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INTRODUGAO

Infeccdes fungicas sistémicas sdo uma frequente cau-

Resumo

Os fungos do género Aspergillus constituem um dos principais causadores de infecgdes
oportunistas em pacientes imunossuprimidos. Dentre as manifestagées pulmonares que
podem ser causadas por Aspergillus, a mais grave é sem ddvida a aspergilose pulmonar
invasiva (API), uma infec¢do que vem apresentando um aumento significativo em sua
frequéncia nos Ultimos anos. Levando em conta a imunossupressao do paciente e a difi-
culdade do diagnéstico clinico, a AP| apresenta um prognéstico bastante reservado, po-
dendo inclusive levar o paciente a 6bito. Com o objetivo de aumentar as chances de
recuperagao do paciente, uma busca constante de exames que possam indicar precoce-
mente a presenca de Aspergillus sp. no paciente vem sendo realizada. Um dos mais
recentes avangos no diagnéstico de API esta relacionado com a detecgdo do agente
causador da doenga por meio da realizagédo de métodos moleculares (PCR) e também
com a detecgéo de antigenos do Aspergillus em fluidos corporais, com énfase especial
para a galactomanana e o (13)-B-D-glucano. Apesar de parecerem promissores, tais méto-
dos ainda nédo sao utilizados rotineiramente e existem poucos estudos conclusivos a
respeito de seu uso. A finalidade deste trabalho é avaliar imparcialmente as vantagens e
desvantagens de sua utilizagao, bem como sua performance individual e combinada.
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As infecgbes pelas espécies de Aspergillus causam
um largo espectro de doengas nos humanos dependendo
do estado imune do hospedeiro. Dentre as manifestacdes

sa de morte em pacientes imunocomprometidos, com cres-
centes taxas de incidéncia e mortalidade. Os mais frequen-
tes agentes patolégicos, causadores de mais de 90% de
todas as infecgdes fungicas sdo a Candida sp. e o Asper-
gillus sp."

O género Aspergillus representa um grupo de micror-
ganismos aos quais somos frequentemente expostos, ja que
suas espécies sé@o saprobios onipresentes na natureza. Este
grupo de fungos é constituido por aproximadamente 180
espécies, mas apenas 34 sdo consideradas patogénicas
para o ser humano. O Aspergillus fumigatus é a espécie
mais comumente envolvida nos casos de aspergilose,® mas
ha outros representantes que também podem ser respon-
saveis pelo desenvolvimento das infec¢des, embora numa
frequéncia menor. Sao eles o Aspergillus flavus,o
Aspergillus niger e o Aspergillus terreus.(3)

que podem ser causadas pelo Aspergillus, a mais grave é
sem duvida a aspergilose pulmonar invasiva (API), uma in-
feccdo de natureza sobretudo nosocomial, que vem apre-
sentando um aumento significativo em sua frequéncia nos
Ultimos anos, paralelamente com o aumento do nimero de
pacientes com baixo status imunolégico.

Em relacdo aos fatores que predispéem o hospedei-
ro ao desenvolvimento de uma infecgéo por Aspergillus, os
maiores responsaveis pelo desenvolvimento da forma
invasiva da doenga seriam os casos de neutropenia e de
transplante de medula 6ssea (TMO) e 6rgaos solidos. A
frequéncia da APl encontra-se entre 5% e 15% em pacien-
tes submetidos a transplantes de 6rgaos sélidos, 8% a 15%
em pacientes que realizaram TMO e aproxima-se de 70%
ap6s 34 dias de neutropenia em individuos com qualquer
malignidade hematolégica.*” Além de frequente, a APl nes-
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ses pacientes apresenta uma alta taxa de mortalidade, que
atinge 94% em alguns estudos,*58% mas que predominan-
temente gira em torno de 58%.("0

Em suma, o prognéstico ndo favoravel da API é conse-
guéncia tanto da imunossupresséo do paciente quanto da
dificuldade do diagnéstico clinico, ja que a doenga nédo apre-
senta sintomas especificos. Em virtude destes fatores, ge-
ralmente ocorre um atraso no inicio do tratamento, podendo
resultar na morte do paciente. De fato, o diagnédstico preco-
ce é um fator fundamental para a diminuigdo da mortalida-
de. Porém, infelizmente, a identificagéo do fungo néo costu-
ma passar de 30% dos casos e por isso existe uma busca
constante de exames que possam indicar a presencga de
Aspergillus sp. no paciente imunodeprimido.™

Até agora, o padrao ouro para diagnosticar a asper-
gilose invasiva é o exame histopatolégico ou citopatolégico
pulmonar obtido por toracoscopia ou biépsia do pulméo. A
presenca de hifas no tecido analisado juntamente com a
cultura positiva para Aspergillus do mesmo local onde a
amostra foi colhida é diagnéstico de API. Entretanto, por ser
um procedimento invasivo, a biépsia do local afetado é difi-
cilmente realizada em razéo do grande risco de hemorragia
em pacientes com trombocitopenia.(? Além disso, outro
grande problema relacionado com a analise histopatol6gica
é a dificuldade em distinguir o Aspergillus de outros fungos
filamentosos como Penicillium spp. e Scedosporium spp.,
ja que os mesmos apresentam caracteristicas morfolégicas
semelhantes e nédo especificas.("®

A preparacéo da cultura das amostras coletadas, seja
de sangue ou escarro, também néo é considerada um mé-
todo diagnéstico indicado em razao de possuir sensibilida-
de muito baixa, girando em torno de 25%. Além disso, uma
cultura positiva nem sempre é indicativa da forma invasiva
da doenca, ja que resultados falso positivos podem surgir
em casos de colonizagdo ou contaminagéo.™ Por sua vez,
apesar da cultura de Aspergillus sp. poder definir as op-
¢Oes terapéuticas mais indicadas por meio da posterior re-
alizacao do teste de suscetibilidade a antifingicos — certas
espécies como A. terreus apresentam resisténcia a
anfotericina B,(™® o fato de apresentar um crescimento lento
e de s6 se tornar positiva quando a doenca se encontra em
estagio avancgado inviabiliza a utilizacdo deste método como
diagnoéstico padrao.(™

Outro método comumente utilizado na identificacéo da
API é a tomografia computadorizada do térax do paciente.
O principal achado seria a presenga de um halo em volta de
pequenos nédulos com crescente formacéo de ar. Estes si-
nais sdo caracteristicos da aspergilose pulmonar invasiva
em pacientes neutropénicos, mas, também, ndo constitui um
método diagnédstico padrdo em razao de ser relatado em
uma variedade de outras doengas pulmonares.('®

Com o objetivo de aumentar as chances de recupera-
cédo do paciente, uma busca constante de exames nao
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invasivos, rapidos e que possam indicar a presenca de
Aspergillus sp. no paciente com um alto indice de sensibili-
dade e especificidade vem sendo realizada. Recentemen-
te, esta pesquisa tem focado na detecc@o de marcadores
circulantes provenientes do proprio fungo em questéo.('”

Um dos mais recentes avangos no diagnéstico de API
esta relacionado com a detecc¢éo de antigenos de Asper-
gillus sp. nos fluidos corporais. Os principais antigenos sao
a galactomanana e o B-D-glucano, componentes da pare-
de celular do fungo liberados durante seu crescimento.

Outro método diagnéstico que vem ocupando uma
posicéo de crescente destaque em laboratérios de pesqui-
sas médicas e biolégicas é a Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), na qual é possivel detectar o DNA do
agente causador da doenga por meio da replicacéo in vitro
de uma sequéncia alvo caracteristica do microrganismo
pesquisado.

Uma série de estudos vem sendo realizada recente-
mente com o objetivo de analisar a validade destes méto-
dos de diagnéstico. Neste trabalho foi avaliado, por meio
de uma revisao bibliografica, qual destes métodos apresenta
maior vantagem na detecgéo do Aspergillus, a fim de tratar
a API precocemente, diminuindo, entéo, os altos niveis de
mortalidade desta doenca.

Para a realizacao da pesquisa, a base de dados utili-
zada foi o Pubmed e as palavras-chave pesquisadas inclu-
iram os termos "Aspergillus", "PCR", "antigen detection",
"galactomannan”, bem como a sua combinac¢do. De todos
os 59 resultados, somente nove foram condizentes com os
objetivos do estudo e, além destes, as referéncias biblio-
graficas dos artigos pesquisados também foram revisadas
a procura de materiais que pudessem contribuir para o tra-
balho.

DIAGNOSTICO LABORATORIAL
Deteccao de antigenos

A deteccéo de antigenos circulantes para o diagnés-
tico de aspergilose invasiva foi primeiramente relatada em
1978. O primeiro kit de deteccédo de antigenos do
Aspergillus era baseado na técnica de aglutinagéo indire-
ta com particulas de latex para deteccdo da galacto-
manana, sendo rapidamente substituido em 1995 com a
disponibilizagdo do ELISA (Platelia Aspergillus EIA), en-
saio recentemente aprovado pelo FDA para utilizagdo no
diagnostico da aspergilose invasiva quando realizado com
amostras de soro."®

A galactomanana é um polissacarideo que faz parte
da camada externa da parede celular de Aspergillus, sen-
do liberada durante seu crescimento. A técnica baseia-
se num ELISA sanduiche e utiliza anticorpos monoclonais
(EB-A2) de ratos que foram imunizados ao entrar em con-
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tato com cepas de Aspergillus fumigatus. Tais anticorpos
reconhecem o epitopo de galactofuranose da galac-
tomanana, ligando-se a eles.(" Estes anticorpos reagem
com diversas espécies de Aspergillus, incluindo A.
fumigatus, A. flavus, A. niger, A. versicolor e A. terreus,
além de reconhecerem exoantigenos presentes em cepas
de géneros fungicos variados, como o Penicillium,
Trichophyton, Cladosporium, Alternaria, Fusarium,
Rhodotorula, entre outros.

Por essarazao, apesar de ser um método relativamen-
te facil de serrealizado, é necessario muito cuidado duran-
te a coleta, manipulacao, transporte e, principalmente, du-
rante o manejo do material biolégico na realizacédo do teste
em si, a fim de evitar a contaminacdo do material biol6gico
com outras espécies fungicas que também possuem galac-
tomanana. O teste também necessita de profissionais ca-
pacitados e com performances reprodutiveis, ja que o en-
saio possui um valor relativamente alto.

A detecc¢éo da galactomanana em amostras biol6gi-
cas serve tanto para o monitoramento de pacientes susceti-
veis ao desenvolvimento de aspergilose invasiva quanto para
a avaliacdo da terapia realizada em pacientes ja diagnosti-
cados. Os indices de sobrevivéncia eram maiores em paci-
entes cujos niveis de antigenos diminuiam durante a tera-
pia. Por outro lado, niveis em constante aumento constitui-
am casos com mau prognéstico. Tais casos poderiam ser
resultantes de um diagnéstico tardio, em que o tratamento
foi iniciado muito tardiamente, ou de outro tipo de infecgéo,
requerendo a mudanca do tratamento.”

Amostra utilizada

A deteccgédo da galactomanana é predominantemente
realizada em amostras de soro. Entretanto, apesar dos tes-
tes ainda ndo serem incluidos nos padrdoes do FDA pela
auséncia de padronizacao, a presenca deste antigeno tam-
bém pode ser detectada por meio da analise de tecidos e
de outros fluidos biolégicos, incluindo o lavado bronco-
alveolar, liquor e urina.™®

Recentemente, a analise do lavado bronco-alveolar
(LBA) vem ocupando uma posicao de crescente destaque
na pesquisa da galactomanana. Diversas pesquisas vém
sendo realizadas, mas o cut-off padrao que deve ser utiliza-
do ainda nao foi definido. Certos estudos mostram que, além
de ser obtido de forma segura, o LBA apresenta maior sen-
sibilidade (60%-100%) e especificidade (82%-100%) quan-
do comparado ao soro em amostras de pacientes imuno-
deprimidos.?" Acredita-se que estes bons resultados este-
jam diretamente relacionados com o fato dos pulmdes e das
vias aéreas inferiores serem os locais mais seriamente afe-
tados pelo Aspergillus, ja que a principal via de penetragéo
de Aspergillus sp. no homem e nos animais é a via
inalatéria.®® Consequentemente, a presenga do fungo aca-
ba por liberar quantias maiores de galactomanana nestas
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regides, melhorando a sensibilidade diagnéstica da APl com
esta amostra.®

Entretanto, este mesmo estudo relata que a deteccéo
da galactomana no soro foi mais rapida quando compara-
da com a amostra de LBA. Isso ocorreu em razao da
broncoscopia e obtengéo do LBA ter sido realizada somen-
te apods a visualizacéao de infiltrados pulmonares na tomo-
grafia computadorizada. O estudo mostrou que a detecgéo
da galactomanana no soro pode ser feita antes que os
infiltrados pulmonares tornem-se visiveis nos exames de
imagem. Logo, por se tratar de um método mais invasivo
que aretirada de uma amostra de sangue, o LBA, por ques-
tdes éticas, foi coletado somente apos o aparecimento de
evidéncias indicativas de API, mostrando entdo uma des-
vantagem em relacéo a este tipo de amostra.?¥ Entretanto,
se fossem realizadas concomitantemente, o estudo de HSU
etal.?"mostra que o tempo para a amostra de LBA positivar
seria menor quando comparado a amostra de soro. Tal di-
ferenca de tempo seria atribuida ao maior tempo que os
fungos levariam para romper a barreira capilar-alveolar e
alcancar a corrente sanguinea.®

As amostras de LBA, porém, apresentam outras des-
vantagens, como a colonizagdo comensal das vias aére-
as do paciente por fungos que incluem o préprio
Aspergillus sp. e Penicilium sp., que, conforme dito, tam-
bém apresenta a galactomanana em sua composicao
celular. Além disso, a quantidade de galactomanana de-
pende diretamente de diversos fatores que variam muito
no LBA, incluindo a quantidade de salina instilada duran-
te a broncoscopia, a area lavada, o tempo gasto na lava-
gem e a quantidade de fluido retirado para andlise. Exis-
tem dificuldades na padronizacgéo destes fatores ja que,
por exemplo, a instilacdo de 40 mL a 60 mL de salina
numa crianga seria excessiva, ao passo que, num adulto,
poderia ser insuficiente.?"

A deteccédo da galactomanana também pode ser fei-
ta na urina, apresentando uma sensibilidade mais baixa
que o soro, e no liquor, quando ha chances da aspergilose
ter se disseminado para o sistema nervoso central. Alguns
estudos demonstram que a detecc¢do de galactomanana
no liquor pode ser até mesmo mais sensivel que a realiza-
¢do de cultura e PCR.(1729)

Fatores interferentes

Uma meta-andlise realizada em 2006 relatou que o
método apresenta indices de sensibilidade e especificidade
de 79% e 86%, respectivamente, apresentando uma preci-
sdo de 89% nos resultados obtidos.("® Na maioria dos estu-
dos, a especificidade do ELISA era maior que 85%, entre-
tanto, apesar dos estudos usados para a aprovacao do FDA
mostrarem uma sensibilidade de 80%, em outros estudos a
sensibilidade oscilava consideravelmente entre 29% e
100%.(17:26)
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Existem diversas razdes que poderiam justificar estas
diferencas, podendo estar relacionadas ao fungo, ao hos-
pedeiro ou ao préprio método. Em relagéo aos fatores rela-
cionados ao fungo, estad a quantidade variavel de epitopos
que cada espécie do fungo possui. Sabe-se que séo ne-
cessarios no minimo quatro epitopos de galactofuranose
para que haja a ligacado do anticorpo EB-A2. Por essa ra-
zao, amostras que contém menos que quatro sitios de liga-
¢ao disponiveis ndo serdo detectadas pelo ELISA.?" Estu-
dos mostram que grande parte dos epitopos podem se tor-
nar indisponiveis em razao de sua ligagdo com componen-
tes sanguineos, incluindo anticorpos®® e outras proteinas
humanas. E por essa razao que o primeiro passo do méto-
do consiste numa lavagem da amostra para retirar possi-
veis substancias interferentes. A presenga de abcessos tam-
bém dificulta a liberacao de antigenos na circulagéo, muitas
vezes tornando-os indetectaveis.®

Outro fator de extrema importancia seria a quantidade
de nutrientes necessarios para a liberacdo da galacto-
manana pelos fungos. Em areas necrosadas, em que a quan-
tidade de nutrientes como o carbono e o oxigénio encontra-
se diminuida, a liberagcédo de antigenos é perceptivelmente
menor.("

Quando o soro é a amostra analisada na procura da
galactomanana, fatores como a chegada do antigeno a cir-
culagéo também sao relevantes. Assim que inalados, os
conidios do Aspergillus se depositam nos alvéolos pulmo-
nares. Dependendo do sfatus imune do hospedeiro, o fun-
go pode ficar restrito as vias aéreas ou invadir a corrente
sanguinea do hospedeiro, se disseminando e caracterizan-
do a forma invasiva da doencga. Existem duas teorias que
justificam o alcance da corrente sanguinea pelo fungo, sen-
do elas a difuséo livre através dos capilares e a formacao
de novos vasos sanguineos (angiogénese), justificavel em
razao da grande quantidade de antigenos geralmente pre-
sentes na circulagao. Acredita-se que o grau de angiogénese
seja dependente de fatores como a baixa imunidade do
hospedeiro, a condicdo patologica que levou o paciente a
desenvolver a aspergilose invasiva (pacientes mais imuno-
comprometidos, como pacientes que passaram por trans-
plante de medula 6ssea) e possivel uso de medicacdes
imunossupressoras (corticoides e ciclosporina), agentes
citotéxicos e radiacéo.

Diversos fatores metodolégicos e relacionados ao
hospedeiro também interferem diretamente nos resultados
obtidos. Um dos fatores que devem ser levados em conta é
o tipo de populagédo em que o teste é realizado. Estudos
indicam que a incidéncia de aspergilose invasiva é maior
em pacientes que fizeram transplante de medula 6ssea e
neutropénicos, seguidos entdo por pacientes que realiza-
ram transplante de 6rgéos solidos. A precisédo dos resulta-
dos torna-se maior nas populacdes que possuem de fato
maior chance (> 5%) de apresentarem Al (maior valor
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preditivo positivo (VPP)) e deve ser, portanto, restrito a es-
tes grupos.('"3% Foi relatado no estudo publicado por
Maertens et al. em 1999G" e em 20022 uma sensibilidade
equivalente ou maior que 90% em pessoas com extrema
imunossupressao, mas consideravelmente menor em paci-
entes com outros tipos de patologias imunossupressoras
(como o transplante de pulmdes, figado e doencgas
granulomatosas cronicas). E interessante destacar que este
método é considerado inviavel em pacientes imunocom-
petentes, segundo estudo de Nguyen et al.®® Neste estudo
viu-se que nenhum caso de Al foi diagnosticado pela
deteccdo de galactomanana em amostras de LBA além dos
casos ja diagnosticados pelos métodos convencionais,
como a cultura e a microscopia feitas a partir de biopsias,
ndo nocivas em pacientes imunocompetentes. Além disso,
em um dos casos analisados, a positividade do ELISA se-
guida pela administragcéo de antifingicos resultou no atraso
do tratamento da tuberculose de um paciente, implicando
em sua morte.

Outro fator interferente nos resultados seria a classifi-
cacao dos casos de acordo com a definicdo recomendada
pelo Grupo de Infec¢gdes Fungicas Invasivas da EORTC —
European Organisation for Research and Treatment of
Cancer e o Grupo de Micoses do NIAID — National Institute
of Allergy and Infectious Diseases. Dentre as trés classifi-
cacdes definidas (casos provados, provaveis e possiveis),
os casos possiveis s@o geralmente excluidos das andlises
em razéo de apenas 15% a 25% dos casos apresentarem
confirmacgéo de APL.GY S&o esses os casos que incluem pa-
cientes imunocompetentes e que geralmente né@o se encon-
tram em grupos de alto risco, aos quais a detecgéo de
galactomanana ndo é compensadora.

Ja em relagdo aos fatores metodolégicos que podem
interferir nos resultados obtidos, destaca-se a escolha do
cut-off ideal. O teste possui um cut-off controle de aproxi-
madamente 1 ng de galactomanana/mL e um controle ne-
gativo. Adensidade 6ptica (DO) da amostra que foi medida
ap6s as incubacgdes deve ser dividida pela densidade 6ptica
do cut-off controle e o resultado é expresso como "indice de
galactomanana", sendo considerado positivo quando pos-
sui resultados iguais ou maiores que 0,5, 1,0 ou 1,5, depen-
dendo do pais onde foi realizado.

Pelo fato de causar variagdes significativas nos resul-
tados, a definicdo do cut-off ideal vem sendo alvo de dis-
cussao desde a disponibilizagcdo do ensaio. Na Europa, uti-
liza-se o cut-offde 1,5 recomendado pelo fabricante. Ja nos
EUA, utiliza-se um cut-off de 0,5. Um estudo realizado em
2010 por Hsu et al.?" relata que o cut-offindicado para amos-
tras de LBA é de 1,1 (neste cut-off, a sensibilidade e a espe-
cificidade foram de 100% e 98%, respectivamente, sendo
que a especificidade foi reduzida em 30% com a diminui-
¢ao do cut-off para 0,5). Apesar dos titulos dos antigenos
serem considerados mais importantes que o cut-off em si,
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a falta de padronizacéo interfere diretamente na interpreta-
¢do dos resultados.!"” Herbrecht et al.? relataram uma
especificidade de 99,4% utilizando um cut-offde 1,5, 93,9%
comum cut-offde 0,7 e 88,7% com um cut-off de 0,6. Becker
et al.?®® relataram que a especificidade de 95% com um cut-
off de 1,5 baixou para 93% com um cut-off de 1,0 e para
89% com um cut-off de 0,7. Em 2004, Maertens et al.®® tam-
bém relataram alteracdes semelhantes de acordo com o cut-
off utilizado. Entretanto, apesar da especificidade reduzir
15% com areducéo do cut-off de 1,0 para 0,5, quando dois
resultados positivos eram obtidos em vez de apenas um, a
especificidade do método aumentava em 13%, apesar da
utilizacao de um cut-off de 0,5. Tal variagdo também nos leva
a descrever a importancia da repeticdo de um teste positi-
vo a fim de se determinar a real positividade de uma amos-
tra. Em pacientes com aspergilose pulmonar, como os indi-
ces de galactomanana aumentam de menos que 0,5 para
mais que 1,0 no periodo de dois a trés dias, recomenda-se
que a obtencdo e a andlise de amostras sejam feitas duas
vezes por semana a fim de se detectar a patologia preco-
cemente. Acredita-se que o aumento nos indices de galac-
tomanana sejam indicativos da evolugao da doenga." En-
tretanto, a dupla positividade pode ser alterada pelo cut-off
utilizado ja que o cut-off de 1,5, por ser consideravelmente
alto, pode levar a atrasos no inicio do tratamento, bem como
aresultados falso negativos.!"® Por sua vez, o cut-off de 0,5
é considerado por muitos como sendo um indice muito bai-
X0 e ndo confirmatério da doenca. Por vezes, resultados po-
sitivos com cut-offs baixos podem ser descritos em pacien-
tes colonizados com o fungo. Entretanto, Husain et al.®® evi-
denciam que a colonizagéao fungica em pacientes transplan-
tados pode ser preocupante, ja que muitos, em seguida, vi-
eram a desenvolver aAl.

Resultados falso positivos/negativos

Uma série de outros fatores também pode estar rela-
cionada a resultados falso positivos. Dentre eles, um que
merece destaque é o uso de antibiéticos betalactamicos,
como a amoxicilina em associagdo ou ndo com o acido
clavulanico e a piperacilina-tazobactam. Como estes sao
produtos resultantes da fermentagéo de Penicillium, fungo
que também possui a galactomanana em sua composicgéao,
o uso destes antibi6ticos estéa relacionado ao aparecimen-
to de resultados falso positivos.®” A galactomanana néo foi
detectada em nenhuma outra classe de antibiéticos. 839

Estudos mostram que a infusé@o da solucédo para re-
posicéo de eletrélitos Plasma-Lyte e o uso de ciclo-
fosfamida também resultam no aparecimento de reagées
falso-positivas.(?6:40:41

Resultados falso positivos também ocorrem numa
frequéncia maior em criangas, sobretudo em prematuros.
Tais resultados seriam decorrentes da ingestdo de alimen-
tos que contém galactomanana (como o leite) e da coloni-
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zacao do intestino por bactérias do género Bifidobacterium
sp.“#" Tais bactérias produzem antigenos que reagem com
o ELISA. Além disso, criangas, sobretudo neonatos, ainda
ndo apresentam o pleno desenvolvimento de sua parede
intestinal, facilitando a absor¢éo de galactomanana por meio
da alimentag&o.®44142)

A absorcéo elevada da galactomanana por meio da
alimentacao também ocorre em pacientes que realizaram
transplante de medula 6ssea. Tal aumento ocorre em razéo
das lesdes da mucosa intestinal causadas nas duas primei-
ras semanas apos as sessdes de quimioterapia realizadas
nestes pacientes.®%

Outros fatores relacionados com resultados falso po-
sitivos sdo consequéncia da colonizagéo por Aspergillus (in-
terferindo predominantemente em amostra de LBA) e da
reatividade cruzada com outros fungos, predominantemen-
te pertencentes aos géneros Candida e Penicillium, e bac-
térias, incluindo enterococos, estafilococos e Escherichia
coli, microrganismos considerados comensais.

Interferentes raros como a contaminacao de amostras
de sangue com swab de algodao®® e alimentacéo enteral
com proteinas de soja“4 também foram identificados como
possiveis causadores de resultados positivos.

Resultados falsamente negativos também séo relativa-
mente comuns neste método, principalmente em razao de
cut-offs elevados e do uso de profilaxia antifungica. Quando
o paciente faz uso de algum tipo de terapia antifungica, a
deteccao de antigenos no sangue é atrasada e a concentra-
¢do no soro acaba sendo reduzida, resultando numa menor
sensibilidade e especificidade.* Marr et al.“®) descreveram
que os indices de sensibilidade cairam de 87% em pacien-
tes que nao fizeram uso de profilaxia para 20% em pacientes
que receberam uma terapia antifingica previamente.

Além disso, outros fatores que podem gerar resulta-
dos falso negativos incluem frequéncia inadequada da rea-
lizacdo de testes, pacientes com poucas manifestagdes ca-
racteristicas de Al, pequeno volume de amostras e conser-
vagdo da amostra acima do tempo recomendado.('®

Entretanto, apesar dos multiplos fatores que podem
levar a obtencéo de falsos resultados, as diferencas ciné-
ticas da galactomanana em casos de resultados falso posi-
tivos, caracterizada pelo aumento abrupto e acentuado deste
antigeno, podem ser corretamente interpretadas por profis-
sionais qualificados. Além disso, o baixo limite de detecgéo
da galactomanana (<1 ng/mL)“") e a rapidez de sua realiza-
¢éo (4 horas) e deteccédo, precedendo achados radiol6gi-
cos em pelo menos uma semana, faz do Aspergillus Platelia
EIA (ELISA) uma opgéo valida no diagnéstico da aspergilose
invasiva.

(1 = 3)-p-D-glucano (BDG)

Outra medida que pode ser utilizada no diagnéstico
de infec¢des fungicas invasivas consiste na detecgéo sérica
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ou plasmatica de (1—3)-B-D-glucano (BDG), um conjunto
de moléculas antigénicas constituintes da parede celular de
uma ampla gama de espécies de fungos, incluindo os prin-
cipais agentes patogénicos causadores de infec¢des
invasivas, Candida e Aspergillus.*®» O BDG também faz
parte da parede celular de algumas plantas e algas, mas é
ausente em virus, procariotos e células humanas. Por essa
razao, sua presencga no sangue e em outros fluidos biolégi-
cos estéreis pode ser um marcador interessante da
deteccéo de tais infecgdes.*

Entretanto, em razédo de sua presenca ser detectada
na presenca de grande parte das espécies fungicas, este
método acaba falhando no estabelecimento de um diagnés-
tico especifico, como a API, servindo apenas na constatagéao
de que ha uma infecgéo flingica estabelecida.™ Todavia, ape-
sar de nao se tratar de um ensaio especifico, o diagnédstico
diferencial de micoses sistémicas (incluindo as causadas por
Candida e Aspergillus) pode ser facilmente realizado com
base em achado clinicos e radiolégicos.®® E interessante
notar que seus indices foram negativos na presenca de infec-
¢Oes nao sistémicas, como a candidiase oral e ndo se eleva-
ram acima de 20 pg/mL em casos de colonizagao oral, urinaria
e bronquial, diminuindo os casos falsos positivos.®'%)

Para a realizacdo do método utiliza-se um extrato
aquoso de amebdécitos do caranguejo-ferradura (Limulus
polyphemus), comumente utilizado na deteccéo de
endotoxinas bacterianas em numerosos produtos farmacéu-
ticos. Este extrato possui dois fatores de coagulagéo: o fa-
tor C, sensivel as endotoxinas e o fator G, sensivel ao (1+3)-
-D-glucano. Tal descoberta foi confirmada pelo fato do ex-
trato livre de fator G ser especifico na detecgédo de
endotoxinas,®® ao passo que o extrato livre de fator C torna-
se especifico na detecgéo do antigeno fungico.®4 O princi-
pio do método consiste na capacidade que o BDG tem de
iniciar a cascata de coagulacédo pela ativagéo do fator G,
acionando um substrato cromogénico que posteriormente
possibilitara a leitura do resultado com base na intensidade
da cor formada.

E interessante notar que o extrato de dois tipos de car-
rapato ferradura podem ser utilizados. Além do Limulus
polyphemus, conhecido popularmente como o carrapato fer-
radura americano, o extrato obtido do Tachypleus triden-
tatus, carrapato japonés, também pode ser utilizado. Ape-
sar dos extratos de ambos apresentarem um limite de
deteccdo de 1 pg/mL, estudos mostram que o limiar de
positividade do extrato de T. tridentatus apresenta-se 2,5
vezes maior em estudos.® Estudos realizados por Obayashi,
em 1995,52 recomendam um cut-off de 20 pg/mL para os
ensaios que utilizam o extrato proveniente de T. friden-
tatus, e Senn et al.,®®em 2008, por sua vez, sugeriram
que um unico resultado acima de 11 pg/mL ou dois resul-
tados >7 pg/mL seriam suficientes para definir a positi-
vidade das amostras obtidas.
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Por outro lado, recomenda-se que os ensaios que fa-
zem uso do extrato de L. polyphemus utilizem um cut-offde
60 pg/mL, de acordo com pesquisa realizada por Odabasi
etal., %9 em 2004, ou de 80 pg/mL, conforme estudo publi-
cado por Ostrosky-Zeichner et al.,” em 2005, reforgando
os dados de maior limiar de positividade do extrato. Entre-
tanto, apesar desses dados, o teste aprovado pelo FDA em
2004 utiliza o extrato do carrapato americano.

Os indices de sensibilidade e especificidade referen-
tes a deteccao de (1—+3)-pB-D-glucano apresentam-se con-
troversos em diversos estudos. Da mesma forma que a
galactomanana, tais resultados também se relacionam di-
retamente com o cut-off escolhido. No artigo de Pickering
et al.,®® em 2005, os indices de sensibilidade e
especificidade foram de 92,9% e 100% com o cut-off de 80
pg/mL e de 97% e 93% com o cut-off de 60 pg/ mL Utilizan-
do ainda o cut-off de 60 pg/ mL, o estudo realizado por
Odabasi et al.,®® em 2004, mostrou resultados de sensibi-
lidade e especificidade de 100% e 90% com uma amostra
analisada e, quando duas amostras eram utilizadas, os in-
dices resultantes foram de 65% e 96%. No estudo realizado
por Obayashi,® em 1995, cujo cut-off utilizado foi de 20 pg/
mL, os indices foram de 90% (sensibilidade) e 100% (especi-
ficidade). Com base em tais resultados, podemos concluir
que a sensibilidade e especificidade do método tende a
diminuir com o aumento do cut-off utilizado e com a analise
de pelo menos duas amostras. Isso acaba por se tornar um
empecilho, ja que a analise de pelo menos duas amostras
por semana é recomendada em razao da concentracdo de
(1—=3)-p-D-glucano se elevar de 60 pg/mL para mais de
360 pg/mL e de 90 pg/mL para 120 pg/mL no curso de cinco
dias.“®

Ja outros estudos relatam resultados nao tédo promis-
sores, reportando valores de sensibilidade variantes entre
50% e 63%, resultados consideravelmente menores quan-
do comparados a outros métodos como a PCR e o
ELISA.“9%8)

A concentracéao de (1—+3)-p-D-glucano é dependente
de multiplos fatores relacionados ao hospedeiro e ao agen-
te causador da infeccdo. As propriedades angioinvasivas
do fungo e a estrutura e peso molecular do antigeno libera-
do interferem na sua detec¢é@o. Quanto aos fatores interfe-
rentes relacionados ao hospedeiro, destaca-se o nivel de
imunossupressao e invasado do patégeno, os 6rgéos envol-
vidos e a taxa de filtracdo glomerular do paciente, ja que
moléculas de (1—>3)-p-D-glucano de baixo peso molecular
sao eliminadas por via renal. E interessante notar que molé-
culas maiores deste antigeno costumam ser retidas no figa-
do para serem posteriormente destruidas pelas células de
Kuppfer. Entretanto, é necessario atentar para a possibili-
dade do paciente apresentar disfungdes hepaticas, levan-
do aresultados repetidamente positivos mesmo ap6s a cura
dainfecgéo fungica.(505%-62)
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Infelizmente, o aparecimento de resultados falso posi-
tivos também foi amplamente relatado durante a deteccéo
de (1+3)-B-D-glucano, reduzindo a especificidade do tes-
te. Pacientes que realizaram hemodialise com a utilizagéo
de membranas derivadas de (1-+>3)-3-D-glucano e pacien-
tes que fizeram uso de imunoglobulina intravenosa, 4 albu-
mina ou outros componentes sanguineos comerciais(®%57)
apresentaram resultados falsamente positivos. Sabe-se que,
durante a preparacéo destas solugdes, utilizam-se filtros de
celulose ricos em BDG.

A utilizagao de terapia antimicrobiana derivada de fon-
tes fungicas (incluindo colistina, ertapenem, cefazolina,
trimetoprim-sulfametoxazol, cefotaxime, cefepime, ampi-
cilina-sulbactam e amoxicilina e acido clavulanico),% a
presenca de bactérias Gram positivas na corrente sangui-
nea e a utilizacdo de gaze em procedimentos cirirgicos tam-
bém parece ser fonte de (1—>3)-p-D-glucano. Inclusive, no
estudo realizado por Mohr et al.,em 2005, notou-se que
pacientes que fizeram uso de gaze apresentaram resulta-
dos falso positivos para BDG nos primeiros trés dias ap6és
arealizagao da cirurgia. E interessante ressaltar que a utili-
zacao dos antibiéticos azitromicina e pentamidina inibem a
deteccao de (1>3)-B-D-glucano, levando ao aparecimento
de resultados falso negativos.)

O dano nas mucosas gastrointestinais em pacientes
que realizaram sessées de quimio ou radioterapia também
pode acabar levando a absorgéo de (1+3)-3-D-glucano por
fontes alimentares ou acabar possibilitando a entrada de
fungos patogénicos na corrente sanguinea.® Amostras ex-
cessivamente manipuladas também podem resultar em ca-
sos de contaminagéo.

Entretanto, uma caracteristica interessante referente
a cinética do BDG e que permite a diferenciacdo entre um
resultado real e um resultado falso positivo é a subita eleva-
¢éo e reducgéao nos niveis de (1+3)-B-D-glucano em amos-
tras falsamente positivas, ao passo que, em infec¢gdes
invasivas reais, geralmente apresentam niveis com uma ele-
vacgdo continua e néo tao rapida.*® Tal caracteristica tam-
bém refere-se aresultados falso positivos durante a analise
de galactomanana.™

Sabendo que o valor de referéncia para um individuo
normal é <10 pg/ml e que a analise dos indices de BDG
tende a positivar mais rapido que outros antigenos como a
galactomanana, a dosagem de (1—3)-p-D-glucano também
pode ser utilizada na decisdo de iniciar ou ndo a terapia
antifingica em pacientes que apresentam febre que nao
responde a antibi6ticos de amplo espectro. Sua utilizacao
iria reduzir consideravelmente o uso de medicamentos po-
tencialmente téxicos em pacientes que ndo necessitam fa-
zer uso deles.®Além disso, a detec¢do de BDG pode ser
também utilizada no monitoramento da terapia antifungica,
correlacionando os seus indices com a efetividade do tra-
tamento.“9
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Métodos Moleculares

Um método diagnoéstico que vem ocupando uma posi-
¢éo de crescente destaque em laboratérios de pesquisas
médicas e biol6gicas é a Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR), na qual é possivel detectar o DNA do agente causa-
dor da doenca por meio da replicagdo in vitro de uma
sequéncia alvo caracteristica do microrganismo pesquisado.

Uma série de estudos vem sendo realizada recente-
mente com o objetivo de analisar a validade deste método
no diagnoéstico de infecgbes fungicas invasivas, incluindo a
aspergilose pulmonar invasiva. De acordo com os resulta-
dos, a técnica, além de ser rapida, barata e de facil execu-
¢do, apresenta resultados apreciaveis no que diz respeito
aos indices de sensibilidade e especificidade, com um limi-
te de detecgéo de 10 fg de DNA fungico, correspondente a
1 a 10 células flngicas por mL de sangue.” Entretanto, ape-
sar de centenas de publicacdes ja terem sido feitas a res-
peito da utilizacdo da PCR como método diagnéstico da
aspergilose pulmonar invasiva, esta técnica ainda nao é
considerada um método de rotina a ser seguido pelo fato
de nao possuir um procedimento comercial padronizado.™
Recentemente foi criada uma fundagdo denominada
EAPCRI (European Aspergillus PCR Iniciative) com o ob-
jetivo de estabelecer e validar um padréao para arealizacao
da PCR no diagnéstico das doengas causadas por fungos
deste género.™

A falta de padronizacéo da técnica é atribuida princi-
palmente a grande quantidade de alvos moleculares e amos-
tras biologicas que podem ser utilizadas. Além disso, o tipo
de plataforma molecular escolhida e as variagdes quanto
aos métodos de extragéo e purificacdo das amostras tam-
bém afetam diretamente a analise dos resultados obtidos.
Tais fatores seréo discutidos em seguida.™

Variagdes de PCR

Inicialmente, as técnicas comumente utilizadas base-
avam-se nas PCRs convencionais e na PCR-ELISA, mas,
por motivos que incluiam o custo elevado e a demora na
obtencéo dos resultados (aproximadamente dois dias), seu
uso acabou se tornando obsoleto.7? APCR-nested é uma
forma modificada da Reagdo em Cadeia da Polimerase e
tem como objetivo principal a redugcdo das amplificagdes
de regides ndao desejadas, algo que ocorre quando os
primers se ligam em locais que ndo sdo a sequéncia alvo.
Entretanto, apesar desta vantagem conferir maior especi-
ficidade, a técnica apresenta altos niveis de contaminacgéo
relacionados com a abertura dos tubos durante a adi¢éo do
segundo par de primers.® White et al.," por sua vez, rela-
tam que este problema pode ser resolvido pelo reproces-
samento de todas as amostras positivas obtidas.

Atualmente, a técnica preferencialmente utilizada é a
PCR em tempo real, que compreende uma amplificacao
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convencional de DNA acoplado a um mecanismo de detec-
cédo e quantificagdo por fluorescéncia. Nesta técnica, a
deteccéo dos resultados é feita ao longo dos ciclos. Con-
forme a amplificacdo ocorre, ao final de cada ciclo é emi-
tido um sinal fluorescente que é captado por um sistema
optico e convertido em um grafico de amplificagédo.™®Den-
tre as vantagens da PCR quantitativa em tempo real estédo
os altos niveis de sensibilidade, ja que a técnica consegue
detectar minimas quantidades de material genético, me-
nores taxas de contaminacgéo e a possibilidade de anali-
sar quantitativamente a presenca de determinado materi-
al fingico na amostra, sendo util para monitorar o trata-
mento e distinguir uma colonizagcdo de uma infecgdo.™ E
necessario destacar que tal distingdo néo é possivel quan-
do a quantidade de DNA fungico na amostra é pequena,
como comumente ocorre em amostras de soro e sangue
total.®

Além destas, faz-se necessaria a identificacdo do
agente patologico em questéo, ja que determinadas espé-
cies de Aspergillus, incluindo A. terreus, A. flavus, A.
lentulus e A. nidulans, podem ser clinicamente resistentes
a anfotericina B, ndo sendo este, portanto, o tratamento ade-
quado a ser ministrado.(™¥ Enzimas de restrigdo sédo ampla-
mente empregadas na identificacdo de espécies em fun-
¢ao de clivarem a molécula de DNA em pontos especificos,
em reconhecimento a determinadas sequéncias de
nucleotideos. Como cada espécie produz fragmentos de
DNA de tamanhos diferentes quando colocadas em contato
com estas enzimas, a sua diferenciagéo e identificagédo pode
ser facilmente visualizada na deteccéo por eletroforese.

Técnicas baseadas em microarrays pan-fungicos tam-
bém representam um panorama futuro promissor na
deteccéo e identificacdo de agentes causadores de infec-
¢Oes invasivas."®

Alvo molecular

A selecdo de um alvo molecular ideal para a amplifi-
cacao é outra peca fundamental para a padronizacdo da
PCR. O DNA é preferencialmente escolhido em razédo de
ser mais facilmente extraido e possuir maior estabilidade
quando comparado ao RNA.@"

Os alvos moleculares mais comumente utilizados ba-
seiam-se nos complexos de DNA ribossémico e mito-
condrial, pelo fato de apresentarem multiplas copias ao lon-
go do genoma: 35 e 12, respectivamente.”™ Como o DNA
ribossdmico apresenta um niumero de cépias trés vezes
maior, justifica-se a melhor sensibilidade obtida em amos-
tras de baixa concentracdo pela amplificacdo de alvos
ribossdmicos na pesquisa realizada por Millon et al., em
2011.M™ O mesmo estudo demonstrou que quantidades de
DNA significativamente menores eram detectadas com a
utilizacao de alvos ribossdmicos quando ambas as amplifi-
cacdes eram realizadas em amostras positivas.
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E importante destacar que, dentre as regies génicas
do DNAr que podem ser amplificadas, o gene pertencente
a subunidade maior do ribossomo (28S) foi considerado
mais especifico que o gene referente a subunidade menor
do ribossomo (18S), ja que os primers utilizados na amplifi-
cacao deste gene acabaram amplificando uma porgéo do
DNA ribossdmico humano na auséncia de DNA de A. fumi-
gatus.®

Por outro lado, Millon et al.,™® em 2011, também mos-
traram que amplificag6es de regides ribossémicas apresen-
tavam alta especificidade na deteccdo de Aspergillus
fumigatus, enquanto que outras espécies do género
Aspergillus eram mais facilimente detectadas quando o alvo
mitocondrial era utilizado. Tal descoberta é de fundamental
relevancia clinica uma vez que, apesar de A. fumigatus ser
o principal agente causador da API, outras espécies tam-
bém vém sendo identificadas como agentes causadores
desta patologia.

Logo, por aumentar a sensibilidade do método, reco-
menda-se a amplificagdo concomitante de alvos riboss6-
micos e mitocondriais quando existe a suspeita de asper-
gilose invasiva.

Outro fator que também deve ser levado em conside-
racdo quanto a especificidade da técnica é a escolha dos
primers. O sequenciamento do amplicon é essencial para a
confirmacéo da amplificacéo do alvo correto.® Além disso,
em razao das novas sequéncias génicas que vém sendo
constantemente descobertas e publicadas, é de fundamen-
tal importancia verificar com frequéncia se os primers utili-
zados irdo porventura se alinhar com o gene de alguma nova
espécie sequenciada.

Amostra utilizada

Diversas amostras biolégicas podem ser utilizadas na
investigacao de infecgdes fungicas, mas, para o diagnésti-
co precoce da IPA, as amostras de sangue e LBA parecem
apresentar resultados mais promissores.® Pelo fato das
vias aéreas serem os locais primeiramente afetados, as
amostras de LBA apresentam uma sensibilidade conside-
ravelmente maior quando comparada as amostras sangui-
neas. Entretanto, estudos mostram que esta amostra apre-
senta indices de falsa positividade que variam de 10% a
25%, comprometendo dessa forma a especificidade do
método. Este alto indice se deve a incapacidade de distin-
céo entre casos de infecgdes reais e casos de colonizacao
das vias aéreas ou contaminagéo por conidios de Aspergillus
dispersos pelo ar.

Levando em consideracao este fator, a andlise de
amostras sanguineas pode ser potencialmente mais es-
pecifica, ja que a colonizagdo do sangue por conidios é
improvavel e a contaminacao da amostra pode ser evita-
da pela manipulagdo da amostra sob condi¢gbes controla-
das.®
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Outra questao de debate pertinente a este assunto se
refere a fracdo do sangue que deve ser utilizada para a rea-
lizagdo do método. Costa et al.,® em 2002, relataram que
amostras de soro, plasma e sangue total apresentaram sen-
sibilidade semelhante, enquanto que outro estudo®” descre-
veu melhores resultados para amostras de sangue total. A
utilizacéo de leucécitos também constitui uma amostra vali-
da para a pesquisa de DNA flngico embora nédo seja consi-
derada a mais adequada. Tal desvantagem se deve ao fato
de pacientes suscetiveis ao desenvolvimento de IPA geral-
mente se apresentarem neutropénicos.®8 Acredita-se que,
dentre todas as fracdes, o soro constitui a amostras de es-
colha por razdes praticas que incluem tanto a reutilizagcao
da amostra para a realizagdo de outros métodos como a
pesquisa de antigenos, o facil armazenamento e conserva-
¢do e a auséncia de anticoagulantes, como o EDTA, pre-
sentes no sangue total, que podem acabar inibindo a
PCR_(73,90)

Amostras como o liquor e tecidos obtidos por bi6psias,
incluindo amostras incluidas em parafina, também podem ser
utilizadas na pesquisa de DNA fungico. Entretanto, em razéo
da trombocitopenia dos pacientes e do consequente risco
de sangramento, a obtencdo de tais amostras por meio de
procedimentos invasivos acaba sendo ndo recomendada.®"
Embora a sua obtengéo nédo seja por meio de procedimen-
tos tdo invasivos, as amostras de LBA também acabam nao
sendo recomendadas pelas mesmas razées.®? Em contras-
te, a obtencdo de sangue é relativamente simples e néo
invasiva, sendo portanto considerada a amostra de escolha.®®®

Resultados falso positivos/negativos

A obtencéo de resultados falso positivos é um proble-
ma comum em razao da ja comentada colonizacéo de sitios
biolégicos por Aspergillus. A contaminagado das amostras
biolégicas também pode ocorrer em diversas etapas do
processamento das mesmas, podendo ser evitada por meio
de coleta sob condi¢des assépticas e manuseio da amos-
tra em cabines de fluxo laminar. O risco de contaminagéo
também pode ser reduzido por meio da extracao e purifica-
¢do do DNA em sistemas fechados.®"

Outro ponto crucial na geracédo de falsos resultados
positivos é a contaminacgao dos reagentes utilizados com
hifas, esporos e DNA fungico. Esta contaminacéo pode ser
revertida por meio de filtracdo estéril®” e irradiacdo dos
reagentes com luz UV por oito horas,® com posterior anali-
se dos reagentes purificados e inclusédo de controles nega-
tivos (agua ou sangue de individuos saudaveis) durante a
realizacdo do método.

E importante destacar que, para se definir a real positi-
vidade de um resultado, recomenda-se a analise e obtencao
de duas amostras bioloégicas com resultados positivos.®%

Além disso, em razédo do crescente nimero de espé-
cies causadoras de infecgdes flngicas invasivas, néo se
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recomenda a escolha de primers que amplifiquem sequén-
cias espécies-especificas em razdo de aumentar a chance
de resultados falsamente negativos.®) Por outro lado, a es-
colha de primers que amplificam uma gama ampla de
patégenos fungicos pode acabar levando a obtencéo de fal-
sos resultados positivos, ja que alguns se apresentam
homélogos a alguns genes humanos.(®

Areducgido na sensibilidade da PCR e consequente ge-
racéo de resultados falso-negativos também foi relatada em
pacientes que fazem uso de terapia antifungica. Tais resulta-
dos também podem resultar do uso de um variado espectro
de fluidos e medicamentos pelo paciente, ja que muitos de-
les podem acabar inibindo as reagdes de amplificacéo. Nes-
tes casos, é essencial a adigdo de um controle positivo du-
rante a realizacdo da PCR a fim de manter a eficiéncia da
técnica e detectar a presenca de inibidores e um controle
negativo para detectar possiveis contaminagées.('37°

Extracéo e purificacao

E de fundamental importancia que a técnica utilizada
na extracao do material gendmico do fungo seja eficiente,
livre de contaminagéo exdgena e aplicavel a rotina do labo-
ratério.'® Pesquisas realizadas pela EAPCRI relatam que
a extracé@o é o maior obstaculo dentre todos os passos da
técnica e que, durante a extracéo, a etapa mais critica seria
o rompimento da parede celular do fungo. Este rompimento
pode ser realizado tanto por métodos fisicos (utilizando
microesferas de vidro) quanto por métodos enzimaticos ou
pela combinacdo de ambos. As mesmas pesquisas rela-
tam que a utilizacao de esferas de vidro mostrou resultados
mais satisfatorios quanto a quantidade de material genéti-
co extraido.™ Além disso, da-se preferéncia as técnicas de
extracé@o por meio automatizado ou por kits comerciais, ja
que, além de serem padronizados, apresentam menor ris-
co de contaminacao.

A extracdo de DNA revelou-se menos complexa quan-
do realizada em amostras de plasma ou soro, uma vez que
o material genético encontra-se livre em solucédo. A quanti-
dade de amostra que deve ser utilizada na analise ainda é
alvo de estudos, variando de 100 pyL a 10 mL.®4*" Entretan-
to, maiores volumes (> 3 mL) apresentam maior sensibili-
dade, uma vez que, em amostras como o sangue periférico,
por exemplo, a carga de fungos é muito baixa e pode variar
de <10 UFC/mL a até algumas centenas de UFC/mL, quan-
tidade raramente observada.®®

A purificagdo do DNA extraido geralmente é feita ma-
nualmente com a utilizagao de fenol-cloroférmio ou por meio
de kits comerciais.

Aspectos gerais

Os indices de sensibilidade e especificidade da PCR
ndo apresentam valores definidos e variam consideravel-
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mente de acordo com os fatores mencionados acima, so-
bretudo quando relacionados as amostras analisadas e a
técnica utilizada. No estudo apresentado por Kawazu et al., )
em 2004, a especificidade da PCR foi de 55%, ao passo
que Buchheidt et al.®% relataram indices de especificidade
superiores a 90%. Nota-se, entretanto, que os indices de
sensibilidade do método apresentam grande estabilidade,
geralmente girando em torno de 100%.

Em razao de possuir alta sensibilidade, além de seu
uso no diagnéstico da API, a PCR também pode ser utiliza-
da no monitoramento de pacientes que apresentam chances
de desenvolver a doenga com o objetivo de evitar o uso des-
necessario de antifingicos em caso de resultados negati-
vos ou iniciar rapidamente a terapia em caso positivo. En-
tretanto, é necessaria cautela e experiéncia na interpreta-
cao dos resultados; um resultado negativo ndo pode excluir
o diagnéstico de APl assim como um resultado positivo nao
representa um diagnéstico definitivo.

Além disso, a quantificagédo da carga fungica por meio
da PCR em tempo real pode também ser atil no monito-
ramento do tratamento antifingico. Resultados decrescen-
tes ou negativos indicam uma boa resposta terapéutica, ao
passo que indices repetidamente estaveis ou crescentes se
correlacionam com um mau prognéstico, indicando a ne-
cessidade da troca da medicagéo.("®

Em suma, a PCR representa um método viavel, ndo
invasivo e rapido, apresentando resultados em cerca de
24 horas @ ou menos em casos de urgéncia. Entretanto,
apesar das numerosas vantagens, a falta de padroniza-
¢do do método impede sua utilizacdo rotineira no diag-
noéstico da API.

DISCUSSAO

Sabe-se que, apesar da deteccgdo precoce da asper-
gilose invasiva e do pronto inicio do tratamento serem fato-
res fundamentais ao bom prognéstico da doenca, a Al con-
tinua sendo uma frequente causa de morte em pacientes
imunocomprometidos em razao do dificil diagnéstico labo-
ratorial e das técnicas convencionalmente utilizadas apre-
sentarem baixa sensibilidade analitica e demora na apre-
sentagdo dos resultados. Com base nisso, o desenvolvimen-
to de técnicas rapidas e nao invasivas, como a deteccéo de
biomarcadores celulares e DNA fungico, vém ganhando cada
vez mais espaco dentre os métodos diagnésticos utilizados
em razdo de detectarem evidéncias sugestivas de Al antes
do aparecimento de sinais e sintomas clinicos.

E interessante destacar que o uso concomitante dos
métodos apresenta melhor validade diagnéstica em rela-
¢do a sua performance individual. O estudo de Cuenca-
Estrella et al.,® em 2009, por exemplo, relata que a combi-
nacao de resultados positivos de PCR e GM culminou no
diagnéstico preciso de 95,2% dos casos. A galactomanana
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possui melhores indices de sensibilidade® e uma técnica
menos complexa, e sua baixa especificidade pode ser com-
pensada pela realizagéo da PCR,® que amplifica fragmen-
tos especificos do material gendmico do patégeno em ques-
tédo. Além disso, a especificidade dos dois métodos eleva-
se em razao de dois diferentes alvos do mesmo microrga-
nismo estarem sendo investigados.("°"

O uso de tais métodos em parceria com a deteccao
de (1—+3)-p-D-glucano (BG) também apresenta resultados
satisfatorios, ja que o BD tende a positivar mais rapidamente
que a galactomanana, embora apresente indices de sensi-
bilidade duvidosos. Além de aumentar a probabilidade de
confirmacéo da existéncia da Al, ja que ndo s6 um, mas trés
testes estédo sendo testados, outra vantagem relacionada a
realizagdo concomitante de ambos os métodos é que, ape-
sar de diversos fatores contribuirem para o aparecimento
de resultados falsamente positivos, tais resultados podem
ser facilmente detectados quando um dos testes apresenta
resultados discrepantes. Além disso, em casos falso positi-
vos, tanto a galactomanana quanto o (1->3)-B-D-glucano
apresentam caracteristicas cinéticas peculiares durante a
elevacao de seus indices (resultados falso positivos tendem
a mostrar elevagdes subitas e drasticas, ao contrario de re-
ais infecgdes).

Outra peculiaridade relacionada ao BD é a negati-
vidade de seus indices em infec¢des nao sistémicas e bai-
xos resultados em casos de colonizacgéao, contribuindo para
a diminuicéo de casos falso positivos. Além disso, apesar
de néo ser considerado um método especifico em razéo de
detectar a presenca de variantes espécies de fungos
patogénicos, tal caracteristica pode ser relevante na desco-
berta de outros tipos de infecgdes fungicas. E interessante
notar que o diagnoéstico diferencial de micoses sistémicas
(incluindo as causadas por Candida e Aspergillus) pode ser
facilmente realizado com base em achado clinicos e radio-
l6gicos.

A combinagéo de ambos os biomarcadores apresen-
ta vantagens consideraveis, mas acredita-se que a exclu-
sdo definitiva de resultados falsamente positivos s6 seja
possivel com a realizagdo de métodos mais especificos,
como a PCR; suarealizacéo é inclusive recomendada ap6s
a positivacdo da GM e BD. Entretanto, apesar de fornecer
resultados indubitavelmente mais completos, possibilitan-
do a quantificacdo da carga fungica e a identificacdo do
patégeno, os métodos moleculares apresentam uma série
de fatores limitantes, incluindo o custo elevado quando com-
parado a outros métodos e a complexidade em sua realiza-
¢do. Além disso, a PCR nao permite diferenciar uma real
infeccdo de possiveis contaminagdes ou colonizagdes
fungicas quando a quantidade de DNA fungico na amostra
€ pequena.

A falta de padronizagéo das técnicas moleculares tam-
bém acaba limitando sua utilizacéo no diagnéstico da Al,
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ja que a diversidade de formatos de PCR, amostras biol6-
gicas, alvos moleculares e procedimentos de extracéo e pu-
rificacdo acabe dificultando a correta comparacgao deste
método e adie a escolha do melhor protocolo a ser segui-
do. Entretanto, com a criagédo da European Aspergillus PCR
Iniciative (EAPCRI), em 2006, a padronizacdo da PCR para
deteccdo do Aspergillus encontra-se em estagio iminente.

Apesar destes trés métodos serem importantes ferra-
mentas diagnésticas e possibilitarem a decisdo acerca da
possibilidade de tratamento e o monitoramento terapéutico
durante o curso da Al, a importéancia da integracéo de da-
dos clinicos, radiol6gicos e microbiolégicos ndo pode ser
desconsiderada, ja que desempenham papel fundamental
na deteccdo e avaliacdo do carater evolutivo da doenca.
Recomenda-se que a obtencéo de resultados positivos por
meio das técnicas discutidas seja seguida pela realizacao
de métodos diagnésticos adicionais, como métodos radio-
légicos avancados. Outra estratégia diagnostica que pode
ser empregada baseia-se na utilizacéo da PCR e galacto-
manana (acompanhada ou ndo de BG) com finalidade
confirmatéria, sendo realizadas somente apés o apareci-
mento de evidéncias clinicas e radiolégicas que sejam su-
gestivas de AL.(™

A andlise da relagéo custo-beneficio também deve ser
levada em conta antes de incorporar estes métodos na roti-
na de um laboratério. Em razéo do custo elevado e da com-
plexidade das técnicas, tais testes geralmente acabam sendo
realizados somente em laboratérios de referéncia ou hospi-
tais especializados em transplantes ou casos de maligni-
dades hematolégicas.

CONCLUSAO

Apesar de suas limitagdes, o uso de técnicas mole-
culares e a detecgéo de antigenos fungicos contribuem am-
plamente na detecgéo da aspergilose invasiva. Para possi-
bilitar uma melhor avaliagdo do caso, recomenda-se que
seu uso seja combinado com a avaliagao clinica, radiol6gi-
ca e microbiolégica do paciente e néo utilizado de forma a
substitui-los. Entretanto, é necessario destacar que, apesar
de seu valor diagnoéstico, sobretudo quando utilizados em
conjunto, um resultado negativo ndo pode excluir o diagnoés-
tico e um resultado positivo ndo representa um diagnéstico
absoluto de Al. Por esse motivo, a realizacdo de estudos
futuros é de fundamental importancia para a padronizagéo
de tais métodos, possibilitando o diagnéstico rapido e efi-
caz desta doenca.

Abstract

The fungi of the genus Aspergillus are a major cause of opportunistic
infections in immunosuppressed patients. Among the pulmonary
manifestations that may be caused by Aspergillus, the most serious is
undoubtedly the invasive pulmonary aspergillosis (API), an infection that
has shown a significant increase in their frequency in recent years. Taking
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into account the patient's immunosuppression and difficulty of clinical
diagnosis, the API provides a very guarded prognosis and may even
lead to death. In order to increase the chances of patient recovery, a
constant search for tests that may indicate early presence of Aspergillus
sp. in the patient has been performed. One of the latest advances in the
diagnosis of IPA is related to the detection of the causative agent by
performing molecular methods (PCR) and with the detection of Aspergillus
antigens in body fluids with special emphasis on galactomannan and
(13)-p-D-glucan. Though they look promising, these methods are not
routinely used and there are few conclusive studies regarding its use.
The purpose of this work is to evaluate impartially the advantages and
disadvantages of their use, as well as their individual and combined
performance.

Keywords
Invasive pulmonary aspergillosis; Diagnosis; Molecular diagnostic
techniques; Antigens, Fungal

REFERENCIAS

1. Novaretti MCZ, Ruiz AS, Dulley FL, Dorlhiac-Llacer PE, Chamone
DAF. Detecgéo de Aspergillus sp. pela técnica de PCR-nested em
pacientes submetidos a transplante de medula éssea. Rev. Bras.
Hematol. Hemoter. Sdo José do Rio Preto. 2008;30(2):162-3.

2. Perfect JR, Cox GM, Lee JY, Kauffman CA, de Repentigny L,
Chapman SW, et al. The impact of culture isolation of Aspergillus
species: A hospital-based survey of aspergillosis. Clin Infect Dis.
2001 Dec 1;33(11):1824-33.

3. Walsh TJ, Groll AH. Overview: non-fumigatus species of Aspergillus:
perspectives on emerging pathogens in immunocompromised
hosts. Curr Opin Investig Drugs. 2001 Oct;2(10):1366-7.

4. Brodoefel H, Vogel M, Hebart H, Einsele H, VVonthein R, Claussen C.
et al. Long-term CT follow-up in 40 non-HIV immunocompromised
patients with invasive pulmonary aspergillosis: kinetics of CT
morphology and correlation with clinical findings and outcome. AJR
Am J Roentgenol. 2006;187(8):404-13.

5. HauggaardA, Ellis M, Ekelund L. Early chest radiography and CT in
the diagnosis, management and outcome of invasive pulmonary
aspergillosis. Acta Radiol. 2002 May;43(3):292-8

6. Denning DWV, Stevens DA. Antifungal and surgical treatment of invasive
aspergillosis: review of 2,121 published cases. Rev Infect Dis. 1990
Nov-Dec;12(6):1147-201. Erratum in Rev Infect Dis 1991 Mar-
Apr;13(2):345.

7. Baddley JW, Stroud TP, Salzman D, Pappas PG. Invasive mold
infections in allogeneic bone marrow transplant recipients. Clin Infect
Dis. 2001 May 1;32(9):1319-24.

8. Bruno C, Minniti S, Vassanelli A, Pozzi-Mucelli R. Comparison of CT
features of Aspergillus and bacterial pneumonia in severely
neutropenic patients. J Thorac Imaging. 2007 May;22(2):160-5.

9. Denning DW. Therapeutic outcome in invasive aspergillosis. Clin
Infect Dis. 1996 Sep;23(3):608-15.

10. Lin SJ1, Schranz J, Teutsch SM. Aspergillosis case-fatality rate:
systematic review of the literature. Clin Infect Dis. 2001 Feb 1;32(3):
358-66.

11. Skladny H, Buchheidt D, Baust C, Krieg-Schneider F, Seifarth W,
Leib-Mé&sch C, et al. Specific detection of Aspergillus species in blood
and bronchoalveolar lavage samples of immunocompromised patients
by two-step PCR. J Clin Microbiol. 1999 Dec;37(12): 3865-71.

12. Ruhnke M, Béhme A, Buchheidt D, Donhuijsen K, Einsele H,
Enzensberger R, et al; Infectious Diseases Working Party (AGIHO)
of the German Society of Hematology and Oncology (DGHO).
Diagnosis of invasive fungal infections in hematology and oncology -
guidelines of the Infectious Diseases Working Party (AGIHO) of the
German Society of Hematology and Oncology (DGHO). Ann Hematol.
2003 Oct;82 Suppl 2:5141-8.

13. Hope WW, Walsh TJ, Denning DW. Laboratory diagnosis of invasive
aspergillosis. Lancet Infect Dis. 2005 Oct;5(10):609-22

RBAC. 2016;48(2):96-109



Diagnéstico laboratorial de aspergilose invasiva: avaliagédo de métodos moleculares e detecgao de antigenos

14. Ascioglu S, Rex JH, de Pauw B, Bennett JE, Bille J, Crokaert F, et

15.

16.

al; Invasive Fungal Infections Cooperative Group of the European
Organization for Research and Treatment of Cancer; Mycoses Study
Group of the National Institute of Allergy and Infectious Diseases.
Defining opportunistic invasive fungal infections in
immunocompromised patients with cancer and hematopoietic stem
cell transplants: an international consensus. Clin Infect Dis. 2002
Jan 1;34(1):7-14.

Walsh TJ, Petraitis V, Petraitiene R, Field-Ridley A, Sutton D,
Ghannoum M, et al. Experimental pulmonary aspergillosis due to
Aspergillus terreus: pathogenesis and treatment of an emerging
fungal pathogen resistant to amphotericin B. J Infect Dis. 2003 Jul
15;188(2):305-19.

Kami M, Fukui T, Ogawa S, Kazuyama Y, Machida U, Tanaka Y, et
al. Use of real-time PCR on blood samples for diagnosis of invasive
aspergillosis. Clin Infect Dis. 2001 Nov 1;33(9):1504-12.

17. Mennink-Kersten MA, Donnelly JP, Verweij PE. Detection of circulating

18.

galactomannan for the diagnosis and management of invasive
aspergillosis. Lancet Infect Dis. 2004 Jun;4(6):349-57.
Pfeiffer CD, Fine JP, Safdar N. Diagnosis of invasive aspergillosis

using a galactomannan assay: a meta-analysis. Clin Infect Dis. 2006
May 15;42(10):1417-27.

19. Tanase AD, Colipa A, Méarculescu A, Berteanu C, Streinu Cercel A,

Stoica M, et al. Using the galactomannan antigen assay in the
diagnosis of invasive aspergillosis after hematopoietic stem cell
transplantation. Rom J Morphol Embryol. 2012;53(2):379-82.

20. Woods G, Miceli MH, Grazziutti ML, Zhao W, Barlogie B, Anaissie

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

E. Serum Aspergillus galactomannan antigen values strongly
correlate with outcome of invasive aspergillosis: a study of 56 patients
with hematologic cancer. Cancer. 2007 Aug 15;110(4):830-4.

Hsu LY, Ding Y, Phua J, Koh LP, Chan DS, Khoo KL, et al.
Galactomannan testing of bronchoalveolar lavage fluid is useful for
diagnosis of invasive pulmonary aspergillosis in hematology patients.
BMC Infect Dis. 2010 Mar 3;10:44.

Sidrim JJC, Rocha MFG. Micologia médica a luz de autores con-
temporaneos. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2004. XVI, 388 p.

Verweij PE, Latgé JP, Rijs AJ, Melchers WJ, De Pauw BE,
Hoogkamp-Korstanje JA, et al. Comparison of antigen detection
and PCR assay using bronchoalveolar lavage fluid for diagnosing
invasive pulmonary aspergillosis in patients receiving treatment
for hematological malignancies. J Clin Microbiol. 1995 Dec;33(12):
3150-3.

Pasmans HL, Loosveld OJ, Schouten HC, Thunnissen F, van
Engelshoven JM. Invasive aspergillosis in immunocompromised
patients: findings on plain film and (HR)CT. Eur J Radiol. 1992 Jan-
Feb;14(1):37-40.

Hope WW, Kruhlak MJ, Lyman CA, Petraitiene R, Petraitis V,
FrancesconiA, et al. Pathogenesis of Aspergillus fumigatus and the
kinetics of galactomannan in an in vitro model of early invasive
pulmonary aspergillosis: implications for antifungal therapy. J Infect
Dis. 2007 Feb 1;195(3):455-66.

Wheat LJ. Rapid diagnosis of invasive aspergillosis by antigen
detection. Transpl Infect Dis. 2003 Dec;5(4):158-66.

Latgé JP, Kobayashi H, Debeaupuis JP, Diaquin M, Sarfati J,
Wieruszeski JM, et al. Chemical and immunological characterization
of the extracellular galactomannan of Aspergillus fumigatus. Infect
Immun. 1994 Dec;62(12):5424-33.

Becker MJ, Lugtenburg EJ, Cornelissen JJ, Van Der Schee C,
Hoogsteden HC, De Marie S. Galactomannan detection in
computerized tomography-based bronchoalveolar lavage fluid and
serum in haematological patients at risk for invasive pulmonary
aspergillosis. Br J Haematol. 2003 May;121(3):448-57.

Verweij PE, Weemaes CM, Curfs JH, Bretagne S, Meis JF. Failure
to detect circulating Aspergillus markers in a patient with chronic
granulomatous disease and invasive aspergillosis. J Clin Microbiol.
2000 Oct;38(10):3900-1.

RBAC. 2016;48(2):96-109

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

Wheat LJ. Galactomannan antigenemia detection for diagnosis of
invasive aspergillosis. Part II. Clin Microbiol News. 2005;27 (8):59-63.
Maertens J, Verhaegen J, Demuynck H, Brock P, Verhoef G,
Vandenberghe P, et al. Autopsy-controlled prospective evaluation of
serial screening for circulating galactomannan by a sandwich enzyme-
linked immunosorbent assay for hematological patients at risk for
invasive Aspergillosis. J Clin Microbiol. 1999 Oct;37(10):3223-8.

Maertens J, Van Eldere J, Verhaegen J, Verbeken E, Verschakelen
J, Boogaerts M. Use of circulating galactomannan screening for early
diagnosis of invasive aspergillosis in allogeneic stem cell transplant
recipients. J Infect Dis. 2002 Nov 1;186(9):1297-306.

Nguyen MH, Jaber R, Leather HL, Wingard JR, Staley B, Wheat LJ, et
al. Use of bronchoalveolar lavage to detect galactomannan for diagnosis
of pulmonary aspergillosis among nonimmunocompromised hosts. J
Clin Microbiol. 2007 Sep;45(9): 2787-92.

Herbrecht R, Letscher-Bru V, Oprea C, Lioure B, Waller J, Campos
F, et al. Aspergillus galactomannan detection in the diagnosis of
invasive aspergillosis in cancer patients. J Clin Oncol. 2002 Apr
1;20(7):1898-906.

Maertens J, Theunissen K, Verbeken E, Lagrou K, Verhaegen J,
Boogaerts M, et al. Prospective clinical evaluation of lower cut-offs
for galactomannan detection in adult neutropenic cancer patients
and haematological stem cell transplant recipients. Br J Haematol.
2004 Sep;126(6):852-60.

Husain S, Paterson DL, Studer SM, Crespo M, Pilewski J, Durkin M,
et al. Aspergillus galactomannan antigen in the bronchoalveolar lavage
fluid for the diagnosis of invasive aspergillosis in lung transplant
recipients. Transplantation. 2007 May 27;83(10):1330-6.

37.Aubry A, Porcher R, Bottero J, Touratier S, Leblanc T, Brethon B, et

al. Occurrence and kinetics of false-positive Aspergillus
galactomannan test results following treatment with beta-lactam
antibiotics in patients with hematological disorders. J Clin Microbiol.
2006 Feb;44(2):389-94.

38. Walsh TJ, Shoham S, Petraitiene R, Sein T, Schaufele R, Kelaher A,

39.

40.

M.

42.

et al. Detection of galactomannan antigenemia in patients receiving
piperacillin-tazobactam and correlations between in vitro, in vivo, and
clinical properties of the drug-antigen interaction. J Clin Microbiol.
2004 Oct;42(10):4744-8.

Singh N, Obman A, Husain S, Aspinall S, Mietzner S, Stout JE.
Reactivity of platelia Aspergillus galactomannan antigen with
piperacillin-tazobactam: clinical implications based on achievable
concentrations in serum. Antimicrob Agents Chemother. 2004
Jun;48(6):1989-92.

Hashiguchi K, Niki Y, Soejima R. Cyclophosphamide induces false-
positiveresults in detection of Aspergillus antigen inurine. Chest. 1994
Mar;105(3):975-6.

Mennink-Kersten MA1, Klont RR, Warris A, Op den Camp HJ, Verweij
PE. Bifidobacterium lipoteichoic acid and false ELISA reactivity in
Aspergillus antigen detection. Lancet. 2004 Jan 24;363(9405):325-7.
Siemann M1, Koch-Dérfler M, Gaude M. False-positive results
inpremature infants with the Platelia Aspergillus sandwich enzyme-
linked immunosorbent assay. Mycoses. 1998 Nov;41(9-10):373-7.

43. Girmenia C, Ballaro D, Martino P. Contamination by cardboard particles

44

45.

as a cause of false-positive results for Aspergillus galactomannan
enzyme immunoassays. Clin Vaccine Immunol. 2007 Jul;14(7):929.

. Murashige N, Kami M, KishiY, Fujisaki G Tanosaki R. False-positive

results of Aspergillus enzyme-linked immunosorbent assays for a
patient with gastrointestinal graft-versus-host disease taking a
nutrient containing soybeanprotein. Clin Infect Dis. 2005 Jan
15;40(2):333-4.

Petraitiene R, Petraitis V, GrollAH, Sein T, Piscitelli S, Candelario
M, et al. Antifungal activity and pharmacokinetics of posaconazole
(SCH 56592) in treatment and prevention of experimental invasive
pulmonary aspergillosis: correlation with galactomannan
antigenemia. Antimicrob Agents Chemother. 2001 Mar;45(3):
857-69.

107



Gavronski S, Botelho TK, Cordova CM

46.

47.

48.

49.

Marr KA, Balajee SA, McLaughlin L, Tabouret M, Bentsen C, Walsh
TJ. Detection of galactomannan antigenemia by enzyme
immunoassay for the diagnosis of invasive aspergillosis: variables
that affect performance. J Infect Dis. 2004 Aug 1;190(3):641-9.
Stynen D, Goris A, Sarfati J, Latgé JP. A new sensitive sandwich
enzyme-linked immunosorbent assay to detect galactofuran in
patients with invasive aspergillosis. J Clin Microbiol. 1995
Feb;33(2):497-500.

Young S-H, Castranova V, editors. Toxicology of 1-3-beta-Glucans:
Glucans as a Marker for Fungal Exposure. Boca Raton: CRC Press/
Taylor & Francis; 2005. p. 179-197.

Pazos C, Pontén J, Del Palacio A. Contribution of (1->3)-beta-D-
glucan chromogenic assay to diagnosis and therapeutic monitoring
of invasive aspergillosis in neutropenic adult patients: a comparison
with serial screening for circulating galactomannan. J Clin Microbiol.
2005 Jan;43(1):299-305.

50. Yoshida M . Usefulness of determination of ?-d-glucan in the diagnosis

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

of deep mycosis - experience in Japan. Med Mycol 2006;44:185-9.
Mori T, Ikemoto H, Matsumura M, Yoshida M, Inada K, Endo S, et
al. Evaluation of plasma (1-->3)-beta-D-glucan measurement by
the kinetic turbidimetric Limulus test, for the clinical diagnosis of
mycotic infections. Eur J Clin Chem Clin Biochem. 1997 Jul;35(7):
553-60.

Obayashi T, Yoshida M, Mori T, Goto H, Yasuoka A, Iwasaki H, et al.
Plasma (1-->3)-beta-D-glucan measurement in diagnosis of invasive
deep mycosis and fungal febrile episodes. Lancet. 1995 Jan
7;345(8941):17-20.

Obayashi T, Tamura H, Tanaka S, Ohki M, Takahashi S, Arai M, et
al. Anew chromogenic endotoxin-specific assay using recombined
limulus coagulation enzymes and its clinical applications. Clin Chim
Acta. 1985 Jun 30;149(1):55-65.

Pickering JW, Sant HW, Bowles CA, Roberts WL, Woods GL.
Evaluation of a (1->3)-beta-D-glucan assay for diagnosis of invasive
fungal infections. J Clin Microbiol. 2005 Dec;43(12):5957-62.
Odabasi Z, Mattiuzzi G, Estey E, Kantarjian H, Saeki F, Ridge RJ,
et al. Beta-D-glucan as a diagnostic adjunct for invasive fungal
infections: validation, cutoff development, and performance in patients
with acute myelogenous leukemia and myelodysplastic syndrome.
Clin Infect Dis. 2004 Jul 15;39(2):199-205.

Senn L, Robinson JO, Schmidt S, Knaup M, Asahi N, Satomura S,
Matsuura S, et al. 1,3-Beta-D-glucan antigenemia for early diagnosis
of invasive fungal infections in neutropenic patients with acute
leukemia. Clin Infect Dis. 2008 Mar 15;46(6):878-85.
Ostrosky-Zeichner L, Alexander BD, Kett DH, Vazquez J, Pappas
PG, Saeki F, et al. Multicenter clinical evaluation of the (1-->3)-
beta-D-glucan assay as an aid to diagnosis of fungal infections in
humans. Clin Infect Dis. 2005 Sep 1;41(5):654-9.

Badiee P, Alborzi A, Karimi M, Pourabbas B, Haddadi P, Mardaneh
J, et al. Diagnostic potential of nested PCR, galactomannan EIA,
and beta-D-glucan for invasive aspergillosis in pediatric patients. J
Infect Dev Ctries. 2012Apr 13;6(4):352-7.

Marty FM, Koo S. Role of (1-->3)-beta-D-glucan in the diagnosis of
invasive aspergillosis. Med Mycol. 2009;47 Suppl 1:5S233-40.
Brown GD, Gordon S. Fungal beta-glucans and mammalian immunity.
Immunity. 2003 Sep;19(3):311-5.

Marty FM, Rubin RH. The prevention of infection post-transplant: the
role of prophylaxis, preemptive and empiric therapy. Transpl Int. 2006
Jan;19(1):2-11.

Suda M, Ohno N, Hashimoto T, Koizumi K, Adachi Y, Yadomae T.
Kupffer cells play important roles in the metabolic degradation of a
soluble anti-tumor (1-->3) beta-D-glucan, SSG, in mice. FEMS
Immunol Med Microbiol. 1996 Sep;15(2-3):93-100.

lkemura K, lkegami K, Shimazu T, Yoshioka T, Sugimoto T. False-
positive result in Limulus test caused by Limulus amebocyte lysate-
reactive material in immunoglobulin products. J Clin Microbiol. 1989
Sep;27(9):1965-8.

108

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

Ogawa M, Hori H, Niiguchi S, Azuma E, Komada Y. False-positive
plasma (1-->3) beta-D-glucan test following immunoglobulin product
replacement in an adult bone marrow recipient. Int J Hematol. 2004
Jul;80(1):97-8.

Usami M, Ohata A, Horiuchi T, Nagasawa K, WWakabayashi T, Tanaka
S. Positive (1-->3)- beta-D-glucan in blood components and release
of (1-->3)-beta-D-glucan from depth-type membrane filters for blood
processing. Transfusion. 2002 Sep;42(9):1189-95.

Nagasawa K, Yano T, Kitabayashi G, Morimoto H, Yamada Y, Ohata
A, et al. Experimental proof of contamination of blood components
by (1-->3)-beta-D-glucan caused by filtration with cellulose filters in
the manufacturing process. J Artif Organs. 2003;6(1):49-54.

Ohata A, Usami M, Horiuchi T, Nagasawa K, Kinoshita K. Release
of (1-->3)-beta-D-glucan from depth-type membrane filters and their
in vitro effects on pro inflammatory cytokine production. Artif Organs.
2003 Aug;27(8):728-3.

Marty FM, Lowry CM, Lempitski SJ, Kubiak DW, Finkelman MA,
Baden LR. Reactivity of (1-->3)-beta-d-glucan assay with commonly
used intravenous antimicrobials. Antimicrob Agents Chemother. 2006
Oct;50(10):3450-3.

Mennink-Kersten MA, Warris A, Verweij PE. 1,3-beta-D-glucanin
patients receiving intravenous amoxicillin-clavulanic acid. N Engl J
Med. 2006 Jun 29;354(26):2834-5.

. Mohr J, Paetznick VL, Rodriguez JR. A prospective pilot survey of B-

glucan (BG) seropositivity and its relationship to invasive candidiasis
(IC) in the surgical ICU (SICU) (Abstract M-168). 45th Annual
Interscience Conference on Antimicrobial Agents & Chemotherapy;
2005; Washington, DC.

Swanink CM, Meis JF, Rijs AJ, Donnelly JP, Verweij PE. Specificity
of a sandwich enzyme-linked immunosorbent assay for detecting
Aspergillus galactomannan. J Clin Microbiol. 1997 Jan;35(1):
257-60.

Einsele H, Hebart H, Roller G, Loffler J, Rothenhofer |, Miller CA, et
al . Detection and identification of fungal pathogens in blood by using
molecular probes. J Clin Microbiol. 1997 Jun;35(6):1353-60.

Millon L, Grenouillet F, Legrand F, Loewert S, Bellanger AP, Gbaguidi-
Haore H, et al. Ribosomal and mitochondrial DNA target for real-
time PCR diagnosis of invasive aspergillosis. J Clin Microbiol. 2011
Mar;49(3):1058-63.

White PL, Bretagne S, Klingspor L, Melchers WJ, McCulloch E,
Schulz B, et al; European Aspergillus PCR Initiative. Aspergillus
PCR: one step closer to standardization. J Clin Microbiol. 2010
Apr;48(4):1231-4.

Duval SM, Donnelly JP, Barnes R, Léffler J. PCR- Based methods
with aspergillosis as a model. J Invasive Fungal Infect 2008;
2(2):46-51.

Loffler J, Hebart H, Sepe S, Schumcher U, Klingebiel T, Einsele H.
Detection of PCR-amplified fungal DNA by using a PCR-ELISA
system. Med Mycol. 1998 Oct;36(5):275-9.

Badiee P, Kordbacheh P, Alborzi A, Malekhoseini S, Zeini F, Mirhendi
H, et al. Prospective screening in liver transplant recipientsby
panfungal PCR-ELISA for early diagnosis of invasive fungal infections.
Liver Transpl. 2007 Jul;13(7):1011-6.

Saunders NA. Real-time PCR. Methods Mol Biol. 2004;266:191-
211.

Khot PD, Ko DL, Hackman RC, Fredricks DN. Development and
optimization of quantitative PCR for the diagnosis of invasive
aspergillosis with bronchoalveolar lavage fluid. BMC Infect Dis. 2008
May 29;8:73

Cuenca-Estrella M, Meije Y, Diaz-Pedroche C, Gomez-Lopez A,
Buitrago MJ, Bernal-Martinez L, et al. Value of serial quantification
of fungal DNA by a real-time PCR-based technique for early diagnosis
of invasive Aspergillosis in patients with febrile neutropenia. J Clin
Microbiol. 2009 Feb;47(2):379-84.

Duval SM, Rogers T, Loeffler J. Update on polymerase chain reaction for
invasive aspergillosis. Current Fungal Infection Reports. 2007;1:121-8.

RBAC. 2016;48(2):96-109



Diagnéstico laboratorial de aspergilose invasiva: avaliagédo de métodos moleculares e detecgao de antigenos

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98

Maertens J, Theunissen K, Verhoef G, Verschakelen J, Lagrou K,
Verbeken E, et al. Galactomannan and computed tomography-based
preemptive antifungal therapy in neutropenic patients at high risk for
invasive fungal infection: a prospective feasibility study. Clin Infect
Dis. 2005 Nov 1;41(9):1242-50.

Dimech W, Bowden DS, Brestovac B, Byron K, James G, Jardine D,
et al. Validation of assembled nucleic acid-based tests in diagnostic
microbiology laboratories. Pathology. 2004 Feb;36(1):45-50.
Buchheidt D, Baust C, Skladny H, Ritter J, Suedhoff T, Baldus M, et
al. Detection of Aspergillus species in blood and bronchoalveolar
lavage samples from immunocompromised patients by means of 2-
step polymerase chain reaction: clinical results. Clin Infect Dis. 2001
Aug 15;33(4):428-35.

Bretagne S, Costa JM, Bart-Delabesse E, Dhédin N, Rieux C,
Cordonnier C. Comparison of serum galactomannan antigen detection
and competitive polymerase chain reaction for diagnosing invasive
aspergillosis. Clin Infect Dis. 1998 Jun;26(6):1407-12.

Costa C, Costa JM, Desterke C, Botterel F, Cordonnier C, Bretagne
S. Real-time PCR coupled with automated DNA extraction and
detection of galactomannan antigen in serum by enzyme-linked
immunosorbent assay for diagnosis of invasive aspergillosis. J Clin
Microbiol. 2002 Jun;40(6):2224-7.

Loeffler J, Hebart H, Brauchle U, Schumacher U, Einsele H.
Comparison between plasma and whole blood specimens for
detection of Aspergillus DNA by PCR. J Clin Microbiol. 2000
Oct;38(10):3830-3.

Costa C, Vidaud D, Olivi M, Bart-Delabesse E, Vidaud M, Bretagne
S. Development of two real-time quantitative TagMan PCR assays
to detect circulating Aspergillus fumigatus DNA in sérum. J Microbiol
Methods. 2001 Apr;44(3):263-9.

Denning DW. Invasive aspergillosis. Clin Infect Dis. 1998 Apr;26(4):
781-803.

Garcia ME, Blanco JL, Caballero J, Gargallo-Viola D. Anticoagulants
interfere with PCR used to diagnose invasive aspergillosis. J Clin
Microbiol. 2002 Apr; 40 (4):1567-8.

Baskova L, Buchta V. Laboratory diagnostics of invasive fungal
infections: an overview with emphasis on molecular approach. Folia
Microbiol (Praha). 2012 Sep;57(5):421-30.

Kawamura S, Maesaki S, Noda T, Hirakata Y, Tomono K, Tashiro T,
et al. Comparison between PCR and detection of antigen in sera for
diagnosis of pulmonary aspergillosis. J Clin Microbiol. 1999
Jan;37(1):218-20.

Rickerts V, Mousset S, Lambrecht E, Tintelnot K, Schwerdtfeger R,
Presterl E, et al. Comparison of histopathological analysis, culture,
and polymerase chain reaction assays to detect invasive mold
infections from biopsy specimens. Clin Infect Dis. 2007 Apr 15;
44(8):1078-83

Mengoli C, Cruciani M, Barnes RA, Loeffler J, Donnelly JP. Use of
PCR for diagnosis of invasive aspergillosis: systematic review and
meta-analysis. Lancet Infect Dis. 2009 Feb;9(2):89-96. Erratum in
Lancet Infect Dis. 2009 May;9(5):280.

Tuon FF. A systematic literature review on the diagnosis of invasive
aspergillosis using polymerase chain reaction (PCR) from
bronchoalveolar lavage clinical samples. Rev Iberoam Micol. 2007
Jun;24(2):89-94.

White PL, Barton R, Guiver M, Linton CJ, Wilson S, Smith M, et al.
A consensus on fungal polymerase chain reaction diagnosis: A United
Kingdom-Ireland evaluation of polymerase chain reaction methods
for detection of systemic fungal infections. J Mol Diagn. 2006
Jul;8(3):376-84.

White PL, Perry MD, Loeffler J, Melchers W, Klingspor L, Bretagne
S, et al; European Aspergillus PCR Initiative. Critical stages of
extracting DNA from Aspergillus fumigatus in whole-blood specimens.
J Clin Microbiol. 2010 Oct;48 (10):3753-5.

. Loeffler J, Kloepfer K, Hebart H, Najvar L, Graybill JR, Kirkpatrick

WR, et al. Polymerase chain reaction detection of Aspergillus DNA

RBAC. 2016;48(2):96-109

in experimental models of invasive aspergillosis. J Infect Dis. 2002
Apr 15;185(8):1203-6.

99. Kawazu M, Kanda Y, Nannya Y, Aoki K, Kurokawa M, Chiba S, et al.
Prospective comparison of the diagnostic potential of real-time PCR,
double-sandwich enzyme-linked immunosorbent assay for
galactomannan, and a (1? 3)-?-D-glucan test in weekly screening
for invasive aspergillosis in patients with hematological disorders. J
Clin Microbiol. 2004 Jun;42(6):2733-41.

100. Bhatti Z, Shaukat A, Almyroudis NG, Segal BH. Review of
epidemiology, diagnosis, and treatment of invasive mould infections
in allogeneic hematopoietic stem cell transplant recipients.
Mycopathologia. 2006 Jul;162(1):1-15.

101. Erjavec Z, Verweij PE. Recent progress in the diagnosis of fungal
infections in the immunocompromised host. Drug Resist Updat. 2002
Feb;5(1):3-10.

Correspondéncia

Suellen Gavronski
Rua Sé&o Paulo 2171, Campus Il
89030-000 - Blumenau, SC, Brasil

109



