Articulo de Investigacion

%l(rC| Laboratorio e Infectologia

Ny

Validacion de la reaccion de polimerasa en cadena en tiempo real como
herramienta diagnostica en la aspergilosis asociada a COVID-19 en pacientes
hospitalizados en Clinica Davila de Santiago, Chile, durante los afios 2020 y

2021

Validation of real-time PCR as a diagnostic tool in aspergillosis associated
with COVID-19 in patients hospitalized at Clinica Davila at Santiago, Chile,

during the years 2020 and 2021

Simone Fellay L.", Roberto Pino L.7, Megan Hardy C." y Cecilia Tapia R*>

'Universidad de Desarrollo.
2Clinica Davila.
3Laboratorios Clinico Bionet.

Financiamiento: no hubo.
Los autores de esta investigacion declaran no tener conflictos de interés.

Recibido: 3 de noviembre de 2022 (segunda versién: 10 de mayo de 2023) / Aceptado: 14 de junio de 2023

Resumen

Introduccion: Desde el inicio de la pandemia por COVID-19 se han
registrado casos de infecciones de aspergilosis pulmonar asociada a
esta infeccion, la cual tiene caracteristicas diferentes a la aspergilosis
pulmonar clasica y, por lo tanto, han significado un desafio diagnos-
tico. Objetivo: Validar una reaccion de polimerasa en cadena (RPC)
en tiempo real (sigla en inglés RT-PCR) comercial, como herramienta
diagnostica alternativa a la técnica de galactomanano (GM) en el
diagnostico de aspergilosis pulmonar asociada a COVID-19 (sigla
en inglés CAPA). Pacientes y Método: Se analizaron resultados de
RT-PCR de Aspergillus spp y GM en lavado bronco-alveolar (LBA)
de 72 pacientes, hospitalizados por COVID-19 de Clinica Davila
entre los afios 2020 y 2021. De estos pacientes, 33 presentaron
CAPA. Resultados: La RT-PCR de Aspergillus y GM presentaron
una correlacion positiva (r = 0,6351, valor p < 0,0001). La técnica
de RT-PCR presentod una sensibilidad (S), especificidad (E), valor
predictor positivo (VPP) y valor predictor negativo (VPN) de 100,
44, 66 y 100%, respectivamente, mientras que en GM fueron de 64,
89, 84 y 73%, respectivamente para LBA. Al utilizar ambas técnicas
en combinacion se obtuvo una S, E, VPP y VPN de 100, 82, 88 y
100%, respectivamente. Conclusion: Este estudio concluy6 que usar
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Abstract

Background: Since the beginning of the COVID-19 pandemic,
there have been cases of pulmonary aspergillosis infections associated
with this infection, which has different characteristics from classical
pulmonary aspergillosis and therefore, have been diagnostic challen-
ges. Aim: To validate a commercial real-time PCR (RT-PCR) method
as an alternative diagnostic tool to the galactomannan (GM) technique
in the diagnosis of COVID-19-associated pulmonary aspergillosis
(CAPA). Methods: Results of RT-PCR of Aspergillus spp and GM
in broncho-alveolar lavage (BAL) of 72 patients hospitalized for
COVID-19 at Clinica Davila between 2020 and 2021 were analyzed.
Of these patients, 33 presented CAPA. Results: The RT-PCR for
Aspergillus and GM showed a positive correlation (r = 0.6351, p-
value < 0.0001). The RT-PCR for Aspergillus technique presented
a sensitivity (S), specificity (S), positive predictive value (PPV) and
negative predictive value (NPV) of 100, 44, 66 and 100% respectively,
while the GM technique presented 64, 89, 84 and 73%, respectively for
BAL. Using both techniques in combination a S, E, PPV and NPV of
100, 82, 88 and 100% were obtained respectively. Conclusion: This
study concluded that using RT-PCR and GM techniques in combina-
tion in BAL improved the performance parameters of both techniques
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una técnica de RT-PCR de Aspergillus y GM en conjunto en LBA
mejoraron los parametros de desempefio de ambas técnicas usadas
de manera individual para diagnosticar CAPA. Se requieren mas
estudios para evaluar el desempefio de técnicas combinadas en otros
tipos de aspergilosis.

Palabras clave: COVID-19; aspergilosis; galactomanano; reaccion
de polimerasa en cadena; infeccion por coronavirus.

Introduccion

especies de Aspergillus. La pandemia que comenz6 el afo

2020, en Wuhan, China, causada por el virus SARS-CoV-2,
incremento los casos de aspergilosis pulmonar en pacientes hospita-
lizados a causa de este virus'~, asociado a un aumento en la letalidad
de los pacientes que padecen sindrome de dificultad respiratoria
aguda (SDRA) por COVID-19%. La mayoria de los casos notificados
de aspergilosis pulmonar asociada a COVID-19 (sigla en inglés:
CAPA) se produjeron en pacientes inmunocompetentes, sin evidencia
histologica de enfermedad fungica invasora, por lo que no podian
cumplir las definiciones clasicas de investigacion del Consorcio de
Educacion e Investigacion del Grupo de Estudio de la Organizacion
Europea para la Investigacion y el Tratamiento de las Micosis
Cancerosas (EORTC-MSGERC) para la aspergilosis probable. A
raiz de esto, se propuso una definicion alternativa, para este cuadro,
con la denominacién denominada de aspergilosis pulmonar asociada
a COVID-19 (CAPA). Uno de los problemas de este cuadro es la
dificultad en diferenciar el cuadro de COVID-19 propiamente tal, de
aquel producido por Aspergillus spp, dado que ambos se manifiestan
como neumonia®. Cabe sefialar que, en los pacientes con CAPA, el
foco es primariamente pulmonar y que, a diferencia de la aspergilosis
pulmonar invasora (API) en hospederos inmunocomprometidos,
tanto la técnica de galactomanano (GM) como la de reaccion de
polimerasa en cadena-RPC en tiempo real (sigla en inglés: RT-PCR)
de Aspergillus spp se encuentran positivas principalmente en lavado
bronco-alveolar (LBA)>*.

Las técnicas tradicionales de cultivo e histologia para aspergilosis
no permiten realizar un diagnostico rapido y por ello, los biomar-
cadores han emergido como alternativas diagndsticas oportunas.
Dentro de ellas se encuentra el antigeno GM ampliamente estudiado
y que se considera criterio diagnostico reconocido y la RT-PCR para
Aspergillus spp’.

El galactomanano es un polisacarido que se encuentra en la pared
celular de los hongos Aspergillus spp., es util como diagnostico, ya que
en infecciones invasoras el hongo inicia una invasion titular liberando
este componente de pared celular que puede ser detectado a través de la
técnica ELISA, de técnicas inmunocromatograficas®® y recientemente,
técnicas basadas en quimioluminiscencia (CLIA), las dos tltimas con
algunas experiencias en Chile'’. Sin embargo, presenta algunas limita-
ciones, como la necesidad de procesar un volumen de muestras optimo

l a aspergilosis pulmonar es una infeccion producida por
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from those used individually to diagnose CAPA. Further studies are
required to evaluate the performance of combined techniques in other
aspergillosis focus.

Keywords: COVID-19; aspergillosis; galactomannan; real-time
polymerase chain reaction; coronavirus infection.

para mejorar su eficiencia. La RT-PCR para Aspergillus, por otra parte,
ha emergido en los tltimos afos como apoyo diagnostico mas rapido,
pudiendo realizarse diariamente y, ademads, permite especificamente
detectar hongos de este género''.

En el ano 2020 y a raiz del COVID-19 se establecieron criterios
de consenso de la Confederacion Europea de Micologia Médica y de
la Sociedad Internacional de Micologia Humana y Animal (siglas en
inglés, ECMM/ISHAM) para la investigacion y la orientacion clinica
de CAPA. En este consenso, se hace alusion a la RPC en tiempo real
de Aspergillus spp en LBA como elemento diagnostico y establece un
punto de corte para diferenciar colonizacion de infeccion, basado en
el valor de Ct de la RPC.

El objetivo de este trabajo fue validar la RT-PCR como herramienta
diagnostica alternativa y/o complementaria al GM en el diagndstico
de aspergilosis asociada a COVID-19 en pacientes hospitalizados en
Clinica Davila de Santiago, Chile.

Pacientes y Métodos

Se estudiaron 72 pacientes con COVID-19 hospitalizados en Clinica
Davila con solicitud de GM y RPC de Aspergillus spp. durante los afios
2020y 2021. De los 72 pacientes, 33 fueron diagnosticados con CAPA
probable, en base a los criterios diagndsticos para CAPAZ.

Para el analisis de los casos, se utilizo la base de datos de Clinica
Davila (Medisyn®) y para los analisis estadisticos de los resultados, la
aplicacion GraphPad Prism™ version 9. El estudio fue aprobado por
el Comité de Etico- Asistencial de Clinica Davila.

Para la técnica de GM, se utilizo6 la técnica de ELISA sandwich
Platelia™ Aspergillus Ag y para la RT-PCR de aspergillus el kit
Aspergillus spp ELITe MGB® Kit que es un ensayo de RPC para la
deteccion y cuantificacion de ADN del género Aspergillus incluyendo
las especies: Aspergillus niger, Aspergillus nidulans, Aspergillus
terreus, Aspergillus flavus, Aspergillus versicolor y Aspergillus
glaucus. Ambas técnicas para uso diagndstico in vitro (IVD).

Para el diagnéstico de CAPA, se utilizo el punto de corte de un
indice de 1, para el kit Platelia y de > 500 copias/mL para RT-PCR de
Aspergillus. En un estudio previo en el laboratorio, se establecio este
punto de corte en RT-PCR de Aspergillus en base a una conversion del
valor de Ct < 36, con la ayuda de la empresa proveedora®'.

Los valores de RT-PCR de Aspergillus y GM se ordenaron por tipo
de muestra y se analizaron con test de correlacion de Spearman. Se
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Tabla 1. Datos demograficos y antecedentes moérbidos de
los pacientes estudiados con COVID-19

Edades por sexo Femenino Masculino
Total 25 47
Minimo 15 23
Percentil 25% 44,5 44
Mediana 64 56
Percentil 75% 74,5 64
Maximo 88 80
Promedio 59,24 54,43
Rango de edades total 15 88
Antecedentes morbidos Frecuencia %
Hipertension arterial 36 27,91
Obesidad 22 17,05
Enfermedad pulmonar 20 15,5
Diabetes mellitus 19 14,73
Cancer 8 6,2
Enfermedad autoinmune 6 4,65
Enfermedad cardiaca 4 3,1
Hipotiroidismo 4 3,1
Receptor de trasplante 3 2,33
Infeccion por VIH 3 2,33
Sepsis 2 1,55
Infarto miocardico 1 0,78
Meningitis bacteriana aguda 1 0,78

Tabla 2. Analisis de contingencia (A) y desempeno analitico (B) de RT-PCR para
Aspergillus spp. en muestras de LBA

A)

n

Pacientes con aspergilosis

Pacientes sin aspergilosis

B)

Parametros
Sensibilidad
Especificidad

Valor predictor positivo

Valor predictor negativo

Resultado RT-PCR+ Resultado RT-PCR -
29 0

15 12

Desempeno (%)
100
44
66
100

*Valor p < 0,0001.
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realizaron unas tablas de contingencia: 1) comparando
la positividad de RT-PCR y GM en muestras de LBA
2) comparando la positividad de RT-PCR y GM por
separados con el diagnostico de CAPA y 3) comparando
la positividad de RT-PCR y GM en conjunto frente al
diagnodstico de CAPA (Tablas 2, 3 y 4, respectivamente).
Los resultados se analizaron mediante la prueba de Fisher.
Debido a la fisiopatologia de CAPA, no se estudiaron
muestras de suero pues hubo muy poca solicitud de GM
y RT-PCR de Aspergillus, en este tipo de muestra y los
resultados fueron negativos (datos no mostrados).

Resultados

Las edades de los pacientes estudiados se encontraban
entre 15 y 88 aflos, con una mediana de 64 y 56 afios,
para mujeres y hombres, respectivamente, observandose
un predominio del sexo masculino (Tabla 1). La Tabla
1, muestra, ademas, los antecedentes morbidos de los pa-
cientes con COVID-19, hospitalizados en Clinica Davila.

Dentro de los antecedentes, con mayor frecuencia en
los pacientes con COVID-19 se observd la hipertension
arterial con una prevalencia de 27,9%, seguido por la
obesidad (17,0%), las enfermedades pulmonares distintas
a COVID-19 (15,5%) y diabetes mellitus (14,7%), entre
otras (Tabla 1).

Se obtuvo un coeficiente de correlacion de 0,6351,
que resultd en una correlacion positiva significativa
(valor p < 0,0001) entre las técnicas de GM y RT-PCR
de Aspergillus spp. en muestras de LBA, indicando que
los valores de ambas técnicas se relacionan positivamente
(Figura 1).

En los pacientes con CAPA probable, el RT-PCR
para Aspergillus spp. en muestras de LBA mostrdé un
porcentaje de positividad de 100% (29/29). En cuanto
a los pacientes sin aspergilosis, en muestras de LBA, se
obtuvo un porcentaje de positividad de 55,6% (15/27).
Los parametros de desempefio de la técnica se muestran
en la Tabla 2 (A y B).

Con respecto a la prueba de GM, en muestras de LBA
mostré una positividad de 64% (16/25) para pacientes
con CAPA probable. Por otro lado, en los pacientes sin
CAPA el GM mostro6 una positividad de 11% (3/27). Los
parametros de desempefo de esta técnica se muestran en
la Tabla 3 (A y B).

Cuando el GM y el RT-PCR para Aspergillus spp. se
analizaron en conjunto en muestras de LBA, se obtuvo
una positividad de 100% (15/15) en pacientes con CAPA
probable; en cambio, en los pacientes que no tenian esta
enfermedad la positividad disminuy6 a 12% (2/11). El
desempeifio analitico de ambas pruebas utilizados en con-
junto mejord respecto a las determinaciones individuales
de RPC de Aspergillus y GM (Tabla 4, A y B).
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Discusion

El objetivo de este trabajo era conocer el desempefio de
la RPC en tiempo real como complemento diagnostico de
laboratorio al GM en pacientes con CAPA; sin embargo,
esta investigacion demostrd, ademas, a partir de los
datos demograficos de los pacientes, que la aspergilosis
pulmonar asociada a COVID-19 predominé en hombres
(65%, 47/72) por sobre mujeres (35%, 25/72) y la mediana
de edad fue de 64 afios en mujeres y 56 anos en hombres
(Tabla 1).

Desde el punto de vista clinico, destaca que la patologia
de base mas frecuente en pacientes con COVID-19 fue
la hipertension arterial, lo cual podria considerarse un
factor de riesgo en los pacientes para contraer CAPA. Un
estudio realizado en la Universidad de Paris denominado
“Prevalencia de posible aspergilosis pulmonar invasiva
en pacientes con COVID-19 muy grave” detecto la
hipertension arterial como el factor de riesgo mas fre-
cuente entre los pacientes que tenian API. Ademas, en
otra investigacion del Hospital Universitario Pesent en
Valencia®® se observo la presencia de uno o mas factores
de riesgo cardiovasculares en 75% de los estudiados,
que fueron pacientes internados por COVID-19 y con
sospecha de aspergilosis, siendo el mas frecuente la
hipertension arterial mientras que 25% de los estudiados
no presentaron factores de riesgo cardiovasculares. Esto
indica que la hipertension arterial es un factor de riesgo
importante en los casos de hospitalizacion por COVID-19
que requiere mas estudio para comprobar su rol en CAPA.

La solicitud de sueros para GM y/o RT-PCR para
Aspergillus spp fue poco frecuente en pacientes con
CAPA, pues, como se describidé previamente, en este
cuadro, la infeccidon se concentra en la via aérea, mas
que en torrente sanguineo; por lo tanto, estas muestras
no se compararon por su bajo nimero. A diferencia de la
aspergilosis clésica, los pacientes con CAPA, no presen-
taron neutropenia. La neutropenia favorece la disrupcion
tisular e invasion vascular de Aspergillus spp. donde se
libera antigeno GM en el torrente sanguineo!!. Segin
diversos estudios, un valor de indice de suero mayor o
igual a 0,5 se considera positivo con una sensibilidad
de hasta 97,4% y especificidad de 90,5% en pacientes
neutropénicos y receptores de trasplantes alogénicos.
En el caso de los pacientes con neumonia asociada a
COVID-19, generalmente se presentan recuentos nor-
males o elevados de leucocitos y neutrofilia'®. En otra
investigacion de aspergilosis en pacientes en unidades
de Cuidados Intensivos (UCI), la especificidad de la
deteccion de GM en suero fue de 42% y la especificidad
de la deteccion de GM en muestra de LBA fue de 87%
con una sensibilidad de 87%".

Desde el punto analitico, se observo que la RT-PCR
presentd mejor sensibilidad clinica y valor predictor nega-
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Tabla 3. Andlisis de contingencia (A) y desempeio analitico (B) de galactomanano

(GM) para Aspergillus spp. en muestras de LBA

A)

n Resultado de GM+
Pacientes con aspergilosis 16
Pacientes sin aspergilosis 3

B)

Parametros Desempeno (%)
Sensibilidad 64
Especificidad 89

Valor predictor positivo 84

Valor predictor negativo 73

Resultado de GM -
9
24

*Valor p < 0,0001.

Tabla 4. Analisis de contingencia (A) y desempeio analitico (B) de galactomanano
(GM) y RPC para Aspergillus spp. usados en conjunto en muestras de LBA

A)

n Resultado de RT-PCR+ y
GM+

Pacientes con aspergilosis 15

Pacientes sin aspergilosis 2

B)

Parametros Desempeno (%)

Sensibilidad 100

Especificidad 82

Valor predictor positivo 88

Valor predictor negativo 100

Resultado de RT-PCR+ o

GM+
26
12

*Valor p < 0,0001.

log10 (PCR)

Correlacion de PCR con GM en LBA
8-

o
1
L]
L]
L]

H
L

r=0.6351
p value < 0.0001

Figura 1. Correlacién de
RPC de Aspergillus spp. con
galactomanano (GM) en
muestras de lavado bronco-
alveolar (LBA). La figura re-
presenta la correlacién del
log en base 10 de las copias/
mL de RPC (log10 RPC) con
el indice de GM en muestras
de LBA.
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tivo que GM en muestras de LBA (Tabla 2 A y B), mien-
tras que la técnica de GM presentd mejor especificidad
clinica y un valor predictor positivo mas alto en muestras
de LBA (Tabla 3 A y B). Esto se explica porque a dife-
rencia del GM, la RT-PCR es un método de diagndstico
de biologia molecular capaz de detectar material genético
en concentraciones bajas y con mayor especificidad'®; por
ello la RT-PCR puede detectar como positivos a casos de
colonizacion lo cual afecta su especificidad clinica. Por
este motivo, las entidades European Confederation of
Medical Mycology (ECMM) y la International Society for
Human and Animal Mycology (ISHAM), sugieren hacer
diagnostico con dos RPC positivas y con un punto de corte
con valor de Ct inferior a 36, indicando una carga fungica
mas alta’. Esto implica que una RPC positiva tiene mayor
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probabilidad de detectar CAPA y un resultado negativo

de GM tiene mayor capacidad de descartar la enfermedad
en comparacion con la RPC. En este estudio, se considerd
significativa una positividad de la RT-PCR de Aspergillus
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