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Resumo: Galactomanana (GM) ¢ um polissacarideo presente na parede celular de fungos do género Aspergillus. Dentro do
género se destaca a espécie 4. fumigatus, principal agente etiologico da aspergilose invasiva (Al), infecgdo fungicaoportu-
nistica que esta relacionada com altas taxas de morbimortalidade, principalmente em pacientes neutropénicos. A identifica-
¢do da GM em amostras biologicas nos estagios iniciais ¢ considerada util para o diagnostico da infec¢@o. O ensaio mais
utilizado para detecgdo deste antigeno ¢ Elisa imunoensaio, um teste simples, objetivo e especifico. O presente estudo
teve como objetivo levantar dados da literatura em relagdo a infecg@o invasiva causada por fungos do género Aspergillus,
bem como a dosagem do antigeno GM para diagnostico da doenca e os possiveis interferentes no ensaio. A aspergilose
invasiva atinge principalmente pulmoes, podendo afetar outros orgdos, como figado, rins e sistema nervoso central.
Para diagnostico da doenga, a detecgdo do GM pelo Elisa imunoensaio permite identificar o antigeno antes do inicio das
manifestagdes clinicas ou positividade em outros exames, favorecendo um diagnéstico precoce. Entretanto, resultados
falso-positivos podem ser observados em pacientes tratados com alguns antibioticos ou reagdes cruzadas com outros
fungos, enquanto falso-negativos podem ocorrer relacionados ao uso de terapia antifingica ou problemas analiticos.
Sendo assim, apesar de apresentar algumas limita¢des, o uso do biomarcador GM contribui amplamente no diagndstico
da AT em pacientes neutropénicos, especialmente quando associada a outras metodologias diagnosticas, podendo promo-
ver um diagnostico rapido e eficaz, resultando em melhor sobrevida do paciente.

Palavras-chave: Antigeno Galactomanana. Neutropénicos. Aspergillus

Abstract: Galactomannan (GM) is a polysaccharide cell-wall component present in fungi of the genus 4spergillus. Wi-
thin the genus, the specie 4. fumigatus is noteworthy, once it is the main etiological agent of the invasive aspergillosis
(AI), an opportunistic fungal infection that is related with considerable morbidity and mortality, especially in neutrope-
nic patients. The identification of GM in biological samples in the initial phases is considered useful for the diagnosis
of infection. The most widely used assay for detection of antigen is elisa immunoassay, a simple, objective and specific
test. The present study aims review literature dates associated with the invasive infection caused by fungi of the genus
Aspergillus, as well as the detection of GM antigen for the diagnosis of the disease and the possible interferences in the
assay. Invasive aspergillosis affects mainly lungs, but it can spread to other parts of the body, like liver, kidney and
central nervous system. For diagnosis of disease, the investigation of GM using elisa immunoassay enables to detect the
antigen before the clinical manifestations or other tests positive, furthering an early diagnosis. However, false positive
results can be found in patients on treatment with some antibiotics or cross-reactivity with other fungi, while false nega-
tives can occur associated with antifungal therapy or analytical problems. Therefore, although it has some limitations,
the use of biomarker GM contributes largely in the diagnosis of Al in neutropenic patients, especially when combined
with other diagnostic methods, may promote a rapid and effective diagnosis, resulting in improved patient outcomes.
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INTRODUGAO

Galactomanana (GM) ¢ um polissacarideo for-
mado por uma cadeia linear de o-manana e duas cadeias
curtas de 1,5-B-galactofuranose que compde a parede
celular de fungos do género Aspergillus'. O GM é so-
lavel em agua, sendo encontrado em diversas amostras
biologicas como sangue, urina, liquor e lavado bronco-
alveolar ap6s o inicio do crescimento das hifas do fun-
go'3. As espécies do género Aspergillus sdo fungos fi-
lamentosos encontrados no solo e matéria organica em
decomposicao e sua reprodugdo ocorre principalmente
de forma assexuada com a formacgdo de conidios, que
sdo propagulos infectantes da espécie®.

As manifestagdes clinicas provocadas pelas
espécies do género Aspergillus sdo heterogéneas, pois
dependem de fatores do hospedeiro como a imunode-
ficiéncia, observando lesdes acometendo desde tecido
cutaneo até 6rgdos internos, como ocorre na AI°. Entre
as espécies, 4. fumigatus ¢ responsavel por 90% dos
casos de aspergilose invasiva (Al), com altas taxas de
morbidade e mortalidade em pacientes transplantados
de células tronco hematopoiética (TCTH) com neutro-
penia prolongada®.

A deteccdo de marcadores circulantes, como
GM, que ¢ constituinte da parede celular fingica, estdo
incluidos como critério micologico para diagnéstico da
doenga invasiva’®. A detecgdo nos estagios iniciais da
doenga ¢ considerada util para o diagndstico precoce
e aumento da sobrevida do paciente. O limiar de de-
tecgdo do antigeno depende da metodologia do ensaio,
sendo que o mais utilizado ¢ Elisa imunoensaio por
ser um teste simples, objetivo e especifico que utiliza
anticorpo monoclonal capaz de detectar o GM pelo re-
conhecimento da cadeia lateral 1,5-B-D galactofurano-
sideo da molécula®’.

Dessa forma, esta revisao de literatura objetiva
descrever sobre a infecgdo invasiva causada por fungos
do género Aspergillus, bem como a dosagem do antige-
no GM para diagndstico da doenca e os fatores capazes

de interferir no ensaio.
MATERIAL E METODOS

A pesquisa bibliografica foi realizada nas se-
guintes bases de dados: PubMed (Public Medical Li-

terature Analysisand Retrieval System Online), Scielo

(Scientific Eletronic Library Online) e Lilacs (Lite-
ratura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da
Saude). Na busca, foram utilizados, os seguintes des-
critores em Ciéncias da Saude (DeCS), de forma iso-
lada ou em combinagd@o: “antigeno galactomanana”,
“neutropénicos’ e “Aspergillus”, e incluidos 53 artigos
abordando os principais aspectos do diagndstico da Al
e que apresentavam conteidos que contribuiram para o
cumprimento dos objetivos deste trabalho, nos idiomas
portugués, inglés ou espanhol, publicados no periodo
de 2002 a2016. Foram excluidos do estudo artigos pu-
blicados antes de 2002, artigos publicados em outros
idiomas e aqueles em que os conteudos nao estavam

relacionados aos objetivos propostos neste trabalho.

REVISAO DA LITERATURA

1. Aspergillus spp

Os fungos do género Aspergillus sao cosmopo-
litas, encontrados no solo e matéria organica em de-
composi¢do®, crescem como hifas, principalmente pela
reproducdo assexuada formando conidioforos com
cabecga aspergilar por onde sdo liberados uma grande
quantidade de conidios. O género engloba mais de
cem espécies com diferentes caracteristicas micro e
macroscopicas. Embora Aspergillus fumigatus seja a
espécie mais patogénica, 4. flavus, A. niger, A. terreus,
A. nidulans e A. ustus, também sdo isolados de pacien-
tes com infecgdo invasiva'®. A evolucdo das diferentes
formas clinicas da aspergilose depende da interagdo
microrganismo-hospedeiro, como viruléncia da cepa e
estado imunolégico do hospedeiro, o que pode deter-
minar um progndstico desfavoravel pelo desenvolvi-
mento da forma invasiva da infec¢do'"'2.

A transmissdo ocorre pela inalagdo de conidios
liberados pelo fungo no ambiente, que se alojam no
pulmdo, entram em contato com o epitélio terminal
das vias respiratorias e se depositam entre as lacu-
nas do revestimento dos bronquios e alvéolos!'>!3 ini-
ciando uma inflamag¢@o acompanhada por liberagdo
de enzimas flingicas e produ¢do de gliotoxinas!*!*, o
que resulta em danos nos tecidos e a disseminagao do
fungo para outros 6rgdos, como figado, rins e sistema
nervoso central (SNC) através da corrente sangui-
nea, originando abcessos e lesdes necroticas nesses

orgaos's.
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2. Aspergilose invasiva (Al)

Al ¢é a segunda micose sistémica mais comum
em todo o mundo, com uma taxa de prevaléncia de
1-15%. Esta infec¢do apresenta-se como uma das
principais causas de morbidade e mortalidade em pa-
cientes com neoplasias hematoldgicas, neutropénicos
(com contagem de neutrofilos 100-500 cel/mm?)'” e
receptores de transplante de células hematopoiéticas'®,
além disso, tratamento com imunossupressores, COMo
corticoterapia, doenga pulmonar obstrutiva cronica
(DPOC), cancer de orgdos solidos e pacientes com
Virus da Imunodeficiéncia Humana sdo condi¢des que
também estdo relacionadas com predisposi¢do para
AI". Estes fatores determinam uma maior vulnerabili-
dade para Al em decorréncia da imunodeficiéncia que
facilita a evolugao do processo infeccioso.

A infeccdo invasiva por Aspergillus spp € carac-
terizada pela capacidade de invasdo vascular pelo fun-
go, produzindo uma doenca generalizada envolvendo
mais de um 6rgdo, e consequentemente levando a um
pior prognostico da doenga. Em dois relatos de caso
em pacientes pediatricos, com diagnoéstico de leucemia
aguda, foi verificada a evolug¢do de Al a nivel renal e
outro envolvendo simultaneamente pulmoes e sistema
nervoso central, o que determinou um pior prognosti-
co clinico e terapéutico quando comparado com o caso
com acometimento renal®.

Em um estudo com pacientes transplantados de
medula 6ssea foi verificado altas taxas de letalidade da
Al, mesmo com tratamento empirico com antifiingicos
sistémicos, em decorréncia do atraso no diagnostico da
infec¢do a nivel pulmonar, e ainda pela sua facilidade
de disseminagdo para outros orgaos. Além disso, entre
os principais fatores de risco para o desenvolvimento
de Al foi o tratamento com esterdides, em 63% dos ca-
sos, e periodo prolongado de neutropenia, com média
de 18,7 dias?'.

O diagnostico da Al tem inicio com a suspei-
ta clinica associado a fatores de risco do hospedeiro e
epidemiologia local, uma vez que o fungo esta onipre-
sente na natureza®>?. Portanto, a investigagdo devera
ser iniciada o mais breve possivel tanto com métodos
diagndsticos convencionais, como cultura, biopsia e
exames radiologicos* 2.

No entanto exames histopatologicos requerem

procedimentos invasivos que geralmente sao excluidos

quando se trata de paciente neutropénico, submetidos
a quimioterapia ¢ tratamento pos-transplante. A cultu-
ra do material bioldgico apresenta baixo rendimento
pela dificuldade de determinar se um resultado posi-
tivo esta relacionado com infecg¢do fungica invasiva,
colonizagdo ou contaminag¢do®’. Desta forma, a detec-
¢do da GM representa um importante teste diagnostico
em pacientes com suspeita de Al, uma vez que quando
monitorada de forma seriada, antecipa o diagndstico da

doenga’.

3. Antigeno galactomanana (GM)

O GM ¢ um polissacarideo termoestavel®?’, hi-
drossoltvel, composto por uma cadeia linear a-manana
e cadeias curtas de 1,5-B-galactofuranose componente
da camada externa da parede celular de fungos do gé-
nero Aspergillus, sendo liberado na corrente sanguinea
durante a disseminag@o no processo infeccioso!. Apesar
que a dosagem de GM ¢ comumente realizado no soro,
a utilizacdo de lavado bronco-alveolar (LBA) apresen-
ta alta sensibilidade e especificidade quando compara-
do com a dosagem no soro*®**. Além disso, de acordo
com o sitio anatémico pode ser utilizado urina ou liquor,
mesmo que o teste apresente baixa sensibilidade®!-2,

A deteccdo de GM pode ser realizada por um
ensaio semiquantitativo imunoenzimatico do tipo san-
duiche, onde sdo utilizados anticorpos monoclonais*®
que reconhecem o epitopo galactofuranose da molécu-
la de GM34, O limiar de detecgéo para o teste em amos-
tras de soro é de 1 ng/mL"!, enquanto que a técnica de
aglutinagdo em latex utilizando o mesmo anticorpo
apresenta um limiar de detec¢do de 15 ng/mL!. Além
disso, os resultados do ensaio podem ser obtidos em
poucas horas, possibilitando um diagndstico precoce
da doenga®’.

Os anticorpos utilizados no teste reagem com
varias espécies de Aspergillus como: A. fumigatus, A.
niger, A. versicolor e A. terreus, porém também sdo
capazes de reconhecer exoantigenos de outros fungos
filamentosos como Penicillium, Trichophyton, Clados-
porium, Alternaria e Fusarium. Por esse motivo, faz-se
necessario alguns cuidados na coleta, manipulagdo e
transporte da amostra clinica utilizada, para evitar con-
taminag@o por outros fungos filamentosos?’.

A detecg@o do GM em amostras clinicas ocorre

de cinco a oito dias antes do inicio das manifestacdes
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clinicas, das alteracdes nos exames de imagem ou da
positividade dos métodos de cultura®, no entanto, de-
vido a liberag@o inconstante do antigeno a dosagem
deve ser feita pelo menos duas vezes por semana sendo
aceito como critério diagnostico duas amostras conse-
cutivas positivas®®.

Apesar que, a dosagem de GM pode determinar
critérios diagnosticos da Al ¢ observado uma variagdo
da especificidade e sensibilidade de acordo com a po-
pulacdo de estudo, extensdo da capacidade de angioin-
vasdo do fungo e nimero de amostras obtidas de cada
paciente’”3®, Zhang et al.* verificaram uma sensibilida-
de de 91% e especificidade de 81% no diagndstico de
Al em pacientes com DPOC. Da mesma forma, estes
indices elevados foram verificados em uma meta anali-
se de 27 estudos envolvendo pacientes com diferentes
caracteristicas clinicas, com sensibilidade e especifici-
dade de 71% e 89%, respectivamente®’. No entanto a
dosagem do GM para o diagnostico de Al em pacientes
com Diabetes Mellitus (DM) descontrolada e sem neu-
tropenia apresentou uma baixa sensibilidade com 23%
e uma melhor especificidade com 76,1%%.

A pesquisa de GM no LBA se comparada ao
soro apresenta uma maior sensibilidade, no entanto a
associag@o da pesquisa no soro ¢ LBA aumenta a sen-
sibilidade diagndstica do teste. Uma meta analise de 16
estudos avaliando o desempenho do GM em pacientes
hematoldégicos demonstrou uma sensibilidade de 82%
e especificidade de 92%, no entanto a associagdo da do-
sagem de GM no soro e LBA determinou aumento da
sensibilidade e diminui¢do da especificidade para 90%
e 89%, respectivamente. O aumento da sensibilidade
quando utilizada amostra de LBA esta relacionada com
o fato das vias aéreas inferiores serem os locais mais
afetados pela infec¢@o por Aspergillus sp, e consequen-
temente determinar uma maior concentragcdo de GM*!,

Alguns fatores influenciam a dosagem de GM o
que pode determinar uma baixa sensibilidade e conse-
quentemente resultados falso positivos ou negativos®’#2,
A frequéncia de possiveis resultados falso-positivos
usualmente varia entre 8 a 14%'°, sendo determinado
principalmente pelo uso de antibidticos da classe beta-
lactamicos, pois estes farmacos sdo produtos metabdli-
cos do Penicillium, fungo que também possui GM na
composi¢do molecular da parede celular***,

De acordo com Viscoli e colaboradores®® o teste

para dosagem de GM apresentou uma alta incidéncia

de falsos positivos em transplantados de medula 6ssea
com tratamento empirico de piperacilina-tazobactam
sendo que o teste produziu resultados positivos em 12
de 15 lotes do antibiotico utilizado. Esta interferéncia
pode ocorrer por um periodo de até cinco dias ap6s
a administragdo do antibidtico, no entanto de acordo
com Mikulskaet al.** o nivel de interferéncia destes
antibioticos depende da industria farmacéutica, pois
algumas preparacdes ndo determinam estes resultados
falsos positivos.

A colonizacdo do intestino de criangas e neo-
natos por Bifidobacterium bifidum pode estar relacio-
nados com resultados falso positivos na dosagem de
GM*, Segundo Marr et al.*’ o acido lipoteicoico, um

constituinte da parede celular da Bifidobacterium bi-

fidum, existente na microbiota intestinal dos neonatos

causa uma reagdo cruzada com o anticorpo monoclonal
EB-A2, devido a estrutura molecular ser semelhante a
residuos das cadeias laterais do galactomanana.

A reatividade cruzada com outros fungos ¢ uma
importante causa na determinagdo de resultados falso
positivos na detec¢do do GM?”. De acordo com Torto-
rano et al.*® entre 11 pacientes com doengas hemato-
logicas e neutropénicos com confirmagdo de fusariose
disseminada, a dosagem de GM foi positiva em nove
com auséncia de crescimento do Aspergillus em cultu-
ra de espécimes clinicos. Um indice de reagdo cruzada
com H. capsulatum utilizando a dosagem de GM foi
observado em 23 de 48 amostras clinicas positivas uti-
lizando testes que detectam especificamente antigeno
do H. capsulatum®. Além disso, foi verificado reacdo
cruzada de Blastomyces dermatitidis, Nigrospora ory-
zae, Paecilomyces lilacinus, Penicilium chrysogenum
e Trichothecium roseum entre 53 testes utilizando a
dosagem de GM*°.

A taxa de resultados falso-negativos no teste de
ELISA para detec¢do de GM oscila entre 8 e 10%”°".
Ténase et al.’* relataram que o fator que desencadeia
resultados falso negativos na dosagem do GM esta re-
lacionado ao uso de profilaxias antifungicas. Quando
o paciente faz uso de algum tipo de terapia antifingi-
ca, hd um atraso na liberacdo GM e por consequéncia
um atraso na detecgdo no sangue, além do que a con-
centragdo no soro apresenta-se reduzida, determinan-
do uma menor sensibilidade e especificidade do teste.
Além disso, outros fatores sdo capazes de desencade-

ar resultados falsamente negativos como a frequéncia
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inadequada da realizagao de testes, pequeno volume de
amostras coletadas e conservagdo da amostra acima do
tempo recomendado.

No entanto, mesmo apresentando varias limi-
tagdes, a dosagem do GM ¢é amplamente utilizada no
diagnostico da Al, principalmente quando associada a
outros métodos diagnodsticos®> como detecgdo de (1 3)
B- D- glucano (BGD) e métodos moleculares como a
Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), o que pode
determinar uma melhor validade diagnostica em rela-
¢80 ao seu desempenho individual?” com um diagnoésti-

co preciso de 95,2% dos casos de AI%.

CONSIDERAGOES

e monitoramento da terapia antifungica no tratamento
da Al, a importancia da agregag¢do de dados clinicos
radioldgicos e microbiologicos ndo pode ser desconsi-
derada, uma vez que desempenham papel fundamental
na detecgdo e avaliac¢do evolutiva da doenga.

Além disso, a dosagem do GM auxilia no mo-
nitoramento da terapia antifingica, pois a resposta
terapéutica ¢ diretamente proporcional a diminuicdo
da concentracdo de GM. Uma maior sobrevida dos
pacientes ¢ observada quando os niveis de GM dimi-
nuem durante a terapia. Por outro lado, niveis de GM
em constante aumento constituem casos com mau
prognostico, que pode ser determinado pelo diagnds-

tico tardio e terapia antifingica estabelecida depois de

estado avangado da doenga.

Embora a utilizacao da dosagem de GM seja de

grande utilidade para o diagnostico precoce, emprego
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