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RESUMO

Justificativa e Objetivos: A aspergilose pulmonar é uma grave infecgdo fingica tendo como agente etioldgico os fungos do género
Aspergillus. A infeccdo acomete principalmente individuos imunocomprometidos, apresentando uma alta taxa de mortalidade entre os
mesmos em decorréncia do dificil diagndstico e tratamento. Devido a dificuldade de obtencdo de resultado positivo para a detecgdo
de Aspergillus, em métodos tradicionais de cultura laboratorial, torna-se necessario avaliar técnicas alternativas para a deteccdo deste
microrganismo. Um dos avangos no diagnostico da aspergilose é o teste da galactomanana, que detecta tal polissacarideo da membrana
celular do fungo, o qual, durante a infecgéo, é secretado na corrente sanguinea do hospedeiro. Métodos: Este estudo consistiu em uma
analise de 24 pacientes internados no periodo de 2012 a 2013 em um hospital terciario do Estado do Rio Grande do Sul, Brasil. Para
analise epidemioldgica, os seguintes dados foram coletados sobre os pacientes com suspeita de aspergilose pulmonar invasiva (API):
idade, sexo, unidade de internacdo hospitalar, doenca de base, dados clinicos e radiolégicos, uso de antimicrobianos e resultados do
teste da galactomanana. Resultados: 10 pacientes (41,6%) mostraram resultado positivo para o teste da galactomanana. Os individuos
apresentaram principalmente neutropenia prolongada consequente de doengas hematoldgicas. Além disso, a febre persistente a despeito
de antibidticos de amplo espectro foi o principal sinal clinico associado a suspeita de aspergilose pulmonar invasiva. Concluséo: Este
estudo estabeleceu o perfil clinico de pacientes com suspeita de API caracterizado por neutropenia e febre prolongadas.

Descritores: Aspergilose. Diagnostico diferencial. Neutropenia.

ABSTRACT

Background and Objectives: Pulmonary aspergillosis is a severe fungal infection and its etiological agent is the Aspergillus fungi. The
infection mainly affects immunocompromised individuals and has a high mortality rate among them, associated with a difficult diagnosis
and treatment. Due to the difficulty in obtaining positive results for Aspergillus using traditional methods of laboratory culture, it becomes
necessary to evaluate alternative techniques for the detection of this microorganism. One of the advances in the diagnosis of aspergillosis
is the galactomannan test, which detects this polysaccharide in the fungal cell membrane and that is released in the host’s bloodstream
during the infection process. Methods: This study consisted in the analysis of 24 hospitalized patients from 2012 to 2013, in a tertiary
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hospital in the state of Rio Grande do Sul, Brazil. The following data about the patients were collected for epidemiological analysis: age,
gender, hospitalization unit, underlying diseases, clinical and radiological data, antimicrobial use, and galactomannan test results. Results:
10 patients (41.6%) showed positive results at the galactomannan test. The individuals showed mainly prolonged neutropenia as a result
of hematological malignancies. Persistent fever, despite the use of broad-spectrum antibiotics, was the main clinical sign associated with
suspected invasive pulmonary aspergillosis (IPA). Conclusion: This study established the clinical profile of patients with suspected IPA,
characterized by prolonged fever and neutropenia.

Keywords: Aspergillosis. Diagnosis differential. Neutropenia.

RESUMEN

Antecedentes y Objetivos: La aspergilosis pulmonar es una infeccion fingica grave cuyo agente etioldgico son los hongos del género
Aspergillus. La infeccién ataca principalmente a individuos inmunocomprometidos, presentando una alta tasa de mortalidad entre ellos,
derivada del dificil diagndstico y tratamiento. Debido a la dificultad de obtencion de resultados positivos de deteccion de Aspergillus con
métodos tradicionales de cultivo laboratorial, resulta necesario evaluar técnicas alternativas para la deteccion de este microorganismo.
Uno de los avances en el diagnéstico de la aspergilosis es el test del galactomanano, que detecta ese polisacarido de la membrana celular
del hongo, el cual, durante la infeccion, es secretado en la corriente sanguinea del portador. Métodos: Se efectud un anélisis sobre 24
pacientes internados de 2012 a 2013 en un hospital terciario del estado de Rio Grande do Sul, Brasil. Para analisis epidemiolégico, se
recolectaron los siguientes datos acerca de los pacientes con sospecha de aspergilosis invasiva: edad, sexo, unidad de internacion hospi-
talaria, enfermedad de base, datos clinicos y radioldgicos, uso de antimicrobianos y resultados del test de galactomanano. Resultados: 10
pacientes (41,6%) mostraron resultado positivo para el test del galactomanano. Los individuos presentaron principalmente neutropenia
prolongada consecuente de enfermedades hematoldgicas. Ademas, la fiebre persistente aun administrando antibiéticos de amplio es-
pectro fue la principal sefal clinica asociada a la sospecha de aspergilosis pulmonar invasiva. Conclusién: Se establecio el perfil clinico de

pacientes con sospecha de API caracterizado por neutropenia y fiebre prolongadas.

Palabras clave: Aspergilosis. Diagnéstico Diferencial. Neutropenia.

INTRODUCAO

O género Aspegillus spp. pertence ao filo As-
comycota, da ordem Eurotialese e familia Trichocomace-
ae, possuindo mais de 900 espécies descritas." O fungo
se caracteriza por ser um microrganismo aerdbico e
filamentoso em forma de asperge. As espécies de Asper-
gillus sdo comumente encontradas no meio ambiente,
principalmente no ar. Somado a isso, o fungo possui uma
alta capacidade de esporulacdo, sendo que, no ar atmos-
férico, sdo encontrados usualmente de 1 a 100 conidios
fungicos por metro cubico de ar?

O processo infeccioso, no ser humano, pode ter ini-
cio ap6s ainalagdo dos esporos fungicos. Entretanto, apés
a inalacdo dos conidios pelo hospedeiro, normalmente,
os esporos sdo eliminados pela atividade de macréfagos
alveolares. Em hospedeiros imunocompetentes, este
processo ocorre com frequéncia sem prejuizo a homeos-
tase corporal ou aparecimento de sintomas especificos.3*
Desta forma, os pacientes de maior risco a infeccdo e a
Aspergilose Pulmonar Invasiva (API), sdo individuos imu-
nocomprometidos, nos quais o fungo pode causar uma
variedade de sintomas, variando desde asma (ligeira e
transitoria) a doenca pulmonar disseminada fatal.®

A API é uma infeccdo grave caracterizada pela pro-
liferacdo do micélio do fungo no parénquima pulmonar,
associada normalmente com destruicdo tecidual do
hospedeiro.® A infeccdo, entretanto, pode permanecer
latente e, posteriormente, produzir choque séptico. Os
principais fatores de predisposicdo a doenca invasiva
sdo a neutropenia prolongada (contagem de leucécitos
< 500 cél/mL, persistente por mais de 10 dias) asso-
ciada principalmente a tratamentos quimioterapicos,
transplante de medula éssea e/ou 6rgéos e neoplasias

hematoldgicas. Também se destaca a co-infeccdo com o
virus HIV (sindrome da imunodeficiéncia adquirida) e o
uso prolongado de certos farmacos, especialmente da
classe dos corticosteroides, como fatores de predispo-
sicdo a API.%®

O diagnostico clinico das micoses invasivas € limi-
tado pela dificuldade de reconhecimento dos sintomas,
os quais, geralmente, ndo se apresentam de forma ébvia.
A confirmacdo da doenca por diagndstico laboratorial
também apresenta caracteristicas limitantes na deteccéo.
A baixa sensibilidade de testes micoldgicos classicos e
o longo periodo de cultivo de fungos filamentosos em
hemoculturas dificultam o reconhecimento precoce da
infeccdo.5101 E descrito que muitos casos de aspergilose
nao sdo detectados antes do obito do paciente. Soman-
do a isso, a frequéncia de necropsias pulmonares no
Brasil é baixa e, consequentemente, conclusdes sobre a
incidéncia da API e da condicdo epidemioldgica ndo séo
fidedignos. Portanto, a prevaléncia de casos de aspergi-
lose no Brasil é subestimada.”?

Com o intuito de aprimorar o diagnostico precoce
da API, sem a necessidade de realizar biopsia pulmonar
confirmatéria (tratamento invasivo), o teste Plateia As-
pergiullus Galactomannan (PAG) (Bio-Rad Laboratories®)
foi desenvolvido. A galactomanana é um polissacarideo
presente na parede fingica que é liberado na corrente
sanguinea do hospedeiro durante a infeccdo. A galacto-
manana, por meio do teste PAG, é detectada bioquimi-
camente pelo ensaio de ELISA (Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay). Os resultados sdo expressos como indice
quantitativo que determina a positividade ou negativi-
dade do teste. Quando monitorada de forma seriada, a
deteccdo da galactomanana pode antecipar o diagnos-
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tico da API, no intervalo de 6 a 14 dias de infeccao, em
individuos neutropénicos 10111314

Com base na dificuldade de diagnéstico clinico/la-
boratorial da API e, consequentemente, da obtencdo de
dados estatisticos realistas, o presente estudo teve por
objetivo determinar o perfil clinico/epidemioldgico de
pacientes com suspeita de AP, internados em um hospital
de nivel terciario do estado do Rio Grande do Sul, através
dos resultados do teste da galactomanana. Este estudo
tem o intuito de fomentar acdes de prevencao e tratamento
de doencas fungicas em um ambiente hospitalar.

METODOS

O estudo foi aprovado pelo Centro de Gerencia-
mento de Pesquisa do Hospital Sdo Vicente de Paulo
(HSVP) de Passo Fundo e pelo Comité de Etica e Pesquisa
da Universidade de Passo Fundo (UPF), conforme name-
ro CAAE 06434712.5.0000.5342.

Tratou-se de um estudo transversal e retrospectivo
da presenca do antigeno galactomanana em amostras
de pacientes internados no HSVP. Foram analisadas
informagdes contidas no banco de dados do Servico
de Controle de Infec¢do Hospitalar (SCIH) e na prescri-
¢do médica eletronica, no periodo de 2012 a 2013. Os
pacientes selecionados compreenderam todos aqueles
que, com suspeita prévia de API registrada no periodo
estudado, realizaram exame de determinagdo sérica de
galactomanana. De um total de 64.299 individuos inter-
nados na unidade hospitalar neste periodo, 24 pacientes
(0,03%) atenderam aos requisitos do estudo.

O teste da galactomanana é parte integrante da
rotina de exames médicos oferecidos pelo hospital de
estudo. As determinacdes do teste da galactomanana,
pelo teste comercial Platelia Aspergillus Galactomannan
(PAG, Bio-RadLaboratories®), foram solicitadas por meio
de prescricdo médica, com jejum minimo de 7 horas an-
tes do horario da coleta. As amostras soroldgicas foram
encaminhadas sob refrigeracdo (4°C) para analise no
laboratoério de Patologia e Micologia da Santa Casa de
Misericordia de Porto Alegre/RS.

De acordo com os parametros do teste, foi conside-
rado positivo o resultado de duas amostras consecutivas
positivas com intervalo minimo de 24 horas (indice >0,5).
Nestes casos, o individuo foi classificado como possivel/
provavel aspergilose. Foram considerados negativos os
pacientes com duas amostras consecutivas negativas
(Indice < 0,5), em um intervalo minimo de 24 horas.
Estes resultados foram interpretados como ndo prova-
vel aspergilose. O nimero de detec¢des do teste ndo foi
critério de exclusdo, admitindo-se pacientes com uma ou
mais deteccoes. Pacientes com apenas uma amostra foram
considerados como resultado inconclusivo. A sensibilidade
do método é de 71% e a especificidade é de 89 % quando
comparados a biépsia pulmonar. O valor preditivo nega-
tivo é de 92-98 % e o positivo de 25-62 %.1214

Os dados coletados foram armazenados em pla-
nilha do Microsoft Excel 2010, contendo os resultados
da pesquisa do antigeno da galactomanana, além das

variaveis: idade, sexo, unidade de internacdo hospitalar,
doenca de base, condicdes clinicas, dados radiologicos e
uso de antimicrobianos, coletados por meio de prescricdo
médica contida nos prontuarios eletronicos dos pacientes.

RESULTADOS

No periodo descrito, foram analisados 24 pacien-
tes internados, com uma média de idade de 42 anos
(+20,8 anos) dos quais 16 (66,7 %) pertenciam ao sexo
masculino. Do total, 23 (95 %) dos individuos estavam in-
ternados via convénio do Sistema Unico de Saude (SUS)
e apenas quatro (16,7 %) encontravam-se em Unidades
de Tratamento Intensivo (UTI). Além dos parametros su-
pracitados, foram consideradas as seguintes informacdes a
respeito dos pacientes: resultado do exame PAG, presenca
de doenca de base, condigdes clinicas, dados radiologicos e
uso de antimicrobianos no periodo de internacao.

O teste PAG mostrou positividade para 10 (41,6 %)
pacientes, quando duas amostras consecutivas foram
positivas. Enquanto oito (33,3%) pacientes obtiveram re-
sultado negativo no teste (duas amostras negativas con-
secutivas). Resultados inconclusivos foram encontrados
para seis (25 %) pacientes, pois 0s mesmos apresentavam
apenas uma detecgdo, devido a alta hospitalar ou 6bito.

Entre as doencgas de base descritas pelos pacientes
analisados, a leucemia mieldide aguda (LMA) foi a mais
prevalente, observada em 11 (45,8%) casos. Outras doen-
cas hematoldgicas como (i) linfoma, (ii) aplasia de medula
e (iii) leucemia linféide aguda também foram observadas
em nove (37,5 %) pacientes, conforme demonstrado na
tabela 1. Associada as doengas de base, a neutropenia foi
a pré-condicdo mais prevalente, presente em 23 (95,8%)
dos pacientes, seguido do uso de quimioterapicos por 19
(79,16%) e do uso de corticosteroides em 18 (75%) casos.

Tabela 1. Doencas de base apresentadas pelos pacientes
com suspeita de APL.

Doenca de Base N* %
Aplasia de medula 3 12,5
Céncer 3 12,5
Doencga Pulmonar Obstrutiva Crénica 2 8,3
LLA (leucemia linféide aguda) 2 8.3
LMA (leucemia miel6ide aguda) 11 45,83
Linfoma 4 16,6
Pneumonia 7 29,11
Sepse 5 20,83
Transplante 1 4,1

* Um mesmo paciente pode apresentar mais de uma doenca concomitante (n=24).

Os achados clinicos mais prevalentes foram a (i) fe-
bre persistente (por mais de uma semana), em 17 (70,8%)
pacientes, e (ii) tosse cronica, em 12 (50 %) pacientes
(Tabela 2). Em relacdo a realizagdo de procedimentos
invasivos que facilitariam a contaminacéo por Aspergillus,
13 (54,1 %) pacientes relataram uso de cateter venoso
central (CVC) e quatro (16,6 %) o uso de ventilacdo me-
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canica. Somado a estas caracteristicas clinicas, a analise
de imagens radiolégicas pulmonares demonstrou que
oito (33,3%) pacientes apresentaram derrame pleural,
sete (29,11%) consolidacdo pulmonar e cinco (20,83 %)
opacidade em vidro fosco.

Tabela 2. Sinais/sintomas clinicos encontrados nos pa-
cientes com suspeita de APL.

Sinais/Sintomas Clinicos N* %
Dispneia 8 33,3
Dor Toracica 3 12,5
Febre persistente 17 70,8
Hemoptise 4 16,6
Tosse cronica 12 50

* Um mesmo paciente pode apresentar mais de uma doenca concomitante (n=24).

Em relacdo ao uso de antifingicos durante o peri-
odo de suspeita de infecgdo por Aspergillus, 20 (83,33%)
pacientes os utilizaram de modo empirico. O antifingico
voriconazol foi administrado na maioria dos casos, para
10 (41,6%) pacientes, enquanto anfotericina B, para qua-
tro (16,6%) (Tabela 3). Além do uso de antifiingicos, todos
os pacientes analisados fizeram uso de pelo menos um
antibiético de amplo espectro. A associacdo de cefepime
com vancomicina foi escolhida para 14 (58,3%) pacientes,
seguido da piperacilina/tazobactam, utilizada por 50%
dos individuos.

Tabela 3. Antifungico de escolha durante o periodo de
suspeita de APL

Antifangico de Escolha N* %
Anfotericina B 4 16,6
Fluconazol 3 12,5
Itraconazol 2 8,3
Mycafungina 1 4,1
Voriconazol 10 41,6
Nenhum 4 16,16

* Um mesmo paciente pode apresentar mais de uma doenca concomitante (n=24).

DISCUSSAO

Infecgdes fungicas invasivas, entre elas a aspergi-
lose pulmonar invasiva, possuem grande importancia
clinica principalmente quando se considera a resposta
imunolégica do hospedeiro a patégenos fungicos. Em
casos de imunossupressédo do individuo, um diagnéstico
precoce bem como o tratamento adequado de mico-
ses oportunistas sdo pontos cruciais para melhorar o
progndstico do paciente. Na clinica, ha uma lacuna na
existéncia de testes/exames para a confirmacédo fidedig-
na e especifica de aspergilose. Até entdo, o diagndstico
classico baseia-se em bidpsia pulmonar e deteccdo de
marcadores no soro ou em lavagem broncopulmonar.**#
Com o intuito de auxiliar no diagndstico precoce da API
e evitar procedimentos invasivos aos pacientes, o teste

PAG foi desenvolvido. A determinacdo sorolégica de um
marcador especifico, se torna uma alternativa mais viavel
tanto economicamente como de rotina em hospitais de
grande porte.>10-12

Entretanto, o teste PAG pode apresentar falsos
positivo/negativos durante a deteccao do polissacarideo,
uma vez que depende de fatores como alimentagdo
(consumo de alimentos de origem flngica, por exemplo)
e uso de antibacterianos.’®?? Dentro da classe dos anti-
bioticos, as penicilinas (como piperacilina/tazobactam),
presentes no tratamento de 50% dos pacientes durante
o periodo de suspeita de API, podem aumentar os ni-
veis de galactomanana nas amostras de sangue.2’! Com
vista nos possiveis interferentes, as coletas das amostras
foram realizadas, no presente estudo, com no minimo,
sete horas de jejum e uma hora antes da administracdo
da préxima dose de piperacilina/tazobactam. Baseados
na tentativa de exclusdo de interferentes pré-analiticos,
nosso estudo apresentou positividade no teste PAG para
10 (41,6 %) pacientes.

Coletivamente com a analise do PAG, foi registrada
a presenca de doencas de base e sinais/sintomas clinicos,
0s quais, primariamente, causaram suspeita de API em
pacientes hospitalizados. As principais doencas de base
associadas a API apresentam dados escassos sobre sua
prevaléncia no Brasil e relagdo com aspergilose confir-
mada. A taxa de confirmacdo de API em pacientes que
apresentam uma ou mais destas condi¢des hematoldgi-
cas em internacdo prolongada varia de menos de 1% a
24% dos casos.’01?

Conforme demonstrado na tabela 1, a LMA foi a
doenca hematoldgica mais prevalente entre os pacientes
(11 casos). Tal resultado corrobora com dados de API
confirmados, nos quais as doencas hematoldgicas e o
transplante de medula 6ssea (TMO), associados a qui-
mioterapia e uso de corticosteroides, sdo as principais
associacoes de risco para desenvolvimento da APL57
A estreita relacdo entre API e doencas hematoldgicas
provém, principalmente, da neutropenia prolongada
causada por estas patologias, reduzindo a imunidade
dos pacientes acometidos.®

Em concordancia com dados prévios, a presenca de
neutropenia persistente foi o principal fator encontrado
no presente estudo, perfazendo 23 (95,6%) dos pacientes,
seguido da febre prolongada, encontrada em 17 (70,8%)
individuos.®® No manejo da neutropenia febril, é preco-
nizado o uso de antibiéticos de modo empirico, para o
controle de infec¢oes, devido a queda na imunidade do
paciente.*#12 Do total, 14 (58,3 %) faziam uso da asso-
ciacdo de vancomicina com cefepime, mostrando boa
cobertura contra bactérias gram negativas e gram posi-
tivas. Os pacientes que nao faziam uso de tal associacdo
receberam pelo menos um antibiético de amplo espectro
durante o periodo de internacado, principalmente a pipe-
racilina/tazobactam (50%). Deste modo, é possivel inferir
que a febre persistente, provavelmente ndo era originada
de infeccao bacteriana (devido ao uso de antibidticos de
amplo espectro por mais de uma semana).’®

Somado a estas condigdes clinicas, um estudo
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prévio de acompanhamento de pacientes neutropénicos
com API ja confirmada, descreveu como principais sinais
clinicos a tosse (92%), dor toracica (76%) e hemoptise
(54%).° A discordancia na prevaléncia dos sinais clinicos
descritos por Freitas e colaboradores (2009) em relagdo
aos presentes dados, deve-se ao fato de que o estudo
citado levou em consideragdo apenas casos confirmados
de API, enquanto nossa amostra consistia em pacientes
com suspeita de APL° Apesar desta discordancia, os
dados tomograficos encontrados em ambos os estudos
foram semelhantes: consolidagdes pulmonares, opacida-
de em vidro fosco e derrame pleural.® Tais resultados por
imagem consistem em parte primordial do diagnostico
classico da APL1®

Conjuntamente com a solicitacdo do teste PAG, os
sinais clinicos e os dados tomograficos sustentaram a
suspeita de APL%13 Nestes casos, preconizou-se o uso
de antifungicos de modo empirico (Tabela 3). A maioria
dos pacientes foi tratada com o antifingico voriconazol,
o qual possui amplo espectro de acdo e consiste na pri-
meira escolha para o tratamento confirmado ou empirico
da API>"Y Entretanto, o antecessor do voriconazol e
alternativa de menor custo, o fluconazol, se mostrou ine-
ficiente na grande maioria dos casos de API registrados
na literatura.*®'” Outro antifungico de amplo espectro
e de alto custo utilizado foi a anfotericina B, também
preconizada para o tratamento de micoses invasivas
confirmadas.”’

Apesar da cobertura antifungica, o nimero de 6bi-
tos associados a aspergilose pulmonar é alto, podendo
se chegar até 94% em individuos com mais de 34 sema-
nas de neutropenia.® Porém, normalmente em pacientes
com doenca hematoldgica associada, este niumero se
encontra perto dos 50%.%>8 Segundo os resultados do
presente estudo, foi constatado 6bito em 41,7% dos pa-
cientes, durante o periodo de internacdo, concordando
com os dados descritos em literatura.?>8

Em nosso estudo, foi possivel verificar que os re-
sultados se mostram concordantes com a maioria dos
estudos envolvendo a APL#1>18 Entretanto, a confirmacao
de aspergilose pulmonar invasiva, ndo pode basear-se
apenas nos resultados da deteccdo sérica da galacto-
manana.t’ A determinacdo da galactomanana é mais
robusta para classificar os pacientes como nao provavel
aspergilose (valor predito negativo de aprox. 90%), do
que para classificar os pacientes como provavel/possivel
aspergilose (valor predito positivo de aprox. 50%).12

Com base nos dados observados, foi possivel esta-
belecer que o perfil clinico dos pacientes com suspeita
de API se caracteriza por febre persistente, a despeito
de antibidticos de amplo espectro, associada, princi-
palmente, com doencas hematoldgicas e neutropenia
prolongada. Tais individuos utilizaram, principalmente, a
associacdo de trés classes de medicamentos durante o
periodo de internagdo: antimicrobianos, quimioterapicos
e corticosteroides. O presente trabalho reforca a ideia da
necessidade de uma deteccdo precoce da aspergilose
devido, principalmente, a esta doenca estar associada
com uma alta taxa de mortalidade. Nesse contexto, ape-

sar das reconhecidas limita¢des, o estudo corrobora para
a importancia do diagnostico e tratamento precoce de
infeccbes fungicas.
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