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RESUMEN

Introduccion. Comparar las pruebas de antigeno galacto-
manano (AG) y moleculares (PCRrt) con el cultivo para el diag-
nostico de aspergilosis invasiva (Al).

Material y métodos. Se analizaron 472 muestras: 388
respiratorias, 84 sueros, de 271 pacientes. En las respiratorias
se realizo cultivo y AG vy en los sueros AG. En caso de discor-
dancia entre ellas se realizd PCR.

Resultados. El AG resulto positivo en 22 sueros de 84, 21
tenian esta prueba positiva en muestra respiratoria. De 62 sue-
ros con AG negativo, 45 fueron también negativas en muestras
respiratorias. El cultivo fue positivo en 37, coincidiendo todas
con AG positivo. Comparando cultivo con AG, éste mostro un
VPP= 239, VPN=100%, S= 100% y E=520%. La PCRrt respecto
al cultivo mostré un VPP= 69%, VPN= 89%, S= 64% y E= 82%.
En los sueros entre AG y PCR encontramos 60% de discrepan-
cias.

Conclusiones. Consideramos muy util la deteccion de AG
en suero combinada con cultivo y AG en muestras respiratorias
para el diagnostico de Al, precisando PCRrt mas estudios para
su estandarizacion y establecer puntos de corte.
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ABSTRACT

Introduction. The aim of the study was to compare the
galactomannan antigen (GA) and molecular biology(PCRrt)
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tests with the culture in the diagnosis of invasive aspergillosis
(1A).

Material and methods. Four hundred and seventy two
samples were analyzed: 388 respiratory and 84 serum samples
from 271 patients. Culture and GA were evaluated in the res-
piratory samples and GA in the serum samples. PCR was used
when discrepancies were observed among culture and GA
tests.

Results. The detection of GA in serum was positive in
22 (of 84), 21 had the test positive respiratory sample. Of the
62 sera with negative GA, 45 were also negative respiratory
specimens. The culture was positive in 37 of which were posi-
tive for GA. Comparing culture with AG, it showed PPV=230,
NPV=1000%, S=100% and E=520%. The PCR showed respect
to culture: PPV=69%, NPV=89%, S=64% and E=82%. In sera
were found in 60% discrepancies between PCRrt and GA.

Conclusions. We consider useful the GA detection in se-
rum combined with culture and GA in respiratory samples, for
diagnosis of Al. PCR requires further studies for standardiza-
tion and set breakpoints
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INTRODUCCION

Se denomina aspergilosis a todas aquellas infecciones fun-
gicas producidas por diversas especies del género Aspergillus,
siendo Aspergillus fumigatus la més frecuente, causando infec-
ciones, a veces invasivas, que suponen un reto terapéutico’.

La gravedad y penetracion de esta infeccion fungica varia
en funcion del estado inmune de los pacientes, fundamental-
mente de la neutropenia, describiéndose también en pacientes
inmunocompetentes?. En los ultimos afios se ha visto, cada vez
con mas frecuencia, asociada a otras patologias de base como
la enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC) relaciona-
da con la terapia continuada o de altas dosis de corticoides®.
Actualmente, entre el 30% y 50% de casos de aspergilosis in-
vasiva (Al) se diagnostican en pacientes no neutropénicos®.

La elevada mortalidad de la Al puede ser superior al 50%,
lo que hace necesario un diagndstico, lo mas rapido posible, ya
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que el momento de actuacion es critico para la resolucion

. . Tabla 1 Relacion de los resultados de la prueba
del mismo. La prueba del antigeno galactomanano (AG) :
L . S . antigeno galactomanano en sueros y muestras
complementa las limitaciones microbiologicas en el diag- ; :
. . . respiratorias
nostico de estos pacientes®”’.
Otra herramienta diagnostica es la deteccion de aci- Antigeno galactomanano
dos nucleicos cuya aplicabilidad requiere mas estudios y Suero Muestras respiratorias
. L
una mejor estandarizacion técnica®. Positivo: indice = 0,5 Positivas : indice Negativas:  indice
En los pacientes criticos cortico-dependientes con as- 2 6 0.5-1 1 <05
pergilosis, la sensibilidad del AG en suero es < 50% pero " |
>
en el lavado broncoalveolar puede superar el 90%?°.
R . . Indice de Kappa= 0,9
Actualmente la cinética de la antigenemia se usa co- : : = : i _ :
mo recurso para valorar la respuesta terapéutica? ya que Negativo: indice < 0'5 Positivas :  indice Negativas:  indice
los indices de AG se correlacionan con la carga fungica en 62 8 0,5-1 45 <05
los tejidos. 9 > 1

La mayoria de autores coinciden en que un AG =0,5

Indice de Kappa = 0,7

en dos sueros consecutivos aumenta la especificidad y el
valor predictivo positivo de la prueba. Si se realiza una
Unica determinacion seroldgica un indice de AG =0,7 pue-

de ser considerado como positivo. Si la muestra es lavado
broncoalveolar el punto de corte de positividad del indice
varia segun autores de 0,5 a 1. En el caso de muestras res-
piratorias la especificidad de esta prueba se incrementaria

al aumentar este indice®.

La intencion de este estudio es evaluar la utilidad del
AG, valorando los indices que se consideran positivos pa-
ra muestras respiratorias, comparando los resultados ob-
tenidos en las muestras de suero y relacionandolos con el
cultivo y la técnica de PCR en tiempo real (PCRrt), con el

Tabla 2 Resultados de las pruebas antigeno
galactomanano y PCR frente al cultivo de
Aspergillus spp.
Antigeno galactomanano PCR
Valor predictivo positivo 23 % 69 %
Valor predictivo negativo 100 % 89 %
Sensibilidad 100 % 64 %
Especificidad 52 % 82 %

objetivo de establecer un protocolo de diagnostico precoz

en los pacientes con sospecha clinica o de riesgo y también
para realizar el sequimiento evolutivo de la infeccion por As-
pergillus spp.

MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron prospectivamente, a lo largo de 8 meses,
472 muestras de 271 pacientes adultos con clinica compatible
con infeccion fungica o en situacion de riesgo, procedentes
de los servicios de: Unidad de Infecciosos (22 muestras de 19
pacientes), Neumologia (187 muestras de 135 pacientes), On-
cologia y Hematologia (22 muestras de 12 pacientes) y Unidad
de Cuidados Criticos (241 muestras de 105 pacientes).

Las muestras remitidas para el estudio fueron:

- 388 muestras respiratorias: 104 esputos, 263 broncoas-
pirados (BAS) y 21 lavados broncoalveolares (BAL).

- 84 muestras de suero.

Las muestras respiratorias fueron procesadas para cultivo
de hongos, deteccion de AG y de DNA fungico por PCRrt. En
los sueros se realizaron el AG y PCRrt.

El AG se determind mediante la prueba de Platelia Asper-
gillus (Bio-Rad Ref 62794), sequn recomendaciones del fabri-
cante. Un indice <0,5 se considera negativo. Si el indice es =
0,5, indica un resultado positivo.

El diagnostico molecular se basa en la deteccion del DNA
genomico de Aspergillus mediante PCRrt. Para la deteccion
cualitativa de ADN en muestras respiratorias y de suero se uti-
lizo Aspergillus Q-PCR. NANOGEN® y el equipo SmartCyclerR
(Myconostica).

El estudio estadistico de precision de las pruebas diagnos-
ticas se baso en determinar el valor predictivo positivo y nega-
tivo asi como la sensibilidad y especificidad de las pruebas de
AG y PCRrt tomando como patron el cultivo de hongos.

También se aplico el indice Kappa para evaluar la concor-
dancia del AG entre las muestras de suero y respiratorias.

RESULTADOS

La deteccion de AG en suero resultd positiva en 22 mues-
tras, de las que 21 tenian esta prueba positiva (6 con indices
entre 0,5-1 y 15 > 1), mostrando una concordancia de 0.9;
siendo negativa esta prueba en 1 de las muestras respiratorias.

De las 62 muestras de suero con AG negativo, 45 resul-
taron también negativas para AG en muestras respiratorias y
en 17 esta prueba fue positiva (8 con indices 0,5-1y 9 >1),
mostrando una concordancia de 0.7 (tabla 1).

En cuanto al cultivo las muestras respiratorias para As-
pergillus spp. éste fue positivo en 37 de un total de 229, todos
ellas con AG positivo.
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Considerando el cultivo como prueba patron, la determi-
nacion de AG en muestras respiratorias mostro un valor pre-
dictivo positivo (VPP) del 23%, valor predictivo negativo (VPN)
del 100%, una sensibilidad del 100% y una especificidad del
52%.

Comparando los resultados de la PCRrt con el cultivo se
obtuvo un VPP de 69%, VPN del 89%, sensibilidad del 64% y
especificidad 82% (tabla 2).

DISCUSION

Ante nuestros resultados y, aunque algunos autores® con-
sideran AG positivo en muestra respiratoria con un indice =
0,9, pensamos que se debe realizar la prueba de AG en suero,
siempre que aparezca un indice = 0,5 en muestra respiratoria,
con el fin de realizar un sequimiento que nos lleve a un diag-
nostico precoz en caso de Al.

Segun Perfect et al.® el cultivo positivo para Aspergillus
spp se asocia con Al en 50-649% de los casos de pacientes con
riesgo elevado.

En nuestro estudio al comparar el resultado del cultivo
con el AG en muestras respiratorias obtuvimos una sensibili-
dad para esta ultima del 100% y una especificidad del 52% lo
que convierte a esta prueba en una buena herramienta para la
deteccion temprana de esta infeccion.

Cuando se produce disparidad en los resultados mediante
estos métodos, cultivo y AG, o ante un resultado negativo en
pacientes con sintomas sugestivos de Al, la combinacion de va-
rias determinaciones en muestras respiratorias y de suero simul-
tdaneamente nos permite aumentar la rentabilidad diagndstica.

Fortun et al* refieren en su estudio que la PCR sobre
muestra respiratoria se muestra mas sensible que el cultivo
en el caso de Aspergilosis pulmonar cronica. Sin embargo en
nuestra serie la prueba de PCR mostrd menor sensibilidad (64-
100%) y mayor especificidad (82-52%) que el AG en muestras
respiratorias cuando comparamos ambas pruebas con un culti-
VO positivo para Aspergillus spp.

De acuerdo con Peman et al.’® y atendiendo a los resulta-
dos obtenidos en nuestra serie, pensamos que hacen falta mas
estudios para estandarizar el método, las condiciones técnicas
de realizacion y determinar el umbral significativo de positivi-
dad de la PCR cuantitativa de Aspergillus.
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