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Characterization of patients with suspected invasive aspergillosis studied by Platelia test
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RESUMEN

Objetivo: describir las caracteristicas de los pacientes en los que se realizé prueba Platelia Aspergillus® por sospecha de Al,
y los resultados de la prueba segun las categorias diagnésticas.

Metodologia: se revisaron retrospectivamente las historias clinicas de pacientes con sospecha de Al atendidos en instituciones
de salud de Medellin a quienes se les realiz6 la prueba Platelia Aspergillus®. Se colectaron y analizaron de manera descriptiva
los datos clinicos, imaginoldgicos, microbioldgicos y los resultados de la prueba Platelia Aspergillus®.

Resultados: se incluyeron 78 pacientes atendidos entre 2006- 2008. Se diagnosticd Al en 21 (26.9%) pacientes, colonizacion
en ocho (10.3%) pacientes. La forma pulmonar invasiva aguda se encontré en 17 (81.0%), forma diseminada en tres (14.3%).
La fiebre y la disnea fueron la principal manifestacién. En la tomografia de pulmén se observaron mas frecuentemente nédulos
pulmonares. La prueba fue positiva en 31 (39.7%) pacientes, en 50% de los pacientes colonizados. En 17 (47.2%) de los 36
pacientes recibieron antibidticos betalactamicos, la prueba fue positivo.

Conclusiones: la Al puede encontrarse hasta en la tercera parte de pacientes con sospecha clinica; sin embargo, el diagnéstico
es dificil debido al cuadro clinico inespecifico, ademas de las dificultades para obtener muestras clinicas y al pobre rendimiento
de las pruebas diagnosticas.
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ABSTRACT

Objective: to describe the characteristics of patients with suspected IA, who were studied with the platelia test as well as the
results according to different diagnostic categories.

Methods: the medical records of patients with suspected IA treated at health facilities in Medellin who were tested with platelia
were retrospectively reviewed. Clinical data, imaging, microbiology and the platelia test results were collected and descriptively
analyzed.

Results: we included 78 patients treated from 2006 to 2008. |A was diagnosed in 21 (26.9%) patients and colonization was
found in 8 (10.3%) patients. The acute invasive pulmonary form was found in 17 (81.0%), disseminated form in three (14.3%).
Fever and dyspnea were the principal manifestation. Nodules were found more frequently in lung tomography. The tests
were positive in 31 (39.7%) patients and in 50% of colonized patients. In 17 (47.2%) of 36 patients who received beta-lactam
antibiotics, the test showed a positive result.
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Conclusions: IA can be found in up to one third of patients with clinical suspicion, but diagnosis remains difficult because of
the nonspecific clinical picture, coupled with the difficulty for obtaining clinical samples and the poor performance of diagnostic

tests.
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INTRODUCCION

La Aspergilosis Invasiva (Al) se ha convertido
en una de las causas infecciosas mas
importantes de morbimortalidad en los pacientes
inmunocomprometidos, principalmente en
aquellos trasplantados de médula 6sea (TMO)
y de 6rgano sélido (TOS), en los que puede
alcanzar unaincidencia del 13% y una mortalidad
del 76.3%, segun la serie y el tipo de trasplante
realizado'3.

El diagnéstico de la Al es dificil en la practica
clinica debido a la necesidad de demostrar
por histopatologia la invasion tisular, a la vez
que se descarta colonizacién o contaminacion.
La obtencién de muestras de tejido requiere
procedimientos invasivos que frecuentemente
no pueden realizarse en la poblacién afectada
por esta micosis, por ende, en la mayoria de los
casos, el diagnéstico depende de la combinacién
de signos clinicos y radiolégicos, asi como de
estudios micol6gicos?®.

La prueba Platelia es una prueba de Elisa
que ha sido desarrollada para la deteccién de
galactomanan (GM), el mayor constituyente de
la pared del Aspergillus, en muestras de suero,
liquido cefalorraquideo y lavado broncoalveolar.
Se ha utilizado como criterio para el diagnéstico
de la Al probable, segun las categorias definidas
por el consenso Eortc/MSG y de forma seriada
para detectar tempranamente la micosis
invasiva, incluso antes de que aparezcan
los signos y sintomas o las alteraciones
radiolégicas?#’. Desafortunadamente el
rendimiento de la prueba varia de acuerdo
con los diferentes puntos de corte publicados
y es influenciado por el uso simultaneo
de antibioticos betalactamicos o por otras
infecciones fungicas™. En Colombia no se ha
evaluado el desempefio de la prueba Platelia,
a pesar de su uso extendido y del creciente
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numero de pacientes inmunocomprometidos. El
conocimiento del desempefio diagndstico de la
prueba permitiria determinar la pertinencia de su
uso o la busqueda de alternativas diagnésticas
con un mejor rendimiento.

El presente estudio pretende describir las
caracteristicas de pacientes en quienes se
realiz6 la prueba Platelia para la deteccién de
galactomanan, debido a la sospecha clinica de
Al, asi como los resultados de la prueba, segun
las diferentes categorias diagnésticas, con el
objeto de definir la poblacién en la que la Al se
estd sospechando y realizar una evaluacion
preliminar de la prueba Platelia.

METODOLOGIA
Diseio del estudio y poblacion incluida

Se realiz6 un estudio descriptivo, retrospectivo
en el que se evaluaron pacientes con sospecha
de Al, atendidos en instituciones de salud de alta
complejidad de la ciudad de Medellin-Colombia.
Se incluyeron los pacientes mayores de 18
afios, en los que se realiz6 prueba Platelia para
la deteccion de galactomanan en suero entre
los afios 2006 y 2008, que tuvieran estudios
microbioldgicos y/o de histopatologia orientados
a la deteccion del hongo y contaran con
adecuada informacioén en la historia clinica.

Definiciones

Para la realizacion de esta investigacion se
adoptaron las categorias diagnésticas definidas
por la Eortc/MSG*, sin tener en cuenta el
resultado de la prueba Platelia como criterio.

Aspergilosis probada: requiere documentacion
histopatolégica de invasion tisular por el hongo
o un cultivo positivo de una muestra proveniente
de un sitio normalmente estéril.
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Aspergilosis probable: debe cumplir un
criterio en cada una de 3 categorias: factores
del hospedero, criterio clinico (consistentes
con los hallazgos micoldgicos y relacionada
cronolégicamente con el episodio), y criterio
micolégico (incluye pruebas indirectas).

Aspergilosis posible: paciente con factores de
riesgo para aspergilosis invasora y presentacion
clinica compatible, sin evidencia microbioldgica o
histopatolégica y cuando se ha descartado otro
diagndstico que explique el cuadro.

Colonizacion: documentacion microbiologica
de la presencia de Aspergillus spp en uno 0 mas
6rganos en ausencia de signos o sintomas de
enfermedad o invasion tisular.

Procedimientos de inmunodiagnéstico

Estos procedimientos fueron realizados en el
laboratorio de Micologia de la Corporacién para
Investigaciones Biologicas (CIB) y del Hospital
Universitario San Vicente de Paul. Para la
busqueda de antigenos de Aspergillus en suero
se utilizé la prueba Platelia™ Aspergillus EIA, que
se define como una técnica inmunoenzimatica
de tipo sandwich realizada en microplaca,
que permite la deteccion semicuantitativa del
antigeno circulante galactomanan en sueros
humanos. Para esta técnica se utiliza un
anticuerpo monoclonal (Acm) de rata EBA-2,
dirigido contra el galactomanan de Aspergillus.
La técnica consiste en sensibilizar los pocillos de
la microplaca y captar el antigeno galactomanan
presentes en la muestra, posteriormente, el
antigeno fijado se detecta con el anticuerpo
monoclonal acoplado a la peroxidasa, la cual
da una reaccién de color que luego va a ser
leida por un lector de Elisa a dos longitudes de
onda (450-620 nm). La absorbancia obtenida en
la prueba permite calcular un indice que es la
relacion entre la densidad 6ptica de la muestra/
media de la densidad o6ptica del calibrador. Se
considera un paciente positivo cuando presenta
un indice >0.5 y negativo cuando presenta un
indice <0.5.
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Manejo de datos y analisis estadistico

Los datos microbiolégicos, obtenidos de
los registros de los laboratorios de Micologia
de la CIB y del Hospital Universitario San
Vicente de Padl y los datos clinicos, extraidos
de las historias clinicas en las instituciones
hospitalarias participantes, fueron consignados
en un formulario elaborado para tal fin e
ingresados en una base de datos disefiada en
Microsoft Excel® (Microsoft, Redmond, WA).

En el andlisis estadistico se utilizé el programa
SPSS®version 16.0 (SPS Inc., Chicago, lllinois);
para el analisis descriptivo se calcularon las
medidas de frecuencia absoluta y relativa para
las variables cualitativas, para las variables
cuantitativas, el promedio y la desviacién
estandar.

Consideraciones éticas

Esta investigacion fue aprobada por el Comité
de Etica de la Universidad Pontificia Bolivariana,
el comité de investigaciones de las instituciones
hospitalarias participantes: Hospital La Maria,
Hospital Pablo Tobon Uribe, Clinica Universitaria
Bolivariana, Clinica Cardiovascular Santa Maria
y Hospital Universitario San Vicente de Padul.
Su realizacién estuvo sujeta a los principios
de la declaraciéon de Helsinki. Por su caracter
retrospectivo no se obtuvo consentimiento
informado.

RESULTADOS

Se incluyeron 78 pacientes con sospecha de
Al en los que se realizé la prueba Platelia entre
los afios 2006 y 2008, de los cuales 47 (60.3%)
eran de sexo masculino y 31 (39.7%) de sexo
femenino. La edad promedio era 43.5 (DE+15.8).
En la tabla 1 se presentan los factores de riesgo
para Al en la poblacion estudiada.

Se diagnostico Al en 21 (26.9%) pacientes
y se encontr6é colonizaciéon en 8 (10.3%)
pacientes mas. Segun el sindrome clinico, 17
(81.0%) pacientes correspondian a una forma
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Tabla 1. Caracteristicas basales de los pacientes con sospecha clinica de aspergilosis invasora en
quienes se solicitd prueba Platelia (N=78)

Factores de riesgo n (%)
Trasplante 37 (47.4)
Uso de esteroides > 15 mg/dia 25 (32.1)
Neutropenia < 500 cel/ml 18 (23.1)
Neoplasia hematolégica 16 (20.5)
Enfermedad pulmonar crénica 13 (16.7)
Infeccion por VIH 8 (10.3)
DM no controlada 6 (7.7)
Otra enfermedad hematoldgica 4(5.1)
Tumor solido 1(1.3)
Uso antiTNF 1(1.3)

*Algunos pacientes tenian mas de un factor de riesgo simultaneamente.

Tabla 2. Diagnosticos definitivos de los pacientes con sospecha clinica de aspergilosis invasora en
quienes se realiz6 la prueba Platelia (N=78)*

Diagnoéstico n (%)
Aspergilosis 21 (26.9)
Probada 11 (14.1)
Probable 3(3.8)
Posible 7 (9)
Colonizacion 8(10.3)
Otro diagnésticot 65 (83.3)
Neumonia 23 (29.5%)
Bacteremia/sepsis 11 (14.1)
Tuberculosis 10 (12.8)
Infeccion por CMV 8 (10.3)
Enfermedad pulmonar no infecciosa* 4(5.1)
Neutropenia febril sin foco 3(3.8)
Neoplasia hematoldgica 2 (2.6)
Criptococosis 1(1.3)
Rechazo del injerto 1(1.3)
Sinusitis 1(1.3)
Absceso hepatico 1(1.3)

*Algunos pacientes presentaron mas de un diagnéstico simultaneamente.
TAlgunos pacientes tuvieron Aspergilosis y otro diagnéstico adicional.
*TEP, exacerbacion EPOC.
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pulmonar invasora aguda, 3 (14.3%) a una forma
diseminada y 1 (1.3%) a sinusitis cronica. No
se encontraron casos de aspergilosis pulmonar
cronica, traqueobronquitis, osteomielitis o
compromiso cutaneo. En la tabla 2 se presentan
las categorias diagnésticas de los pacientes
estudiados de acuerdo con las definiciones de
la Eortc/MSG y los diagnésticos definitivos de
los pacientes sin Al.

La fiebre y la disnea fueron las principales
manifestaciones clinicas de los pacientes con
Al; en la tomografia de pulmoén se observaron
mas frecuentemente nodulos pulmonares. Los
signos tomograficos asociados con aspergilosis,
signo del halo y signo del aire creciente, solo

ARTICULO ORIGINAL

estuvieron presentes en un paciente cada uno.
La tabla 3 muestra las caracteristicas clinicas y
tomograficas de los pacientes incluidos.

La prueba Platelia fue positiva en 31 (39.7%)
pacientes, de los cuales 22 usaban betalactamicos
simultaneamente o los habian usado en los 5 dias
previos. En 4 (50%) de los 8 pacientes colonizados
con Aspergillus spp., 1a prueba Platelia arrojé un
resultado positivo. En la tabla 4 se muestra el
resultado de la prueba Platelia, segun la categoria
diagnéstica de la Eortc/MSG.

La prueba Platelia fue positiva en 17 (47.2%)
de los 36 pacientes a los que se les administro
tratamiento antifungico, de ellos 9 (25.05)

Tabla 3. Caracteristicas clinicas y tomograficas de los pacientes con aspergilosis invasora estudiados

con la prueba Platelia (N=21)

Manifestacion clinica n (%)
Fiebre 19 (90.5)
Tos 17 (81.0)
Disnea 12 (57.1)
Expectoracion 6 (28.6)
Hepatomegalia 6 (28.6)
Dolor toracico 3 (14.3)
Esplenomegalia 2 (9.5)
Dolor facial 1(4.8)
Rinorrea 1(4.8)
Epistaxis 1(4.8)
Hemoptisis 1(4.8)
Derrame pericardico 1(4.8)
Compromiso retina 1(4.8)
Hallazgos tomograficos
Nodulos 12 (57.1)
Infiltrados alveolares 9 (42.9)
Derrame pleural 8 (38.1)
Cavitaciones 5 (23.8)
Infiltrados intersticiales 4 (19.0)
Signo del halo 1(4.8)
Signo del aire creciente 1(4.8)
Sinusitis 1(4.8)
MEDICINA UPB 29(2): 109-118 JUL-DIC 2010 13
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Tabla 4. Resultados de la prueba Platelia, de acuerdo con el diagnéstico definitivo (N=78)

Prueba Platelia

Positiva Negativa
Aspergilosis — n (%) 10 (47.6) 11 (52.4)
Probada — n (%) 6 (54.5) 5 (45.5)
Probable — n (%) 0 (0) 3 (100)
Posible — n (%) 4 (57.1) 3(42.9)
Colonizacion® — n (%) 4 (50) 4 (50)
Otro diagnéstico — n (%) 21 (36.8) 36 (63.2)

*Pacientes con otro diagnostico colonizados por Aspergillus spp.

respondieron al tratamiento. Solo 9 (52.)% de
estos 17 pacientes tenia Al definida, segun
categorias de la Eortc/MSG, de los cuales 5
respondieron a la terapia antifingica.

DISCUSION

Hasta 1990 la candidiasis fue la infeccion
fungica diseminada mas comun en pacientes
inmunocomprometidos, pero desde entonces se
ha dado un cambio notable en la epidemiologia,
con un aumento considerable de la incidencia
de Al, que puede alcanzar, en algunos casos,
hasta un 7%"%".

Las elevadas tasas de mortalidad de la Al, que
para el caso de los pacientes transplantados
de médula 6sea alcanza el 76.3%, pueden ser
explicadas por el estado de inmunosupresion
del hospedero y de los factores de virulencia
del hongo, pero, ademas, por el elevado
numero de patologias incluidas en el diagnostico
diferencial, las dificultades para confirmar la
Al y las limitaciones terapéuticas actuales.
Varios esfuerzos se han hecho para mejorar el
rendimiento y la oportunidad del diagnéstico de
la Al, especialmente los esfuerzos de consenso
para definir los criterios diagnésticos y el
desarrollo de pruebas micoldgicas no invasivas,
por ejemplo, la deteccién del galactomanan
circulante o prueba Platelia*®. A pesar del amplio
uso de esta prueba, aun existen dudas sobre
su rendimiento diagnéstico, potenciadas por la
variabilidad de sus resultados en funcién del tipo
de Aspergilosis y del uso simultdneo de otros
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medicamentos, especificamente antibiéticos
betalactamicos.

La falta de estudios sobre Al en Colombia
estimulé la realizacién de esta investigacion,
que busca mejorar el conocimiento local sobre el
comportamiento clinico de la Al y del papel de las
pruebas diagndsticas como un paso necesario
para mejorar la oportunidad en el diagnéstico de la
Al e impactar la morbimortalidad, especialmente
en pacientes inmunosuprimidos.

Los factores de riesgo encontrados, y los
mas comunes para el desarrollo de Al, fueron el
trasplante (47.7%), seguido del uso de esteroides
(32.1%) y la neutropenia (23.1%); lo que
contrasta con hallazgos reportados previamente
en los que las neoplasias hematolégicas y
la neutropenia prolongada se asociaron con
el desarrollo de la Al'"'5. Esto se explica,
probablemente, porque este estudio exigié como
criterio de inclusion la realizacion de la prueba
Platelia, prueba que frecuentemente es realizada
en pacientes trasplantados con el fin de detectar
tempranamente la aparicion de Al. Igualmente,
pudo influir el hecho de no discriminar entre
trasplantes hematoldgicos y no hematoldgicos
en nuestra serie.

La Al es la forma mas severa y mas frecuente
del amplio espectro de presentacion clinica de
la Aspergilosis, porque ocurre en el 50-70% de
los casos de Aspergilosis?'32°2', La frecuencia
de Al encontrada en nuestro estudio (26.9%)
es muy superior a las incidencias usualmente
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conocidas' ™y esta relacionada con el hecho de
incluir inicamente pacientes con una sospecha
de Al.

La presentacion clinica de los pacientes con
Al evaluados en esta serie fue semejante a lo
descrito en estudios previos?, es decir, la fiebre
(90.5%), la tos (81%) y la disnea (87.2%).
La sinusitis es otra manifestacién descrita
principalmente en pacientes con malignidades
hematoldgicas y, en menor nimero, en pacientes
inmunocompetentes?*?*. En este estudio solo
se encontré un paciente con sinusitis por
Aspergillus spp. Sus manifestaciones clinicas
no difieren de las encontradas en otros tipos de
sinusitis. Sospecha que permite concluir que
se da gracias a un factor de riesgo usualmente
evidente?.

Otras formas menos usuales de presentacion
como el compromiso traqueobronquial, cutaneo,
6seo y cerebral, han sido reportadas en la
literatura en forma de casos clinicos y no fueron
observadas en este estudio®*2, Esta variedad
de formas clinicas, que incluyen un amplio
espectro de posibles diagnésticos diferenciales,
afectan la oportunidad del diagnéstico e inicio
del tratamiento. Las formas crénicas de la
enfermedad tampoco fueron observadas
en este estudio; estas formas se presentan
en pacientes con enfermedad pulmonar de
base o como aspergilosis broncopulmonar
alérgica'. La inclusién predominante de
pacientes inmunosuprimidos y el poco numero
de pacientes con cuadros respiratorios crénicos
explican nuestros hallazgos.

Las imagenes pulmonares son otra herramienta
util en el diagnéstico de Al; el signo del halo y el
signo del aire creciente han sido descritos como
caracteristicos de la enfermedad. El signo del
aire creciente tiene una especificidad reportada
del 93% y una sensibilidad que oscila entre el
10 y el 94%, de acuerdo con el momento de
la evolucion en el que se haga el estudio y de
la experiencia del radiélogo. El signo del halo
puede ser leido como nédulo por radiélogos
no experimentados. Otros hallazgos son la
consolidacién, nédulos pulmonares, infartos
en cufia y cavitaciones, ademas de derrames
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pleurales?03%-3%_En el presente estudio los
hallazgos imaginolégicos mas frecuentemente
encontrados en la tomografia de térax fueron los
nédulos (57.1%), el compromiso alveolar (9%), y
derrame pleural (8%); el signo del halo y el signo
del aire creciente solo fueron observados en un
paciente cada uno, debido, probablemente, a la
realizacion de estudios tomograficos tardiamente
en el curso de la enfermedad.

El diagnéstico de la Al continda siendo un
gran desafio por lo inespecifico de su cuadro
clinico, por la dificultad para la obtencién de las
muestras necesarias para hacer el diagnostico
microbiologico o histopatoldgico, por la baja
sensibilidad de los estudios micoldgicos y por
sus limitaciones para diferenciar colonizacion
de infeccién [8]. El desarrollo de pruebas
micoldgicas no invasivas como la deteccion de
galactomanan circulante ha intentado mejorar
este panorama; sin embargo, el resultado de
la prueba puede ser afectada por diversas
circunstancias, entre ellas el punto de corte
elegido, la forma clinica de Aspergilosis y el uso
concomitante de antibi6ticos betalactamicos®:.
Las sensibilidades reportadas varian de manera
significativa entre el 25 y el 100%%%. Nuestro
estudio encontro 6 (54.5%) pacientes con Al y en
10 (47.6%) pacientes con aspergilosis probada,
probable o posible. Sin embargo, la prueba
también fue positiva en un nimero significativo
de individuos colonizados con Aspergillus spp.
(50%).

Una proporcién importante de los pacientes
con el resultado de la prueba positivo recibia
antibidticos betalactamicos (22/31). Se ha
sugerido que los antibiéticos derivados de
componentes naturales del hongo penicillium sp.,
pueden tener reacciones cruzadas con la prueba
Platelia debido a la presencia en el compuesto
del antigeno galactomanan proveniente de la
pared celular del hongo®34,

El presente estudio tiene las limitaciones propias
de los estudios descriptivos y retrospectivos,
relacionadas especialmente con las dificultades
para obtener toda la informacién requerida
a partir de los registros clinicos. Tampoco
permite evaluar el desempefio diagnostico de
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la prueba Platelia. Sin, embargo, es el primer
estudio en Colombia en el que se describen
las caracteristicas epidemioldgicas, clinicas,
radiolégicas y resultado de la prueba Platelia en
pacientes con sospecha de Al.

En conclusion, la Al puede encontrarse hasta
en la tercera parte de los pacientes con sospecha
clinica, aunque el diagnéstico continua siendo
dificil debido a su cuadro clinico inespecifico,
asociado a la dificultad para obtener las muestras
clinicas y al pobre rendimiento de las pruebas
diagnosticas. El bajo numero de resultados
positivos de la prueba Platelia en pacientes con
Al probada y el elevado niumero de resultados
positivos encontrado en pacientes colonizados
0 que recibieron antibiéticos betalactamicos,
sugieren un regular comportamiento de la
prueba. Deben realizarse estudios prospectivos
diseflados para evaluar el desempefio de la
prueba Platelia con el fin de aclarar su utilidad
en los pacientes con sospecha de Al.
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