes, y aunque no se
conoce con exactitud su cinética, se sabe que en su
aclaracion intervienen las células de Kupffer [1,2].
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Aspectos técnicos del Platelia Aspergillus®

Actualmente se utiliza un ELISA de doble sandwich
que emplea un anticuerpo monoclonal de rata
EBA-2 dirigido contra el galactomanano de
Aspergillus que es utilizado como captor y detector
del antigeno. Esta prueba esta comercialmente dis-
ponible en Europa y desde hace un mes en EE.UU.
denominandose Platelia Aspergillus® (Bio-Rad,
Marnes-La-Coquette, Francia). Es una técnica senci-
lla, reproducible y rapida (aproximadamente
4 horas) cuyo punto critico radica en el tratamiento
del suero con calor en presencia de EDTA, para diso-
ciar los inmunocomplejos y precipitar las proteinas
séricas que podrian interferir con el ELISA. El limite
de deteccion es de 0,5-1 ng/ml [1].

Definicion de galactomanano positivo

Se considera que la prueba es positiva cuando se
obtienen al menos dos determinaciones consecuti-
vas positivas, siendo el punto de corte inicialmente
recomendado en suero de > 1,5 ng/ml en Europa,
mientras que en EE.UU. la misma casa comercial
recomienda 0,5 ng/ml. Como consequencia practica
de esto sera dificil extrapolar los resultados acumu-
lados. Es destacable que la definicion del punto de
corte esta en evolucién y no se ha llegado todavia a
un consenso.

La opinién mas extendida es que la rentabilidad del
galactomanano parece estar ligada a la obtencion
prospectiva y regular de suero (generalmente dos
veces por semana) coincidiendo con el periodo en
que el enfermo tiene mas riesgo de desarrollar una
aspergilosis invasora. Incluso este punto es debati-
do: se ha llegado a proponer el muestreo diario de
suero debido a que no se conoce con exactitud el
perfil de liberacién del antigeno.
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Utilidad diagnostica practica:
sensibilidad, especificidad,
valor predictivo positivo,
valor predictivo negativo

En pacientes neutropénicos adultos, estratificados
como de alto riesgo de desarrollar una aspergilosis
invasora, es donde el galactomanano es de gran uti-
lidad diagnéstica [3] (Tabla 1).

Tabla 1. Pacientes neutropénicos adultos
de alto riesgo [3]

¢ < 100 neutroéfilos/mm? > 3 semanas

¢ Trasplante de médula dsea no relacionado

+ Enfermedad Injerto contra huésped

¢ Neutropenia < 500 neutréfilos/mm? > 5 semanas
¢ Corticosteroides > 2 mg/kg > 2 semanas

¢ Corticosteroides > 1 mg/kg con neutropenia

¢ AraC a altas dosis

¢ Fludarabina

¢ Alemtuzumab

En poblacién pediatrica, receptores de trasplante de
organo soélido, SIDA, enfermedad granulomatosa
cronica, neoplasias de drgano sdlido y grandes que-
mados, el galactomanano no tiene utilidad
diagndstica.

La sensibilidad, especificidad, valor predictivo positi-
vo y valor predictivo negativo de la deteccién de
galactomanano en varios estudios se describe en la
tabla 2.
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Tabla 2. Estudios prospectivos de
aspergilosis invasora mediante deteccion de
galactomanano con Platelia Aspergillus®

Maertens Maertens Sulahian
et al. [4] etal. [5] etal. [6]

Punto de corte 1(2) 1(2) 1,5(2)
(N° de pruebas positivas)

Aspergilosis invasora 33 39 53
(probada+probable) (n)

Sensibilidad (%) 93 90 91
Especificidad (%) 95 98 94
VPP! (%) 93 87 ND3
VPN? (%) 95 98 ND
Falsos positivos (%) 8 14 12
Precocidad dias (%) 6 (54) 5 (68) 7 (40)
Eficacia global (%) 94 95 ND

*VPP: Valor pedictivo positivo
2VPN: Valor predictivo negativo
*ND: sin datos

Conviene resaltar que cuando se utiliza una prueba
de screening es de suma importancia la incidencia
de la enfermedad que se quiere diagnosticar, espe-
cialmente cuando la incidencia es baja como sucede
con la aspergilosis invasora. La incidencia es decisi-
va en el valor predictivo positivo y el valor predicti-
vo negativo como muestra la tabla 3.

Es importante sefalar que la sensibilidad del galac-
tomanano de Aspergillus es mas elevada en los
enfermos con aspergilosis invasora probada, que en
los que tienen aspergilosis invasora probable v,
por supuesto, que en los que tienen aspergilosis
invasora posible.

En cambio, el galactomanano puede ser detectado
en el suero en un estadio inicial de la infeccion,
generalmente antecede a la aparicion de signos y
sintomas clinicos e incluso a la aparicidon de anor-
malidades radioldogicas que sugieren el diagndstico
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Tabla 3. Valores predictivos positivo y
negativo de deteccion de antigeno de
Aspergillus por el método Platelia
Aspergillus® [7]

Incidencia de VPP! VPN?
aspergilosis invasora (%) (%) (%)
0,5 10 95,4
5 50 95,7
10 69 95,6
20 84 97,5
*VPP: Valor pedictivo positivo
2VPN: Valor predictivo negativo

de aspergilosis invasora [4-5,7,8]. Incluso, es des-
tacable que el titulo de antigeno de galactomanano
se corresponde con la evaluacion clinica de la enfer-
medad [7,8] y es una herramienta util también en la
monitorizacion de la terapéutica antifungica y puede
incluso predecir la respuesta a la misma, ya que el
aumento de galactomanano (> 1 ng/ml) sobre el
valor basal en la primera semana de tratamiento
predice el fallo terapéutico con una sensibilidad del
44%, un especificidad el 87% y un valor predictivo
positivo del 94% [9]. De modo que también sirve
para modificar el tratamiento o afadir una segunda
droga antifingica con el objeto de potenciar o mejo-
rar la eficacia del antifingico que inicialmente se
hubiese elegido [9].

La figura 1 muestra la cinética de la antigenemia de
galactomanano en un paciente neutropénico que
presenté mortalidad atribuible a aspergilosis invaso-
ra a pesar del tratamiento profilactico y terapéutico
con anfotericina B.

En cambio, la figura 2 muestra la evolucion del
galactomanano en un paciente neutropénico con
aspergilosis invasora con respuesta satisfactoria cli-
nica y radioldgica tras el tratamiento antifungico con
anfotericina B.
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Figura 1. Cinética de la antigenemia de galactomanano en un
paciente neutropénico que presentd mortalidad atribuible a asper-
gilosis invasora y no respondié al tratamiento con anfotericina B.
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Figura 2. Cinética de la antigenemia de galactomanano en un
paciente neutropénico con aspergilosis invasora con respuesta
satisfactoria clinico-radiolégica tras el tratamiento con anfotericina B.

El mismo grado de respuesta antigenémica puede
observarse con otros antiflingicos como se observa
en un paciente neutropénico con sindrome mielodis-
plasico con aspergilosis invasora y buena evoluciéon
clinico-radioldgica tras la terapia antifiingica con
voriconazol (Figura 3).
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Figura 3. Cinética de la antigenemia de galactomanano en un
paciente neutropénico con sindrome mielodisplasico y aspergilosis
invasora que mostr6 buena respuesta clinico-radiolégica tras el
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¢Existen falsos positivos y falsos negativos

con el Platelia Aspergillus?

Un aspecto importante para conocer la utilidad de
una prueba diagndstica es el analisis de los resulta-
dos falsos negativos o positivos. La tasa de falsos
negativos del Platelia Aspergillus® oscila entre el
8% y el 10% [4,5,10,11], mientras que la tasa de
falsos positivos oscila entre el 8% vy el 14% [5,7,12-
15] (Tabla 4).

Tabla 4. Factores causales de falsos (-) y
falsos (+) en la deteccion de galactomanano

Falsos (-)

e Encapsulacion de la infeccion

e Formacion de inmunocomplejos por
anticuerpos anti-Aspergillus

e Poblacidn no seleccionada

Falsos (+)

Poblacion pediatrica

e Receptores de trasplante de médula dsea
Enfermedad injerto contra huésped
Ciclofosfamida

Mucositis intensa (coexistencia con ingesta de
cereales, leche maternizada)

Infeccion por Penicillium, Paecilomyces,
Alternaria y Candida

Colonizacién masiva intestinal por Aspergillus
e Bacteriemias

e Transfusiones

Piperacilina-Tazobactam

En la practica clinica la positividad de dos galacto-
mananos en poblacién de alto riesgo obliga a la ins-
tauracién de tratamiento antifungico (terapia antici-
pada), puesto que este dato seria indicativo de
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infeccion. La evolucidn clinica, radioldgica, antigené-
mica, conjuntamente con los datos proporcionados
por la biologia molecular (PCR) permitirian probar la
aspergilosis invasora.

En poblaciones de pacientes con menor inmunosu-
presidn, hasta un 36% de enfermos tienen anticuer-
pos anti-Aspergillus, que por formar inmunocomple-
jos, ocasionarian falsos negativos, disminuyendo la
sensibilidad de la técnica: incluso se ha llegado a
plantear la necesidad de realizar conjuntamente
pruebas seroldgicas para antigenos y anticuerpos en
enfermos con sospecha de aspergilosis invasora [11].

Galactoma o: Incégnitas por resolver

A pesar del conocimiento actual sobre la utilidad
diagndstica del galactomanano existen una serie de
incognitas pendientes de resolver:

¢ Puesto que la cinética de galactomanano in vivo
no es completamente conocida y los datos
sobre el perfil de liberaciéon de galactomanano
son insuficientes, éhabria que hacer la determi-
nacion prospectiva de galactomanano mas
frecuentemente?, éincluso a diario?

+ ¢Existe relacidn entre el lugar anatdomico donde
asienta la infeccidn y la liberacion de galacto-
manano al torrente circulatorio?

¢ Puesto que la sensibilidad de la deteccidén de
galactomanano se reduciria por la presencia de
anticuerpos anti-Aspergillus, ¢habria que hacer
simultdneamente deteccion de galactomanano
prospectivo y de anticuerpos en los pacientes
menos inmunodeprimidos?

¢ ¢Qué se entiende por un galactomanano positi-
vo?: éun solo resultado positivo o al menos dos
resultados positivos?

¢ ¢Qué punto de corte debemos elegir?: ¢1,5?,
é1,2?,¢1?,¢0,7?, ¢0,5?
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¢ ¢La utilizacion de antifungicos activos frente a
Aspergillus en quimioprofilaxis (voriconazol,
itraconazol, anfotericina B) obligarian a elegir
un punto de corte de 0,5?

¢ ¢Qué significan los galactomananos falsos posi-
tivos?

éQué son y a qué se deben los galactomananos
falsos negativos?

*

Puesto que esta sin definir la utilidad del galac-
tomanano prospectivo en poblaciones no neu-
tropénicas, équé utilidad tiene en otros grupos
de enfermos como receptores de trasplante de
organo solidos, poblacidén pediatrica, SIDA,
enfermedad granulomatosa crdnica, tumores de
organo solido, etc?

>

¢Es la deteccion de galactomanano un buen
marcador terapéutico?

*

¢ ¢El tratamiento antifungico previo (quimiopro-
filaxis) decapitaria la infeccidon por Aspergillus?
En este sentido un solo galactomanano positivo
coincidiendo con periodos de maxima neutrope-
nia e inmunosupresion podria no ser un falso
positivo, sino una antigenemia transitoria.

¢(Existe reactividad cruzada con bacterias y
hongos?

*

¢ Recordad siempre, en cualquier caso que la
sensibilidad del galactomanano de Aspergillus
es mas elevada en enfermos con aspergilosis
invasora probada, que en los que tienen asper-
gilosis invasora probable y que por supuesto en
aspergilosis invasora posible segun los criterios
conjuntos de la European Organization for Research
and Treatment of Cancer (EORTC) y el Mycoses
Study Group del National Institute of Allergy and
Infectious Diseases (NIAID) [16].

Asociacion Espaiiola de Micologia



Tened presente que la maxima utilidad de
la deteccion de galactomanano de
Aspergillus es actualmente en poblaciones

neutropénicas consideradas de alto riesgo
segun los criterios de Prentice et al. [3] y
en las que la incidencia de la aspergilosis
invasora es elevada [7] con lo que los
valores predictivo positivo y negativo son
asimismo elevados.
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