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RESUMEN

Utilidad de la deteccion de galactomananos por ensayo inmunoenzimatico para el diagnéstico de
aspergilosis invasiva en pacientes neutropénicos ingresados en el Hospital Infantil de México
Federico Gomez

Aspergillus es un hongo ubicuo en el ambiente; la aspergilosis invasiva (Al) es una causa importante de
morbilidad y mortalidad en este tipo de pacientes; el abordaje diagndstico implica la obtencion de muestras
por técnicas invasivas. La deteccidén de galactomananos, un polisacarido presente en la pared celular de
Aspergillus, ha sido utilizada como método diagndstico de Al con resultados variables’ los galactomananos
estan presentes en sangre de pacientes con enfermedad invasiva por Aspergillus. El presente estudio, planted
la utilidad de la deteccién de galactomananos con Platelia® para el diagnéstico de aspergilosis invasiva en los
pacientes neutropénicos en el Hospital Infantil de México Federico Gémez (HIMFG). METODOLOGIA:
Evaluacién de prueba diagnostica. Poblacion y muestra pacientes de ambos sexos, ingresados en el HIMFG
entre el periodo de enero a julio 2007, que presentaron neutropenia en el ultimo mes o en el momento del
estudio y que por presentar cuadro sugestivo de aspergilosis ameritaron toma de estudio histopatolégico,
examen directo y/o cultivo. Se consideré como estandar de oro la identificacion de Aspergillus en estudio
histopatologico, examen directo y/o cultivo. RESULTADOS: Se incluyeron en el estudio 10 pacientes. Se
confirmé el diagndstico de aspergilosis en 6 pacientes y se descart6 en 4. El sitio de aspergilosis fue pulmonar
en 5 casos y rinosinusal en 1. Los diagnosticos de base fueron leucemia linfoblastica aguda (f=4), leucemia
mieloblastica aguda (f=3), anemia aplasica (f=1), lupus eritematoso sistémico (f=1) y hepatitis fulminante (f=1).
Los géneros de Aspergillus encontrados fueron Aspergillus fumigatus (f=2), Aspergillus flavus (f=2) y
Aspergillus sp (f=2). La medicion de galactomananos fue positiva en 6 pacientes y negativa en 4. Se calculo
una sensibilidad y especificidad del 100% para aspergilosis invasiva probada o probable, y valores predictivos
positivo y negativo de 100%. CONCLUSIONES: 1) Los niveles de galactomanano en pacientes con
aspergilosis invasiva en el HIMFG se encontraron entre 1.287 y 3 con un indice calculado entre 1.5y 3.88.
El punto de corte del indice para diagnosticar Al con Platelia® la poblacion del HIMFG es de 1.5. 2) La
sensibilidad y especificidad de la deteccidén de galactomananos con Platelia® para el diagnéstico probado y
probable de aspergilosis invasiva en los pacientes del HIMFG fue del 100%, EIl valor predictivo positivo y
negativo fueron también del 100%. 3) Es necesario la realizacion de mayor nimero de estudios invasivos en
los pacientes del HIMFG con sospecha Al (casos posibles) para poder tener un mayor niumero de pacientes
con diagndstico confirmado o descartado y asi poder tener resultados mas confiables de sensibilidad y
especificidad, asi como de valores predictivos. 4) En los casos de Al tanto probado, como probable y posible,
la sensibilidad y especificidad de la deteccién de galactomananos con Platelia® para el diagnéstico de Al fue
del 35% y 100% respectivamente. 5) La deteccidon de galactomananos podria ser una ayuda diagndstica util
en los pacientes neutropénicos con riesgo de Al en el HIMFG, con la ventaja de ser un estudio no invasivo, de

rapida realizacion y con alta sensibilidad y especificidad.



INTRODUCCION

Aspergillus es un hongo ubicuo en el ambiente, que puede causar enfermedad en el ser
humano Gnicamente en situaciones especiales (. Se han reportado casos de enfermedad invasiva
en pacientes inmunocomprometidos especialmente con enfermedad hematooncolégica y luego de
transplante de médula 6sea “®. La aspergilosis es una causa importante de mortalidad en este
tipo de pacientes, calculandose que el riesgo relativo de morir en pacientes con aspergilosis
invasiva y malignidad es de 13.5 . Se consideran como factores de riesgo para adquirir
aspergilosis los estados de inmunosupresién, asi como la neutropenia ©'. El diagnostico se
puede realizar en base a técnicas directas, histopatologicas y cultivo 2. Esto implica la obtencion
de muestras por técnicas invasivas. Es por eso que se han utilizado también como ayudas
diagndsticas criterios clinicos y radioldgicos ®. En 2002 se publica un consenso para el
diagnostico de infecciones micoticas invasivas ', incluyendo aspergilosis, en que se dividen en
infeccion probada, probable y posible con base en criterios microbiolégicos, clinicos y radiolégicos.
Se han buscado otros medios para diagndstico temprano de aspergilosis invasiva. Entre estos
estan la deteccion de anticuerpos, antigenos, metabolitos y acidos nucleicos '?. De estos la
deteccion de galactomananos, un polisacarido presente en la pared celular de Aspergillus, es el
que ha sido mas estudiado y ha tenido mejores resultados ”; los galactomananos estan
presentes en sangre de pacientes con enfermedad invasiva por Aspergillus. Platelia® es un
ensayo inmunoenzimatico que utiliza un anticuerpo monoclonal para detectar incluso 0.5 ug/ml de
galactomananos. Se han estudiado la sensibilidad y especificidad de Platelia para el diagnéstico
de Al en distintas poblaciones, reportandose datos variables ®?". Siendo la Al invasiva la
infeccion fungica filamentosa mas comun en inmunocomprometidos y significando esta una
importante morbilidad y mortalidad ), cobra relevancia el poder tener un estudio no invasivo que
podria ser de utilidad para el diagnéstico de aspergilosis invasiva en pacientes
inmunocomprometidos.

El Hospital Infantil de México Federico Gbmez, es un centro de tercer nivel que atiende una
importante poblacion de pacientes con inmunocompromiso, incluyendo pacientes con patologia
hematooncoldgica.

El presente estudio, planted como problema si sera de utilidad de la deteccion de galactomananos
con Platelia® para el diagndstico de aspergilosis invasiva en los pacientes neutropénicos de
nuestro hospital. Fue una evaluacién de prueba diagnéstica, teniendo como poblacién a los
pacientes que fueron ingresados en el HIMFG con neutropenia entre enero y julio 2007, y como
muestra a los pacientes que se les realizé estudio histopatolégico, examen directo y/o cultivo por

sospecharse aspergilosis.



ANTECEDENTES

Aspergillus

Aspergillus es un hongo saprofito, ubicuo en el ambiente. Se encuentra cominmente en

materiales de desecho V. Pertenece al reino: Fungi, Phylum: Ascomycota, Orden: Eurotiales,
Familia: Trichocomaceae, Genero: Aspergillus.
El género Aspergillus incluye mas de 900 especies; de éstas, solo 19 son causantes de
enfermedad, que incluye aspergilosis alérgica pulmonar, aspergiloma y aspergilosis invasiva (Al).
Los mas comunmente aislados son Asperqgillus fumigatus, Aspergillus flavus, Aspergillus niger y
Aspergillus terreus @. En el Hospital Infantil de México Federico Gomez (HIMFG) los aislamientos
mas comunmente encontrados son Aspergillus fumigatus y Asperqgillus flavus, cada uno en el 45%
de las enfermedades invasivas, y Aspergillus niger en el 10% (datos no publicados).

El género Aspergillus se caracteriza por presentar hifas macrosifonadas, septadas, con
ramificacion dicotémica en angulo agudo . Se forman conidias a lo largo de cadenas de
esterigmas que cubren estas vesiculas. Se produce abundante esporulacion demostrada en cada
cabeza conidial produciendo numerosas conidias. Estas se transportan facilmente en el aire, y su
pequefio tamario favorece el acceso en el tracto respiratorio .

Aspergillus puede causar enfermedad por alergia (aspergilosis pulmonar alérgica),

colonizacion o invasion en tejidos ©.

Figura 1: Aspergillus sp. en examen directo con azul de algodon de lactofenol

Hifas hialinas
macrosifonadas septadas




EPIDEMIOLOGIA

Aspergillus crece adecuadamente en una variedad de sustratos, incluidos en granos,
vegetales en descomposicion y suelo.

Se ha asociado a brotes en salas de oncologia y transplantes atribuidos a fuentes
hospitalarias de Aspergillus en el aire, tales como renovaciones o construcciones en edificios
adyacentes o fomites, ninguno de los cuales se ha podido implicar directamente ©®. La
epidemiologia de aspergilosis invasiva ha sido poco estudiada en poblacién pediatrica.

En 2005 Steinbach realizd una revision de la literatura sobre la incidencia de aspergilosis
®. Reporta nueve estudios con la limitante de no hacer analisis separado para poblacion adulta y
pediatrica. Revisa dos articulos publicados en edad pediatrica. En 1993 el Hospital for Sick
Chidren en Toronto analiza 39 casos de aspergilosis entre 1979 y 1988, de éstos, 24 fueron
aspergilosis probadas, 15 probables; la media de edad fue 10 afos; 74% se presentaron en
pacientes con algun tipo de malignidad o transplantados de médula 6sea; 41% de los fueron en
tejidos blandos, y el 40% en pulmoén. La supervivencia total fue del 23% “9.

La revision realizada por St Jude’s Children’s Hospital en Memphis, entre 1962 y 1996,
encontré que el recuento absoluto de neutréfilos de los pacientes con Al fue de <500 células/ul por
un tiempo medio de 14 dias, y el intervalo entre inicio enfermedad de base y la deteccion de Al fue
de 16 meses. Ellos calculan una incidencia de Al de 7% en pacientes con enfermedad
granulomatosa cronica , 6% en coriocarcinoma, 4.6% en anemia aplasica, 4% en leucemia
mieloblastica aguda, 4% en leucemia mieloblastica crénica, y 1% en leucemia linfoblastica aguda.
La supervivencia fue del 58% al mes, y de 25% luego de 2 meses, con 15% luego de 10 meses
8).

El articulo publicado en 2006 por Zaoutis, revisé la epidemiologia y los costos de Al en
ninos de Estados Unidos en el afo 2000. Utilizé informacion de la base de datos Kid’s Inpatient
Database, que agrupa a 27 estados de Estados Unidos. Se revisaron 1.9 millones de expedientes,
de un total de 2.5 millones contenidos en KID 2000. Incluyeron pacientes que tuvieron diagnéstico
de aspergilosis, con los siguientes factores de riesgo: malignidad, enfermedad inmunoldgica o
hematoldgica, y transplante. Hallaron 153,231 pacientes inmunocomprometidos con riesgo de
desarrollar Al, de estos la presentaron. La incidencia entre pacientes inmunocomprometidos fue
del 437/100,000 admisiones pediatricas. En la tabla 1 se presenta la incidencia de Al por
enfermedad de base. Este estudio también evalua mortalidad y riesgo de muerte segun patologia
de base . Se calculo un riesgo relativo de morir en pacientes con Al asociado a malignidad de 13.5
(10.9-16.8, p<0.001), anemia aplasica 5.3 (3.7-7.5, p<0.001), inmunodeficiencia 2.4 (1.1-5.2, p <
0.001), transplante de médula 6sea 3.8 (2.6-5.6, p<0.001) (tabla 1) ™,



Tabla 1: Casos de Aspergilosis Invasiva segun enfermedad de base en Estados Unidos durante el
afio 2000

Mortalidad
Condicion de Base Pig'r‘f”Ath Pasﬁfr;\tfs RR (95% Cl) P
(N=666) | (N=151537)
Malignidad 21 1 13.5(10.9-16.8) | <0.001
Tumor Sélido 18 1 14.0 (6.8-28.6)
Hueso 0 0.6 NA
SNC 69 2 21.6 (9.1-51.0) | <0.001
Otro 0 0.7 NA
Leucemia 21 2 11.0(8.5-14.2) | <0.001
LLA 21 1 14.9 (10.2-21.7) | <0.001
LMA 20 3 5.0 (3.3-7.4) <0.001
Linfoma 29 2 13.5(6.7 - 27.3) | <0.001
Otra malignidad 19 2 9.5(5.3-17.0) | <0.001
Anemia Aplasica 22 324 5.3 (3.7-7.5) <0.001
Inmunodeficiencia 6 23 2.4 (1.1-5.2) 0.2
Transplante 6rgano sélido 33 6 4.7(0.9-23.6) NA
Transplante medula ésea 44 8 3.8 (2.6-5.6) <0.001
Alogénico 45 11 3.3 (2.2-4.8) <0.001
Enfermedad de injerto contra huésped 44 10 3.4 (2.2-5.3) <0.001
No injerto contra el huésped 52 13 3.0 (1.4-6.1) <0.001
Antdloga 66 3 NA

Tomado de Zaoutis et al, Pediatrics 2006

Los nifios con inmunocompromiso y Al tuvieron una estancia hospitalaria media mas larga
(16 dias, IQR: 3-38) que los que no tenian Al (3 dias, IQR: 2.6 p < 0.001). EIl costo hospitalario
medio por paciente inmunocomprometido con Al fue de $49,309 (IQR: $7975-$189,579)
comparado con los inmunocomprometidos sin Al $9,035 (IQR $4774-$19,656, p<.01) ™.

FACTORES DE RIESGO

El estudio publicado en 2005 por Gavalda, realizado en pacientes transplantados de
6rgano solido, de hospitales pertenecientes a la Red de Estudio de la Infeccién en el Transplante,
en Espafia, describid los factores de riesgo asociados con aspergilosis invasiva. Encontré como
factores de riesgo en los primeros 3 meses post transplante las infecciones bacterianas repetidas,
la enfermedad por citomegalovirus y el fallo renal; luego de 3 meses la sobre inmunosupresion y de
nuevo el fallo renal post transplante ©,

En 2002, Allam M. encontr6 como factores de riesgo para Al en pacientes del Hospital

Reina Sofia en Espana, el cursar con neutropenia los ultimos 6 meses, la inmunosupresion de



cualquier tipo en el ultimo ingreso y el numero de ingresos el ultimo afo; describen algunos casos
en pacientes con inmunocompetentes o con neutropenia leve ©.

En 2005, Millermann describe los factores de riesgo de aspergilosis en pacientes
neutropénicos hematooncoldgicos del hospital universitario de Berna, Suiza. En esta revisién de
189 adultos con 45 casos de aspergilosis (9 probadas, 3 probables y 33 posibles) reportan como
factores asociados la leucemia aguda, el sindrome mielodisplasico, y la neutropenia prolongada.
La Al ocurrié mas en el periodo de induccién a la remisién y con un intervalo de tiempo corto entre

episodios de neutropenia 9.

CLINICA

Las manifestaciones clinicas de aspergilosis dependeran del sitio de afeccion. En
pacientes neutropénicos la invasiébn puede iniciar en nariz y senos paranasales y puede
diseminarse a estructuras vecinas causando invasion vascular y necrosis. Rara vez pacientes
previamente sanos pueden presentar Al en senos paranasales, pero la enfermedad es indolente y
granulomatosa. Dolor localizado en senos, proptosis y ceguera mono ocular son presentaciones
frecuentes. En el ojo puede haber invasién como una endoftalmitis con baja frecuencia. También
puede presentarse en pulmon luego de la inhalacion masiva de esporas de Aspergillus como un
evento autolimitado en pacientes inmunocompetentes, pero los pacientes con neutropenia pueden
desarrollar neumonia aguda rapidamente progresiva. La infeccién al inicio suele iniciar con fiebre,
seguida de signos radioldgicos. El aumento de la lesion y la diseminacién periférica son datos de
alarma. En una revisién de la literatura publicada en el 2002 por Miller "V, report6 como
presentacion clinica en pacientes pediatricos neutropénicos y con afeccidon pulmonar fiebre
persistente o recurrente, tos no productiva, dolor pleuritico, frote pericardico, hemoptisis, neumonia,
regularmente cavitacion (Figura 2) ® y derrame pleural, con invasién vascular pulmonar y posible
diseminacion a otros focos "".

DIAGNOSTICO

El diagndstico se puede hacer con base en la identificacion del hongo por técnicas directas,
cultivo, y seroldgicas ' asi como por criterios clinicos y radiolégicos “.

La falta de consenso en el mejor método para diagnosticar aspergilosis invasiva, asi como
otras micosis invasivas, llevé en 2002 a elaborar un consenso por parte del Grupo Cooperativo de
Infecciones Micéticas Invasivas (IFICG, Invasive Fungal Infections Cooperative Group) de la
Organizacion Europea para Investigacion y Tratamiento de Cancer (EORTC European
Organization for Research and Treatment of Cancer) asi como el Grupo de Estudio de Micosis del
Instituto Nacional de Alergia y Enfermedades Infecciosas (MSG Mycoses Study Group, NIAID,
National Institute of Allergy and Infecitous Diseases) para la definicién de enfermedad micética
invasiva en pacientes inmunocomprometidos con cancer y transplantados de médula 6sea 9.

Dicha definicion se resume en las tablas 2y 3.



Tabla 2. Definiciones de infeccidn fungica invasiva en pacientes con cancer y receptores de
transplante de Médula Osea

Categoria, tipo
de infeccion

Descripcion

Infeccién fungica
invasiva probada

Examen histopatoldgico o citopatolégico mostrando hifas de una aspiracion
con aguja o biopsia con evidencia de dafio celular asociado (microscopico o
inequivoco por imagen); o cultivo positivo de una muestra obtenida por
procedimiento estéril de un sitio normalmente estéril y sitio clinica o
radiolégicamente anormal consistente con infeccion excluyendo orina y
membranas mucosas

Infeccién fungica
invasiva
probable

Al menos 1 criterio del huésped (tabla 3); y un criterio microbiol6gico; y 1
criterio clinico mayor (o 2 menores) de un sitio anormal consistente con
infeccion

Infeccion fungica
invasiva posible

Al menos 1 factor del huésped (tabla 3); y 1 microbiolégico o 1 criterio clinico
mayor (o 2 menores ) de sitios anormales consistentes con infeccién

Tomado de Asioglu R et al, Clin Inf Dis 2002 ¥

Tabla 3. Criterios del huésped, microbioldgicos y clinicos de infeccion fungica invasiva en pacientes
con cancer y receptores de transplante de Médula Osea

Criterios del huésped, microbioldgicos y clinicos de infeccidn fungica invasiva en pacientes con

cancer y receptores de transplante MO

Tipo de criterio

Criterio

Factores del
huésped

Neutropenia (<500 neutréfilos/mm3) por >10 dias

Fiebre persistente por >96 h refractaria a tratamiento antibacteriano apropiado
de amplio espectro en pacientes de alto riesgo

Temperatura ya sea >38° C 0<36 °C en cualquiera de las siguientes
condiciones predisponentes: neutropenia prolongada (>10 dias) en los ultimos
60 dias, uso reciente o actual de agentes inmunosupresores significativos en
los ultimos 30 dias, infecciéon probada o probable durante un episodio previo
de neutropenia, o coexistencia de SIDA sintomatico

Signos y sintomas indicantes de enfermedad de injerto contra el huésped,
particularmente severa (grado >2) o enfermedad crénica extensa

Uso prolongado (>3 semanas) de corticosteroides en anteriores 60 dias

Microbiolégico

Resultado positivo de cultivo de Aspergillus de esputo o lavado
broncoalveolar

Resultado positivo de cultivo o hallazgos de microscopia directa o citologia de
hongos en aspirado de senos

Resultado positivo de antigeno de Aspergillus en especimenes de lavado
broncoalveolar, LCR, 0 >2 muestras de sangre

Hallazgos positivos de citologia o microscopia directa de elementos fungicos
en muestras de fluidos corporales estériles

Tract Cualquiera de los siguientes infiltrados nuevos en TAC: signo del halo, signo
Mayor . : 4
o] de aire crescente, o cavidad dentro de consolidado
respir . . . : . . s
C atofio Sintomas de infeccion de tracto respiratorio inferior (tos, dolor toracico,
| inferi Menor | hemoptisis, disnea); hallazgo clinico de frote pleural; cualquier infiltrado nuevo
i or que no llena criterios mayores; efusién pleural
i | seno Evidencia radioldgica sugestiva de infeccion invasiva de senos (erosion de
cls Mayor | paredes, extension de infeccion a estructuras vecinas, destruccion extensa de
la base del craneo)
o| para - - - - — —
nasal Sintomas respiratorios superiores (descarga nasal, obstruccion) ulceracion en
es Menor nariz o escarcha de mucosa nasal o epistaxis; edema peri orbitario;
sensibilidad maxilar; lesiones negras necroticas o perforacion del paladar duro

Tomado de Asioglu R et al, Clin Inf Dis 2002 *®




Técnicas directas

Las técnicas directas tienen la ventaja sobre el cultivo de tener una mayor sensibilidad y
ser relativamente rapidas. Su principal desventaja es el no poder diferencial distintos hongos
filamentosos. En muestras de tejido, Aspergillus sp tipicamente muestra hifas septadas, con
ramificacion angular.

Entre los procedimientos directos que se deben realizar siempre que se sospechen
hongos, esta el preparado en fresco, con hidréxido de potasio, y con azul de lactofenol de algodon.
Se deben examinar en fresco o con hidréxido de potasio al 10% que ayuda a la visualizaciéon de
hifas al digerir y limpiar el material proteinaceo dejando la pared flngica intacta.
Subsecuentemente se hace un frote se fija y se aplican distintas tinciones. La tincién de Gram
debe hacerse por rutina, pero tinciones para células fungicas y fluorescentes pueden aumentar la
sensibilidad.  Entre las tinciones fungicas se encuentra tincion de plata de Gomori y acido
periédico de Schiff (PAS). La primera permite evitar detalles del entorno celular, mientras que PAS

permite revelar los alrededores de la célula, arquitectura del tejido y respuesta inflamatoria 2.

Fluorescentes

En las tinciones fluorescentes se utilizan tintes que se unen a los polisacaridos de la pared
celular. No son especificas de Aspergillus sp, pero tienen alta sensibilidad, se realizan
rapidamente y tienen amplia aplicabilidad. Se pueden aplicar a secciones congeladas, fijadas en

parafina o especimenes en fresco (2.

Inmunohistoquimica, inmunofluorescencia e hibridacion in situ

La inmunohistoquimica con anticuerpos monoclonales, inmunofluorescencia y la
hibridacién in situ se han estudiado como técnicas diagnosticas. Colectivamente tienen el potencial
de dar género y especie, que puede ser importante en algunos casos en que los cultivos son

negativos. Tienen la desventaja de no estar siempre disponibles 2.

Cultivo

El cultivo de Aspergillus sp permite el diagndstico de aspergilosis, asi como realizar
pruebas de susceptibilidad a antifingicos. Su mayor desventaja es el tiempo relativamente largo
de realizaciéon, ademas de tener una sensibilidad baja, y requiere personal especializado para la
determinacién de especies.

La habilidad de crecer a 37° C distingue a Aspergillus sp de otros hongos no patogénicos
ambientales. Aspergillus sp puede aislarse en la mayoria de medios sdlidos y liquidos, como
gelosa sangre, gelosa chocolate, infusién cerebro corazén.  Siempre se debe incluir un medio
especifico para hongos, como agar Sabouraud dextrosa, en el primer aislamiento por su mejor

crecimiento. La adicion de antibidticos, como cloranfenicol o gentamicina, se requiere para



recuperar Aspergillus sp de sitios no estériles. La identificaciéon del aislado de laboratorio se hace

por la morfologia microscopica y el aspecto colonial (12,

Serologia

Entre las técnicas seroldgicas tenemos la deteccidon de galactomanano y la deteccion de
(1,3)-B-D glucano. Este ultimo es un compuesto de la pared celular de la mayoria de hongos, con
excepcion de Cryptococcus sp y los Zigomicetos. La molécula es ubicua en la naturaleza y ha sido
usada como marcador de la biomasa de los hongos. La presencia de este compuesto en otros
hongos no permite el diagndstico especifico de Aspergillus sp.
La deteccion de (1,3)-B-D glucano se realiza tipicamente en suero ('),

El galactomanano esta presente en la pared celular de la mayoria de especies de
Aspergillus y Penicillium, se detecta en forma temprana en sangre de pacientes con enfermedad
invasiva por Aspergillus sp. La limitante para la aplicacion de Platelia ha sido la diversidad de

resultados obtenidos en la poblacion pediatrica.

Deteccion de Anticuerpos
La deteccion de anticuerpos contra Aspergillus sp es necesaria para diagnostico de
aspergilosis pulmonar crénica. No ha sido util por otro lado para el diagndstico de asperigilosis

invasiva, ya que refleja inicamente contacto con el hongo, mas no enfermedad invasiva ('?).

Metabolitos
Aspergillus sp. produce una amplia gama de enzimas extracelulares, asi como metabolitos,
todos los cuales tienen el potencial de servir como marcadores de aspergilosis invasiva. Algunos

de estos estan en estudio (2.

Acidos Nucleicos

La deteccion a través de Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR) ha sido estudiada para
el diagndstico de aspergilosis. Se han utilizado diversos especimenes clinicos tales como suero,
plasma, sangre entera, han sido utilizados, asi como lavado broncoalveolar, tejidos, incluyendo
secciones fijadas en parafina. La muestra dptima para diagnostico no ha sido determinada 2.

Con propdsitos de toma de decisiones, la deteccion inicial de un amplio rango de hongos
es importante, asi como la identificacion posterior del patdgeno especifico, por lo que un abordaje
o6ptimo es la aplicacion de iniciadores comunes para midltiples hongos con una amplificacion
posterior para determinacion de especie. El blanco mas comun es el complejo de DNA ribosomal.
Los estudios difieren considerablemente en cuanto a la determinacién de especificidad analitica ya
que no hay una estandarizacién entre las pruebas de biologia molecular lo cual limita su

reproductibilidad.



En cuanto a la sensibilidad y especificidad de la PCR, White et al en 2006 en el Hospital
Universitario de Wales, en el Reino Unido, evalué a 203 adultos con riesgo de infeccién fungica,
de estos se obtuvieron un total de 401 muestras. La prueba al compararla con los criterios de
EORTC/IFICG presentd una sensibilidad de 34% y una especificidad del 94%, con un valor
predictivo positivo de 69% y valor predictivo negativo de 80%. Al excluir del analisis a los pacientes
con enfermedad posible, la sensibilidad llega al 92.3% y el valor predictivo negativo sube al 99.3,
ellos concluyen que una prueba negativa de PCR podria excluir aspergilosis como diagnostico (4.

En 2004 Kawazu compra PCR en tiempo real, deteccién de galactomananos y de § D
glucano semanalmente para diagnodstico de aspergilosis en pacientes con enfermedad
hematolégica. Analizan 149 episodios probados de Al, hallando sensibilidad y especificidad de
100% y 93% para B D glucano; 55% y 93% para EIA de galactomananos; y 55 % y 93% para PCR

(15)

Radiolégico

Los hallazgos radiolégicos en adultos han sido estudiados. En poblacién pediatrica existen
pocos datos de estos hallazgos. En una revisién de 10 afios de diagndstico radioldgico de
aspergilosis invasiva realizada por Thomas en el hospital de nifios de Londres, se encontré que las
radiografias de térax tenian datos variados, incluyendo consolidacion segmentaria, multilobular,
masas nodulares periféricas y derrame pleural. En ningun caso hallaron cavitacion ni niveles
aéreos. La tomografia mostré osteomielitis y nodulos mdltiples y pequefios 9.
El consenso e la EORTC/IFICG refiere como datos sugestivos de aspergilosis invasiva cualquiera
de los siguientes infiltrados nuevos en TAC: signo del halo, signo de aire crescente, o cavidad

dentro de consolidado (Figura 2) (¥,

Figura 2 (a): Tomografia Computada de paciente de 9 afios con leucemia linfoblastica aguda y
aspergilosis pulmonar que muestra un area de consolidacion derecha. (b): paciente de 11 afos
con leucemia mieloblastica aguda y aspergilosis pulmonar que muestra areas de consolidacion con
una cavitacion en pulmén izquierdo.

Fig.2 (a). (b).




TRATAMIENTO

Existen pocos estudios sobre tratamiento de aspergilosis invasiva en pacientes pediatricos.
En 2005 Steinbach revisa el tratamiento de aspergilosis invasiva en nifios reportando un estudio
multicéntrico de tratamiento con anfotericina B liposomal realizado entre 1990 y 1995 en adultos y
ninos. Este estudio incluyé a 551 pacientes de los cuales 291 cumplieron criterios de Al con
expedientes completos. Encontraron 42% con respuesta completa a la Anfotericina B, 12% parcial
y 45% fallos. Un analisis separado de la poblaciéon pediatrica, encontré6 una respuesta completa
parcial o completa en 56% de los pacientes, respuesta estable en 8% y fallo en 36%. La respuesta
completa o parcial fue en 50% de las Al pulmonares, 29% diseminadas, 100% sinusitis y 67% de
un solo drgano extrapulmonar.

Un estudio francés reporta 46 pacientes pediatricos tratados con Anfotericina B liposomal
entre 1994 y 1997. De estos 78% presentaron cura o mejoria, con 22% fallos a la terapia.

Un analisis del uso por de voriconazol para Al refractaria luego de 7 dias de tratamiento

con Anfotericina B incluyé a 42 pacientes con Al probable. En el analisis se encontrd repuesta
parcial o completa en 43% de los pacientes, respuesta estable en 7% y 40% con fallo a la terapia.
La repuesta parcial o completa fue en el 33% los casos de Al pulmonar, 50% de sistema nervioso
central, 86% de las diseminadas, 29% y de un érgano extrapulmonar 30%.
Otra serie pediatrica utilizando voriconazol incluyé 7 pacientes con patologia hematooncolégica,
con tratamiento inicial con anfotericina B por 6 semanas antes de cambio a voriconazol. Hubo
respuesta completa en 2 pacientes, parcial en 2, estabilidad en 1 y fallo en 2. La respuesta parcial
o completa coincidié con la recuperaciéon de neutrdfilos y la remision de la enfermedad
hematoldgica de base ©.

El diagndstico temprano de Al aunado a un tratamiento agresivo ha probado mejorar el

prondstico de pacientes con esta patologia "%,



MARCO TEORICO

GALACTOMANAN
El galactomanano es un heteropolisacarido termoestable, presente en la pared celular de la

mayoria de especies de Aspergillus y Penicillium. La molécula estd compuesta de un nucleo
manano no inmunogénico, con cadenas laterales inmuno reactivas de distintos tamarios,
conteniendo unidades de galactofuranosil. Es de interés médico ya que se halla en sangre de
pacientes con enfermedad invasiva por Aspergillus sp (7,

La composicion del galactomanano varia segun cepas y géneros, asi como por las condiciones de
cultivo, extraccion y purificacion de las muestras.

Existen dos ensayos comerciales para la deteccién de galactomananos: Pastorex® (Sanofi
Diagnostics Pasteur Marnes-La-Coquette, France), una prueba de aglutinacién; y Platelia®

(BioRad, Marnes-La-Coquette, France), estudio inmunoenzimatico (EIA) (2,

PLATELIA®

La deteccién de galactomanano a través de Platelia® es un EIA de “doble sandwich”.
Incorpora un anticuerpo monoclonal especifico para B 1-5 galactofuranosa, EB A2, como detector y
aceptor de galactomanano.

Ya en 1996 Rohrlich P. en el Hospital Robert Debré, Paris, presenta un estudio con EIA
para galactomananos en el cual incluyen 37 pacientes hematooncoldgicos, incluyendo 15
pacientes post transplante de médula dsea y 18 pacientes con neutropenia por quimioterapia.
Doce pacientes tuvieron detecciones positivas, de ellos 10 desarrollaron aspergilosis invasiva
presuntiva (no utilizan criterios EORTC/MSG) (9.

Se ha estudiado la sensibilidad y especificidad de Platelia® en distintas poblaciones.
Pfeiffer et al, en 2006 publicaron un meta analisis sobre el uso de esta prueba para diagnéstico de
Al tomando en cuenta los estudios que diagnosticaron Al utilizando los criterios de EORTC/MSG y
que tuvieran datos para calculo de sensibilidad y especificidad. Identificaron 139 estudios
realizados entre 1966 y febrero 2005; solo 27 estudios cumplieron los criterios de inclusién; 15
incluyeron solo adultos; 7 nifios y adultos y en 5 no se mencioné la edad de la poblacién. Solo 2
estudios reportaron datos separados para nifios. Cinco estudios tomaron como positivo un indice
de 0.5, 13 usaron 1 y 11 usaron 1.5. Las muestras fueron tomadas entre 1 y 2 veces por semana.
En el analisis se evidencié amplia heterogeneidad entre los estudios mencionados. En la poblacion
adulta, se encontré una sensibilidad de 0.62 (95% IC, 0.52-0.72) y una especificidad de 0.87 (95%
IC, 0.85-0.88). En los estudios en poblacion pediatrica, la sensibilidad fue del 0.89 (95% IC, 0.51-
1.00) y la especificidad de 0.85 (95% IC, 0.85-0.89) "8,



En el 2001 Sulahian A. et al evaluaron la deteccién de galactomananos en 347 nifios en
Paris encontrando para la poblacién estudiada una sensibilidad del 90.6% y una especificidad de
94%, ademas la deteccidn fue anterior a la aparicion de signos radiolégicos con una media de 8.4
dias @,

La serie mas grande realizada por Herbrecht R. publica datos de 797 episodios de
neutropenia en pacientes hemato oncoldgicos del hospital universitario de Estrasburgo; de estos,
48 episodios fueron en nifios. Realiz6 3,294 mediciones de galactomananos reportando una
especificidad de 47.6% en nifios y de 98.2% en adultos. Reportan la sensibilidad de 64%, 16.4% y
25.5% segun la clasificacion diagnostica (diagnéstico probado, probable o posible). No reportan la
sensibilidad en poblacién pediatrica @,

Limites importantes para la aplicacién de Platelia® han sido la diversidad de resultados
obtenidos en la poblacién pediatrica, desde publicaciones en las que se reporta una especificidad y
sensibilidad del 89% y 100% @, hasta reportes de especificidades y sensibilidades abajo del 50%
@) También se han reportado falsos positivos luego del uso de amoxicilina clavulanato vy
piperacilina tazobactam 22, Asi mismo, se ha reportado que el uso de terapia antifungica

disminuye la sensibilidad y especificidad del estudio @,

FUNDAMENTO

Platelia® Aspergillus es una técnica inmunoenzimatica en un tiempo de tipo doble
sandwich en microplaca, que permite la deteccion semicuantitativa del antigeno circulante
galactomanano en sueros humanos. El anticuerpo monoclonal (Acm) de rata ABA-2 dirigido contra
el galactomanano de Asperqgillus se utiliza para:
- sensibilizar los pocillos de la microplaca y captar el antigeno galactomanano
- detectar el antigeno fijado a la microplaca sensibilizado (Acm acoplada a la peroxidasa)

La prueba tiene un umbral positivo de 1 ng de galactomananos por ml de suero ensayado

(26)



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢La deteccion de galactomananos por ensayo inmuno enzimatico con Platelia® es un método util
para el diagnéstico de aspergilosis invasiva en pacientes con neutropenia internados en el Hospital

Infantil de México Federico Gomez?



JUSTIFICACION

La aspergilosis invasiva es la infeccion fungica filamentosa mas comin observada en
pacientes inmunocomprometidos. Su incidencia se ha incrementado en los ultimos afios, paralelo
con el aumento de la supervivencia de pacientes inmunocomprometidos . En el HIMFG, en los
afos 2000 a 2006 se reportan 50 casos de aspergilosis invasiva (datos no publicados), 9 posibles,
9 probables y 32 probadas, de las cuales 7 fueron diagnosticadas por autopsia. De la misma
forma el costo por tratamiento de estos pacientes ha ido en aumento, tanto por el internamiento
hospitalario prolongado como por la terapia antifingica . La deteccion precoz aunada al manejo

antimicético y quirurgico agresivo mejora el prondstico de los pacientes con aspergilosis invasiva
(27-28)

Platelia®, un estudio de ensayo inmuno enzimatico para la deteccion de galactomananos,
inicialmente mostré una sensibilidad y especificidad elevadas (100% y 89% respectivamente) asi
como una deteccién mas temprana de pacientes con aspergilosis invasiva, en comparacion con las
pruebas tradicionales ""; sin embargo, distintos estudios han mostrado resultados variables, tanto
en poblacion adulta como pediatrica '®. Existen muy pocos estudios en poblacion pediatrica (®), y
no se cuenta con experiencia en poblacion pediatrica latino americana. Es por eso que nos
planteamos evaluar la deteccidén de galactomananos a través de Platelia® en nuestra poblacion, lo
cual nos puede dar una nueva herramienta diagndstica, que potencialmente puede permitir un

diagnéstico mas precoz y por lo tanto un tratamiento oportuno en nuestros pacientes.



OBJETIVOS

GENERAL

» Evaluar la utilidad de la deteccion de galactomanano por ensayo inmuno enzimatico con
Platelia® para el diagnéstico de aspergilosis invasiva en pacientes neutropénicos

ingresados en el Hospital Infantil de México Federico Gémez.

ESPECIFICOS

1. Estandarizar la deteccién de galactomananos con Platelia® en pacientes pediatricos del
HIMFG.
Medir los niveles de galactomanano en pacientes con aspergilosis invasiva en el HIMFG.

Calcular la sensibilidad y especificidad de deteccion de galactomanano con Platelia® para

el diagnéstico de aspergilosis invasiva.



HIPOTESIS

La medicion de galactomanano por ensayo inmunoenzimatico con Platelia® es positiva en los

pacientes del HIMFG con aspergilosis invasiva probada y probable.



METODOS

TIPO DE ESTUDIO

Evaluacion de prueba diagnéstica.

POBLACION

Pacientes de ambos sexos, entre 1 y 18 afios de vida, ingresados en el HIMFG entre el periodo de
enero a julio 2007, que presentaron neutropenia durante el ultimo mes o en el momento del

estudio.

MUESTRA
Para el estudio se tomaron todos los pacientes ingresados entre enero y julio 2007 que
presentaron neutropenia el ultimo mes o en el momento del estudio y que cumplieron los criterios

de inclusién, siendo un total de 10 pacientes.

CRITERIOS DE INCLUSION

Pacientes de ambos sexos, que por presentar cuadro sugerente de aspergilosis ameritaron toma

de estudio histopatoldgico, examen directo y/o cultivo.

CRITERIOS DE EXCLUSION Y ELIMINACION

No se excluyo ni eliminé a ningun paciente.

METODOLOGIA

A los pacientes que cumplieron los criterios de inclusion se les realizé una toma de 3 ml de sangre
coagulada en un tubo de ensayo estéril. Bajo técnica estéril se separd el suero de dicha muestra y
se almacend a -70°C; posteriormente se descongelaron y se determind a través de Platelia® la
presencia de galactomanano en la misma.

Se recabd el resultado histopatoldégico, de examen directo y/o de cultivo, segun el caso, para
determinar el diagnéstico de aspergilosis invasiva.

Se consideré como Aspergilosis invasiva a los pacientes que presentaron clinica compatible con la
misma, asi como un estudio histopatolégico y/o examen directo y/o cultivo positivo para

Asperqgillus sp.



LABORATORIO

Se tomo una muestra de 3 ml de sangre preferentemente en el momento de toma de muestra para
otro estudio de rutina. Se separo6 el suero y se congeld para procesarse posteriormente. Al tener

todos los sueros se procesaron segun se detalla a continuacion.

El ensayo incluye las siguientes etapas:

1. Tratamiento de los sueros con calor en presencia de EDTA para disociar los complejos
inmunes y precipitar las proteinas séricas que eventualmente puedan interferir en la
reaccion inmunoenzimatica

2. Incubacion simultanea del suero sobrenadante y del conjugado en los pocillos de la
microplaca sensibilzados con anticuerpo monoclonal. En presencia de antigeno
galactomanano, durante 90 minutos a 37°C se forma un complejo de tipo Acm-
galactomanano — Acm/peroxidasa

3. Revelado, tras el lavado, de los complejos Acm-galactomanano-Acm eventualmente
formados por adicion del sustrato

4. Lectura de la reaccion a 450/620 nm después de una incubacion de 30 minutos a

temperatura ambiente (+18 - -30° C) y parada de la reaccién con acido sulfarico 1,5 N

El kit incluye los reactivos en cantidad suficiente para realizar 96 determinaciones en 6
series.
Incluye:

- Microplaca: 12 tiras de 8 pocillos sensibilizados con el anticuerpo monoclonal EBA-2 anti
galactomanano

- Solucion de lavado concentrada 10x: Tampon TRIS-NaCl (pH 7.4), 1% Tween 20

- Suero control negativo liofilizado: suero humano que no contiene galactomanano

- Suero umbral liofilizado: Suero humano que contiene galactomanano 1ng/ml

- Suero control positivo: Suero humano que contiene galactomanano

- Conjugado: Anticuerpo monoclonal anti galactomanano marcado con peroxidasa

- Solucion de tratamiento: Solucion acida de EDTA

- Tampdn de sustrato de la peroxidasa: solucién ded acido citrico y acetato de sodio pH 5.2

que contiene 0.009% de H202 y 4% de DiMetilSiulfOxido (DMSO)

- Solucién de parada: Solucion de acido sulfurico 1.5 N @9

MUESTRAS
Las pruebas se efectian en muestras de suero extraidas en tubos secos. Se recomienda

extraer una muestra de sangre segun las practicas habituales; dejar que el coagulo se forme



completamente antes de centrifugar; conservar los tubos cerrados; tras la centrifugacion extraer el
suero y conservarlo en un tubo cerrado; almacenar las muestras entre +2 y +8° C cuando la
prueba se realice en las 24 horas siguientes, y a -20° C o menos si el tiempo de almacenamiento
sea mayor; conservar los sueros en tubos herméticamente cerrados; no utilizar muestras que se
hayan congelado y descongelado mas de 3 veces; antes de efectuar la prueba homogenizar
(vortex) las muestras; los resultados no se veran afectados en muestras que contengan 20 mg/l de
bilirrubina, en muestras lipémicas que contengan equivalente a 2g /I de triglicérido o en las
muestras hemolizadas que contengan 165 mg/l de hemoglobina; no descomplementar los sueros;

la deteccion de antigeno de galactomanano se realiza en suero sin diluir.

PROCEDIMIENTO

Antes de utilizar se deben dejar todos los reactivos se equilibren a temperatura ambiente.

Tratamiento de los sueros
Todos Los sueros control: negativo (R3), positivo (R5) y el suero umbral (R4) deben

ensayarse al mismo tiempo que las muestras de los pacientes de la siguiente forma:

- depositar 300 ul del suero a ensayar en un tubo de Eppendorf de 1.5 ml
- Anadir 100 pl de la solucion de tratamiento (R7)
- Homogenizar enérgicamente con vortex

- Cerrar herméticamente
- Incubar durante 3 minutos en bafio de maria a 100° C

- Centrifugar a 10,000 g durante 10 minutos
- El sobrenadante se utiliza para la prueba
- Una vez tratado el suero debe ser sometido a ensayo lo antes posible (el mismo dia)
Reaccién inmunoenzimatica
1. Establecer cuidadosamente el plan de distribucion de los sueros.
2. Sacar el marco y las tiras (R1) del embalaje protector.
3. Homogenizar el contenido del frasco de conjugado (R6) por inversion antes de su
utilizacion
4. Distribuir sucesivamente en los pocillos:
- 50 pl del conjugado (R6)
- 50 pl del sobrenadante del suero tratado
Prever 1 pocillo para el suero control negativo, dos para el umbral y uno para el suero control
positivo, los cuales se colocaran
- A1: suero control negativo

- B1: suero umbral



- C1: suero umbral

- D1: suero control positivo
Cubrir la microplacla con una pelicula adhesiva.
Incubar la microplaca al bafno maria con termostato o en incubadora seca durante 90
minutos a 37° C.

Preparar la solucién de lavado diluida.

8. Retirar la pelicula adhesiva, aspirar el contenido de todos los pocillos y realizar 5 lavados.
Secar las tiras dandole la vuelta sobre una hoja de papel absorbente y dar ligeros
golpecitos.

9. Prepara la solucion de revelado: diluida a 1/50 en tampdén sustrato de peroxidasa.
Distribuir rapidamente, protegida de la luz directa, 200 ul en todos los pocillos. Dejar que la
reaccion se desarrolle en la oscuridad durante 30 minutos a temperatura ambiente.

10. Detener la reaccion enzimatica con 100 ul de solucién de parada en cada pocillo. Adoptar
la misma secuencia y el mismo ritmo de distribucidn que para la solucién de revelado.

11. Limpiar cuidadosamente la parte inferior y leer la densidad éptica (DO) a 450/620 nm con
un lector de placas en los 30 minutos siguientes a la parada de la reaccion.

INTERPRETACION

VALOR UMBRAL

El valor umbral corresponde a la media de las densidades oépticas de los pocillos que

contienen el suero umbral .

CALCULO DEL iNDICE

Por cada suero ensayado se calcula la relacion:

indice = DO muestra / Valor umbral

VALIDACION

Utilizar los controles en cada placa y en cada ensayo. Para validar la manipulacion deben

cumplirse los siguientes criterios:

0.3=VS<0.8
indice control positivo > 2.0

indice control negativo < 0.5

INTERPRETACION DE RESULTADOS

indice > 1.5 positivo



PLAN DE ANALISIS ESTADISTICO
Se recolectaron los datos a través de una hoja de recoleccién de datos (anexo 1) y los
mismos se ingresaron a una hoja electrénica (Excel). Se tabularon segun variables y se presentan

en tablas.
Analisis : Se utilizd estadistica descriptiva reportando frecuencia simples asi como calculos de

Sensibilidad, Especificidad, Valores predictivos positivos y negativos.

MARCHA
Figura 3: Marcha

Pacientes con sospecha de

aspergilosis
Realizacién de estudio Deteccion de
diagnostico galactomananos
‘ POSITIVO ’ ‘ NEGATIVO ‘ POSITIVO ’ ‘ NEGATIVO ’

’ COMPARACION RESULTADOS
CALCULOS DE SENSIBILIDAD, ESPECIFICIDAD Y VALORES PREDICTIVOS

VARIABLES
Variable Independiente: Presencia de galactomanano. Variable dependiente: Aspergilosis invasiva
Tabla 4: Variables

L . ESCALA DE
VARIABLE TIPO Definicién Operacional MEDICION

Resultado positivo para
Aspergl_llus en _muestra For_nada Nominal (Si/No)
a paciente (histopatologica,
examen directo y/o cultivo)

Aspergilosis Invasiva Dependiente

indice obtenido al dividir la
densidad optica de la muestra
Independiente dentro del valor umbral del
control. Positivo mayor de 0.5,
negativo menor de 0.5

Nominal
(Positiva/negativa)

Presencia de
Galactomanano




LIMITACIONES DEL ESTUDIO

La prueba diagnoéstica (deteccidon de galactomananos) Unicamente se compard con el estandar de
oro (examen directo, cultivo o estudio histopatolégico), el cual implica un procedimiento invasivo en
la mayoria de los casos. Dado que algunos pacientes no se les realiza dicho procedimiento por
distintos motivos, consideramos estos casos sospechosos de aspergilosis por lo que existe la

limitante de no poder incluirlos en los calculos estadisticos.

ASPECTOS ETICOS

Como se trata de la realizacion de una prueba en la que utilizamos una muestra de sangre
independiente a las que rutinariamente son tomadas a estos pacientes, se considera como Riesgo
Minimo (dolor en sitio puncién, equimosis) por lo que se solicitd el consentimiento informado
(Anexo 2) de parte de los padres o tutores del paciente previo a la toma de la muestra. La

venopuncion se hizo preferentemente en el momento de la toma de muestras de rutina.

BIOSEGURIDAD

Todas las muestras bioldgicas fueron desechadas segun los lineamientos de la Norma
Oficial Mexicana para el manejo de bioinfecciosos.

Ya que se trabajé en el laboratorio de Micologia, se desecharon los materiales
bioinfecciosos en los depésitos designados para dicho fin en el laboratorio, siendo procesados

junto al resto de desechos del HIMFG.



RESULTADOS

En el periodo de estudio, 10 pacientes se consideraron sospechosos de presentar
aspergilosis invasiva y cumplieron los criterios de inclusidon (sospecha de aspergilosis invasiva y
realizacion de estudio histopatoldgico y/o examen directo y/o cultivo).

Las edades de los pacientes se encontraron entre 1y 17 afios (media de 10 afios). Los
diagnosticos de base fueron leucemia linfoblastica aguda en 4 casos, leucemia mieloblastica aguda
en 3, anemia aplasica 1 caso, lupus eritematoso sistémico 1 caso y hepatitis fulminante en 1 caso.
Todos los pacientes presentaban neutropenia, con un minimo de 1 dia y un maximo de 30
(promedio 11 dias, mediana 8 dias). Ningun paciente estaba bajo tratamiento con piperacilina
tazobactam, ampicilina sulbactam ni amoxicilina clavulanato en el momento de la toma de muestra.
En los pacientes en los que se confirmoé el diagndstico de Al, el sitio de aspergilosis fue pulmonar
en 5 casos y en un caso rinosinusal. 3 pacientes ya habian recibido manejo con anfotericina B, 1

con voriconazol y 1 con caspofungina (Tabla 5).

Tabla 5. Casos de Aspergilosis Invasiva

Tx. DE
SITIO DE DIAS DE ASPERGILOSIS

EDAD ENFERMEDAD DE BASE ASPERIGLOSIS NEUTROPENIA PREVIO
17 afios LMA M2 PULMONAR 24 SI
14 afos LES PULMONAR 5 NO
1 afio HEPATITIS FULMINANTE PULMONAR 1 NO
7 anos LLAL2 PULMONAR 19 NO
7 anos LLAL2 PULMONAR 6 NO
9 afios LMA M3 RINOSINUSAL 7 NO

LMA: Leucemia mieloblastica aguda; LLA leucemia linfoblastica aguda; LES: lupus eritematoso

sistémico.

Las especies de Aspergillus encontradas fueron Asperqgillus fumigatus (f=2), Aspergillus flavus (f=2)
y Aspergillus sp (f=2) (Figura 4).




Figura 4: Especies de Aspergillus aislados
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Los pacientes a los que se les descarté aspergilosis invasiva (f=4) tenian como diagndstico

de base leucemia en 3 casos y anemia aplasica en uno.

bacteriana en 3 casos, y un hongo demateaceo en uno. (Tabla 6)

Tabla 6. Casos en que se descarté aspergilosis invasiva

El diagnostico final fue neumonia

ENFERMEDAD DE

DIAS DE

EDAD BASE NEUTROPENIA SITIO AGENTE

3 afios LMA M5 30 PULMONAR BACTERIANO

16 afios LLA L2 8 SENOS PARANASALES Excerohilium rostratum
18 afios LLA L1 2 PULMONAR BACTERIANO

11 afios | ANEMIA APLASICA 10 PULMONAR BACTERIANO

LLA: leucemia linfoblastica aguda; LMA: leucemia linfoblastica aguda.

Se midié el nivel de galactomananos en todos los pacientes, obteniéndose 6 resultados

positivos y 4 negativos. Los niveles de galactomananos fueron hallados entre 1.378 y 3.026 en los

positivos, con indices entre 1.5 y 3.8831; y entre 0.005 y 0.145 en los negativos, con indices entre
0.006 y 0.1862. (Figura 5)




Figura 5: indices de galactomananos encontrados.
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Se obtuvo una sensibilidad y especificidad del 100% para la medicién de galactomanano
con un indice de 1.5 en los pacientes con aspergilosis invasiva (Tabla 7).

positivo y el valor predictivo negativo de la prueba son de 100%.

Tabla 7. Tabla de 2x2 para calculo de Sensibilidad y Especificidad

GALACTOMANAN

De los casos sospechosos de Al en el periodo de estudio, 15 no fueron incluidos por no
llenar los criterios de inclusion (no se realizé6 examen directo
histopatoldgico), por lo que se consideraron casos de aspergilosis posible. Si se toman en cuenta

estos casos para calculo de sensibilidad y especificidad, la sensibilidad de la prueba es del 35%, y

ASPERGILOSIS

Sl NO
POSITIVO 6 0
NEGATIVO 0 4

la especificidad del 100% (Tabla 8).

El valor predictivo

y/o cultivo y/o estudio



Tabla 8. Tabla de 2x2 para aspergilosis probada, probable y posible

ASPERGILOSIS
SI NO
GALACTOMANAN POSITIVO ! 0
NEGATIVO 13 4

En un caso se tom6é muestra para deteccion de galactomananos 10 dias después de
iniciado manejo antimicético con voriconazol y de la reseccién quirdrgica de un segmento de
pulmoén hallandose en éste Aspergillus sp; el resultado de galactomananos fue negativo. En otro
caso, se aislé Aspergillus fumigatus en liquido cefalorraquideo de un paciente de 4 meses sin

neutropenia; se realiz6 deteccién de galactomananos tanto en suero como en LCR de este

paciente, siendo ambos positivos. Estos casos no se incluyeron en los analisis.



DISCUSION

El presente es hasta nuestro conocimiento el primer estudio sobre la utilizacion de la
deteccion galactomananos con Platelia® para el diagnéstico de aspergilosis invasiva en poblacion
pediatrica en México.

La aspergilosis invasiva continla siendo un reto diagnostico debido a distintos factores,
como su presentacion muchas veces inespecifica, pero principalmente porque la obtencién de
muestras para el diagndstico confirmatorio requiere métodos invasivos que en muchos casos no es
posible obtener. Es por eso que las técnicas no invasivas, como la deteccion de galactomananos
han cobrado relevancia en los Ultimos afios 8.

En el caso de nuestro hospital, en el periodo de estudio, se presentaron un total de 25
casos sospechosos de Al, la cual fue descartada en 4 casos, y se consideraron casos probados 7,
probables 1, y posibles 14, segun la clasificacion propuesta por EORTC/IFICG. La alta proporcion
de casos posibles, comparados con los probados y probables no se ha observado en otras
publicaciones @ y puede explicarse por la dificultad en nuestro hospital para obtener estudios
invasivos en el tipo de pacientes en que habitualmente se presenta la enfermedad, quienes
muchas veces cursan con una condicién clinica grave.

El diagnostico de base de los pacientes con aspergilosis invasiva fue predominantemente
padecimientos hematooncoldgicos, siendo la mayoria de los casos a nivel pulmonar, coincidiendo
con lo reportado en la literatura. Los géneros hallados también son los mas frecuentemente
reportados, siendo estos A. flavus y A. fumigatus “7. Ya que en dos casos no se realizo cultivo no
se tiene la especiacion de los mismos.

Algunas publicaciones han sugerido para considerar un resultado de Platelia ® positivo, un
indice distinto a 1.5 (entre 0.5 y 1), lo cual mejoraria la sensibilidad de la prueba "®. En nuestro
estudio sin embargo, no varia la sensibilidad ni la especificidad de la prueba disminuyendo el valor
indice para considerarlo positivo, pues ningun resultado se hallé en el intervalo entre 0.5y 1.5. Esto
sugiere que el indice de 1.5 podria ser utilizado con buenos resultados, con la ventaja tedrica de
lograr una mayor especificidad de la prueba (Figura 5). Es necesario tener mayor niumero de
casos para poder sustentar este punto.

Para el grupo de pacientes estudiado, al cual se le realizé un estudio confirmatorio de Al
(casos probados y probables segun EORTC/IFICG), se obtuvo una sensibilidad y especificidad del
100%. Estos valores son mas altos de los reportados en la literatura, coincidiendo con algunos
estudios en los que se encontraron tan altas como del 100 y 89.9% reportadas por Sulahian %, y a
diferencia de las reportadas por Herbrecht, tan bajas como del 64% de sensibilidad en adultos y

nifios, y 47% de especificidad en nifios . Es necesario un estudio en nuestros pacientes con un



mayor numero de casos para poder avalar estos resultados; sin embargo pareciera ser que en
nuestra poblacion Platelia® tiene una alta sensibilidad y especificidad.

En la practica clinica, los pacientes con aspergilosis invasiva posible (pacientes con
sospecha de aspergilosis invasiva a los que no se les realiza un estudio diagndstico microbioldgico)
son tratados de igual forma que los que tienen diagndstico probado o probable. En un analisis
adicional, si se incluyeran estos pacientes la sensibilidad baja a un 35% y la especificidad continua
en el 100%. En la mayoria de estudios publicados, encontramos esta misma tendencia. Se han
propuesto que esta baja sensibilidad podria deberse a distintos motivos, como la presencia de
anticuerpos anti Aspergillus, el indice utilizado como positivo en Platelia ®, pero pareciera estar
relacionado tanto con una menor carga del hongo a nivel sanguineo, como a que entre los casos
posibles se incluyan casos secundarios a otros hongos o a patologias diferentes.

Marr en una revision sobre evaluacién de estudios diagnésticos de aspergilosis, aborda la
heterogeneidad de resultados de sensibilidad y especificidad de los distintos estudios; propone que
las diferencias de disefio, asi como la dificultad diagndstica para aspergilosis invasiva podrian
influir en los distintos resultados, y que se necesitan estudios multicéntricos con mayor nimero de
casos y mejor estandarizacion ©9. Siendo nuestra muestra de un bajo numero de pacientes, se
hace evidente la anterior afirmacion.

Incluso con las limitantes mencionadas, pareciera ser que la deteccién de galactomananos
con Platelia® es una ayuda diagndstica util en los pacientes con neutropenia, que podria contribuir

a un diagndstico mas temprano y por ende a un mejor prondstico de estos pacientes.



CONCLUSIONES

Los niveles de galactomanano en pacientes con aspergilosis invasiva en el HIMFG se
encontraron entre 1.287 y 3 con un indice calculado entre 1.5y 3.88. El punto de corte
del indice para diagnosticar Al con Platelia® a la poblacion del HIMFG es de 1.5.

La sensibilidad y especificidad de la deteccién de galactomananos con Platelia® para el
diagnostico probado y probable de aspergilosis invasiva en los pacientes del HIMFG fue
del 100%, el valor predictivo positivo y negativo fueron también del 100%.

Es necesario la realizacion de mayor niumero de estudios invasivos en los pacientes del
HIMFG con sospecha Al (casos posibles) para poder tener un mayor nimero de pacientes
con diagndstico confirmado o descartado y asi poder tener resultados mas confiables de
sensibilidad y especificidad, asi como de valores predictivos.

En los casos de Al tanto probado, como probable y posible, la sensibilidad y especificidad
de la deteccion de galactomananos con Platelia® para el diagnéstico de Al fue del 35% y
100% respectivamente.

La deteccion de galactomananos podria ser una ayuda diagndstica util en los pacientes
neutropénicos con riesgo de Al en el HIMFG, con la ventaja de ser un estudio no invasivo,

de rapida realizacién y con alta sensibilidad y especificidad.



RECOMENDACIONES

Realizar estudios con mayor nimero de pacientes, de preferencia multicéntrico, aplicando
los criterios diagndsticos de EORC/IFICG en la evaluacion y clasificacion de los pacientes
del HIMFG, incluyendo casos de aspergilosis probada, probable y posible, para calcular
sensibilidad, especificidad y valores predictivos.

Crear estrategias para aumentar los casos en que se logren realizar estudios para
confirmar o descartar Al en los pacientes del HIMFG.

Implementar en el HIMFG la realizacion de estudios de la deteccion de galactomananos
con Platelia® como diagnéstico temprano de aspergilosis invasiva en pacientes de riesgo,
y evaluar costo beneficio.

Incluir la deteccion de galactomananos con Platelia ® como método diagnéstico de

aspergilosis invasiva en los pacientes neutropénicos del HIMFG.
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ANEXOS 1
HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

DATOS GENERALES

REGISTRO | EDAD

NOMBRE

DATOS DE LA ENFERMEDAD

DIAGNOSTICO DE
BASE

INICIO NEUTROPENIA |

NEUTROFILOS AL DX <500

<100

TRATAMIENTO AL MOMENTO DE LA TOMA

ANTIMICOTICOS Anfo B

Voriconazol

Caspofungina

ANTIBIOTICOS Piperacilina Tazobactam

Amoxicilina Clavulanato

Ampicilina Sulbactam

DATOS ASPERGILOSIS

Fecha Numero

Patologia
Fresco
Cultivo




Clave Fecha Descripcidn

Criterio del Huésped

Criterio microbioldgico

Mayor

Criterio Clinico  pmenor

Menor

fecha

PROBADA
PROBABLE
POSIBLE

DATOS GALACTOMANAN
Fecha Nivel Resultado




CLAVE CRITERIOS ASPERGILOSIS

Tipo de criterio

CLAVE

Criterio

HUESPED

1

Neutropenia (<500 neutréfilos/mm3 por >10 dias

2

Fiebre persistente por >96 h refractaria a tratamiento
antibacteriano apropiado de amplio espectro en pacientes de alto
riesgo

Temperatura ya sea >38°C 0<36°C en cualquiera de las
siguientes condiciones predisponentes: neutropenia prolongada
(>10 dias) en los ultimos 60 dias, uso reciente o actual de
agentes inmunosupresores significativos en los ultimos 30 dias,
infeccion probada o probable durante un episodio previo de
neutropenia, o coexistencia de SIDA sintomatico

Signos y sintomas indicantes de enfermedad de injerto contra el
huésped, particularmente severa (grado >2) o enfermedad
cronica extensa

Uso prolongado (>3 semanas) de corticosteroides en anteriores
60 dias

MICROBIOLOGICO

Resultado positivo de cultivo de Aspergillus de esputo o lavado
bronco alveolar

Resultado positivo de cultivo o hallazgos de microscopia directa
o citologia de hongos en aspirado de senos

Hallazgos positivos de citologia o microscopia directa de
elementos fungicos en muestras de fluidos corporales estériles

Mayor

Cualquiera de los siguientes infiltrados nuevos en TAC: signo del
halo, signo de aire crescente, o cavidad dentro de consolidado

RESP
Menor

10

Sintomas de infeccion de tracto respiratorio inferior (tos, dolor
toracico, hemoptisis, disnea); hallazgo clinico de frote pleural;
cualquier infiltrado nuevo que no llena criterios mayores; efusién
pleural

CLINICA
Mayor

11

Evidencia radioldgica sugestiva de infeccion invasiva de senos
(erosidn de paredes, extension de infeccion a estructuras
vecinas, destruccion de base del craneo extensa)

SENOS

Menor

12

Sintomas respiratorios superiores (descarga nasal, obstruccion)
ulceracion en nariz o escarcha de mucosa nasal o epistaxis;
edema periorbitario; sensibilidad maxilar; lesiones negras
necroticas o perforacion del paladar duro




ANEXO 2

CONSENTIMIENTO INFORMADO

TITULO DEL ESTUDIO: Utilidad de la deteccion de galactomananos por ensayo
inmunoenzimatico para el diagnéstico de aspergilosis invasiva en pacientes neutropénicos
ingresados en el Hospital Infantil de México Federico Gomez

Fecha

¢, Sabe usted, que los nifios que tienen enfermedades graves como cancer, leucemias,
transplantes, lupus u otras enfermedades, para curarse, necesitan recibir quimioterapia, o sea,
medicamentos que son muy “fuertes” para poder destruir las células que estan produciendo la
enfermedad y el nifio o nifa se pueda curar?. Sin embargo, estos tratamientos pueden hacer que
se bajen las defensas del cuerpo. Los neutrdéfilos, son parte de las células de defensa que se bajan
(neutropenia), y entonces, los nifios(as) tienen gran riesgo de desarrollar infecciones graves por
muchos gérmenes, algunos de ellos son los hongos, entre los que se encuentran los Aspergillus.
La aspergilosis es una enfermedad que puede afectar los pulmones, nariz, o cualquier otra parte
del cuerpo y pone en peligro la vida del nifio(a). El diagnéstico de aspergilosis cuando inicia la
enfermedad es dificil, ya que actualmente solo se logra tomando un pedacito de tejido (una biopsia)
para cultivarlo y ver al hongo, lo cual ocurre cuando el hongo ya hizo mucho dafio como para verse
en las radiografias (TAC). En el Departamento de Infectologia del Hospital Infantil de México,
estamos realizando una prueba nueva para el diagnéstico de aspergilosis, esta prueba ya se utiliza
en pacientes adultos de otros paises como Estados Unidos y consiste en un analisis de sangre
para detectar en forma temprana la infeccion por Aspergillus lo cual nos permitira iniciar los
medicamentos especificos mas rapido y en los pacientes que realmente los necesiten.

Estimado(a) responsable del nifio(a), esta es una invitacién que le hacemos para participar en este
estudio, por favor le pedimos que lea con cuidado la siguiente informacion y pregunte cualquier
duda sobre lo que leera a continuacion:

¢ Para qué se efectua este estudio?

En nifios con neutrdéfilos bajos (células de la sangre que sirven como defensas del
cuerpo) se pueden presentar infecciones graves por hongos. Estas infecciones son dificiles
de diagnosticar. El propdsito de este estudio es evaluar un examen de laboratorio llamado
Platelia® que detecta una sustancia que tienen los hongos, y puede ayudar diagnosticarlos a
través de analizar una muestra de sangre.

¢ Quiénes pueden participar en el estudio?

Pueden participar los pacientes ingresados en el HIM que tengan neutréfilos bajos y
que tengan algun sintoma o alteracioén en radiografia y/o tomografia que haga sospechar al
médico que tiene infeccién por un hongo, en particular el Aspergillus, y que estén de acuerdo
con su ingreso al estudio

¢, Qué se me pedira/se le pedira a mi hijo que haga?

En caso de que su hijo tenga los neutréfilos bajos (menos de 500 por mm3) por mas de 5
dias, o que los médicos sospechen que cursa con infeccion por Aspergillus se le tomara una
muestra de tres mililitros de sangre venosa por puncién para realizar la busqueda de
galactomananos. De preferencia esta muestra se tomara en el momento que se le tome otra
muestra de rutina (muestra que de igual modo se le iba a tomar). En caso de ser negativo se



le pedira otra prueba similar cada 7 dias en dos ocasiones mas o hasta que se descarte o

confirme el diagndstico.
Su hijo continuara sus estudios diagndsticos asi como su tratamiento establecidos para su

enfermedad de base.
¢, Qué efectos indeseables pueden pasarle a mi hijo al participar en el estudio?

Dolor o moretén asociado a la toma de muestra de sangre que se ira quitando lentamente en
aproximadamente cinco dias

¢ Qué debo de hacer en caso de que tenga (mi hijo) alguna molestia o complicaciéon?

Debe comunicarse con el Dr. Mario Augusto Melgar Toledo a la jefatura de Infectologia del
Hospital Infantil de México Federico Gomez, al teléfono 52289917 extension 1245 o al celular
5520468841 con el Dr. Mario Augusto Melgar Toledo.

¢, Qué beneficio puedo tener (mi hijo) en la este estudio?

Ya que se trata de una prueba diagndstica, la participacion de mi hijo ayudara al
conocimiento de lo util que es para el diagnéstico de aspergilosis y estos mismos resultados
ayudaran en un futuro a la d4eteccion de esta enfermedad en pacientes que como mi hijo
tenga neutrofilos bajos, para asi dar un tratamiento mas rapido.

¢,Coémo y cuando puedo tener acceso a los resultados de los examenes?

Los estudios llevan un tiempo de procesamiento para poder llegar a un resultado. Se le
informara tanto a usted como a los médicos a cargo del servicio de su hijo el momento en
que se le entregaran estos resultados. Independientemente de lo acordado, podra acudir al
Dr. Mario Augusto Melgar Toledo en cualquier momento a través de la jefatura del
departamento de Infectologia del Hospital Infantil de México teléfono 52289917 extension
1295 o al celular 5520468841

¢ A quien debo llamar en caso de tener preguntas?

Si hay dudas sobre los derechos de su hijo(a) como participante del estudio, puede dirigirse
al comité de ética del Hospital Infantil de México Federico Gomez (tel. 52 28 99 17) o bien
con el Dr. Mario A. Melgar T.

¢ Tiene algun costo la participacion en este estudio?

El ingreso para participar en este estudio no tiene ningun costo. Esta investigacion no cubre
el costo de los métodos diagndsticos usuales o medicamentos empleados para el manejo de
su enfermedad de base.

¢, Qué pasa si no quiero participar?

La participacion de su hijo (a) es totalmente VOLUNTARIA y en cualquier momento puede
negarse a participar o decidir no continuar dentro de este estudio, sin que esto afecte de
ninguna manera los derechos que actualmente tiene su hijo (a) como paciente de este
Hospital, ni la atencion de sus médicos.

He leido este formato de consentimiento y he tenido la oportunidad de hacer preguntas y han sido
respondidas. Entiendo que la participacién es voluntaria. Doy permiso para que se useny
compartan los datos de salud de mi hijo, segun lo descrito en este formato.

Puedo decidir libremente que mi hijo NO PARTICIPE en este estudio o que lo abandone en
cualquier momento, avisando previamente al médico encargado del mismo. Ni mi hijo ni yo



estaremos sujetos a una penalidad ni perderemos cualquiera de los beneficios a los que de otro
modo hubiéramos tenido derecho.

Mi hijo tendra que abandonar el estudio sin necesidad de mi consentimiento si el/ella necesita otro
tratamiento fuera de este centro, si no sigue el plan de estudio, si presenta alguna lesién
relacionada con el estudio o por cualquier otra razén.

Investigadores responsables del protocolo.
Dr. Mario A. Melgar Toledo

Dra. Margarita Nava Ruiz
EBC. Jesus Reséndiz Sanchez

Nombre del Nifo

Nombre y firma del Padre, Madre o Tutor

Nombre y firma de la persona que conduce la revision del Consentimiento

Nombre y firma de testigo

Relacion que tiene con el voluntario

Nombre y firma de testigo

Relacién que tiene con el voluntario

Recibi copia de este consentimiento

Nombre y firma.
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