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Evaluacion del Aspergillus lateral flow device
para el diagnostico de aspergilosis invasora,
experiencia en un hospital universitario

Ignacio Delama’, Paulette Legarraga?, Tamara Gonzalez?, Patricia Garcia’ y Ricardo Rabagliati’

Evaluation of the lateral flow Aspergillus assay for the diagnosis of invasive
aspergillosis, experience in a university hospital

Background: The incidence of invasive aspergillosis is increasing. Its diagnosis is based on clinical and mi-
crobiological criteria which include the determination of serological markers such as galactomannan. Recently,
the Aspergillus lateral flow device, an inmunocromatograph assay has been described for its diagnosis. Aim: To
evaluate the performance of the lateral flow device for the diagnosis of invasive aspergillosis (IA) in adult patients.
Material and Method: In this cross-sectional study, frozen samples that had been previously evaluated for galac-
tomannan from patients classified with proven/probable/possible or no Al according to the EORTC/MSG criteria
were selected. Results: A total of 142 samples from 98 patients were processed, corresponding to proven Al 5.6%,
probable IA 41.5%, possible IA 12.7% and no-IA 40.1%. The sensitivity and specificity of the Aspergillus lateral
flow was 70.9% and 53.5% for serum samples and 83.3% and 38.5% for BAL samples. The concordance between
the galactomannan and Aspergillus lateral flow was 62.4% (54.1 — 69.9) with a Kappa index of 0.202 (0.03682 —
0.3669). Conclusions: We observed a good sensitivity but low specificity, a positive result need a confirmatory test.
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Introduccion

a incidencia de enfermedad fingica invasora

I (EFI) ha aumentado en los ultimos afios'. Estudios
internacionales muestran una incidencia de hasta

13% de aspergilosis invasora (Al) en pacientes de riesgo®.
En nuestro medio, en un estudio prospectivo de etiologia
de neutropenia febril en pacientes adultos portadores de
leucemia aguda y linfoma, EFI fue el responsable de 20%
de estos episodios, siendo Al la etiologia predominante?.
En general, en la mayoria de las series se describe que
Aspergillus fumigatus es la especie mas frecuentemente
identificada* y entre los factores de riesgo mas comunes
destacan la presencia de neutropenia profunda y prolon-
gada, tanto en pacientes en quimioterapia por patologia
maligna hematoldgica como receptores de trasplantes
de precursores hematopoyéticos y el uso prolongado de
corticosteroides o inmunosupresores en receptores de
trasplante de 6rganos solidos o por enfermedad inflama-
toria. A pesar de los avances en el diagnoéstico y la terapia
antifiingica, la mortalidad asociada sigue siendo elevada'.
Como en otras EFI, el diagnostico de Al es dificil,
requiriendo evidencia histologica de infiltracion de tejidos
o cultivo positivo para Aspergillus desde un sitio estéril’,
resultando clinicamente desafiante obtener muestras de

tejido por biopsia en pacientes habitualmente tromboci-
topénicos. Tanto la visualizacion directa del hongo como
el cultivo presentan una sensibilidad menor a 50%, y si
bien las técnicas de biologia molecular ya estan estanda-
rizadas®, ain no estan incluidas como criterio diagndstico
segun el consenso vigente de EORTC/MSG®’ y requieren
de laboratorios de mayor complejidad, dificultando su
implementacion de manera rutinaria. En este contexto,
los marcadores seroldgicos han surgido como una he-
rramienta de gran utilidad, en especial la determinacion
de galactomanano (GM) en suero y/o lavado bronco
alveolar (LBA), que ha sido incorporada en los criterios
diagnosticos de AT de EORTC/MSG?. La sensibilidad del
GM varia entre 58 y 64%?, requiere de personal entrenado,
es de alto costo y tiene tiempos de entrega de resultados
variables, de varias horas a dias. Ademas, en pacientes
en que se vigila la emergencia precoz de infeccion por
Aspergillus spp., se sugiere su determinacion dos a tres
veces por semana, lo que implica altos costos del proceso
de vigilancia.

Durante el afo 2008 se describié el desarrollo de
una inmunocromatografia especifica para la deteccion
de antigenos liberados durante el crecimiento activo de
Aspergillus conocido como Aspergillus lateral flow device
(LFD)’ mediante el uso de un anticuerpo monoclonal
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Mab JFS5 del tipo IgG, especifico para una glicoproteina
de 40 kDa secretada durante el crecimiento activo de
Aspergillus. Este test puede realizarse en muestras de
suero o LBA y su lectura se efectia a los 5 min.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el rendimiento
diagnodstico de LFD en muestras de suero y/o LBA de
pacientes adultos que habian sido sometidos a proceso
diagnéstico por sospecha de Al

Material y Métodos

Muestras y pacientes

Estudio de corte transversal, en el que se identificaron
muestras de suero y LBA, congeladas a -20°C, que habian
sido procesadas para la determinacion de GM entre los
afios 2012 y 2015 en el laboratorio de microbiologia de la
Red de Salud UC-CHRISTUS, correspondientes a pacien-
tes mayores de 15 aflos internados en el Hospital Clinico
de la misma Red, a quienes su médico tratante solicitara
el examen por vigilancia, sospecha o seguimiento de Al
Se procedi6 a revisar las fichas clinicas de los casos, se
registraron las variables demograficas, enfermedad de
base, estudio imagenologico, resultados de GM, asi como
los resultados de estudio microbioldgico e histologico
en la medida que estaban disponibles. Los casos fueron
clasificados como episodios de Al probada, probable,
posible o ausencia de ésta, segun criterios EORTC/MSG?>.

Aspergillus lateral flow device

A las muestras seleccionadas se les realizé el test de
LFD segln instrucciones del fabricante (OLM Diagnos-
tics®). En breve, en el caso de muestras de suero, 50 pl de
muestra fueron calentadas a 50°C con 100 pL de tampon
para luego ser centrifugadas a 14.000 g durante cinco
minutos. Cien pL del sobrenadante fueron depositados en
la tira inmunocromatografica la que fue leida a los cinco
minutos (Figura 1). En el caso de muestras de LBA, las
muestras fueron depositadas directamente en la tira. Cada
muestra fue leida por tres observadores independientes.

Galactomanano

Las muestras seleccionadas habian sido procesadas
en el laboratorio para la deteccion de GM (Platelia™
Aspergillus, Bio-Rad) seglin instrucciones del fabricante.
Se consideré como positivo un indice mayor a 0,5 tanto
para muestras de suero como para LBA.

Analisis y pruebas estadisticas

Con los datos anteriores se calculd la sensibilidad,
especificidad y likelihood ratio (LR) positivo y negativo
para el LFD. Se determiné ademas la concordancia entre
los resultados del LFD y GM calculandose el indice de
Kappa. Para el andlisis estadistico se utilizaron las pruebas
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de %2 cuadrado y Fisher test segun corresponda, mediante
programa estadistico OpenEpi y GraphPad software.

Este proyecto fue aprobado por el Comité de Etica
de la Facultad de Medicina de la Pontificia Universidad
Catolica de Chile (Numero de protocolo 141203005,
enero de 2015).

Resultados

Se analiz6 un total de 142 muestras (113 sueros y 29
LBA) de 98 pacientes cuya edad fue de 50 £ 18 afios, con
un predominio del sexo masculino (60,2%). E143,8% de
los pacientes presentaba como enfermedad de base una
neoplasia hematoldgica siendo mas frecuente la leucemia
mieloide aguda (31,6%). Los factores de riesgo para el
desarrollo de AI fueron neutropenia profunda (< 100 neu-
trofilos/mm?®) en 31,6% y uso de terapia inmunosupresora
no corticoesteroidal en 27,5% (Tabla 1).

En el grupo de pacientes neutropénicos, el diagnostico
de EFI se realizd, en promedio, a los 10 dias de iniciado
el cuadro de neutropenia. De los pacientes incluidos,
ocho tenian un cultivo positivo para Aspergillus, siendo

Figura 1. Lectura de resultado de LFD de dos muestras distintas, se
pueden apreciar hasta dos bandas, la banda de control (identificado
con flecha sélida negra) y luego una segunda banda (identificado con
flecha sin relleno), cualquier intensidad se debe interpretar positiva.
En la imagen, a izquierda resultado positivo y a derecha resultado
negativo (ausencia de banda).
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Tabla 1. Caracteristicas de 98 pacientes cuyas muestras de suero o lavado bronco-
alveolar habian sido utilizadas previamente para determinacion de galactomamano
por vigilancia, sospecha o seguimiento de aspergilosis invasora, que fueron sometidas
a prueba de lateral flow device

n (°/o)
Edad, afios (promedio + DS) 50,9 =18
Sexo masculino 59 (60,2)
Enfermedad de base
Neoplasia hematoldgica 46 (46,9)
Trasplante de precursores hematopoyéticos 16 (16,3)
Trasplante de 6rgano sélido 6(6,1)
Tumor sélido 5(5,1)
VIH/SIDA 5(5,1)
Otro 20 (20,4)
RAN < 500 céls/mm? 42 (42,9)
RAN < 100 céls/mm? 31(31,6)
Uso de corticosteroides 22(22,4)
Terapia inmunosupresora 27 (27,5)

RAN: recuento absoluto de neutrofilos.

Aspergillus seccion Fumigati el mas frecuentemente
aislado, en cinco de ellos (62,5%), Aspergillus seccion
Flavi en dos (25%) y Aspergillus seccion Terrei en un
paciente (12,5%).

Aplicando los criterios EORTC/MSG?, de las 142
muestras incluidas, ocho correspondian a Al probada
(5,6%), 59 a Al probable (41,5%), 18 a Al posible (12,7%)
y 57 a ausencia de Al (40,1%).

Los resultados obtenidos por LFD se muestran en la
Tabla 2. De las 142 muestras analizadas, LFD fue positivo
en 88 (61,9%) y negativo en 53 (37,4%), no pudiendo
interpretarse en uno (0,7%).

Al analizar los resultados del LFD por tipo de muestra,
observamos que, de las 113 muestras de suero analizadas,
LFD fue positivo en 66 (58,4%), negativo en 46 (40,7%)
no pudiendo interpretarse en una muestra (0,8%). Por otra
parte, al comparar los resultados de LFD entre pacientes
neutropénicos versus no neutropénicos, observamos
que en las muestras de suero LFD fue positivo en 48/77
(62,3%) vs 18/36 (50%) p = 0,049, respectivamente.

Para el calculo de sensibilidad, especificidad y LR
se excluyeron las muestras de casos clasificados como
Al posible y las muestras no interpretables. Los resul-
tados por tipo de muestra se presentan en la Tabla 3.
La sensibilidad y especificidad global fueron de 73,1 y
50%, respectivamente. Al analizar segin tipo de muestra

Tabla 2. Resultados de /ateral flow device de las 142 muestras, 113 de suero y 29 de lavado bronco-alveolar, agrupadas segun categoria diagndstica

de aspergilosis invasora

Resultado LFD Al Probada/Probable Al Posible Ausencia de Al Total
Suero LBA Suero Suero LBA Suero y LBA
n = 55 (%) n =12 (%) n = 14 (%) n = 4 (%) n = 44 (%) n =13 (%) n = 142 (%)
Positivo 39(70,9) 10 (83,3) 7 (50) 4 (100) 20 (45,4) 8(61,5) 88 (61,9)
Negativo 16 (29) 2(16,7) 7 (50) 23 (52,3) 5(38,5) 53 (37,3)
No interpretable - - - 1(2,3) - 1(0,7)

Segun criterios EORTC/MSG®. Al: aspergilosis invasora. LBA: lavado bronco-alveolar.

Tabla 3. Sensibilidad, especificidad y likelihood ratio (LR) de lateral flow device en 123 muestras de suero y lavado bronco-alveolar*

Sensibilidad Especificidad

% (IC 95%) % (IC 95%)
Suero 70,9 (57,86-81,23) 53,5 (38,92-67,49)
LBA 83,3 (55,2-95,3) 38,5 (17,71-64,48)

Global 73,1(61,48-82,28) 50,0 (37,33-62,67)

LR (+) LR (-)

1,525 (1,354 -1,717)
1,354 (1,019 -1,799)
1,463 (1,344 - 1,592)

0,5439 (0,4468 - 0,662)
0,4333 (0,08686-0,162)
0,5373 (0,4493 -0,426)

*Se excluyen 18 casos de aspergilosis posible y un caso con resultado /ateral flow device no interpretable.
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Tabla 4. Concordancia de resultado positivo y negativo
de lateral flow device vs galactomanano en 142 muestras
de suero y lavado bronco-alveolar

GM
LFD Negativo Positivo
n=>55 n =87
Negativo
27 26
n=>53
Positivo
27 61
n=88
No int tabl
o interpretable 1 0

n=1

LFD: lateral flow device. GM: galactomanano.

obtuvimos una sensibilidad y especificidad de 70,9% y
53,5% para muestras de suero mientras que para LBA
fueron de 83,3% y 38,5%.

Por otro lado, al analizar los resultados segtn tipo de
paciente observamos una sensibilidad y especificidad de
70,7% y 45,8% para muestras de suero de pacientes neu-
tropénicos y en cambio de 73,7% y 54,2% para muestras
de pacientes no neutropénicos.

Al comparar los resultados de LFD con GM del total
de muestras, obtuvimos una concordancia general entre
ambos métodos de 62,4% (54,1%-69,9%). El indice de
concordancia Kappa calculado fue de 0,202 (0,03682-
0,3669), considerado como un acuerdo mediano (Tabla 4).
Al realizar esta comparacion solo en el grupo de pacientes
neutropénicos se observo una concordancia de 66,2%
(42,2%-69,3%) con un indice de Kappa de 0,28 (0,079-
0,496), mientras que en las muestras correspondientes a
pacientes no neutropénicos la concordancia fue de 56,2%
(42,2%-69,3%) con un indice Kappa de 0,066 (-0,2-0,34),
es decir la concordancia fue igual al azar.

Discusion

En este estudio se evalud el rendimiento de LFD en
pacientes adultos, tanto para muestras de suero como
LBA, que habian sido evaluados por vigilancia, sospecha
o seguimiento de Al, constatando una sensibilidad de
73,1%, especificidad de 50% y una concordancia mediana
con GM, evidenciando un leve mejor desempeiio en
pacientes neutropénicos que no-neutropénicos.

Diversos estudios publicados en la literatura han
evaluado el desempeiio de esta prueba con resultados
generales satisfactorios. En un estudio del Reino Unido,
que incluy6 103 adultos con patologia hemato-oncologica
en alto riesgo de Al, con ocho casos de Al probada, 14
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probable, 22 posible y 59 sin Al, se describe una sensi-
bilidad de 81% con una especificidad de 98%'. Por otro
lado, un estudio experimental en modelos animales de Al
que compara las pruebas LFD con GMN y B-D-glucano
en suero, demuestra la mayor precocidad de LFD en
evidenciar AI'.. Por su parte, Hoenigl y cols., publicaron
resultados de LFD para muestras de LBA en pacientes
con cancer hematologico y receptores de 6rganos solidos
reportando sensibilidades de 80 a 100%, con especificida-
des de 81 a 98% y valores predictores positivo y negativo
de 71 y 100%, respectivamente!?.

Si bien en nuestro estudio observamos un desem-
pefio global comparable a lo publicado en términos de
sensibilidad, destaca la baja especificidad observada, en
especial para muestras de LBA. Ahora bien, en un estudio
multicéntrico publicado por Eigl y cols., en que se evaluo
el rendimiento diagndstico de LFD en 149 muestras de
LBA de pacientes criticos con patologia pulmonar o car-
diaca y pacientes hemato-oncoldgicos en cuatro centros
en Austria y Alemania, se describe una especificidad de
54%, que resulta mas cercana a la observada en nuestro
estudio'

Respecto a la concordancia mediana a pobre entre
GM y LFD presentada en los resultados de nuestra serie,
contrastan con un estudio chileno publicado por Alvarez
en que se evalud la concordancia entre GM y LFD en 29
muestras de suero y LBA, que incluia solo tres muestras
con GM negativo, constatando una concordancia de
resultado de ambas pruebas en 100% de los casos'. Esta
diferencia respecto a la menor concordancia observada
en nuestro estudio, podria estar explicada por el bajo
nimero de muestras con resultado de GM negativo,
grupo de muestras que presentaron el mayor nimero de
discordancias en nuestra serie. Al revisar las discordan-
cias entre LFD y GM de nuestros casos, en los 27 en
que se obtuvo un resultado de LFD positivos con GM
negativo, el promedio de GM obtenido fue de 0,1 (0,01-
0,43), muy por debajo del punto de corte. En cinco de
estos casos se tenia medicion de B-D-glucano, habiendo
resultado negativo en cuatro de ellos. El tnico resultado
positivo presentaba una concentracion de 326 pg/mL y
correspondia a un paciente con diagndstico de infeccion
fangica por Fusarium sp. por lo que el resultado positivo
de LFD podria corresponder a una reaccion cruzada con
este hongo. Por otro lado, en el caso de las muestras con
resultados de LFD negativo con GM positivo, el promedio
del GM fue de 1,6 (0,5-9,9). A pesar de estas situaciones,
dada la complejidad del diagnostico de Al consideramos
que la concordancia entre ambos resultados no seria
necesariamente el parametro tinico o mas relevante para
definir el desempefio de este test.

Factores que pudiesen influir en el desempefio de
LFD han sido planteados en algunos trabajos. Uno de
los factores es la subjetividad de la interpretacion del
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resultado; seglin el fabricante, toda linea debe ser con-
siderada positiva. Debemos aclarar que, durante nuestra
experiencia, el test no contaba con controles por lo que no
se pudo determinar la presencia de marcas muy tenues o
inespecificas. En un estudio de Held y cols., se utilizaron
muestras séricas de sujetos sanos para poder establecer
una linea de positividad, la cual fue cotejada con sujetos
receptores de trasplante hematopoyético que desarrollaron
EFI en el periodo de seguimiento del estudio antes y
después del trasplante'. Este paso podria disminuir la
interpretacion de resultados inespecificos como positivos,
pero introduce subjetividad en el analisis de los resultados.
Otro factor, similar a lo descrito para GM, es que el uso
de antifingicos podria disminuir la sensibilidad de la
prueba'® aumentando el nimero de resultados falsamente
negativos. Sin embargo, faltan mayores estudios que
evaltiien este aspecto o si, eventualmente, LDF tendria
alguna utilidad en el seguimiento de la respuesta terapéu-
tica de los pacientes con EFI. Otra consideracion a tener
presente para explicar el menor desempefio al esperado
es haber procesado muestras congeladas por mas de seis
meses; dos estudios han utilizado muestras conservadas
en similares condiciones hasta por seis afios'®!” sin afectar
el desempefio observado.

Este aflo se ha publicado interesantes resultados de un
estudio austriaco con muestras de LBA de 23 pacientes
con cancer hematoldgico y cinco pacientes criticos en que
se evaluo una nueva version de LFD (OLM Diagnostics®)
y se comparo con el prototipo utilizado en nuestro estudio,
observando una mayor sensibilidad y especificidad: 71 y
100% con la nueva version vs. 64 'y 64% con el prototipo
previo'®,

En la medida que el test se encuentre disponible para
uso rutinario, se debera establecer su incorporacion en
los protocolos diagnésticos de Al. Considerando sus
caracteristicas en cuanto al breve tiempo de obtencion
de resultados, baja demanda de recursos y eventuales
bajos costos, podria plantearse su uso como parte de una
vigilancia mas intensiva que la que es posible realizar con
GM en la actualidad. Este tipo de estrategia debera ser
evaluada en un estudio disefiado para este fin.

Esta experiencia nos permite sefialar que LFD es un
test de facil realizacion no requiriendo de un laboratorio
de gran complejidad. No obstante, el procesamiento de las
muestras de suero necesita de un paso de centrifugacion
y calentamiento, lo cual limita su uso como prueba al
lado de la cama del paciente (“point of care testing”).
Otro aspecto a sefialar es la importancia de mejorar la
estandarizacion de la lectura del resultado para aquellos
que presentan dificultad en la interpretacion, a fin de

eliminar la subjetividad del evaluador. La existencia de
una nueva version de LFD plantea el desafio de conocer
si el rendimiento en muestras de suero o de otro tipo y
en diferentes grupos de pacientes se logra replicar el
beneficio observado en LBA'S, para lo que se requeriran
nuevos estudios que respondan estas preguntas.

En conclusion, los resultados obtenidos en este trabajo
sugieren una adecuada sensibilidad del test lo que podria
otorgarle un valor como prueba de cribado para Al en
pacientes de alto riesgo. Sin embargo, dada la baja es-
pecificidad, de considerarse su uso en la practica clinica,
todo resultado positivo debera ser confirmado con otras
pruebas diagndsticas.

Previo a su incorporacion, se hace necesario contar
con mas informacion proveniente de nuevos estudios
que permitan establecer la validacion de esta prueba en
un rol de cribado, definir su rendimiento en estrategia
de vigilancia o para el seguimiento de casos de Al en
terapia antifungica, establecer su rol en diferentes grupos
de pacientes y conocer su aporte en la potenciacion del
proceso diagnodstico con el uso combinado de examenes
serologicos y de biologia molecular, entre otros.

Resumen

Introduccion: El diagnostico de aspergilosis invasora
(AI) se realiza mediante criterios clinicos y microbiologi-
cos los que incluyen marcadores séricos. Recientemente,
el test inmunocromatografico Aspergillus lateral flow
device (LFD), ha sido evaluado como método para diag-
nostico de Al. Objetivo: Evaluar el desempefio de este
test para el diagndstico de Al. Material y Método: Estudio
transversal en que se evaluaron muestras de suero y lavado
bronco-alveolar (LBA) procesadas para galactomanano
provenientes de pacientes adultos con sospecha de Al,
atendidos en el Hospital Clinico de Red de Salud UC-
CHRISTUS. Resultados: Se proceso un total de 142
muestras de 98 pacientes, correspondientes a Al probada
5,6%, Al probable 41,5%, Al posible 12,7% y ausencia de
AT40,1%. Al confrontar los resultados con las categorias
diagndsticas segun criterios EORTC/MSG se obtuvo una
sensibilidad y especificidad de LFD para diagndstico de
Al de 70,9y 53,5% para muestras de suero y 83,3 y 38,5%
para muestras de LBA. La concordancia entre galactoma-
nanoy LFD fue de 62,4% (54,1-69,9) con un indice Kappa
de 0,202 (0,03682-0,3669). Conclusiones: Aspergillus
LFD present6 una adecuada sensibilidad; sin embargo,
la especificidad fue baja por lo que un resultado positivo
requiere ser confirmado.
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