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La identificacion del antigeno circulante de galactomanano
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con enfermedades hematoldgicas

Liliana Arias-Puente, Eduardo Garza-de-la-Pefia, Gabriela Velasquez-Ramirez, Carlos Martinez-Barreda,
Guillermo José Ruiz-Arguelles

RESUMEN

Antecedentes: la aspergilosis invasiva es una infeccion fungica necrosante que se presenta en pacientes inmunodeprimidos. Ocasiona
trombosis, necrosis isquémica y lesiones cavitarias. Su incidencia oscila entre 5y 20% en grupos de alto riesgo. Histolégicamente se
presentan hifas anchas, con aspecto radiado e infiltracion de neutrofilos. El diagnéstico de la aspergilosis invasiva debe basarse en la
sospecha clinica inicial y debe confirmarse mediante la observacion directa de la muestra clinica, cultivos y detecciéon del antigeno ga-
lactomanano en suero.

Material y métodos: se seleccionaron pacientes sometidos a trasplante de medula 6sea en el Centro de Hematologia y Medicina Inter-
na de la ciudad de Puebla entre julio de 2007 y agosto de 2009, en forma retrospectiva, mediante revision de expedientes clinicos. Se
incluyeron un total de 27 pacientes que cursaban con neoplasias hematoldgicas, neutropenia y fiebre; sus sueros fueron analizados por
la técnica inmunoenzimatica del paquete comercial Platelia® Aspergillus (Bio-Rad®, Francia).

Resultados: se observé la presencia del antigeno galactomanano en el 14.8% (n=4) del grupo de pacientes estudiados, de los cuales el
75% (n=3) fallecieron a causa de aspergilosis invasiva.

Conclusion: la identificacion del antigeno galactomanano en el suero de pacientes inmunocomprometidos representa un factor de mal
pronéstico.

Palabras clave: aspergilosis invasiva, galactomanano, neutropenia, trasplante de células hematopoyéticas, inmunosupresion, infecciones
oportunistas.

ABSTRACT

Background: Invasive aspergillosis is a fungal necrotizing infection that occurs inimmunocompromised patients. It causes vascular throm-
bosis, ischemic necrosis and cavitary lesions. The incidence ranges from 5-20% in high risk groups. Histologically, broad hyphae displayed
in a radially fashion and neutrophils infiltration are founded. The diagnosis of invasive aspergillosis should be based on clinical suspicion
and confirmation through direct observation of the clinical sample, cultures and by detection of the galactomannan antigen in serum.
Material and methods: Patients undergone bone marrow transplantation at Centro de Hematologia y Medicina Interna of Puebla city
between july 2007 and august 2009 were selected retrospectively by patient personal file consultation. A total of 27 patients were included,
all of them presented hematologic neoplasms, neutropenia and fever. Serum samples from these patients were analyzed by the enzymatic
immunoassay commercial kit Platelia® Aspergillus (Bio-Rad®, France).

Results: The presence of galactomannan antigen was detected in 14.8% (n=4) from the patient study group, of which 75% (n=3) died
from invasive aspergillosis.

Conclusions: Serum galactomannan antigen identification in immunocompromised patients represents a bad prognostic factor.
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a aspergilosis invasiva es una de las complica-

ciones infecciosas mas severas en pacientes con

neutropenia prolongada asi como en aquellos que
son receptores de trasplante. Su incidencia oscila entre 5
y 20% en los grupos de alto riesgo, siendo estos los in-
munodeprimidos. Las vias de entrada de las especies del
género Aspergillus son el tracto respiratorio, las lesiones
cutaneas, las heridas quirurgicas, la cérnea y el oido. Por
lo general, la infeccion puede ocurrir en el sitio de entrada
(fosas nasales, mucosa ocular, mucosa oral, tracto auditivo,
etcétera) y localizarse o diseminarse ya sea por contigili-
dad o bien por invasidn vascular produciendo enfermedad
generalizada con afeccion de mas de un 6rgano.'®

Las manifestaciones clinicas son diferentes segtn la
enfermedad de base del paciente. Aspergillus sp. puede
causar diferentes tipos de enfermedad: aspergilosis cuta-
nea primaria, que es una forma de enfermedad localizada
pero con la posibilidad de diseminacién; aspergilosis
pulmonar, que es la forma de presentacion mas frecuente
en los pacientes neutropénicos (80-90%), sobre todo en la
forma aguda invasiva; sinusitis por Aspergillus, también
mas frecuente en el paciente neutropénico (5-10%). Final-
mente, desde los pulmones el hongo puede diseminarse a
casi cualquier érgano del cuerpo, especialmente al cerebro,
al higado, al bazo y al tracto gastrointestinal produciendo
una enfermedad diseminada mediante angioinvasion.®'?

La infeccion invasiva por Aspergillus sp. presenta
una elevada mortalidad dependiendo de su localizacion
que puede oscilar entre 37% en las formas traqueobron-
quiales hasta 80% o mds en las formas diseminadas con
afeccion del sistema nervioso central (SNC), a pesar de
la utilizacidon de antimicoticos de amplio espectro como
la anfotericina B. A. fumigatus es la especie que con mas
frecuencia causa enfermedad invasiva en pacientes inmu-
nodeprimidos. Otras especies implicadas son: 4. flavus,
A. niger, A. terreus, A. nidulans, A. versicolor, A. glaucus,
etcétera.*”

El diagnostico serologico de la aspergilosis invasiva
se basa en la deteccion de antigenos circulantes de A4s-
pergillus sp. en diferentes muestras clinicas (suero, orina,
lavado bronquio-alveolar, etcétera). Actualmente existen
mas de 100 componentes potencialmente antigénicos de
A. fumigatus que pueden unirse a las inmunoglobulinas
humanas. De estos el galactomanano, que representa el
componente principal de la pared celular fungica, es el
unico polisacarido caracterizado hasta la fecha y el primer

antigeno detectado en pacientes con aspergilosis invasiva.
Actualmente, en diferentes liquidos organicos, inicamente
el antigeno b 1-3 glucano del galactomanano ha logrado
ser identificado consistentemente. Algunos otros antigenos
diferentes (29, 18 y 11 kDa) han mostrado ser identificables
en menor frecuencia.>

La deteccidon del antigeno galactomanano mediante
inmunoensayo enzimatico es positiva en las primeras fases
de la infeccion, pudiéndose detectar de 2 a 3 semanas an-
tes que la aglutinacion de latex y casi siempre antes de la
aparicion de signos o sintomas de infeccion fungica, lo que
la convierte en una herramienta 1til para la instauracion
de un terapia precoz. Otra de las ventajas de esta técnica
radica en la posibilidad de monitorizacion de los niveles
de antigenemia durante el tratamiento, asociandose un
descenso de los mismos a la eficacia del tratamiento.!*!3

Para intentar disminuir la elevada mortalidad relacio-
nada con la infeccion fungica invasiva, es imprescindible
realizar un diagndstico precoz y administrar de inmediato
un tratamiento antifingico agresivo. Lamentablemente las
pruebas diagnosticas tradicionales tales como el cultivo
y el estudio histopatoldégico son tardadas y requieren de
profesionales experimentados para obtener resultados
confiables.”81413

Conforme a lo mencionado anteriormente, el proposito
de nuestro trabajo de investigacion consistio en evaluar
la identificacidn sérica del antigeno galactomanano en
pacientes inmunodeprimidos, después de haber sido so-
metidos a trasplante, con el propdsito de establecer dicho
hallazgo como factor prondstico.

MATERIAL Y METODOS

Se consulto la cantidad total de resultados de la determi-
nacion del antigeno galactomanano en suero durante el
periodo de julio de 2007 a agosto de 2009 de la base de
datos electronica de los Laboratorios Clinicos de Puebla.
De los resultados consultados se incluyeron pacientes
inmunodeprimidos que fueron sometidos a trasplante de
medula dsea, portadores de neoplasias hematologicas
que presentaron leucopenia (<4,000 leucocitos/mm?),
neutropenia (<40% neutroéfilos en la diferencial) o fiebre
(>37.5°C) en el Centro de Hematologia y Medicina Interna
de la Ciudad de Puebla, durante el periodo mencionado,
y a quienes se les realizo la deteccidn del antigeno galac-
tomanano dentro de los 90 dias posteriores al trasplante.
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Los datos fueron obtenidos de los expedientes clinicos. Se
estudid retrospectivamente un total de 27 pacientes cuyos
sueros fueron analizados con el paquete de inmunoensayo
enzimatico doble sandwich Platelia® Aspergillus (Bio-
Rad®, Francia).

A continuacion se describe la secuencia de pasos
seguidos para el analisis de las muestras de suero de los
pacientes:

Se estabilizaron los reactivos a temperatura ambiente
(18-25°C) al menos durante 15 minutos antes de su uso.
Se prepard la solucion de lavado, la solucidn de sustrato-
cromogeno y los controles negativo, positivo y del punto
de corte. Se prepar6 un diagrama para identificar los
sueros y controles en estudio en cada microplaca. Se usé
un pocillo para el suero de control negativo, dos pocillos
para el suero de control del valor umbral y otro para
el suero de control positivo. Se extrajo el soporte de la
placa y las tiras de micropocillos de la bolsa de placas.
Como tratamiento se mezcld el contenido del frasco de
conjugado invirtiéndolo antes de su uso. Se afiadieron
50 pL del sobrenadante tratado del suero en cada pocillo,
como se indicd anteriormente. Se cubrid la placa con su
sellador, para evitar evaporacion y se comprobo que toda
la superficie estuviera cubierta y que fuera hermética al
agua. Se incubd la microplaca durante 90 £+ 5 minutos a
37°C (* 1°C). Se retiro el sellador de la placa. Se aspird
el contenido del pocillo hacia una botella de residuos (con
hipoclorito sddico). Se lavo la placa 5 veces usando como
minimo 370 pL de la solucion de lavado. Después del ul-
timo lavado se invirti6 la placa para golpearla suavemente
sobre papel secante y garantizar que se hubiera eliminado
todo el liquido. Se afiadieron rapidamente 200 pL de
solucidn de sustrato-cromdgeno a cada pocillo evitando
la exposicion a la luz brillante. Se incubd la microplaca
en la oscuridad y a temperatura ambiente durante 30 + 5
minutos. Posteriormente se agregaron 100 pL de la solu-
cion de parada a cada pocillo en el mismo orden en que se
agrego la solucidn de sustrato mezclando bien. Las placas
fueron secadas y sometidas a un lector de absorbancia de
microplacas ELX800 (Biotek Instruments E.U.A) para leer
la densidad éptica (D.O.) a 450 nm (filtro de referencia
de 620 nm).

Los resultados de la lectura de cada pocillo fueron esta-
blecidos a través del cociente del promedio de los 2 valores
de corte de la corrida (de acuerdo con las instrucciones
del paquete) y del valor del indice (I) de cada paciente,

(I = D.O./media del valor de corte) definiendo como
positivos para la presencia del antigeno galactomanano
aquellos con indice mayor o igual a 0.50 D.O.

El analisis de los datos observados fue realizado me-
diante la aplicacidn de estadistica descriptiva.

RESULTADOS

En cuanto a la distribucion por sexo 48.4% fueron mu-
jeres en un intervalo de edad entre los 14 y los 70 afios,
encontrandose mayor incidencia entre los 40 y 50 afios, lo
que equivale a 37% de los pacientes estudiados. De éstos,
48.1% (n= 13) procedian de la ciudad de Puebla y el resto
de distintas ciudades de la republica mexicana.

Con respecto a las caracteristicas clinicas de los pacien-
tes 62.9% (n=17) presento6 neutropenia y 18% (n=5) ficbre.

De las 27 muestras analizadas para la deteccion del
antigeno galactomanano 14.8% (n= 4) fueron positivos y
85.2% (n=23) negativos para la identificacién (Cuadro 1).

De acuerdo con la revision de los expedientes clinicos
de los pacientes 3 (75%) de los 4 que resultaron positivos
fallecieron en un periodo de 2 a 3 semanas posteriores a
la solicitud de la prueba.

CONCLUSIONES

Es importante sefialar que la poblacion estudiada fue
pequeiia debido a que nuestra institucion pertenece al
sector privado, por lo que sélo se atendieron pacientes
ambulatorios a quienes se les solicito la investigacion
del antigeno galactomanano en el periodo posterior al
trasplante de medula 6sea.*%!1%1?

Cuadro 1. Resultados de la densidad o6ptica leida de los sueros
analizados

Resultado *(D.0O.) Pacientes %
Negativo (<0.200) 23 85.2
Intermedio (0.200-.500) 0 0
Positivo  (20.500) 4 14.8
Total 27 100

*La densidad optica (D.O.) fue establecida por el cociente de la
lectura de la absorbancia del promedio de los 2 valores de corte (de
acuerdo con las instrucciones del paquete) y la lectura individual
de cada paciente.
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De acuerdo con los resultados observados es posible
concluir que la aspergilosis invasiva representa, claramen-
te, un factor de mal pronoéstico en pacientes sometidos a
trasplante, ya que 75% de los casos positivos concluyeron
en un desenlace fatal.

La utilizacién regular de este método en pacientes con
riesgo alto de desarrollar aspergilosis puede afectar signi-
ficativamente el pronostico, la supervivencia y la calidad
de vida. Por lo tanto, se sugiere que esta determinacion
sea considerada como una practica de rutina, sobre todo
en las unidades de trasplante de médula 6sea y en los ser-
vicios de oncohematologia; realizdndola periddicamente
cuando se presenten leucopenia, neutropenia, fiebre u otros
factores de riesgo.

Asimismo, consideramos necesaria la creacion de un
estudio prospectivo longitudinal con pacientes de las
mismas caracteristicas que incluya, ademas, el estudio
histopatologico de biopsia para establecer el desempefio
diagndstico de la prueba comparada con el estandar de oro.
También se requiere de mas estudios prospectivos con la
finalidad de clarificar otros factores prondsticos.
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