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RESUMO

Aspergilose invasiva (Al) é uma importante causa de morbidade e mortalidade entre
pacientes neutropénicos com cancer hematoldgico. O diagndstico desta doenga flingica
invasiva (DFI) permanece um desafio, especialmente devido a seus sintomas inespecificos e
falta de sensibilidade e especificidade de testes que utilizam metodologia ndo invasiva. A
deteccao de galactomanana (GM) em amostras de fluidos biolégicos foi recentemente incluida
como um critério micolégico para Al “provdavel” em consenso para disgnostico de DFI
elaborado pela European Organization for Research and Treatment of Cancer/ Invasive
Fungal Infection Cooperative Group and the National Institute of Allergy and Infectious
Diseases Mycoses Study Group (EORTC/MSG). A GM é um antigeno solivel liberado
durante o crescimento da hifa no tecido. O teste de detec¢do é um ELISA sanduiche (ELISA-
GM) que tem um excelente valor preditivo negativo no diagndstico da Al em pacientes de alto
risco e pode apresentar indices positivos antes das manifestacdes clinicas da doenca. O
objetivo deste estudo foi investigar a incidéncia da Al em pacientes neutropénicos com
doencas hematolégicas malignas acompanhados pelo servico de hematologia do Hospital
Universitario Professor Edgard Santos, Universidade Federal da Bahia, Brasil. Foram feitos
monitoramentos com testes seriados para deteccdo de GM em amostras de soro em episddios
de neutropenia e os resultados foram associados com dados clinicos dos pacientes. Um total
de 102 episddios foi incluido de maio de 2011 a julho de 2012, 48 dos quais com neutropenia
prolongada (< 500 neutréfilos/mm? por mais que 10 days). Um caso com critérios para Al
“provavel” e quatro com critérios para Al “possivel” foram detectados. Um caso com indices
positivos seriados em teste de GM sem critério radiol6gico foi observado; este episédio pode
ter representado um estdgio inicial da infeccdo. Os dados obtidos foram condizentes com as
descricdoes sobre a utilidade do ELISA-GM como ferramenta para diagnéstico da Al;
entretanto, a associagdo com outros testes ndo invasivos pode melhorar sua aplicacdo na
pratica clinica.

Palavras-chave: galactomanana; ELISA-GM; aspergilose invasiva; neutropenia.



ABSTRACT

Invasive aspergillosis (IA) is a major cause of morbidity and mortality among
neutropenic patients with hematological cancer. The diagnosis of this invasive fungal disease
(IFD) remains a challenge, especially due its unspecific symptoms and lack of sensitive and
specific noninvasive diagnostic tests. The detection of galactomannan (GM) in biological
fluids samples was recently included as a mycological criterion for “probable” IA in
consensus for DFI diagnosis elaborated by European Organization for Research and
Treatment of Cancer/ Invasive Fungal Infection Cooperative Group and the National Institute
of Allergy and Infectious Diseases Mycoses Study Group (EORTC/MSG). The GM is a
soluble antigen released during hyphal growth in tissues. The detection test is an ELISA
sandwich (GM-ELISA) that has an excellent negative predictive value in the diagnosis of Al
in high-risk patients and it can present positive indexes before clinical manifestations of the
disease. The aim of this study was to investigate the incidence of Al in neutropenic patients
with hematological malignances attended by the hematological service of University Hospital
Professor Edgard Santos, Federal University of Bahia, Brazil. Serial screening for serum GM
was made in neutropenia episodes and the results were associated with patients’ clinical data.
A total of 102 episodes was included from May 2011 to July 2012, 48 of this were prolonged
neutropenia (< 500 neutrophils/mm? for > 10 days). A case with criteria for “probable” IA and
four with criteria “possible” IA were detected. A case of serial positive serum indexes in GM
test without radiologic criteria was observed; this episode may have represented an earlier
stage of the infection. The data were consistent with the descriptions of usefulness of GM-
ELISA as a tool for Al diagnosis; however, the association with other noninvasive test can
improve its application in clinical practice.

Keywords: galactomannan; GM-ELISA; invasive aspergillosis; neutropenia.
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1. INTRODUCAO

A aspergilose invasiva (Al) é uma doenca fuingica invasiva (DFI) causada por fungos
filamentosos do género Aspergillus spp. que acomete principalmente pacientes
imunocomprometidos. Trata-se de uma importante causa de morbidade e mortalidade entre
pacientes neutropénicos portadores de doencas hematoldgicas submetidos a quimioterapia ou
transplante de medula 6ssea, especialmente do tipo alogénico (DAGENAIS, KELLER, 2009;
KRADIN, MARK, 2008; PARK, MEHRAD, 2009).

O diagnostico da Al representa um desafio e é dado em niveis de probabilidade
definidos em consenso elaborado pela European Organization for Research and Treatment of
Cancer/ Invasive Fungal Infection Cooperative Group and the National Institute of Allergy
and Infectious Diseases Mycoses Study Group (EORTC/MSG), a0 menos para pesquisa
clinica e epidemioldgica. Os niveis de probabilidade sdao “possivel”, “provavel” e “provada”,
sendo que para este ultimo € necessdria a comprovagao da presenca do agente infeccioso a
partir de bidpsia de sitio de infeccdo, que em geral acomete o pulmao. Para a classificacdo da
DFI nos demais niveis de probabilidade deve ser feita a avaliagdo do conjunto: fatores do
hospedeiro, uteis para o reconhecimento de individuos com predisposi¢ao ao desenvolvimento
de DFI (neutropenia prolongada, por exemplo); critérios clinicos, que no caso da Al pulmonar
s30 os sinais caracteristicos em tomografia computadorizada de térax; e o critério micoldgico,
constituido por testes diretos de microscopia ou cultura, e os testes indiretos incluidos
recentemente, que sdo a deteccdo do antigeno galactomanana (para Al) e da B-D-glucana
(ASCIOGLU, 2002; DE PAUW, 2008).

Além da utilidade diagndstica, o monitoramento de pacientes neutropénicos com a
dosagem seriada do antigeno galactomana GM tem se mostrado util para a institui¢do da
terapia antifiingica preemptiva e para avaliacdo de tratamento e diagndstico da Al
(MAERTENS, 2005; MICELI 2008; PARK, 2010; TAN, 2011).

Existem ainda poucos dados disponiveis sobre a epidemiologia da Al no Brasil e
principalmente no Nordeste do pais (OLIVEIRA, 2002; NUCCI, 2012). Ademais, sdo poucos
os hospitais com servi¢co de hematologia / oncologia que dispdem do teste de deteccao de GM
para monitoramento dos pacientes em periodo de risco. Logo, faz-se importante o estudo e a
producdo de dados sobre a incidéncia da DFI entre pacientes com doengas hematoldgicas na
Bahia, assim como sobre a aplicagdo do imunoensaio enzimdtico de detec¢io de GM para

diagnéstico da Al nesta populacdo.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Imunopatogénese da aspergilose invasiva

As espécies do género Aspergillus sdo caracterizadas como fungos filamentosos, hialinos,
septados. Sdo espécies predominantemente saprofitas, que crescem em matéria organica
morta e em decomposicdo em diversos ambientes (DAGENAIS, KELLER, 2009).
Reproduzem-se assexuadamente através da producdo de conidios, estruturas esféricas de
camada externa hidrofébica e tamanho relativamente pequeno (2 a 5 um de didmetro) com
caracteristica facilidade de dispersdo no ar (PARK, MEHRAD, 2009).

Estas estruturas sdo produzidas em grandes quantidades e os humanos podem inalar
centenas destas diariamente. Em virtude disso a maioria das doencgas causadas por Aspergillus
se inicia no trato respiratério apos inalagdo dos conidios (PARK, MEHRAD, 2009). Este
agente pode causar uma variedade de doencas a depender do status de imunidade do
hospedeiro, estas que sdo classificadas em trés categorias: infeccdes invasivas, caracterizada
pelo crescimento da hifa invadindo o tecido; colonizagdo dos tecidos mucosos; doengas de
hipersensibilidade (KRADIN, MARK, 2008; PARK, MEHRAD, 2009). Na Figura 1 pode ser
vista a representacdo esquemadtica das doencas causadas por Aspergillus spp. e suas relagdes
com status de imunidade do hospedeiro. Nota-se que a aspergilose invasiva manifesta-se no

extremo de imunocromprometimento do hospedeiro e representa uma doenga grave.

Figura 1. Espectro das doencas causadas por espécies de Aspegillus em
funcdo da resposta imune do hospedeiro. ABPA, aspergilose
broncopulmonar alérgica. Fonte: PARK e MEHRAD, 2009.
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A aspergilose invasiva (Al) € uma infec¢ao oportunista, sendo a doenga e sua progressao
resultantes tanto do crescimento e viruléncia do fungo quanto da resposta do hospedeiro
(DAGENALIS, KELLER, 2009).

A primeira linha de defesa aos conidios é representada pelas barreiras fisicas do trato
respiratorio, a comecar pelos cornetos nasais e padrao de ramificagdo da arvore bronquica que
fazem com que o fluxo de ar inalado favorega a deposicao dos conidios na superficie fluida do
epitélio, onde sdo sujeitos a remog¢do por acdo dos batimentos ciliares (PARK, MEHRAD,
2009). Além disso, esta superficie fluida possui uma ampla variedade de receptores de
reconhecimento de patdgenos soliveis e peptidios microbicidas. Aliados a essas defesas sao
desencadeados mecanismos de resposta imune inata, que incluem a resposta de macréfagos
alveolares e células dendriticas, recrutamento de outros leucdcitos, e ativagdo destes no sitio
de infeccdo (PARK, MEHRAD, 2009). Este processo, desde a inalacdo dos conidios, estd

demonstrado na Figura 2.
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Figura 2. Representacdo esquemadtica dos componentes da resposta imune do
hospedeiro ao conidio de Aspergillus inalado. PMN, células polimorfonucleares;
NK, células Natural Killer. Fonte: PARK e MEHRAD, 2009.

Alrway
Masal turbinates surface
fluid Airway epithelium

Inhalation of
airborne conidia
g i Basement
membrane

®

Air space lumen

‘-)“‘-..___\__‘
Cell-bound
4 0 Q A/ / : "jf“
th Nl . 0 | ' " Alveolar
(Airway epithelium / {/’ . macrophage
o VN »

| ! ! e =
! | , 3 A iveolar epithelium
“ﬁ&:‘k J =T . e

Lg.rm node

l

Th cell differentiation

A partir do reconhecimento de padrdes moleculares associados a patégenos (PMAP) por
receptores de reconhecimento de padrdo (RRP), tanto os soldveis quanto os expressos na
superficie de células das linhagens mieldides (células dendriticas, macréfagos, mondcitos e
neutréfilos) e ndo mieldides (células epitelias e endoteliais) (STEELE, WORMLEY JR, 2012)
€ iniciada a resposta imune. Entre os receptores se incluem DC-SIGN (dendritic cell-specific
ICAM-3-grabbing non-integrin), um receptor do tipo lectina, dectin-1, TLR-2 e TLR-4 (toll
like receptors 2 e 4). Receptores DC-SIGN e dectin-1 parecem estar envolvidos em
mecanismos de fagocitose e morte intracelular mediados por macréfagos alveolares,

neutréfilos e células epiteliais; enquanto que o reconhecimento por TLR-2 e TLR-4 medeiam
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tanto os mecanismos ja citados quanto a morte extracelular mediada por neutréfilos frente aos
fenétipos de conidios em germinagdo e hifas (BALLOY, CHIGNARD, 2009).

Os macréfagos alveolares sdo primariamente responsdveis pela fagocitose e morte dos
conidios assim como pela iniciacdo da resposta proinflamatdria para recrutamento de
neutréfilos (DAGENAIS, KELLER, 2009). A eliminacdo dos conidios por estes macréfagos é
altamente efetiva, com 90% dos conidios destruidos em 30h (BALLOY, CHIGNARD,
2009).

E desencadeada uma resposta proinflamatéria caracterizada pela producdo citocinas e
quimiocinas importantes na defesa contra este organismo, incluindo TNF-q, IL-18, IL-6, IL-8,
proteina inflamatdria la dos macréfagos, e proteina 1 quimiotdtica de mondcitos
(DAGENALIS, KELLER, 2009).

Os conidios de Aspergillus passam por diferentes fendtipos até atingirem a forma de hifa
no hospedeiro, estes sdo: latente, intumescido, em germinacdo e hifa (BALLOY,
CHIGNARD, 2009). Os conidios em laténcia e intumescidos que evadem da acdo dos
macréfagos podem germinar e se tornam alvo da infiltracdo por neutréfilos (DAGENALIS,
KELLER, 2009). Os neutréfilos constituem a maior populagcao de fagdcitos intravasculares e
sdo essenciais na defesa contra infec¢des microbianas. A rede vascular do pulmdo, em
especial os capilares, ¢ um importante reservatério dos mesmos, contendo 40% dos
neutréfilos do corpo. Durante a infecg@o estas células sdo rapidamente recrutadas e podem
constituir mais de 90% das células fagocitarias presentes no sitio da infeccio (BALLOY,
CHIGNARD, 2009). Além de possuir agdo contra conidios latentes e intumescidos, os
neutréfilos tém um importante papel contra os conidios em germinagdo e hifas.

Na interacdo com conidios de Aspergillus, mondcitos do sangue periférico sofrem
profundas mudancgas na expressao de centenas de genes. Estas células sdo capazes de ingerir e
matar conidios, além de induzir danos nas hifas. A morte dos conidios neste caso pode ser
reforcada em presengca GM-CSF, IFN-Y e drogas fungicidas (PARK, MEHRAD, 2009).

Drogas antiftingicas que tém como alvo ou modulam componentes da parede celular
fingica parecem também alterar a resposta inflamatdria, a exemplo das equinocandinas, que
favorecem a exposicdo do B-(1,3)-glucana nas hifas de Aspergillus, a secrecio de maiores
niveis de TNF-a e CXCL2 por macréfagos derivados de medula 6ssea e maior dano da hifa
causado por neutréfilos (PARK, MEHRAD, 2009).

Conidios latentes tornam-se intumescidos dentro de 4 a 5 horas apds chegada aos pulmdes

e, se nao eliminados, germinam e formam hifas em 12 a 15 horas ap6s chegada. As hifas
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podem invadir o tecido pulmonar, causando pneumonia, e frequentemente disseminam para
outros 6rgaos, mais comumente nas regides laterais ao pulmao e o cérebro (PARK, MEHRAD
2009). A disseminacdo da infec¢do ocorre por um processo de angioinvasdo, resultando em
trombose e infarto, com criagdo de uma 4rea necrética apropriada ao crescimento do fungo
(DAGENAIS, KELLER, 2009).

O perfil de citocinas induzido durante a infec¢do, ao menos em modelo murino, depende
do status de imunidade (imunocompetente ou imunocomprometido) e o tipo de
imunossupressao, neutropenia ou corticoterapia prolongada por exemplo. Geralmente, em
camundongos imunocompetentes observa-se a expressao das citocinas TNF-q, IL-12, [FN-y,
IL-18, IL-6, IL-1b, IL-10, GM-CSF, MIP-1a, MCP-1, MIP-2 ¢ KC (BALLOY, CHIGNARD,
2009).

Quando o micro-organismo ndo € eliminado nas primeiras horas pelas barreiras fisicas e
mecanismos da imunidade inata, ocorre a apresentacdo de antigeno e a proliferacdo de células
T Aspergillus especificas e é dado inicio a imunidade adquirida (PARK, MEHRAD, 2009).

Linfécitos tipo Thl, cuja assinatura € a producdao de IFN-y, s@o necessdrios para uma
efetiva resposta ao A. fumigatus. Uma robusta resposta Th1 aumenta a resisténcia em modelo
murino experimental da Al, enquanto que a resposta Th2 leva ao desenvolvimento da
aspergilose broncopulmonar alérgica. Além disso, um aumento na producdo de citocinas Thl
versus Th2 estd associada ao melhor desfecho na doenga fingica invasiva (BEN AMI, 2010).
Ja a resposta Th17 parece favorecer a Al ao mesmo tempo que exacerba o dano tecidual
provocado por inflamagdo (ZELANTE, 2007).

Entretanto, o bloqueio de IL-23 por anticorpos neutralizantes em camundongos
deficientes em IFN-y com Al resultou em uma maior carga flingica, sugerindo que ao menos
na auséncia de uma efetiva resposta Thl, a via IL-23/IL-17 € protetora contra infec¢cdo por
Aspergillus.

Prolongada neutropenia € classicamente definida como principal fator de risco para a Al e
¢ frequentemente resultante de terapias altamente citotéxicas como com uso da
ciclofosfamida, a qual € utilizada em paciente transplantado ou naqueles com doencas
hematoldgicas (DAGENAIS, KELLER, 2009). Ciclofosfamida é um agente alquilante de
DNA que depleta leucécitos, incluindo os neutréfilos.

Uma variedade de pacientes ndo neutropénicos, mais comumente aqueles sob tratamento
com corticosterdides, € susceptivel a Al, embora a patologia da doenca seja diferente. Estes
casos sdo caracterizados por um limitado desenvolvimento do fungo, com infiltrado

piogranulomatoso, necrose tecidual e excessiva inflamagdo. Corticosterdides causam
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significantes consequéncias nao apenas na fagocitose, como também prejudicam mecanismos
oxidativos nos fagdcitos, producdo de citocinas e quimiocinas, e migracdo celular
(DAGENALIS, KELLER, 2009).

Nas dltimas décadas houve grande avanco nos conhecimentos sobre a imunopatogénese
da aspergilose invasiva, o que tem permitido formular potenciais abordagens que visam
aumentar ou restaurar a imunidade antifingica em pacientes imunocomprometidos. Estas
abordagens incluem administracio de células efetoras e células regulatérias, como
granuldcitos, células T especificas, células natural killer, células dendriticas; assim como a
administracdo de citocinas recombinantes, interferons e fatores de crescimento; além de vérias
estratégias vacinais (CARVALHO, 2012; LEHRNBECHER, 2012).

Outra estratégia baseada nos conhecimentos sobre imunopatogénese da Al é a observacao
dos niveis de citocinas para acompanhamento da resposta ao tratamento. Uma coorte de
estudo multicéntrico envolvendo 119 pacientes com Al mostrou que niveis inicialmente muito
elevados de IL-8, e persistentemente elevados de IL-6, IL-8 e proteina C reativa apds inicio da
terapia podem ser preditores precoces para identificagdo de nao respondedores, enquanto que
o decréscimo dos niveis dessas citocinas foi observado durante o tratamento daqueles que
tiveram uma boa resposta clinica (CHAI 2010).

Entretanto, sdo necessdrios ainda muitos estudos para avaliar os beneficios dessas

abordagens na prética clinica.

2.2 Diagnoéstico da aspergilose invasiva e a deteccao do antigeno galactomanana

Existe uma grande dificuldade para o estabelecimento do diagnéstico da aspergilose
invasiva. Para o diagndstico definitivo € necesséria a visualiza¢do de elementos flingicos nos
tecidos obtidos por bidpsia ou pungdo aspirativa com agulha do sitio de infec¢do. Os exames
histolégicos requerem procedimentos invasivos e geralmente sdo excluidos uma vez que os
pacientes envolvidos em casos suspeitos sdo individuos debilitados, principalmente aqueles
citopénicos submetidos a tratamentos quimioterdpicos € em periodo pdstransplante. A cultura
a partir de fluidos bioldgicos tem baixo rendimento e nem sempre se pode diferenciar se um
resultado positivo € referente a doenca invasiva, colonizacdo ou contaminag¢ao (AQUINO,
2007; DE PAUW, 2008).

Abordagens diagndsticas mais recentes tem se baseado na deteccdo de marcadores
circulantes, antigenos ou constituintes da parede celular flingica. Estes biomarcadores foram

recentemente incluidos como critério micolégico em consenso sobre doencgas fungicas
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invasivas (DFI) elaborado pela European Organization for Research and Treatment of
Cancer/ Invasive Fungal Infection Cooperative Group and the National Institute of Allergy
and Infectious Diseases Mycoses Study Group (EORTC/MSG) (ASCIOGLU, 2002, DE
PAUW, 2008). Este consenso foi projetado para pesquisa clinica e epidemioldgica, podendo
ser aplicado a pratica clinica, mas nos casos suspeitos a terapia antifingica deve ser iniciada
antes de cumprirem-se os critérios para diagnéstico definitivo (SHERIF, SEGAL, 2010).

O consenso elaborado pelo EORTC/MSG propde defini¢des padronizadas para o
diagnéstico da DFI baseadas em fatores do hospedeiro, critérios clinicos e critérios
micoldgicos, dos quais faz parte a deteccdo do antigeno galactomanana em plasma, soro,
lavado broncoalveolar ou liquido cefalorraquidiano como teste indireto para o diagndstico da
aspergilose invasiva (DE PAUW, 2008). A Tabela 1 retne as descri¢des destes critérios
levando em conta principalmente a aspergilose pulmonar invasiva. Os niveis de probabilidade
atribuidos s@o: DFI “provada”, “provdvel” e “possivel” em pacientes imunocomprometidos
com cancer ou receptores de células tronco hematopoiéticas. Para diagnéstico classificado
como possivel é necessario um fator do hospedeiro e um critério clinico; para diagndstico
provavel devem ser cumpridos estes mesmos critérios e o critério micolégico (DE PAUW,

2008).
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Tabela 1. Critérios para diagndstico da doenca fingica invasiva (DFI) em pacientes com
cancer e receptores de células tronco hematopoiéticas.

Tipos de critério Critérios

Fator do hospedeiro e Historia recente de neutropenia [S00 neutréfilos/uL (<500

neutréfilos/mm?) por mais de 10 dias]

e Receptores em transplante de medula 6ssea alogé€nico

e Uso prolongado de corticosterdides

e Tratamento com imunosupressores de células T (como a
ciclosporina, bloqueadores de TNF-a, anticorpos
monoclonais especificos, ou andlogos de nucleosideos)

e Imunodeficiéncia grave hereditaria (como doenca
granulomatosa cronica ou imunodeficiéncia grave

combinada)

Critério clinico e A presenca de um dos trés sinais abaixo em tomografia
computadorizada de térax:
v Sinal denso, lesdo bem circunscrita, com ou sem
sinal do halo
v' Sinal do ar crescente

v" Cavidade

Critério micologico e Teste direto (citologia, microscopia direta, ou cultura)
e Testes indiretos
v’ Aspergilose: antigeno galactomanana detectado
em plasma, soro, lavado broncoalveolar, ou
liquido cefalorraquidiado
v" DFI que ndo cryptococose ou zigomicose: -D-

glucana detectada em soro

Fonte: Adaptado de DE PAUW, 2008.

O consenso de 2008 € resultado da revisdo do consenso de 2002 onde os sintomas
relativos a DFI eram levados em conta como critérios para diagndstico “possivel” e
o PR . . . o

provavel”. Com a revisdo, os sintomas passaram a ser desconsiderados para classificagdo,
sendo observados apenas achados caracteristicos em tomografia computadorizada de térax, e
apenas um ensaio positivo de detec¢cdo de GM tornou-se suficiente como critério micolégico,

mas utilizado apenas para o diagnéstico “provavel”. Pacientes que apresentam fator do
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hospedeiro e deteccdo GM teriam diagndstico classificado como Al “possivel”, mas
atualmente representa um episddio nao classificidvel (ASCIOGLU, 2002; DE PAUW, 2008).
Avaliando o impacto da revisdo do consenso, foi feita uma andlise restrospectiva de
um estudo realizado por um periodo de aproximadamente quatro anos cujos participantes
possuiam doencas hematoldgicas e contabilizaram 589 episodios de risco para
desenvolvimento de DFI, onde 175 foram classificados como AI com algum nivel de
probabilidade. A Figura 3 abaixo representa a reclassificacdo dos casos a partir do novo
consenso e demonstra claramente que a revisdo tornou as defini¢des mais objetivas. Dos 155
casos de Al possiveis, 30 permaneceram com a classificacdo; os 16 casos provdveis teve este
nimero reduzido para 4; e 4 casos provados permaneceram com a mesma classificacdo uma
vez que a demonstra¢do do micro-organismo a partir de bidpsia é definitivo para diagndstico.
Dois episddios, que tinham ao menos dois resultados positivos consecutivos de GM tornaram-
se ndo classificdveis (TSITSIKAS, 2011). E como foi relatado que a implantacdo do teste de
detec¢do do antigeno foi realizada durante o periodo de quatro anos e que entdo nao foi feito
teste para todos os participantes, poderia ser que alguns dos considerados possiveis apds
consenso 2008 (fator do hospedeiro + achado em TC) tivessem nivel de probabilidade

elevado para provavel (fator do hospedeito + achado em TC + deteccao de GM).

Figura 3. Reclassificacdo de casos de aspergilose invasiva a partir de critérios
revisados pela EORTC/MSG. Fonte: TSITSIKAS e cols., 2011.
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Para deteccio do antigeno GM em fluidos bioldgicos tem-se comercialmente
disponivel o imunoensaio enzimatico, do tipo ELISA, Platelia™ Aspergillus, BioRad, Franca,
no qual € utilizado o anticorpo monoclonal EB-A2 detectar a GM através do reconhecimento
da cadeia lateral 1—5-B-D-galactofuranosideo da molécula de GM (AQUINO, 2007;
PASQUALOTTO, 2005).

O limiar de deteccdio relatado para este teste em amostras de soro é 1.0 ng/mL'!
(Platelia™ Aspergillus, BioRad, France), enquanto que testes de aglutinacdo em l4tex usados
previamente com o mesmo anticorpo apresentavam um limiar de detec¢io de 15 ng/mL’!
(Pastorex Aspergillus, Sanofi Diagnostics Pasteur). Os resultados podem ser obtidos em
poucas horas, o que € uma grande vantagem em comparacdo aos métodos de cultura
(PASQUALOTTO, DENNING, 2005; AQUINO, 2007).

Um interessante estudo precursor realizado entre 1997 e 2000 por Maertens e col.
(2001) envolveu 362 episédios de alto risco com neutropenia prolongada (<500
neutréfilos/uL. por mais de 10 dias) em pacientes com doencas hematoldgicas e tinha como
proposta a validagdo prospectiva do uso do teste de ELISA para deteccao de GM (ELISA-
GM). Em todos os casos de Al provada (n=30) foram vistos resultados positivos no teste e
nenhum falso negativo foi detectado durante estudo. A galactomananemia precedeu os sinais
caracteristicos de DFI em exames de imagem em 19 de 28 pacientes avaliados, com
resultados positivos precedendo o achado clinico em até 27 dias. A deteccao de GM também
antecedeu o diagndstico definitivo, aqui numa faixa de 2 a 110 dias, mediana de 5 dias. O
trabalho concluiu que o teste apresentou nesta populacdo de risco uma sensibilidade de
89,7%, especificidade de 98,1%, valor preditivo positivo em 87,5% e valor preditivo negativo
em 98,4%.

O produto de uma metandlise envolvendo diversos estudos, principalmente em
individuos com doengas hematoldgicas e transplantados de 6rgdos sélidos mostrou que o
ELISA para detec¢do de GM apresentou 71% de sensibilidade, 89% de especificidade, e valor
preditivo negativo (VPN) entre 95% e 98% (PFEIFFER, 20006). Este alto VPN mostra que
resultados negativos no ELISA-GM podem ser usados para excluir o diagnéstico da Al em
episddios de risco ou suspeitos da doenca infecciosa.

Esta técnica de ELISA para deteccdo de GM tem sido utilizada por mais de dez anos
na Europa, e foi recentemente aprovada para uso nos Estados Unidos da América. No Brazil a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria aprovou sua utilizacdo em 2007 (AQUINO, 2007;
ANVISA, 2012).
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A galactomanana é uma molécula que tem um nicleo ndo imunogénico, manana, com
cadeias laterais imunorreativas contendo unidades de galactofuranosil (LATGE, 1994).
Galactomanana € um heteropolissacarideo estdvel ao calor liberado da parede celular flingica
durante o crescimento da hifa no tecido (AQUINO, 2007).

O antigeno GM pode ser detectado numa média de 5 a 8 dias antes das manifestagcdes
clinicas da aspergilose, podendo também preceder a demonstragdo de anormalidades nos
achados de tomografia computadorizada (TC) (SULAHIAN, 2001). Tem-se demonstrado que
0 monitoramento prospectivo dos pacientes durante o periodo de alto risco com dosagem
seriada do antigeno auxilia na instituicdo do tratamento preemptivo, podendo também ser
usada para observar sucesso ou falha na terapia (MENNINK-KERSTEN, 2004; MICELI,
2008; SHERIF, SEGAL, 2010; PARK, 2011).

Outro biomarcador sorolégico que tem sido usado para auxiliar no diagndstico da Al,
sO que neste caso como um “panbiomarcador” por se relacionar com as diversas espécies de
fungos filamentosos, é a 1—3-B-D-glucana. O ensaio para detec¢do da glucana tende a se
tornar positivo antes do teste com galactomanana. Embora o uso simultaneo dos testes nao
melhore a sensibilidade de cada um, a combinac¢do dos testes pode ser usada para confirmar a
existéncia da Al desde que ambos sejam positivos. Ja a discrepancia na positividade entre os
testes pode ajudar a identificar resultados falsos positivos em cada um (FONTANA, 2012;
OSTROSKY-ZEICHNER, 2012).

Um dos principais fatores associados a falsos negativos neste teste € o uso prévio de
antifiingicos com atividade contra espécies de Aspergillus (Tabela 2), o qual demonstra
diminuir a sensibilidade do ensaio (MIKOLAJEWSKA, 2011). O uso desses agentes pode
diminuir os niveis de antigeno a serem detectados pelo fato de diminuirem a carga flingica,
reduzindo assim a utilidade do teste para diagndstico em pacientes que recebem profilaxia ou
terapia empirica (MARR, 2004; MARR, 2005; AQUINO, 2007).

A frequéncia em que o teste € realizado durante o monitoramento do paciente de risco
¢ também uma questdo muito importante. O ideal € que amostras de soro sejam obtidas e
testadas duas ou mais vezes por semana, afinal, a GM sérica € transiente e estratégias
inadequadas de amostragem pode comprometer a sensibilidade do ensaio (AQUINO, 2007).

Os principais fatores associados aos resultados falsos positivos sdo o uso de droga de
origem fungica, como ampicilina-sulbactam, piperacilina-tazobactam e amoxicilina-acido
clavuldnico; bacteremia, embora o mecanismo através do qual ocorra ainda ndo tenha sido
elucidado; presenca de autoanticorpos na amostra e alguns outros como citados na Tabela 2.

A respeito das formulagdes com antibidticos de origem fingica estudos mais recentes t€ém
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mostrado que esta parece nao ser mais uma fonte de falsos positivos (XAVIER, 2009;

MIKULSKA, 2012).

Tabela 2. Fatores associados com resultados falsos negativos e falsos positivos em
imunoensaio enzimatico de detecc¢io de galactomanana (ELISA-GM).

Falsos negativos Falsos positivos
Pacientes nao neutropéncos Uso de antibidticos
Exposicao prévia a drogas antifungicas Pacientes pediatricos e neonatos
Cutt-off muito elevado Infecgdes causadas por Penicillium spp.
Critério diagndstico inapropriado Hemodiélise
Baixa frequéncia de testes Autoanticorpos
Pequeno volume de amostra Bacteremia
Estocagem de amostra por longo periodo Colonizacao das vias aéreas por
Aspergillus spp.

Fonte: Adaptado de AQUINO, 2007.

Além de Aspergillus outros géneros de fungos podem também liberar galactomanana
durante seu crescimento, especialmente espécies de Peniclium. J& as demais espécies parecem
liberar este antigeno em magnitude consideravelmente menor (AQUINO, 2007).

O espectro das doencas flingicas mais frequentes entre pacientes com doencas
hematoldgicas compreende: aspergilose, candidiase, fusariose, zigomicoses, scedosporidiose,
tricosporonose. Dentre essas a fusariose deve ser levada em consideragdo no momento de
interpretacdo de resultados em ELISA-GM, uma vez que espécies de Fusarium sao potenciais
causadoras de resultados falsos positivos (MIKOLAJEWSKA, 2012).

Por fim, a importincia do teste se dd ndo apenas para diagndstico precoce e elevacao
do nivel de probabilidade do diagnéstico, como também para monitoramento da terapia
antifingica instituida, pois geralmente o curso dos indices corresponde a resposta ao
tratamento, uma vez que a reducdo da carga flingica se relaciona com a reducdo dos niveis de

GM (MICELLI, 2008, PARK, 2011).
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2.3 Aspectos epidemiolégicos da aspergilose invasiva

Entre as mais de 180 espécies reconhecidas do género Aspergillus, A. fumigatus
permanece a causa mais comum de doencas humanas, seguida de A. flavus, A. terreus e A.
niger (DAGENAIS, KELLER, 2009; PARK, MEHRAD, 2009).

Na dltima década se notou mudangas na epidemiologia das infec¢des flngicas
oportunistas. As infec¢des causadas por fungos filamentosos tém sido cada vez mais
associadas com alta mortalidade em pacientes imunocomprometidos. Estas mudancas
provavelmente se devem ao uso profilatico do fluconazol e outros antiftingicos como pratica
clinica adotada ao longo do tempo e a introdu¢do de novos tratamentos mais agressivos
quanto a inducdo de imunossupressao (CASTON—OSORIO, 2008; ARAUJO, BEIRAO,
2012).

Confirmando a importancia que tém ganhado as infec¢des por fungos filamentosos entre
pacientes imunossuprimidos, durante um periodo de cinco anos (2001-2006), Kontoyiannis e
cols. (2010) descreveram 983 casos de infeccoes flingicas entre 875 transplantados de medula
Ossea, e observou que 43% das infeccOes foram causadas por Aspergillus spp., 28% por
Candida spp., € 8% por Mucorales. O estudo foi desenvolvido nos Estados Unidos da
América.

Apesar das eficazes estratégias terapéuticas, a aspergilose € a doencga fingica invasiva
mais comum em receptores de transplante de medula 6ssea (TMO) alogénico e pacientes
submetidos a quimioterapia de indugdo e consolidacdo em leucemia aguda (PAGANO, 2006;
KONTOYIANNIS, 2010). A Figura 4 mostra as condi¢des de base mais frequentes para Al,
com as doencas hematoldgicas e TMO representando mais de 90% das condigdes
predisponentes primdrias. Entre as doencas hematoldgicas, elevadas incidéncias sdo
observadas para leucemia mieldide aguda, seguida de leucemia linféide aguda e mieloma

multiplo (HERBRECHT, 2011).
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Figura 4. Distribui¢do das condi¢des primdrias predisponentes para aspergilose
invasive em ensaio do voriconazol e em ensaio do Ambiload (total de pacientes =
478). Fonte: HERBRECHT e cols., 2012.
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Os principais fatores relacionados as condicdes de base que elevam o risco de adquirir
aspergilose invasiva sdo: neutropenia, cancer progressivo, doenca enxerto versus hospedeiro,
tipos de quimioterapia para cancer, uso de imunossupressores de células T (HERBRECHT,
2012). O risco de infecc¢do invasiva € diretamente proporcional a duracdo da neutropenia e
pode chegar a ocorrer em até 70% dos casos apds 34 dias de granulocitopenia
(KEDZIERSKA, 2007).

Alguns fatores ambientais também parecem influenciar no risco de infec¢do por
Aspergillus spp. com relacdo as condicdes de base, por exemplo: clima da regido, construgdes
e reformas, local de residéncia, comidas contaminadas, plantas, jardinagem, ambientes sem
filtro de ar HEPA (High Efficiency Particulate Air) durante internamento hospitalar
(HERBRECHT, 2012).

Uma vez que a inalacdo de conidios representa a rota usual para inicio da infeccao
invasiva em pacientes imunossupprimidos, alguns estudos tem mostrado a relagcdo
epidemioldgica entre a presenca de Aspergillus spp. no ambiente e a ocorréncia da aspergilose
invasiva nosocomial. Uma andlise feita em unidade de transplante de medula dssea e
enfermarias de hematologia mostrou uma significante relacdo entre a incidéncia de Al e grau
de contaminagdo fingica do ar e superficies em quartos convencionais (sem filtro HEPA) e
lugares comuns, como corredores e estagdes de enfermagem em hospital na Franca

(ALBERTI, 2001). J4 nos Estados Unidos foi relatado um surto de Al em um servico de
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oncologia e hematologia durante um semestre (10 de 55 pacientes admitidos) apds o qual
foram instalados filtros HEPA como medida preventiva da infeccdo no servigo e entdo nos
dois anos seguintes apenas dois casos foram notificados (HAHN, 2002). O impacto do uso de
filtros HEPA também foi observado em um hospital localizado em Singapura onde a taxa de
incidéncia de Al reduziu de 34,61/ 100.000 para 17,51/ 100.000 comparando-se periodos pré
e pos instalacdo dos filtros (SALAM, 2010).

Entre dezembro de 2006 e abril de 2008 foi detectado um surto de Al em unidade de
terapia intensiva de cirurgia de coracdo de grande porte em hospital na Espanha com
notificacdo de sete casos provados ou provdveis. A partir de um programa de controle
ambiental de salas de cirurgia e unidades de terapia intensiva (UTI) foi observado que pré e
p6s surto nenhum fungo filamentoso foi detectado no ambiente e nenhum caso de Al foi
documentado. Porém, durante o surto foram detectados niveis anormais de unidades
formadoras de colénia por m® de ar nas UTI e houve correspondéncia genotipica entre
isolados do ambiente e isolados clinicos em 3 de 6 casos causados por Aspergillus fumigatus
(PELAEZ, 2012). Este estudo refor¢ou a importincia do controle ambiental na prevencio de
DFI em ambiente hospitalar.

Sado poucos os dados epidemiolégicos encontrados no Brasil sobre a aspergilose invasiva.
Durante o periodo de 1993 a 1998 foram relatados 5 casos de doencas invasivas por fungos
filamentosos entre 64 receptores de TMO em dois hospitais em Sao Paulo, duas dessas
causadas por Aspergillus spp. (OLIVEIRA, 2002).

Em 2012 foi publicado o primeiro estudo epidemioldgico multicéntrico de DFI em
pacientes com doengas hematolégicas do Brasil. Este foi uma coorte envolvendo oito centros
localizados em sete cidades do sul e sudeste do pais no periodo de 2007 a 2009, onde todos os
receptores de células tronco hematopoiéticas (378 alogénicos / 322 aut6logos) foram
acompanhados até um ano pds transplante e todos pacientes com leucemia mieldide aguda
(LMA) ou sindrome mielodisplasica (SMD) foram acompanhados até final da quimioterapia
de consolidacdo (n=237). As DFI provadas ou provaveis mais frequentes foram fusariose
(n=23), aspergilose (n=20) e candidiase (n=11); e calculada a incidéncia cumulativa de um
ano para aspergilose invasiva foram encontrados os valores de 13,4% para LMA/SMD, 2,3%
para transplantes alogé€nicos e 0% para transplantes autélogos. Uma limitacdo apontada pelo
proprio estudo foi o fato do teste de GM nao ter sido realizado rotineiramente para uma parte
do periodo de coleta de dados, podendo a incidéncia de Al ter sido subestimada por este

motivo (NUCCI, 2012).
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Em pacientes com leucemia aguda a Al ocorre em 5% a 24% dos casos, com taxas de
mortalidade entre 30% e 40%, enquanto entre receptores de TMO a incidéncia é de
aproximadamente 10% e mortalidade de 60%; em transplantado de 6rgdos soélidos a DFI
ocorre em 11% a 14% dos casos, com similar taxa de mortalidade (MASCHMEYER, 2007,
SEGAL, 2009).

2.4 Estratégias antifiingicas para a aspergilose invasiva em pacientes neutropénicos

Os compostos indicados para o tratamento da aspergilose invasiva sdo: voriconazol
como terapia primdria e anfotericina B, caspofungina, micafungina, posaconazol e itraconazol
como drogas para terapia alternativa (WALSH, 2008).

Voriconazol € um antifingico pertencente a classe dos triazdis e sua a¢do ocorre sobre
a biossintese do ergosterol por meio da inibicdo da enzima lanosterol 14-o-desmetilase
dependente do citocromo fingico P450, o que resulta em funcdo alterada da membrana
celular e consequente morte, ou inibi¢do do crescimento e reproducao celular. A droga pode
ser formulada em comprimidos ou solu¢@o em sulfobutiléter-ciclodextrina para administragao
intravenosa (WALSH, 2008).

O perfil de reagdes adversas do voriconazol inclui distirbios visuais transitdrios;
hepatotoxicidade (manifestada por niveis elevados de bilirrubina, fosfatase alcalina e
aminotransferases hepdticas); erupcdes cutineas; alucinacdes visuais; entre outras
(BOUCHER, 2004).

A resisténcia aos triazdis anti-Aspergillus nao tem sido muito comum; entretanto, tem-
se observado a emergéncia de resisténcia ao voriconazol especialmente por isolados da
espécie Aspergillus fumigatus, principal agente da aspergilose invasiva. Embora a prevaléncia
de resisténcia relatada em alguns paises seja baixa, existe o risco da subnotificacio pelo fato
da maioria dos laboratérios de microbiologia clinica nio monitorarem a resisténcia
rotineiramente e nao realizarem teste de concentracao inibitéria minima (SNELDERS, 2011;
VAN DER LINDEN, 2009; MAYR, LASS-FLORL, 2011).

Itraconazol estd licenciado para tratamento da aspergilose invasiva em pacientes
refratdrios ou que apresentam intolerancia ao tratamento antifingico padrdo. J4 o posaconazol
estd aprovado para a prevencdo da aspergilose invasiva em pacientes neutropénicos, que estao
recebendo quimioterapia para indugdo da remissdo de leucemia mieldide aguda ou sindrome
mielodispldsica e para receptores de células tronco hematopoiéticas com doenga enxerto

versus hospedeiro (WALSH, 2008).
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Anfotericina B (AMB) € um antibiético macrolideo poli€nico natural que atua
principalmente por meio da ligacdo ao ergosterol, com um segundo mecanismo que pode
envolver dano oxidativo da célula através de uma cascata de reacOes oxidativas ligadas a
lipoperoxidagdo da membrana celular. Exerce atividade in vitro e in vivo contra a maioria das
espécies de Aspergillus, mas a maioria dos isolados de A. terreus € resistente 4 droga in vitro,
in vivo e em pacientes. Nao € absorvido por via oral e para o uso intravenoso ¢ solubilizado
com desoxicolato como suspensio micelar (D-AMB) (WALSH, 2008).

O D-AMB pode causar reacdes agudas relacionas a infusdo, que incluem febre,
calafrios, mialgias, artralgias, ndusea, vOmito, cefaleia; e nefrotoxicidade dose limitante,
caracterizada por azotemia, perda urindria de potdssio e magnésio, acidose tubular renal e
comprometimento da capacidade de concentragdo urindria. Ja as formulagdes lipidicas da
anfotericina B tém uma nefrotoxicidade reduzida e, portanto permitem a infusdo de doses
mais altas da droga (WALSH, 2008).

Caspofungina e micafungina sdo os outros antifingicos recomendados para tratamento
alternativo da aspergilose invasiva. Tratam-se de equinocandinas, uma nova classe de
lipopeptideos anfifilicos semi sintéticos, que atuam por inibi¢do ndo competitiva da sintese de
1,3-B-glucano, um polissacarideo da parede celular de muitos fungos patogénicos. Juntamente
com a quitina as fibrilas de glicano sao responsdveis pela resisténcia e formato da parede
celular fingica e sdo importantes tanto na manutencdo da integridade osmdética e quanto na
divisao e crescimento (WALSH, 2008).

A caspofungina € indicada em pacientes com Al provada ou provdvel, refratdria ou
que nao toleram outras terapias aprovadas (WALSH, 2008).

Devido as dificuldades para diagndstico da doenga fingica invasiva por fungos
filamentosos, a terapia antifingica empirica permanece como padrdo de cuidado em pacientes
neutropénicos com febre persistente (TAN, 2011; MIKOLAJEWSKA, 2012). Assim, até 40%
a 50% da populagdo neutropénica de risco pode ser tratada com antifingicos, quando na
verdade a doenga fingica invasiva por filamentosos parece ocorrer em 10% a 15%
(MAERTENS, 2005).

Uma nova estratégia tem sido proposta como alternativa a terapia empirica para os
pacientes neutropénicos febris, a terapia preemptiva. Nesta estratégia o uso do antifiingico é
iniciado apenas quando detectado um marcador laboratorial da infeccdo, que para a Al sdo
antigeno galactomanana (GM) e B-D-glucana (BDG), podendo ser combinados com sinais

radiolégicos da DFI. Esta abordagem segue o modelo da terapia preemptiva da infec¢ao por
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citomegalovirus (CMV) em transplantados de 6rgaos sélidos e receptores de células tronco
hematopoiéticas, no qual o marcador utilizado € o antigeno pp65 (KALIL, 2005; TAN, 2011).

Com o objetivo de avaliar a viabilidade da estratégia preemptiva baseada na
combinacdo de ensaios de deteccdo de GM e exames de tomografia computadorizada (TC),
Maertens e colaboradores fizeram um estudo prospectivo envolvendo 136 episddios de
neutropenia em pacientes com leucemia mieléide aguda ou sindrome mielodispldsica em
hospital na Bélgica durante um ano (2003-2004). Faziam parte da avaliagdo diagnédstica: TC,
andlise de lavado broncoalveolar quando lesdes vistas em TC, e monitoramento didrio com
testes de GM em plasma. Apenas pacientes com deteccdo de GM positiva ou testes
microbiol6gicos positivos, relacionados com sinais em TC, foram submetidos a tratamento
com anfotericina B. Ocorreu febre em 117 episédios, dos quais ao menos 41 (35%)
preenchiam os critérios para terapia antiftingica empirica. Porém, com o protocolo implantado
para o estudo o uso do antifingico foi reduzido de 35% para 7,7%; e a terapia antifingica
pdde ser iniciada antecipadamente em 10 episddios que nao tinham suspeita clinica para DFI.
Nenhum caso de Al “nao detectado” foi identificado, e a terapia preemptiva mostrou reduzir a
utilizacdo de drogas dispendiosas e potencialmente toxicas.

Um estudo mais recente chegou a mesma conclusao do trabalho acima citado, e ao
comparar os dois “bracos” da pesquisa separados randomicamente e submetidos as distintas
abordagens (empirica e preemptiva) concluiu-se que a nova estratégia proposta nao
comprometeu a sobrevida dos pacientes neutropénicos persistentemente febris. No braco da
abordagem preemptiva os individuos foram submetidos a0 monitoramento com a realizacdao
de teste de GM em amostras de soro duas vezes por semana; o uso de caspofungina,
anfotericina B ou voriconazol (CAV) foi iniciado quando dois resultados positivos
consecutivos em GM ou apenas um resultado positivo associado a sinais sugestivos de DFI
em TC de térax. A taxa de sobrevida de doze semanas foi de 85,2% no grupo de terapia
preemptivo e 84% no grupo de terapia empirico (TAN, 2011).

Além de uma boa ferramenta para guiar a abordagem preemptiva, os resultados de
imunoensaios enzimaticos para deteccdo do antigeno GM em amostras de soro t€m mostrado
excelentes correlacdes com desfecho da Al e assim é também indicada a realizacdo do teste
para o monitoramento de tratamento.

Em uma revisao de literatura foi avaliada a forca da correlagao entre os indices de GM
(IGM) e o desfecho da Al utilizando o coeficiente de correlacdo kapa. Foram analisados 27
estudos envolvendo 257 pacientes com doengas hematoldgicas de base e Al provada ou

provavel onde foi feita dosagem soroldgica seriada do antigeno GM. O coeficiente de
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correlagdo entre IGM, dentro de uma semana antes do desfecho, e sobrevida (sobrevida vs.
morte) foi de 0,8737; entre IGM e desfecho geral (sobrevida vs. morte, incluindo achados de
autopsia) foi 0,9123; e entre IGM e achados em autdpsia foi 0,8498. Estes altos valores de
coeficiente de correlacdo tiveram intervalo de confianca (IC) de 95% e p < 0,001. A revisdo
comprovou que o IGM é um bom marcador de desfecho da Al em pacientes com doencgas
hematolégicas (MICELL, 2008).

A aplicacdo do uso de testes seriados para deteccdo de GM na avaliacdao do desfecho
clinico da Al foi confirmada através da anélise retrospectiva de 58 episodios de neutropenia
em pacientes com leucemias agudas que foram diagnosticados como casos de AL. Houve um
coeficiente de correlacdo k de 0,663 (IC: 95%) entre a cinética dos niveis de GM e desfecho
(sobrevida ou morte) na sexta semana; e uma forca de correlacdo ainda maior ao se analisar a
décima segunda semana, com coeficiente de correlacao k de 0,819 (IC: 95%). A sobrevida foi
significativamente melhor entre aqueles que tiveram os niveis de GM reduzidos em
comparacdo com aqueles que mostraram esses niveis persistentemente acima do ponto de

corte (indice de densidade 6tica acima de 0,5) (p < 0,0001) (PARK, 2011).

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar a incidéncia de aspergilose pulmonar invasiva em pacientes com doencgas
hematolégicas em episddios de neutropenia acompanhados pelo Servico de Hematologia /
Oncologia do Complexo do Hospital Universitario Professor Edgard Santos (HUPES), estado

da Bahia, no periodo de 14 meses.

3.2 Objetivos especificos

¢ [Investigar a incidéncia da doenca pulmonar invasiva por Aspergillus spp. entre os
episddios de neutropenia durante o periodo de 14 meses.

e Monitorar pacientes com doengas hematoldgicas durante episédios de neutropenia
através da detec¢ao seriada do antigeno galactomanana em amostras de soro.

e Avaliar a implantagao de um protocolo de detec¢dao precoce da aspergilose invasiva

baseada no uso do imunoensaio ELISA-GM e nos dados clinicos dos pacientes.
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e Analisar a reprodutibilidade dos resultados positivos no teste ELISA-GM em

repeticdes com mesma amostra de soro.

4. METODOLOGIA

4.1 Desenho do estudo

O estudo foi do tipo coorte prospectivo onde a populagdo foi composta por episddios
de neutropenia em pacientes com doencas hematoldgicas malignas. Todos os pacientes
estiveram sob acompanhamento do Servico de Hematologia / Oncologia do Complexo do
Hospital Universitario Professor Edgard Santos (HUPES), Universidade Federal da Bahia
(UFBA). O periodo do trabalho foi de maio de 2011 a julho de 2012.

Foram realizadas coletas seriadas de amostras de sangue em tubos de sistema a vacuo
de 5 mL sem anticoagulante e com gel separador (BD Vacutainer® SST™) em cada episédio
de neutropenia. Os técnicos que realizaram as coletas foram instruidos a ndo destampar os
tubos de coleta a fim de evitar contaminacdo da amostra. Apds coleta as amostras foram
refrigeradas a temperatura em torno de 5°C e enviadas o mais breve ao laboratdrio do Servigo
de Imunologia das Doencas Infecciosas (SIDI), localizado na Faculdade de Farmécia da
UFBA.

No laboratério as amostras de sangue foram centrifugadas a 5000 RPM por 10
minutos para separag¢do do soro.

Todo o procedimento de manipulagcdo das amostras de soro foi realizado em cabine de
fluxo laminar vertical com filtro HEPA. Este procedimento inclui: aliquota de amostras de
soro; mistura de soro com reagente para preparo da amostra; pipetagem da amostra preparada
em pocos de placa de ELISA para detec¢do do antigeno galactomanana.

Para cada coleta de amostra foi preenchida pelos médicos uma ficha a respeito de
caracteristicas gerais e clinicas de cada paciente, incluindo os dados varidveis a cada coleta,
como valor da contagem de neutrdfilos, uso de antifingicos, uso de alguns antibidticos e
sintomas relacionados a doengas fuingicas invasivas. A ficha para solicitacdo da dosagem de
galactomanana (APENDICE A) foi formulada para este estudo com a finalidade de coletar
informacdes tteis para avaliacdo dos episddios e de potenciais interferentes no desempenho
da técnica de ELISA para deteccdo de galactomanana.

A metodologia utilizada para deteccdo do antigeno foi imunoensaio enzimatico do tipo

ELISA sanduiche e seguiu as instrucdes de uso e critérios de validagdo recomendados pelo
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fabricante do kit Platelia™ Aspergillus, BioRad, Franca. A Figura abaixo representa o

fluxograma da técnica.

Figura 5. Fluxograma do procedimento de preparo da amostra de soro e técnica de ELISA
utilizando o kit Platelia™ Aspergillus, BioRad, Franca.

1] B TN TI VRN S ALV

. feada [

3ot de st on confiole ) )

' ’ ’ Sl e solaenanlaie
- : ) : -
= Wbl e sl acidueidee LA liseuhan eneestnta -
in ' ' AET '
z .
“ eanoenerzm
'- .- . -

LT E -
= g z Larvan el oo "x
E = : sl st
K i .
E ' s | eronngene TR 31 Gy
d e - e T
z Jeprecerenn sl woavi g [t AR sribatiat,
= .
= .
= . Luenlia wtemperabng
. . ) ) RGN
Cenlidngaa Loty Hennm anl g
Sl e el 12500

Ualetan solwerpdante

Taper ey e il B
R RITEAWHITTT

O preparo das amostras de soro foi realizado em tubos do tipo Eppendorf de 1mL, os
quais foram totalmente cobertos e vedados com fita plastica adesiva antes do aquecimento em
banho maria a 100°C; para obtencdo de sobrenadante foi utilizada centrifuga para microtubos
modelo 5804R da Eppendorf, onde a velocidade de rotacdo usada equivalente a 10000 x g foi
de 11500 RPM. As lavagens e leituras das reacdes foram processadas na lavadora de placa de
ELISA STAT FAX - 2600 e leitora de ELISA STAT FAX — 2100 (Awareness Technology
Inc), respectivamente.

Os controles foram fornecidos pelo kit: amostras controle negativo e controle positivo,
e amostra cut off. O resultado de cada teste foi dado em indice de densidade 6tica (D.O.) e
calculado pela fomula: D.O. da amostra do paciente / D.O. da amostra cut off. Foram
considerados resultados positivos aqueles com indice > 0,5.

A equipe médica foi informada de todos os resultados dos testes de galactomanana a
medida que se desenvolvia o estudo.

Para analisar os niveis de probabilidade de diagnostico de aspergilose invasiva, além
dos resultados dos testes de deteccao de galactomanana, foi observada a ocorréncia ou nao de
ao menos um dos trés sinais caracteristicos de doenga fungica invasiva em tomografia

computadorizada (TC) de térax: sinal denso, lesdo bem circunscrita, com ou sem sinal do
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halo; sinal de ar crescente; ou cavidade. Informagdes que também foram requisitadas nas
fichas solicitacdo dos testes (APENDICE A).

A TC de torax foi realizada em casos de segunda troca de antibidticos ou na presenga
de sintomas respiratorios. O exame foi repetido quando surgimento de novo sintoma

respiratorio ou quando paciente persistiu febril.

4.2 Critérios de inclusao e de exclusao

Critérios de inclusao:

e Assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE);
e Ter diagnosticada doenca hematoldgica maligna;
e Apresentar neutropenia (< 500 células/pL);

e Estar sob acompanhamento do Servi¢co de Hematologia do Complexo HUPES.

Critérios de exclusao:

e Nio ter assinado o TCLE;
e Contagem absoluta de neutréfilos acima de 500 células/puL;
¢ Nado estar sob acompanhamento do Servigo de Hematologia do Complexo HUPES;

e Realizag@o de apenas um teste para deteccao do antigeno GM durante a neutropenia.

4.3 Analises estatisticas

O protocolo de estudo de seguimento ou follow-up, estudo prospectivo, foi avaliado
para obtencdo de medidas de incidéncia, através da abordagem de hipéteses etioldgicas e, por
conseguinte, medidas diretas de risco em populacdo comprovadamente exposta a fatores de
risco supostos como causa de doenga a ser detectada no futuro (LILIENFELD, 1976). Os
dados obtidos serdo tabulados para obtencdo de medidas de centralidade e dispersdo e outras
estimativas para defini¢cdo do tipo de dispersao dos dados. Para confirmagao e escolha dos
testes estatisticos entre paramétricos e nao-paramétricos, foi aplicado o teste de normalidade
de Kolmogorov-Smirnov, tendo como nivel de significancia p < 0,05, para intervalo de
confianca de 95%, andlise mono ou bi-caudal. Os dados foram inseridos em tabelas de

contingéncia tipo 2x2 ou 1xs, para avaliacdo das diversas varidveis e medidas de associacao.
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Os dados apés andlise foram significantes, se e somente se, inferiores ao nivel de
significancia estabelecido para 1.C. de 95%, ou seja, p<0,05. Os programas estatisticos

utilizados foram IBM SPSS Statistics 20.0 e GraphPad Prism 5.

4.4 Consideracoes éticas

Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica do Hospital Universitario
Professor Edgar Santos — UFBA (Protocolo n° 027/09) (APENDICE B). Foi elaborado e aplicado um
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (APENDICE C) para esta pesquisa e todos os
participantes foram voluntdrios apds esclarecimentos sobre os objetivos do trabalho.

A coleta de sangue foi realizada por profissionais da 4rea de satude habilitados para tal. Os
materiais utilizados foram sempre descartdveis. A coleta de sangue ndo ofereceu riscos, a ndo ser a
possibilidade de sangramento e formacdo de hematoma, o que é raro e pode ser contornado com

compressdo do local.
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5. RESULTADOS

5.1 Caracteristicas gerais e clinicas dos episodios de neutropenia / pacientes

participantes do estudo

No periodo de maio de 2011 a julho de 2012 foi incluido no estudo um total de 102
episddios, que correspondeu a 64 pacientes. Cada paciente participou do estudo em média
duas vezes (ou seja, média de dois episddios de neutropenia por paciente), sendo que a
maioria (42 pacientes) participou do estudo uma s6 vez. Aqueles que apresentaram mais
episddios de neutropenia durante o trabalho, trés ou quatro vezes, tinham como doenga de
base leucemia linféide aguda e leucemia mieldide aguda. As principais caracteristicas gerais e
clinicas correspondentes a populacdo estudada estdo resumidas nas Tabelas 3 e 4.

Quarenta e nove episodios foram excluidos do estudo, pois foi coletada apenas uma
amostra para estes, nao caracterizando assim o monitoramento que este trabalho propde. Os

dados demograficos destes episddios estao no ANEXO A.



Tabela 3. Caracteristicas gerais dos
monitorados durante o estudo.

episodios

de neutropenia

Caracteristicas N°
Total 102
Idade

Média 37

Mediana (faixa) 34 (17 -74)
Sexo

Masculino 53 (52%)

Feminino 49 (48%)
Doenca de base

LMA 26 (25,5%)

LLA 24

LMC 3

LLC 2

LH 5

LNH 8

MM 17

Outra 17
T™O

Autdlogo 19

Alogénico 8
Status da doenca

Remissao 52

Recidiva 49
Fase atual da quimioterapia

Inducao 67

Consolidacao 32
Doenca enxerto versus hospedeiro 4
Dias de neutropenia ao inicio do monitoramento

Média 4

Mediana (faixa) 3(1-32)
Dias de neutropenia ao final do monitoramento

Média 12

Mediana (faixa) 10 3-51)
Febre durante o episodio

Sim 63

Nao 39
Uso prolongado de corticosterodide 9

LMA, leucemia mieldide aguda; LLA, leucemia linféide aguda; LMC,
leucemia mieldide cronica; LLC, leucemia linféide crénica; LH, linfoma
de Hodgking; LNH, linfoma ndo Hodgking; MM, mieloma muiltiplo.

40
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Tabela 4. Caracteristicas gerais dos pacientes participantes do estudo.

Caracteristicas N°
N° total 64
Idade

Média 38
Mediana (faixa) 36 (17 -74)
Sexo
Masculino 32
Feminino 32
Doenca de base
LMA 13
LLA 10
LMC 3
LLC 1
LH 4
LNH 5
MM 13
Outras 15
Episddios de neutropenia / paciente
Média 2
Mediana (faixa) 1(1-5)

LMA, leucemia mieloide aguda; LLA, leucemia linfoide aguda; LMC,
leucemia mieloide cronica; LLC, leucemia linfoide cronica; LH, linfoma
de Hodgking; LNH, linfoma ndo Hodgking; MM, mieloma multiplo.

As doencas hematoldgicas de base mais frequentes foram leucemia mieldéide aguda,
leucemia linféide aguda e mieloma multiplo. A distribui¢do das fases de quimioterapia, se
indugdo ou consolida¢cdo da remissdo, de acordo com essas principais doengas de base estdo

expressas no gréfico da figura 6.
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Figura 6. Frequéncia das principais doengas de base e distribuicao das
fases de quimioterapia.

30 +

25 -

[
Q
1
-1

Frequéncia (n)
=
(%3]
1

8 Consolidacio
10 - 5 Inducio
5 .
0 T T 1

LMA LLA MM
Doencahematologica debase

Quanto a outras condi¢des de base predisponentes ao desenvolvimento da Al foi
relatada sindrome da imunodeficiéncia adquirida em 6 episddios; uso prolongado (> trés
semanas) de corticosterdides nos ultimos 60 dias em 9 episddios; e o uso de andlogos de
nucleosideos durante os ultimos 90 dias em 10 episddios.

Nao foram relatadas outras imunodeficiéncias.

Um total de 307 amostras foi testado durante o periodo, com uma média de trés
amostras por episédio (mediana = 3, minimo = 2; miximo = 7).

A figura 7 mostra a frequéncia na utilizacdo de antifingicos entre os episddios
estudados. Voriconazol foi o segundo mais utilizado durante o trabalho, em um total de 28
episddios. Seu uso mais frequente foi entre casos de LMA como doenca de base, um total de
12 (10 em fase de inducdo e 2 em consolida¢do), seguido da LLLA, com sua administragdo em

9 casos (7 em fase de indugdo e 2 em consolidagdo).
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Figura 7. Frequéncia da utilizacdo de antifingicos entre os episddios de
neutropenia monitorados.
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Entre os 28 episddios em que foi utilizado o voriconazol, 20 tinham apresentado febre
e trés tinham ao menos um sintoma que pudesse estar relacionado a DFL.

Entre os 17 casos de MM este antiftingico foi indicado em apenas um caso e seu uso
foi iniciado apds primeiro resultado positivo de detec¢ao de GM.

A tabela 5 demonstra os resultados de uma relag@o entre o uso ou ndo do voriconazol e
os resultados em ensaio de deteccdo de GM entre todos os episddios de neutropenia febril. A
propor¢ao de episddios com resultados positivos entre aqueles que usaram a droga foi de

20,0% (4/20) e entre aqueles que ndo usaram foi de 13,9% (6/43) (p=0,7126, teste de Fisher).

Tabela 5. Uso de voriconazol versus resultados em ensaios de deteccdo de GM em total de
episddios de neutropenia febril (n=63).

Voriconazol Resultados em ensaios de deteccio de GM Total
Negativo Positivo
Nao 37 6 43
Sim 16 4 20
Total 53 10 63

Como tem-se apontado os antibidticos de origem fingica como potenciais causadores
de resultados falsos positivos em testes de GM, foram analisadas as relacdes entre uso da
formulacdo piperacilina-tazobactam e resultados positivos em ensaio de detec¢do de GM no
total de episddios febris (n=63) (Tabela 6) e total de episddios envolvidos no estudo (n=102)

(Tabela 7).
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Comparando-se as proporcdes de episddios com testes positivos entre aqueles que nao
usaram a formulag@o e aqueles que usaram na populagado referente a tabela 6 tem-se: 14,6%
(6/41) e 18,2% (4/22) (p=0,7291); e na populacdo referente a tabela 7 tem-se: 15,6% (12/77) e
16,0% (4/25) (p=1,00), respectivamente.

Apenas em um episddio foi utilizado amoxicilina-acido clavulonico e em nenhum foi

usado ampicilina-sulbactam.

Tabela 6. Uso de piperacilina-tazobactam versus resultados em ensaios de detec¢do de GM em
total de episddios de neutropenia febril (n=63).

Piperacilina- Resultados em ensaios de deteccio de GM Total

tazobactam Negativo Positivo

Nao 35 6 41

Sim 18 4 22
Total 53 10 63

Tabela 7. Uso de piperacilina-tazobactam versus resultados em ensaios de detec¢do de GM em
total de episddios de neutropenia envolvidos no estudo (n=102).

Piperacilina- Resultados em ensaios de deteccio de GM Total

tazobactam Negativo Positivo

Nao 65 12 77

Sim 21 4 25
Total 86 16 102

Além do uso de antibidticos existem outras situagdes associadas a resultados falsos
positivos no teste ELISA-GM, entre essas sdo citadas a realiza¢do de hemodidlise e a presenca
de autoanticorpos na amostra. Nenhum paciente dos 102 episédios foi submetido ao processo
de hemodidlise durante o estudo e foi relatada autoimunidade em apenas um caso. A
autoimunidade foi cirrose biliar primdria e o episddio apresentou um resultado de teste de GM

positivo.

5.2 Associacdo entre resultados de imunoensaio enzimatico para deteccao do antigeno

GM e caracteristicas clinicas dos episédios de neutropenia

Os episodios foram agrupados de acordo com as principais caracteristicas utilizadas
para definicdo de diagnéstico da aspergilose invasiva segundo consenso revisado pela
EORTC/MSG, que sdo achados caracteristicos de doenca flingica invasiva em tomografia

computadorizada (TC) do térax e resultados positivos em imunoensaio enzimdtico de
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deteccdo de galactomanana (GM) em amostras de soro, critério micolégico objeto deste
estudo. A figura 8 mostra esta subdivisdo de grupos (de 1 a 4) de acordo com estas

caracteristicas.

Figura 8. Estratificacdo dos episddios de neutropenia de acordo com apresentagdo de sinais
caracteristicos de doencga fingica invasiva em tomografia computadorizada (TC) de térax e
resultado positivo em imunonsaio enzimético de detec¢do de galactomanana (GM) em amostras
de soro.
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5.3 Caracteristicas clinicas do episédio com achado caracteristico de DFI em TC de

torax associado a resultados positivos em imunoensaio de detec¢ao de galatomanana

(grupo 1)

Para um tunico episédio houve associagdo de achado caracteristico em TC e ensaio
GM positivo. Esta paciente, sexo feminino, 19 anos de idade, apresentava-se em crise blastica
de leucemia mieldide cronica, em fase de indu¢do da remissdo. Foi iniciado seu
monitoramento com um dia de neutropenia e contagem absoluta de neutréfilos de 70
células/uL. Seu primeiro resultado de indice de D.O. positivo em ensaio de GM foi no décimo
primeiro dia de neutropenia, com ensaio subsequente positivo no décimo sexto dia (ver
grafico da figura 9). Durante o episddio foi realizada TC de térax que mostrou sinal denso,
com lesdo bem circundada, sem sinal de halo. Os antifingicos utilizados foram fluconazol e a

anfotericina B, esta apds primeiro resultado positivo. O indice 0,14 ocorreu no dia 19.
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O sintoma apresentado no episédio do grupo 1 que poderia estar relacionado com a
DFI pulmonar foi tosse. Além disso demonstrou edema periorbital e sintomas do trato
respiratdrio superior. Houve no perido resultado de hemocultura positivo com identificacao de

Enterobacter aerogenes.

Figura 9. Indices de D.O. em ensaio de deteccio de GM durante
monitoramento do episddio referente ao grupo 1 (Neut.: contagem
absoluta de neutrofilos em células / uL).
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5.4 Caracteristicas clinicas dos episodios com achados caracteristicos de DFI em TC de
torax e sem resultados positivos em imunoensaios de deteccao de galatomanana (grupo
2)

Em todos os casos deste grupo houve algum achado caracteristico de doenca fungica
invasiva em TC do térax, porém, sem resultados positivos em ensaio de detec¢io de GM. Os
achados foram: 5 episédios com sinal denso, com lesdo bem circundada, com halo (em um
deles foi visto também o achado de cavidade); e 2 episddios com sinal denso, com lesdo bem

circundada, sem halo. O quadro 1 retine algumas caracteristicas gerais dos episodios deste

grupo.
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Quadro 1. Caracteristicas gerais dos episédios do grupo 2.

Grupo 2

Doengas hematoldgicas de base

LLA: 3 episédios (dois em indugdo; um em consolidagdo) - 42,8%

LMA: 1 episédio (em indugdo) - 14,3%

MM: 1 episédio (em consolidacdo) - 14,3%

Linfoma linfoblastico de células T (em consolidacdo): 1 episddio - 14,3%
Aplasia: 1 episédio - 14,3%

Dias de neutropenia ao inicio do monitoramento

Média: 4
Mediana (faixa): 4 (1 - 8)

Dias de neutropenia ao final do monitoramento

Média: 14
Mediana (faixa): 13 (7 - 25)

Neutropenia prolongada (< 500 neutréfilos / uL por > 10 dias): em 4 episddios - 57,1%

N° de amostras testadas / episddio

Média: 3
Mediana (faixa): 3 (2 - 6)

Antifiingicos

Voriconazol em 2 episddios - 28,6%

Voriconazol / Anfotericina B em 1 episddio - 14,3%
Voriconazol / Anfotericina B / Fluconazol em 1 episédio - 14,3%
Caspofungina em 1 episddio - 14,3%

Fluconazol em 2 episédios - 28,6%

Sintomas

2 episddios com um sintoma de infec¢do do trato respiratério baixo - 28,6%
2 episddios com trés sintomas de infec¢do do trato respiratério baixo - 28,6%
2 episddios com um sintoma de infec¢do sinonasal - 28,6%

1 episddio sem sintomas - 14,3%
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5.5 Caracteristicas clinicas dos episédios com resultados positivos em imunoensaios de
deteccao de galatomanana nao associados a achados caracteristicos de DFI em TC de

torax (grupo 3)

Todos episddios deste grupo tem em comum ao menos um indice de D.O. em ensaio
de detec¢ao de GM positivo, porém, sem achado caracteristico de doenga fiingica invasiva em
TC de térax. Foi realizada TC em quatro destes episddios. As caracteristicas gerais dos

episddios deste grupo estdo reunidas no quadro 2.



Quadro 2. Caracteristicas gerais dos episédios do grupo 3.
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Grupo 3

Doengas hematoldgicas de base

LMA: 4 episédios (todos em inducdo) - 26,7%

LLA: 3 episddios (todos em inducdo) - 20%

MM: 3 episédios (todos em consolidagdo) - 20%

LH: 3 epis6dios (um em inducdo e dois em consolida¢do) - 20%
Linfoma: 1 episédio (em consolidagdo) - 6,7%

Aplasia: 1 episddio - 6,7%

Dias de neutropenia ao inicio do monitoramento

Média: 5
Mediana (faixa): 5 (1 - 19)

Dias de neutropenia ao final do monitoramento

Média: 12
Mediana (faixa): 12 (4 - 26)

Neutropenia prolongada (< 500 neutréfilos / uL por > 10 dias): em 8 episddios - 53,3%

N° de amostras testadas / episddio

Média: 3
Mediana (faixa): 3 (2 - 5)

Antiftingicos

Voriconazol em 5 episédios - 33,3%
Voriconazol / Fluconazol em 1 episédio - 6,7%
Fluconazol em 7 episédios - 46,7%

Sintomas

3 episédios com um sintoma de infec¢ao do trato respiratério baixo - 20%
1 episédio com um sintoma de infec¢do sinonasal - 6,7%

1 episédio com dois sintomas de infec¢ao sinonasal - 6,7%

11 epis6dios sem sintomas - 73%

Em dois episodios foi observado ao menos dois resultados positivos consecutivos,

sendo que em um deles os valores de indice de D.O. subsequentes simulavam um

comportamento caracteristico de curva, com elevagao e sem seguida reducio nos valores dos

indices, como pode ser observado na figura 10. Em sete episddios daqueles que tiveram
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apenas uma dosagem positiva houve resultados subsequentes negativos, € nos seis restantes o
monitoramento foi interrompido ap6s o resultado positivo.

Nos episddios em que houve dois ou mais ensaios de GM positivos foi feito o uso do
voriconazol. Em um deles, com LLA como doenga de base em fase de indu¢do, o voriconazol
foi utilizado desde o inicio do monitoramento, no qual foram feitas duas coletas para teste e os
dois resultados foram positivos; um tnico sintoma que estaria relacionado a infec¢do do trato
respiratorio baixo foi tosse. O acompanhamento foi finalizado em 7 dias de neutropenia.

No segundo caso (figura 10), o uso do voriconazol foi iniciado a partir da segunda
coleta de amostra bioldgica para teste; durante o acompanhamento ndo foi observado o
desenvolvimento de sintomas e notou-se um declinio nos valores de indices de D.O. ao longo
da antifungoterapia e da recuperacdo dos neutrdfilos. Durante o episddio foi notificado

resultado positivo de hemocultura com identificacao de Klebsiella spp..

Figura 10. Indices de D.O. em ensaio de deteccio de GM durante
monitoramento do episddio pertencente ao grupo 3 onde foram vistos mais
que dois indices positivos (Neut.: contagem absoluta de neutréfilos em

células / uL).
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5.6 Caracteristicas clinicas dos episodios sem achados caracteristicos de DFI em TC de
torax e sem resultados positivos em imunoensaios de deteccao de galatomanana (grupo

4)

Em 79 casos de neutropenia acompanhados ndo foram observados achados

caracteristicos em TC ou resultados positivos em ensaios de detec¢cdo de GM. Foi realizada



51

TC de térax em sete destes casos. As caracteristicas gerais dos episddios deste grupo estdo

reunidas no quadro 3.

Quadro 3. Caracteristicas gerais dos episodios do grupo 4.

Grupo 4

® Doencas hematoldgicas de base

LMA: 21 episédios (12 em indugdo, 9 em consolidagdo) - 26,6%
LLA: 18 episddios (12 em indugdo, 6 em consolidagdo) - 22,8%
MM: 13 episddios (8 em indugdo, 5 em consolidacdo) - 16,5%
LNH: 7 episddios (4 em indugdo, 3 em consolidagdo) - 8,9%
LH: 3 episédios (2 em indugdo, 1 em consolidacao) - 3,8%
Outras: 17 episddios

¢ Dias de neutropenia ao inicio do monitoramento

Média: 4
Mediana (faixa): 3 (1 - 32)

¢ Dias de neutropenia ao final do monitoramento

Média: 12
Mediana (faixa): 9 (3 - 51)

e Neutropenia prolongada (< 500 neutréfilos / uL por > 10 dias): em 35 episddios - 44,3%

e N°de amostras testadas / episddio

Média: 3
Mediana (faixa): 2 (2 - 7)

e Antifingicos

Voriconazol em 10 episédios - 12,7%

Anfotericina B em 3 episddios - 3,8%

Caspofungina em 1 episédio - 1,3%

Voriconazol / Anfotericina B em 1 episédio - 1,3%

Voriconazol / Fluconazol em 6 episédios - 7,6%

Anfotericina B / Fluconazol em 4 episddios - 5,1%

Voriconazol / Anfotericina B / Fluconazol em 1 episédio - 1,3%
Fluconazol em 38 episddios - 48,1%

e Sintomas

Dez episédios com um sintoma de infec¢@o do trato respiratério baixo - 12,7%
Um episdédio com dois sintomas de infec¢do do trato respiratério baixo - 1,3%
Trés episédios com um sintoma de infec¢cao sinonasal - 3,8%

67 episodios sem sintomas - 84,8%
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Entre os casos com neutropenia prolongada deste grupo foram notificados quatro
casos de bacteremia, trés por bactérias Gram negativas e um com Gram negativa e Gram
positiva. Houve também uma notificacdo de infeccdo por Candida ndo albicans e outra por

Fusarium spp..

5.7 Caracteristicas gerais dos episddios de neutropenia prolongada

Ao final do estudo notou-se que em média os episodios tinham 4 dias de neutropenia
ao inicio do monitoramento (1-32) e 12 dias ao final (3-51), e que em 48 episddios foram
feitos imunoensaios para deteccdo de galactomanana apds 10 dias de neutropenia, ou seja, em
47% (48/102). Dados gerais correspondentes aos 48 episddios de neutropenia prolongada

estdo resumidos na tabela abaixo.

Tabela 8. Caracteristicas gerais dos episddios de neutropenia prolongada
(Neutrofilos < 500 células / uLL por mais que 10 dias).

Caracteristicas N°
N° total 48
Dias de neutropenia ao final do monitoramento*

Média 18

Mediana (faixa) 16 (11 - 51)
Doencas hematologicas mais frequentes

LMA 19

LLA 12
Fase atual da quimioterapia*

Inducao 33

Consolidacao 12
Uso de antifiingicos

Fluconazol 24

Anfotericina B 8

Voriconazol 19

Caspofungina 2

> 2 indices positivos consecutivos em ELISA-GM

Associacao de indice positivo em ELISA-GM e sinal

caracteristico em TC de térax 1
LMA, leucemia mieldide aguda; LLLA, leucemia linfoide aguda.

* Foram excluidos destes itens os casos de aplasia medular.
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5.8 Reprodutibilidade dos resultados positivos em imunoensaio enzimatico para a

deteccao de galactomanana em amostras de soro

Durante este periodo foram testadas 307 amostras referentes aos episddios
acompanhados. Deste total, o ensaio foi repetido com 49 amostras devido ao resultado
positivo. Foi entdo feita uma anélise da reprodutibilidade destes resultados no segundo ensaio
(GM2) com relagdao ao primeiro (GM1). Apenas resultados repetidamente positivos foram
assim considerados para andlises dos episddios.

Algumas especificacdes relacionadas as amostras e testes sdo demonstradas na tabela
8. A figura 11 € a representacdo grafica dos resultados em indice de D.O. em primeiro e
segundo ensaio nos eixos horizontal e vertical, respectivamente.

Em 36 das 49 amostras retestadas (73%) houve reducdo nos valores dos indices
(Tabela 9). Para as amostras que tiveram indices menores em segundo teste a média da
reducgdo dos indices de D.O. foi -0,84 (mediana=-0,55; min.=-0,12; max.=-4,99).

Apenas 16% (8/49) das amostras retestadas permaneceram com mesmo resultado, e
para cinco amostras (10%) os indices de D.O. foram maiores no segundo ensaio (Tabela 9)

Em 55% (27/49) das vezes o resultado se tornou negativo em GM2 (Tabela 9).

Todas as amostras ficaram armazenadas a -20°C até realizacdo do segundo teste, € em
média o tempo, em dias, entre GM1 e GM2 foi de 7 dias (Tabela 9).

As médias de tempo entre execucdo de GM1 e GM2 das amostras que permaneceram
positivas e daquelas que se tornaram negativas foram de 8 e 5 dias respectivamente, € a
comparacdo entre as médias foi estatisticamente nao significante (p=0,3412, teste de Mann
Whitney). Também nao houve correlagdo estatisticamente significante entre a diferenca dos
indices GM2 e GM1 e o tempo de armazenamento das amostras (p=0,769, correlacdo de

Spearman).



Tabela 9. Caracteristicas das amostras retestadas.
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N° de amostras retestadas

Meédia de indice de D.O. em GM1

Meédia de indice de D.O. em GM2

Comparacdo entre os indices de D.O. em GM1 e GM2
Menor
Igual*
Maior

Resultado em GM2
Positivo
Negativo

Tempo médio entre GM1 e GM2 (dias)

49
1,21
0,71

73% (36/49)
16% (8/49)
10% (5/49)

45% (22/49)
55% (27/49)

7, mediana = 6

* Foram considerados iguais os indices que em GM?2 apresentaram uma
diferenca de até 10% para mais ou para menos com relacdo aos indices em GM1.

Figura 11.

Representagdo gréfica da reprodutibilidade de resultados

positivos do ensaio imunoenzimético de deteccdo de GM mostrando os
indices de D.O. no primeiro (GM1) e segundo (GM?2) teste.
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6. DISCUSSAO

As doengas hematoldgicas sdo evidenciadas como as principais condi¢des de base para
predisposicdo ao desenvolvimento da aspergilose invasiva (Al). Neste estudo temos 100% dos
episddios de neutropenia em individuos com doenca hematoldogica diagnosticada, uma vez
que este foi um dos critérios de inclusdo, e de acordo com a distribui¢c@o dos tipos das doengas
as mais frequentes foram: leucemia mieldide aguda (25,5%, n=26), leucemia linféide aguda
(23,5%, n=24), mieloma multiplo (16,7%, n=17) (Tabela 3 e Figura 6). Estas sdo justamente
as entidades de maiores prevaléncias entre os casos de Al diagnosticada relatados em
literatura (HERBRECHT, 2011). Associados as doencas hematoldgicas os transplantes de
medula 6ssea (TMO) também configuram condicdes predisponentes, em especial aqueles do
tipo alogénico. Nesta populacdo observou-se uma prevaléncia de 18,6% (n=19) de TMO
autélogo e de 7,8% (n=8) de TMO alogénico (Tabela 3), havendo neste caso uma menor
propor¢ao da condi¢do considerada de maior risco (HERBRECHT, 2011).

O principal fator do hospedeiro da populacdo estudada foi a neutropenia, sendo este
outro critério de inclusdo. A neutropenia prolongada acima de 10 dias é destacada entre os
fatores do hospedeiro em consenso para diagndstico da doenca fiingica invasiva elaborado
pela EORTC/MSG, e a maioria dos trabalhos sobre o tema utiliza este como critério de
inclusdo (DE PAUW, 2008; MAERTENS, 2005; PARK, 2011). Mas como esta pesquisa
tinha como objetivo a implantacdo de uma técnica aprovada recentemente (em 2007 pela
ANVISA) e foi necessdrio o conhecimento da relacdo entre este fator e o diagndstico da Al
invasiva na populacdo alvo, foram admitidos epis6dios com variacdo de 1 a 32 dias de
neutropenia para inicio do monitoramento, com uma média de 4 dias (mediana de 3 dias). Ao
final do monitoramento os episddios apresentaram em média 12 dias de neutropenia (mediana
de 10 dias), ocorrendo uma variacdo de 3 a 51 dias (Tabela 3).

A duragdo da neutropenia € um importante aspecto a ser analisado. Em estudo
publicado por Park e cols. em 2010 onde foram analisados retrospectivamente 58 episodios de
pacientes com leucemia aguda e diagndstico de Al provada ou provédvel a média de duracdo
da neutropenia encontrada foi de 31 dias (11 — 142). Em 2011 Saghrouni e cols. relataram 29
casos de aspergilose invasiva, com predominio de leucemia miel6ide aguda como doenga de
base, e entre estes casos a média de duragao da neutropenia foi de 27 dias.

Logo, ao se conjecturar a predisposi¢do da populacdo alvo deste estudo para o
desenvolvimento da Al deve-se considerar que se por um lado predominam as doengas de

base de maior prevaléncia em grandes estudos envolvendo situacdes de Al ja diagnosticada,
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por outro se tratam de episédios com média de duragdo de neutropenia relativamente baixa.
Em 48 episddios dos 102 estudados (47%) foi feito acompanhamento dos pacientes com mais
de 10 dias de neutropenia com coletas de amostras para deteccao de GM (Tabela 8).

Outros condi¢des e fatores associados a predisposi¢do para Al tiveram baixa expressao
entre os episddios estudados: 8,8% de uso prolongado de corticosteroide (n=9), 3,9% de
doenca enxerto versus hospedeiro (n=4), 5,9% de sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(n=6), 9,8% de uso de andlogos de nucleosideo (n=10). Nao foram reconhecidas outras causas
de imunodeficiéncia entre os envolvidos.

Houve febre na maior parte dos episddios (61,8%, n=63), embora ndo necessariamente
fosse relacionada a DFI. Este € um sintoma comum dado esse cendrio, uma vez que todos os
participantes encontravam-se imunocomprometidos e susceptiveis a diversas infeccdes. Em
consenso revisado pela EORTC/MSG a febre deixou de constituir um fator de risco
(ASCIOGLU, 2002; DE PAUW, 2008).

Devido a altas taxas de mortalidade por DFI o uso de antifingicos tem sido
recomendado em grupos selecionados de alto risco, tanto o uso profildtico quanto o empirico.
O fluconazol foi o antifiingico utilizado com maior frequéncia (58,8%, n=60) (Figura 7),
entretanto, devido a sua falta de atividade contra fungos filamentosos seu uso ndo foi
considerado uma possivel causa para resultados falsos negativos nos testes de deteccao de
galactomanana em soro (MIKOLAJEWSKA, 2012).

Ja o vorionazol foi o segundo antifingico mais utilizado (27,4%, 28/102) durante o
estudo. Como pode ser visto nos resultados, foi prescrito principalmente em casos de
leucemias agudas (um total de 21 casos), na maior parte das vezes em fases de indugdo na
quimioterapia. Como a doenga invasiva causada por fungos filamentosos € de dificil
diagnéstico e elevadas taxas de mortalidade, o uso empirico de antifiingicos em situacdes de
febre persistente em neutropénicos tem se tornado padrao (TAN, 2011). Neste trabalho, em
quase todos os episddios em que o voriconazol foi indicado ocorreu febre, além de na maioria
das vezes se tratar de pacientes com maiores chances de contrair infec¢do por Aspergillus sp.
dadas a doenga de base, fase da quimioterapia, duracdo da neutropenia.

Em uma grande coorte envolvendo pacientes de alto risco para desenvolvimento de Al
em dois centros norte americano para tratamento de doencas hematoldgicas objetivou-se
determinar o desempenho do imunoensaio de deteccao de GM frente a terapia antifiingica e
foi demonstrado que a sensibilidade do teste € comprometida pela administracdo de drogas
com atividade contra fungos filamentosos, o que reforca a explicagdo da redug¢do dos niveis

do antigeno pela diminui¢do da carga fungica (MARR, 2005). Assim, uma vez que o servico
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de hematologia adotava um protocolo de antifungoterapia predominantemente empirico
durante o estudo foi esperada uma baixa prevaléncia de casos com dados para classificacdo
em diagndstico “provavel” de Al, para o qual se considera os indices positivos de detec¢ao de
GM.

Ao analisar os resultados no ensaio de deteccio de GM com relacdio ao uso do
voriconazol nos episddios febris nota-se aqui que ndo ocorreram mais resultados positivos
entre aqueles que ndo fizeram o uso da droga, pois quando se utilizou o antifingico foi
obervado resultado positivo em 20,0% (4/20) e entre aqueles que ndo o fizeram esta
proporcio foi de 13,9% (6/43) (Tabela 5). Porém, esta diferenca ndo foi estatisticamente
significante (p=0,7126) e se for excluido o caso em que a terapia foi iniciada apds resultado
positivo de GM (Figura 10) as propor¢des tornam-se ainda mais préximas, 15,8% (3/19) e
13,9% (6/43). Assim, ndo se pode afirmar que estes dados contradizem a ideia do que se tem
constatado em experiéncias com uso do imunoensaio, que € a reducdo da sensibilidade da
técnica pelo uso de antifingicos.

Desde que o imunoensaio passou a ser utilizado em populacdes que preenchem
critérios de fatores do hospedeiro de predisposicdo a Al o uso de antibidticos de origem
fungica foi um dos fatores associados a resultados falsos positivos. Foi avaliada uma possivel
influéncia do uso de piperacilina-tazobactam nos resultados positivos deste trabalho tanto
entre os episédios febris (Tabela 6) quanto na populacdo em geral (Tabela 7). Ocorreram
maiores propor¢des de episddios com resultados positivos entre aqueles que usaram a
formulagdo: 14,6% (6/41) versus 18,2% (4/22) (p=0,7291); e 15,6% (12/77) versus 16,0%
(4/25) (p=1,00), respectivamente. Entretanto, estas diferencas foram baixas e ndo
estatisticamente significantes.

Um estudo realizado no Brazil analisou a possibilidade de deteccao de GM em lotes da
formulacdo piperacilina-tazobactam comercializados no pais, e cinco lotes de marcas distintas
foram testados em duplicata e em laboratérios diferentes. Apenas um lote demonstrou reacao
cruzada com valores de indices de D.O. acima de 0,5 (XAVIER, 2009). Estes resultados
sugeriram que o uso do antibidtico pode ndo ser uma causa significativa de resultados falsos
positivos, e talvez por isso ndo se tenha observado uma influéncia do seu uso nos resultados
dos testes dos episddios aqui estudados.

A presenca de autoanticorpos em amostras de soro € mencionada como um dos fatores
associados a resultados falsos positivos no imunoensaio enzimdtico para deteccdo de GM
(AQUINO, 2007). Neste trabalho ndo houve relatos de autoimunidade entre os participantes

além de um episédio em que o individuo possuia cirrose biliar primaria. Foram feitos dois
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testes de ELISA-GM com resultado positivo no segundo, apds o qual o monitoramento foi
interrompido. O resultado positivo ndo necessariamente foi devido a esta condi¢do do
paciente, e os dados deste caso assim como da populacdo em geral sdo insuficientes para
apontar alguma associagdo deste fator, autoimunidade, e os resultados do teste utilizado.

O consenso para diagndstico de DFI considera como Al “provavel” a situacdo onde o
paciente posssui um fator do hospedeiro, um critério clinico (achado caracteristico da DFI em
TC do térax), e um critério micoldgico, que neste estudo € o teste indireto positivo para
deteccao do antigeno galactomanana em amostra de soro (DE PAUW, 2008). Como base
nestes critérios os episddios foram distribuidos em quatro grupos (Figura 8). Foram
encontrados sinais caracteristicos em TC em oito episddios e testes de deteccdo do antigeno
GM positivos em 16 episddios.

No grupo 1 tem-se a associac@o dos dois critérios necessarios para diagndstico da Al
“provavel” e é representado por unico episddio. O monitoramento neste caso foi iniciado com
um dia de neutropenia, e o primeiro resultado positivo em indice de D.O. ocorreu no décimo
primeiro dia (Figura 4). Foi observado um sintoma inespecifico de infeccao pulmonar, a tosse,
que dado o contexto poderia estar relacionado a um provavel caso de Al. A formulacdo
piperacilina-tazobactam foi utilizada, porém, como foi discutido anteriormente, ndo se pode
presumir que tenham ocorrido falso positivo devido a este motivo.

Uma outra caracteristica deste episédio indicada como um fator associado a falso
positivo na reacdo de deteccdo de GM seria a bacteremia, neste caso demonstrada pela
identificacdo de Enterobacter aerogenes em hemocultura. Porém, ndo se conhecem
mecanismos que justifiquem a relacdo e nenhum microrganismo especifico foi
consistentemente associado com reacao falso positiva (AQUINO, 2007).

A paciente do presente caso foi administrada a anfotericina B, um composto que
possui atividade in vitro, in vivo e clinica contra espécies de Aspergillus e € licenciada para
tratamento da aspergilose invasiva (WALSH, 2008). Concomitante ao tratamento notou-se a
queda e a negativacdo dos indices de D.O. no imunoensaio, como pode ser visto na figura 9.
Talvez este comportamento dos indices tenha resultado da atividade da droga reduzindo a
carga fungica da “provdvel” aspergilose invasiva.

Ja no grupo 2 estdo reunidos todos os episédios onde foram encontrados sinais
caracteristicos de DFI e nenhum resultado positivo em testes de detec¢do de galactomana
(n=7) (Figura 8). As doencas de base mais frequentes neste grupo foram também as mais
frequentes na populacdo geral. Destes casos, quatro mantiveram neutropenia prolongada

durante acompanhamento, com neutréfilos abaixo de 500 células / uLL por mais de 10 dias,
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sendo que um destes tinha aplasia e portanto uma neutropenia com duragdo acima da média
do estudo (Quadro 1). Estes quatro casos preenchem os critérios de fator do hospedeiro
(neutropenia prolongada) e evidéncia clinica consistente com DFI, mas para os quais nao
existem apoio do critério micoldgico. Estas caracteristicas se enquadram na definicdo para
diagnostico de Al “possivel”, e em todas as situacdes foi prescrito antifiingico ativo. Houve
sintomas compativeis com infeccdo pulmonar em 57,1% (4/7) do grupo, sendo um destes
episddio de neutropenia prolongada.

Em 71,4% (5/7) dos casos foram utilizadas drogas com atividades contra fungos
filamentosos, o que pode ser observado ao somar os nimeros de episddios onde se utilizou
voriconazol, anfotericina B ou caspofungina (Quadro 1).

No Quadro 2 estdo as caracteristicas de todos os casos agrupados por demonstrarem ao
menos um resultado positivo em ensaios de deteccdo de GM, porém, ndo associados a
achados caracteristicos de DFI em TC de térax. Neste grupo, assim como no grupo 2, as
doencas de base mais frequentes foram também as mais prevalentes do estudo. Foi observada
neutropenia prolongada em oito casos, ou seja, 53,3% (8/15), propor¢cao semelhante a que foi
encontrado entre 0s casos que apresentaram apenas o critério clinico para diagnéstico da DFI,
grupo 3 (p=1,000).

Dois episédios deste grupo mostraram ao menos dois resultados positivos
consecutivos em deteccdo de GM. Segundo as defini¢des do consenso de 2002 para
diagndstico da DFI um destes estes episddios demonstrou dados suficientes para definicdo de
Al “possivel” (ASCIOGLU, 2002), pois apresentava também neutropenia prolongada. Porém,
por consenso atual os dois episddios sdo considerados como ndo classificidveis quanto ao
diagndstico, assim como os demais do grupo 3 (DE PAUW, 2008).

Por deixar de preencher critérios de inclusio em um dado momento, assim como
ocorreu em todos os casos do estudo, a situagdo em que foram vistos dois indices positivos
consecutivos ndo pdde ser mais acompanhada. J4 no episddio representado na figura 10 foi
possivel realizar o teste em amostras de cinco coletas seriadas, e inclusive na tultima o
paciente ja ndo mais se encontrava com neutréfilos abaixo de 500 células / pL. Apds primeira
coleta foi instituido o tratamento antifiingico e durante o mesmo houve recuperacdo dos
neutréfilos concomitante a redu¢do dos indices de D.O. do teste. A tinica manifestacdo de
infeccdo foi febre. O comportamento destes indices mostra que talvez este tenha sido um caso
suspeito do que poderia evoluir para Al com nivel de diagnéstico “provavel” (DE PAUW,
2008). O paciente foi tratado, e vale lembrar que as definicdes dos consensos foram

planejadas para o uso no contexto da pesquisa clinica e/ou epidemioldgica, mas ndo



60

necessariamente para a tomada de decisdes pela equipe médica (ASCIOGLU, 2002;
TSITSIKAS, 2011).

Um dado notédvel foi que o episédio acima citado foi o unico entre aqueles com
mieloma multiplo como doenga de base em que a neutropenia durou mais que 10 dias durante
participacao no estudo, ou seja, o Unico destes a cumprir o fator do hospedeiro como critério
diagnéstico por consenso (DE PAUW, 2008).

A deteccdo de antigenos flingicos parece preceder os sinais clinicos e radioldgicos da
DFI (MIKOLAJEWSKA, 2012). Contudo, neste trabalho ndo se pode fazer uma anélise
estatistica do que poderia ser a influéncia do uso do voriconazol no impedimento da
progressdo para manifestacdo do critério clinico (sinais caracteristicos em TC) de uma
provavel Al identificada inicialmente pela observacao de resultado positivo em teste de GM,
pois nota-se no grupo 3 apenas quatro casos de neutropenia prolongada onde foram realizados
exames de TC e em somente um destes foi utilizado o voriconazol.

Esta circunstancia em que foram seriados cinco resultados positivos com reducao dos
indices concomitante ao tratamento e recuperagao dos neutréfilos suscita a questao da reducao
da sensibilidade das defini¢cdes propostas em consenso revisado em 2008.

Considerando essa questdo de reducdo da sensibilidade das defini¢des apds revisdo,
em 2010, Nucci e cols. revisaram 125 casos de aspergilose invasiva provados ou provaveis
(114 em pacientes com mieloma multiplo), todos com indices positivos em teste de GM.
Observou-se que em 26 de 53 casos originalmente classificados como Al provéveis sem
achados radioldgicos prévios foram feitos testes de imagem seriados apds primeira TC, e
entdo 11/26 (42%) mostraram desenvolvimento de algum dos trés sinais caracteristicos de
DFI citados em consenso somente apds os resultados positivos de teste de GM. Essa revisao
mostrou a importancia de situacdes onde o fator do hospedeiro ¢ acompanhado de indices
positivos consecutivos em deteccdo de GM sem apresentacdo de sinais especificos, podendo
representar uma categoria da infeccao em estagio inicial.

Com relagdo as situacdes onde foi visto um resultado positivo e um subsequente
negativo (sete casos) se questionou a possibilidade da acdo do antiftingico reduzindo o indice
posterior, mas notou-se que apenas em um caso foi utilizado voriconazol antes da negativagcao
do indice e o mesmo tinha apenas cinco dias de neutropenia, ou seja, menos dias do que se
propde como fator do hospedeiro. Desta forma, é mais plausivel que neste e nos outros seis
casos na mesma situagcdo tenham ocorrido resultados falsos positivos ainda que nao pelo uso

dos antibidticos, usado em trés destes episddios. Entre os fatores associados a falsos positivos
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pode-se excluir aqui: condi¢do de ser paciente pedidtrico, bacteremia, hemodiélise, presenca
de autoanticorpos (AQUINO, 2007).

Analisam-se agora os episddios em que a udltima dosagem foi positiva e logo em
seguida 0 monitoramento foi interrompido (seis episddios): quatro atendiam ao critério de
fator do hospedeiro no momento da dosagem e para estes seria de suma importancia a
continuacdo do monitoramento (mesmo apds a recuperacdo do nivel de neutréfilos) e a
associacdo do teste de GM com resultados de outras avaliagdes, como TC de térax (feita em
dois episédios, em um dos quais com revelacdo de consolidacio alveolar), dosagem de B-D-
glucana em soro, andlise de escarro ou lavado broncoalveolar, resultados de culturas de
amostras de sitios relacionados a infeccao (DE PAUW, 2008).

No grupo 4, onde em todos os casos nenhum dos critérios de TC e GM para
diagnostico de Al € preenchido, também se observa maiores frequéncias das doencas de base
mais prevalentes do estudo em geral (quadro 3). A propor¢do de neutropenia prolongada neste
grupo foi de 44,3% (35/79), valor préximo aos encontrados nos grupos 2 e 3 (p=0,796 e
p=0,7182, respectivamente).

Entre os episddios deste grupo foram utilizados os antiflingicos voriconazol,
anfotericina B ou caspofungina em 26 episédios, ou seja, em 32,9% (26/79). Quando
comparamos esta varidvel deste grupo com os grupos 2 e 3 também ndo encontramos
diferenca estatisticamente significante (p=0,1045 e p=0,8150, respectivamente).

Interessante notar que tanto no caso em que houve a associacdo de achado
caracteristico em TC com testes de deteccao de GM positivos (grupo 1) quanto no caso onde
ocorreram cinco dosagens de GM positivas consecutivas (Figura 10) existiu bacteremia,
levantando mais uma vez a questdo ja mencionada deste fator associando-se a falsos
positivos. Entretanto, existiram quatro casos de neutropenia prolongada e bacteremia, trés por
bactérias Gram negativas, que ndo tiveram indices positivos no imunoensaio, episddios estes
pertencentes ao grupo 4.

Ja com relacdo ao desempenho da técnica, neste trabalho a anélise da reprodutibilidade
dos resultados positivos do teste de ELISA para detec¢do de galactomanana revelou uma
tendéncia a reducdo dos indices de D.O. nas repeti¢cdes, tendéncia também observada em
outras experiéncias com uso do mesmo kit publicadas recentemente. No laboratério de um
hospital de nivel de atencdo tercidria em Israel foram retestadas 34 amostras positivas e 85%
destas mostraram indices de D.O. menores em segundo teste com média de reducdo nos
valores dos indices de — 0,39 (OREN, 2011). A experiéncia em outro laboratdrio, este também

pertencente a um hospital de atencdo tercidria, desta vez na Suica, mostrou que houve redugdo
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nos indices de D.O. de 79% (23/29) das amostras positivas retestadas com uma média de
reducdo nos indices de — 0,33 (BIZZINI, 2011). Esses resultados sdo semelhantes aos
encontrados neste estudo, onde os indices de D.O. foram menores em 73% (36/49) das
amostras em segundo ensaio e a média de reducao nos valores foi de — 0,84.

O armazenamento da amostra de soro pode influenciar no desempenho do
imunoensaio enzimdtico para detec¢io de GM (MENNINK-KERSTEN, 2004; AQUINO,
2007). A partir desta premissa foram feitas anélises para observar a potencial influéncia do
tempo de armazenamento das amostras a -20°C sobre a tendéncia de reducdo dos valores dos
indices em segundo ensaio, e entdo ndo foi vista diferenca entre as amostras que
permaneceram positivas e aquelas que se tornaram negativas quanto ao periodo de tempo
(dias) entre execugdo dos testes GM1 e GM2 (p=0,3412, teste de Mann Whitney), assim
como nao houve correlacio entre este periodo de tempo e as diferencas de indices entre os
testes (p=0,769, correlagdo de Spearman).

Talvez a influéncia dessa varidvel sobre desempenho do teste possa ser notada em
estudos que envolvam N maior e / ou periodos maiores de armazenamento da amostra a -
20°C. Mas apesar de ndo sido constatada aqui a acdo desta varidvel, a repeticdo dos testes
positivos deve ser realizada o mais breve possivel para que o corpo clinico alcance um
diagnéstico rdpido e proporcione o tratamento mais adequado a cada paciente.

A repeticao de todos os testes positivos € de grande importancia devido a possibilidade
de contaminacdo da amostra durante sua manipulagdo; entretanto, a contaminacdo ndo deve
ser uma explicacio para o grande nimero de amostras que ja ndo foram positivas em segundo
teste, pois todas as amostras foram obtidas em tubos de coleta a vacuo e todos os
procedimentos foram conduzidos em camara de fluxo laminar de maneira padronizada.

A baixa reprodutibilidade dos resultados positivos mostrada com uso da técnica de
ELISA-GM refor¢ca a necessidade do reteste para todos os resultados positivos (e o mais
rapido possivel) para que sejam evitados diagndsticos e tratamentos baseados em falsos
positivos. Mais dados a respeito do desempenho do imunoensaio sdo necessdrios para
aprimorar a utilizacdo da deteccdo de GM na prética clinica.

Em resumo, quanto a investigacdo da incidéncia da Al no periodo de estudo um
episddio cumpriu os critérios para diagndstico “provavel”, o qual representou 2% dos
episddios de neutropenia prolongada (n=48). Quatro episédios uniu fator do hospedeiro e
sinal caracteristico em TC, e portanto seriam classificados como casos “possiveis” de Al, 8%
dos episdédios de neutropenia prolongada (Tabela 8). Do total de episddios incluidos (n=102)

estes casos representam 1% e 4%, respectivamente.



63

7. CONCLUSOES

Casos de neutropenias prolongadas acima de 10 dias ocorreram em menos da metade
dos casos da populacido, 47% (48/102), e a terapia empirica para fungos filamentos foi
adotada principalmente em episdédios com doencas de base mais associadas a aspergilose
invasiva (Al) e em boa parte dos casos de neutropenia prolongada. Apesar destes fatores a
implantacdo da técnica de imunoensaio enzimatico para deteccao de antigeno galactomanana
em amostras de soro dos pacientes do Servico de Hematologia / Oncologia do Complexo
HUPES permitiu observar a incidéncia de um episédio de neutropenia com caracteristicas
para classificacdo como Al “provavel” (2% entre as neutropenias prolongadas e 1% da
populacido em geral).

A implanta¢do da técnica permitiu ndo somente a observacdo do caso citado como
também revelou um episddio que poderia se tratar de uma infeccdo por Aspergillus spp. em
estagio inicial de progressao para Al.

Estes dois casos ocorreram em situacdes de neutropenia prolongada, o que
corresponde ao que € destacado em consenso como fator do hospedeiro para predisposi¢dao ao
desenvolvimento da Al, e aponta para seguranca de se iniciar o monitoramento ap6s os 10
dias neutropenia. Entretanto, iniciar o monitoramento antes disso pode ser util para avaliar o
comportamento dos indices em situagdes duvidosas.

Em sete episddios (6,8%, 7/102) foram observados resultados de indices de D.O.
acima do cut off com grandes chances de se tratarem de falsos positivos (FP). Certa
frequéncia de resultados FP parece ser caracteristica inerente a técnica.

Quatro episédios de neutropenia prolongada tiveram monitoramento interrompido
apos resultado positivo em teste de GM, e para estes seria necessdrio o acompanhamento dos
indices mesmo apds recuperagdo dos neutréfilos para esclarecimento do significado do
resultado.

Durante o periodo de estudo ocorreram 79 episddios de neutropenia (35 de
neutropenia prolongada) onde ndo foram vistos sinais caracteristicos de DFI em TC de térax
ou resultados positivos em teste de GM. Nenhum destes casos evoluiu para manifestacdes de
Al, o que condiz com o elevado valor preditivo negativo reportado para o imunoensaio de
deteccdo do antigeno GM.

O ELISA-GM ¢ de fato uma importante ferramenta para auxilio diagndstico da Al,
assim como para guiar € monitorar a terapia antifingica. Para otimizar sua utilizagdo,

z

entretanto, € importante a associacdo dos resultados desta técnica com outras também
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consideradas para critério micolégico, como exemplo, o teste de deteccao de B-D-glucana, o
que seria de grande importancia para interpretacdo dos resultados.

Mais estudos nos servicos de hematologia / oncologia do estado da Bahia e regido sao
necessarios para o enriquecimento dos dados epidemiolégicos da Al utilizando o imunoensaio

de detec¢do do antigeno galactomanana.
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Universidade Federal da Bahia
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O Comitéd de fuca em Pesqusa (CEP) oo Complexo Hospitalar Universitano
Professor £ agard Santos (HUPE S) avabou 0 (roelo gescrio abaixo

Projeto de Pesquisa murodagdnton Precaxe da intece8o por Cltomegalovirus e
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Pesquisador Resporadvel | ermarvia Wastington da Mendongs Lima

Data do Parecer: [~ 08 XXX

Parecer: Projeto Aprovado

Atenciosamenta

ROBERTO BADARO, MD PHD
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APENDICE C

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezado Senhor (a):

O senhor (a) esta sendo convidado (a) a participar, como voluntario (a), de um projeto
intitulado “Imunodiagnéstico Precoce da Infecgiio por Citomegalovirus e por Aspergillus
spp. em Pacientes Hematolégicos Imunossuprimidos”. A pesquisa tem o objetivo de
monitorar pacientes, através de exames laboratoriais periodicos, quanto a infec¢do pelo
Citomegalovirus e pelo Aspergillus sp., dois agentes que causam importantes infecgdes em
individuos imunossuprimidos.

Caso o senhor (a) concorde em participar da pesquisa, permitira a coleta de 10mL de
sangue semanalmente durante periodos de neutropenia, nos quais ha maior susceptibilidade a
infecgdo invasiva por espécies do fungo Aspergillus sp.

O sangue coletado sera devidamente acondicionado e encaminhado ao Servigo de
Imunologia de Doengas Infecciosas (SIDI) da Universidade Federal da Bahia — UFBA para a
realizag@o dos testes laboratoriais.

) O resultado dos seus exames sera encaminhado ao Centro de Transplante de Medula
Ossea (CTMO) do Hospital Universitario Professor Edgard Santos (HUPES) para que seja
avaliado pela equipe médica responsavel.

A participagio na pesquisa ¢ voluntaria e o senhor (a) ndo tera nenhum custo ou
remuneracdo especial. O senhor (a) podera desistir de participar da pesquisa em qualquer
momento que desejar, sem que isto lhe cause qualquer problema.

Como responsavel por este estudo, prometo manter em segredo todos os dados
individuais informados, bem como indenizi-lo (a) se sofrer algum prejuizo por causa desta
pesquisa. Assim, se estd claro para o senhor (a) a finalidade desta pesquisa e se aceita
participar dela pego que assine este documento.

Fernanda Washington de M. Lima - Pesquisadora Responsavel.
Contato: (71) 3237 1912 (Pesquisadora) / (71) 3283 6956 (SIDI) / (71) 3235 6562 (CTMO/HUPES)
Comité de Etica em Pesquisa — Hospital Universitario Professor Edgard Santos - UFBA
Rua Augusto Viana, s/n° “Canela, Satvzdor-BA. Fone: (71) 3283 8140

Eu, , aceito participar da pesquisa
intitulada “Imunodiagnéstico Precoce da Infecgiio por Citomegalovirus e por Aspergillus
spp. em Pacientes Hematolégicos Imunossuprimidos”. Confirmo que fui devidamente
informado dos objetivos e da utilidade da presente pesquisa. Foi-me garantido que posso
deixar de participar a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade, e que os
resultados serdo tratados confidencialmente.

Local e data: S / /

Assinatura
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ANEXO A — Caracteristicas gerais e clinicas dos episddios de neutropenia excluidos.

Tabela 11, CaracterishiGis gErais 005 EPISBUIS UE NCULIUPCING TALRLIULY

o estudo. i S -
Caracterisiicas N
Total 49
Idade

Média 43
Mediana {Faixa) 42 (16-63)
Sexo
Masculino 22
Feminino 27
Doenca de base
LAiA 4
LLA 6
LMC -
LLC 1
LH 3
LMNH 12
M 10
Outra 10
TMO
Autalogo 14
Alogénico l
Ntmtux da doenca
Remizsio 21
Recidiva 19
Fase atual da quimicierapia
Indugio 23
Consolidacio 13

Deenca enxerto versus hospedeiro -
Drias de nentropenia a0 micio do monitoraments

Média 8

Mediana (faixa) 4 (1-30)
Dias de neutropenia ao final do monitoramento

Média -

Mediana (faixa) -
Febre durante o episodio

Sim 12

Nio 17
Uso prolongado de corticosterdide 1

LMA, leucemia mieldide aguda; LLA, leucemia linfide aguda; LMC,
leucemia fniull&idu cromica; LLC, leucemia linfbide crinica; LH, linfoma
de Hodgking: LNH, linfoma nio Hodgking, MM, mieloma miltiplo.
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ANEXO B - Produtos académicos e cientificos gerados.
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