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INTRODUCAO

A epidemiologia da Aspergilose invasiva (Al) é considerada complexa, pois 0s
fungos agentes da infeccdo sdo normalmente existentes em todo ambiente, sendo
que o ar, os tecidos de algoddo podem constituir fontes de transmissao da doenca
(Kontoyiannis e Bodey, 2002, Alonso et al. 2006). Em pacientes transplantados de
medula éssea observa-se com frequéncia casos de Al, que podem ser a causa de
morte destes individuos (Kontoyiannis e Bodey, 2002; Ohmagari et al. 2004).

O diagnostico de Al é a maioria das vezes, tardio fazendo com que o
tratamento ndo seja instituido e assim diminuindo a sua eficacia, o que faz com que
a doenca seja letal. Além de sintomatologia inespecifica, exames radiograficos do
térax podem demonstrar infiltracdes localizadas que, no entanto ndo se prestam
para diagnostico definitivo (Kontoyiannis e Bodey, 2002). Embora a bronqueoscopia
com bidpsia transbronquial ou lavagem brongqueoalveolar possam fornecer material
para cultura ou amostras histoldgicas do microrganismo sado procedimentos
invasivos sendo de risco para pacientes debilitados e neutropénicos (Wingard,
1999). A implementacdo de técnicas de alta resolucdo como a tomografia
computadorizada, a detec¢cdo de DNA de Aspergillus spp, por métodos como reacéo
de polimerase em cadeia (PCR) e a deteccdo de antigenos do fungo usando o
sangue tém sido Uteis para a deteccdo precoce da Al, constituindo técnicas
promissoras de diagnostico ( Verweij e Meis, 2000; Kami et al. 2001).

Métodos viaveis nao-invasivos na detec¢do de galactomanana (GM), antigeno

presente no soro e outros fluidos biolégicos, usando a técnica de ELISA séo de
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grande valor no diagnostico de Al (Becker et al. 2000; Maertens et al. 2001). Desta
forma, em pacientes que apresentam fatores de risco para Al como longo tempo de
neutropenia ou que tenham sido submetidos a transplantes, a deteccdo deste
antigeno pode servir para um possivel diagnostico da infecgéo.

Neste trabalho, cultivos de sangue e detec¢cdo de galactomanana no soro de
pacientes transplantados de medula 6ssea, foram realizados visando verificar o valor
de GM como possivel técnica para o diagnoéstico desta infeccdo, comparando-a com

0s resultados obtidos em cultivo.

METODOS
Amostra clinicas e pacientes

Este trabalho foi realizado com 61 pacientes procedentes do Hospital Araujo
Jorge em Goiania — GO que foram submetidos ao transplante de medula éssea. O
projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da ACCG do Hospital Aradjo
Jorge, conforme protocolo namero 055/08. O material (sangue) do paciente com
suspeita clinica de Al foi encaminhado pelo Centro de Transplante de Medula Ossea
para o laboratorio de Micologia do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica
(IPTSP) da Universidade Federal de Goias, durante o periodo de junho de 2010 a
maio de 2011.

O sangue (periférico e cateter) para a analise foi colhido em tubos a vacuo, sendo
que para o cultivo de fungos foi utilizados tubos com anticoagulante EDTA e para
teste de ELISA, tubos sem anticoagulante.

Isolamento do fungo

O sangue coletado foi semeado (£ 2 ml) em tubos de ensaio contendo 50 ml de
meio BHI bifasico, composto por uma fase soélida e uma fase liquida. Os frascos
foram incubados a 37°C e a temperatura ambiente, examinados e agitados a cada
24 horas, e diariamente e observando o crescimento do microrganismo no meio
soélido foi feito o isolamento através da transferidos para tubos de ensaio contendo
agar BHI, para posterior identificacado (Telles Filho, 1997).

A identificagcdo dos fungos filamentosos foi realizada pelas caracteristicas
macroscopicas e microscopicas das colbnias nos meios de agar BHI e batata
dextrose. Microcultivo em &gar batata foi realizado quando n&do era possivel a

identificac&o pela microscopia da colbnia.



Teste de Deteccao de GM
As amostras foram colhidas em diferentes dias (de 4 em 4 dias), até
apresentarem resultados duplos compativeis, ou seja, duas amostras seguenciais
positivas ou negativas. A deteccdo de GM usando-se o kit Platelia Aspergillus EIA,
Laboratério Bio-Rad, Marnes, Franca foi realizada segundo as instrugcdes do
fabricante. A leitura do teste foi realizada pela medida de densidade éptica (DO),

sendo que valores de DO > 0,5 foram considerados como positivos.

RESULTADOS

Dentre os 61 pacientes analisados, foram realizados em determinados casos até
10 coletas de um mesmo paciente, totalizando 175 amostras clinicas.

Em amostras do sangue periférico e/ou cateter dos 61 pacientes verificou-se o
crescimento de 11 isolados de Aspergillus, os quais foram identificados em A.
fumigatus, A. flavus e A. versicolor O numero de isolados de cada espécie e a
porcentagem equivalente encontram-se na tabela 1.

Tabela 1. Identificacdo das espécies de Aspergillus spp 0 niumero e a porcentagem

de isolados encontrados em 61 pacientes

n %
Aspergillus fumigatus 05 8,2
Aspergillus flavus 04 6,5
Aspergillus versicolor 02 3,3
Total 11 18,0

Das 175 amostras analisadas para a deteccdo de GM, verificou-se positividade
em 82 delas, sendo que estas se referiam a 21 pacientes que se mostraram com
valores de DO >0,5 em diferentes amostras. GM foi encontrada em duas amostras
sequenciais para estabelecer um diagnostico de aspergilose, mas nos quais 0s

fungos foram isolados do sangue em apenas 10 conforme mostrado na tabela 1.

DISCUSSAO
A prevaléncia de infeccao por fungos em pacientes transplantados de medula tem
aumentado muito, sendo que as espécies de Aspergillus sédo os principais agentes
etiologicos, representando cerca de 5 a 20% dos casos (Singh et al, 2003). O

isolamento de Aspergillus em 11 pacientes de 82 estudados em nosso trabalho



(13,4%) representa um percentual elevado, pois o indice de mortalidade entre os
pacientes de transplantes que apresentam-se com aspergilose invasiva é de
aproximadamente 60-90% (Hardak et al, 2009).

Apesar do isolamento do fungo ser considerado um bom método de
diagnostico, técnicas sorologicas que sdo mais rapidas podem ser importantes para
iniciar o tratamento e assim reduzir a mortalidade.

Entre os testes que envolvem técnicas soroldgicas, o de ELISA, sanduiche duplo
(Platelia; Bio-Rad), que € capaz de detectar galactomanana, o principal constituinte
da parede celular é considerado de alta especificidade (Castagnola et al, 2010).
Nossos resultados mostraram um percentual de 25,6% de positividade, portanto
maior do que o encontrado pelo isolamento do fungo. Marr et al. (2004) verificaram
que, para Al comprovada em receptores de transplante de células hematopoéticas, a
sensibilidade do ensaio Platelia variou de 87,5 naqueles pacientes que né&o
receberam terapia antifingica a 20% nos pacientes que receberam terapia
antifingica. Costa et al. (2002) verificaram que ELISA de detec¢cdo de GM no soro

foi superior a um ensaio de PCR-Light Cycler no diagndstico de aspergilose invasiva.

CONCLUSOES
A deteccdo de GM em pacientes transplantados de medula éssea pode
representar um excelente método adicional para diagnostico precoce de Al, podendo

de tal forma reduzir a morte destes pacientes.
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