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Resumo

Nas últimas duas décadas tem-se verificado um aumento da incidência de aspergilose pulmonar invasiva, que se reflecte em taxas de mortalidade e morbilidade extremamente elevadas. 

Esta realidade resulta da elevada utilização de quimioterapia e de agentes imunossupressores, usados sobretudo em doentes imunocomprometidos, principalmente, em doentes hemato-oncológicos e receptores de transplante de medula óssea.

Estas infecções fúngicas são provocadas por algumas espécies do género Aspergillus em que Aspergillus fumigatus é a espécie mais frequentemente isolada a partir de infecções humanas. Contudo, outras espécies como A. flavus, A. niger, A. glaucus, A. nidulans, A. terreus ou A. versicolor também podem ser responsáveis por infecções fúngicas no Homem.
Um factor determinante para o aumento da incidência de aspergilose invasiva consiste na incapacidade de se estabelecer um diagnóstico precoce definitivo para que, em tempo útil, possa ser instituída terapêutica antifúngica que vá seguramente melhorar o prognóstico desses doentes.
Actualmente, as técnicas convencionais (microbiológicas e histológicas) têm servido como linhas de orientação para o diagnóstico definitivo de micoses. No entanto, como se tratam técnicas morosas, o diagnóstico imunológico e molecular tem todas as potencialidades para oferecer uma abordagem promissora no diagnóstico de infecções fúngicas.
Neste trabalho foram estudadas 37 amostras clínicas, das quais 45,9% pertenciam a indivíduos do sexo feminino, 54,1% do sexo masculino, maioritariamente com o diagnóstico clínico de leucemia mielóide aguda (75,7%). 
O principal objectivo deste trabalho consistiu na comparação dos resultados obtidos por uma técnica imunológica utilizada no diagnóstico de aspergilose pulmonar invasiva (pesquisa do antigénio GM) com uma nova técnica molecular de diagnóstico (nested-PCR), com o intuito de avaliar a sensibilidade e especificidade dos resultados obtidos.

Dos 37 doentes do estudo, 35,1% revelaram presença do antigénio galactomanano e em 32,4% das amostras foi possível detectar DNA fúngico utilizando primers específicos numa reacção de nested-PCR. No final deste trabalho pode-se constatar que, em virtude do método molecular utilizando uma reacção de nested-PCR não se ter revelado mais sensível que a pesquisa do antigénio galactomanano, julgamos ser no entanto muito promissor no diagnóstico da aspergilose pulmonar invasiva, bastando apenas aperfeiçoar a sua optimização. 

Abstract
In the last two decades there has been an increase in incidence of invasive pulmonary aspergillosis, which is reflected in morbidity and mortality rates extremely high.
This situation results from the use of high chemotherapy and immunosuppressive agents used 
especially in immunocompromised patients, especially in hemato-oncology patients and transplant recipients bone marrow.
These fungal infections are caused by some species of the genus Aspergillus, where Aspergillus fumigatus is the species isolated more often from human infections. However, other species like A. flavus, A. niger, A. terreus, A. versicolor, A. nidulans and A. glaucus are also responsible for fungal infection in humans.

A key factor in the increased incidence of invasive aspergillosis is the inability in establish an early definitive diagnosis so that in time can be applied an antifungal therapeutic, which will ensure the prognosis of these patients.     

Currently, the conventional techniques (microbiological and histological) were used as guide lines for the definitive diagnosis of mycoses. However, these are time-consuming techniques which make the immunologic and molecular diagnosis a promising approach in the fungal infection detection.
In this work were studied 37 blood samples, 45.9% belonging to females, and 54.1% to males, mostly with the diagnosis clinical acute myeloid leukemia (75.7%). The main goal of this study was to compare an immunological technique (research GM antigen) with a new molecular diagnosis (nested-PCR), in order to evaluate which one offers more sensitive and specific outcomes.  
From the 37 patients in the study 35.1% revealed the presence of the galactomanan antigen, and in 32.4% of the samples was possible detect fungal DNA using specific primers in the nested-PCR reaction. At the end of this work can be found that, the molecular method did not reveal more sensitive than galactomannan antigen, although we believe to be very promising in the diagnosis of aspergillosis invasive pulmonary after improving its optimization.
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1. INTRODUÇÃO
1.1. Considerações gerais 

Nos últimos anos as micoses oportunistas têm aumentado substancialmente, podendo ser provocadas por fungos comensais ou saprofíticos. O género Aspergillus é um dos responsáveis por essas micoses oportunistas e inclui aproximadamente 200 espécies, das quais cerca de vinte espécies foram já descritas como agentes etiológicos de infecções oportunistas no Homem. Essas infecções, as aspergiloses, têm uma distribuição mundial sendo Aspergillus fumigatus a espécie mais frequentemente isolada de infecções humanas (Palácio et al. 2003 B; Reichenberger et al. ;2002 Stevens et al. 2000).
1.1.1. Características do género Aspergillus 

O género Aspergillus é provavelmente o grupo de fungos mais comum no ambiente humano, sendo frequente a exposição das pessoas aos seus esporos (Cabral et al. 2009). 
As espécies de Aspergillus são globalmente saprófitas ubíquos encontradas numa variedade de nichos ecológicos (Dagenais & Keller, 2009). São aeróbias, sendo encontradas praticamente em todos os ambientes ricos em oxigénio, podendo também crescer sobre substratos ricos em carbono (Rhodes, 2006). Colonizam frequentemente no solo, mas também outros substratos como produtos alimentares, algodão, paredes e materiais em decomposição (Palácio et al. 2003; Latgé, 1999). 

Algumas espécies de Aspergillus demonstram ser capazes de crescer em ambientes com défice de nutrientes, como por exemplo, Aspergillus niger encontrado em paredes húmidas (Richardson & Warnock, 1998). Esta espécie, é termotolerante, sendo assim capaz de crescer a temperaturas até 55ºC (Latgé, 1999; Ferreira & Sousa, 2000).

O género Aspergillus engloba mais de uma centena de fungos filamentosos saprofíticos, com distintas características morfológicas macroscópicas e microscópicas (Latgé, 1999). Devido às reduzidas dimensões dos conídios, aproximadamente, de 1-3 (m de diâmetro e serem facilmente transportados por via aérea, podem ser facilmente inalados pelo hospedeiro, alojarem-se nos pulmões e, eventualmente, disseminarem-se no organismo por disseminação hematogénea (Sharma & Chwogule, 1998).
Estes fungos também produzem proteases que funcionam como mediadores reactivos oxidativos, fosfolipases e hemolisinas que facilitam a destruição e a penetração da barreira pulmonar e a evasão em relação às defesas do hospedeiro (Andrade et al. 2009).

A inalação dos esporos de Aspergillus é o modo habitual do homem contrair infecção, sendo o período de incubação ainda desconhecido. As consequências da inalação destes esporos dependem essencialmente do estado imunológico dos indivíduos. Em doentes imunocomprometidos há um rápido crescimento deste fungo nos pulmões, bem como a sua disseminação para os restantes órgãos à volta (Partridge-Hinckey et al. 2009).  
1.1.2. Género Aspergillus
Taxonomicamente os fungos do género Aspergillus pertencem à família Aspergillaceae e à classe dos Ascomicetas (Sharma & Chwogule, 1998).

Aspergillus fumigatus é a espécie mais frequentemente isolada a partir de infecções humanas, seguida por A. flavus, A. niger e A. terreus (Palácio et al. 2003 A; Logotheti et al. 2009)

No grupo das espécies com menor frequência de isolamentos encontram-se: Aspergillus versicolor, A. clavatus, A. glaucus, A. nidulans e A. oryzae (Campbell et al. 1996; Palácio et al. 2003 B; Reichenberger et al. 2002). A. ustus e A. ochaceus, bem como outras espécies mais raras, apenas causam infecção esporadicamente (Latgé, 1999).

1.1.3. As infecções por Aspergillus sp.
Os fungos do género Aspergillus são principais responsáveis por um elevado número de micoses humanas oportunistas a seguir à espécies de Candida. As infecções por Aspergillus ou aspergiloses, podem ser localizadas ou disseminadas no organismo hospedeiro (Richardson & Warnock, 1998; Stevens et al. 2000).
Das espécies de Aspergillus referidas, Aspergillus fumigatus destaca-se por ser a espécie mais frequentemente patogénica, sendo responsável por cerca de 90% das infecções em humanos e em grande parte responsável pelo aumento da incidência de aspergilose pulmonar invasiva (API) na população de pacientes imunodeprimidos (Dagenais & Keller, 2009; Peixinho et al. 2003).
De entre as micoses pulmonares conhecidas a Aspergilose é a mais frequente, representando um grupo de doenças que, sendo provocadas pelo mesmo agente etiológico, o Aspergillus, têm uma patogénese variável. Este microrganismo é um saprófita das vias respiratórias e, consequentemente, a infecção está mais dependente da imunidade do hospedeiro do que da virulência ou patogénese do próprio fungo (Peixinho et al. 2003).

1.1.4. Tipos de aspergiloses

As infecções causadas por fungos do género Aspergillus podem dividir-se em superficiais, alérgicas ou profundas.

Entre as superficiais temos as Onicomicoses e as Otomicoses sendo estas últimas provocadas principalmente por A. niger em indivíduos aparentemente sãos e imunocompetentes (Cabral et al. 2009; Olivares et al. 2006).
A Aspergilose Broncopulmonar Alérgica (ABPA) trata-se de um tipo de infecção alérgica, sendo na realidade uma complicação pulmonar alérgica grave causada por espécies do género Aspergillus. O principal agente causador das infecções humanas é Aspergillus fumigatus (Richardson & Warnock, 1998; Cabral et al. 2009) mas também há casos descritos de ABPA por A. flavus.

A ABPA caracteriza-se por ser uma reacção de hipersensibilidade complexa, que ocorre predominantemente em pacientes asmáticos e em indivíduos com fibrose cística. Estima-se que a ABPA ocorra em 1-2% dos doentes asmáticos crónicos e cerca de 10-15% dos doentes com fibrose cística (Ent et al. 2007). Relativamente, ao quadro clínico, as manifestações são provenientes de uma alergia em resposta aos antigénios expressos por vários fungos, entre os quais o Aspergillus fumigatus, que pode colonizar o muco brônquico (Koh et al. 2007).

Esta doença pode iniciar-se com os mesmos sintomas de asma, estando associada a reacções de hipersensibilidade, desencadeadas por colonização superficial da mucosa brônquica em doentes atópicos (Mandan et al. 2004). 

Clinicamente, esta doença é muito difícil de diagnosticar. Os critérios clássicos para um diagnóstico definitivo são os seguintes: asma, eosinofilia, reactividade cutânea imediata com contacto de extractos antigénicos de A. fumigatus e níveis elevados de IgE total no soro (Ent et al. 2007; Madan et al. 2004).
As aspergiloses profundas ou sistémicas podem ser classificadas em dois grupos: profundas não disseminadas e disseminadas/invasivas.

O Aspergiloma é uma aspergilose profunda não disseminada, que se caracteriza por uma massa amorfa de crescimento progressivo proporcionado pela proliferação de fungos e tecido fibroso, por vezes encontrada em cavidades residuais do pulmão. O aspergiloma caracteriza-se por uma massa esférica de hifas incorporada numa matriz proteica com as estruturas esporuladas na periferia (Saleh et al. 2008).

A lesão costuma evoluir sem causar sintomas muito específicos (tosse crónica, mal estar e perda de peso) até adquirir um volume considerável (Richardson & Warnock, 1998).

O aspergiloma desenvolve-se em cavidades pulmonares pré-existentes por como consequência de uma tuberculose, uma sarcoidose, ou outras patologias pulmonares e em consequência de obstrução crónica dos seios paranasais. Hoje em dia, ocorre em 10 a 15% dos doentes com doenças pulmonares (Doreen et al, 1996). 

Um sintoma comum de aspergiloma é a hemoptise. A hemoptise é consequência da rotura dos vasos sanguíneos na parede da cavidade ocupada pelo fungo ou nos brônquios com suprimento arterial, a alguns centímetros de distância do aspergiloma (Stevens et al. 2000). 

1.2. Aspergilose pulmonar invasiva

1.2.1. Descrição da doença

A Aspergilose Pulmonar Invasiva (API) foi descrita pela primeira vez em 1953 (Samarakoon & Soubani, 2008). Os principais agentes patogénicos desta doença são A. fumigatus e A. terreus (Peixinho et al. 2003).
A sua incidência tem aumentado durante as duas últimas décadas, devido à ampla
utilização de agentes quimioterápicos e imunossupressores (Ali et al. 2006). Afecta sobretudo doentes imunocomprometidos (Sande et al. 2009; Tolman et al. 2009), nomeadamente, doentes hemato-oncológicos, receptores de transplante de medula óssea, receptores de transplante de órgãos sólidos (ex: fígado), doentes sujeitos a tratamentos prolongados com doses elevadas de corticóides, doentes com doença granulomatosa crónica e doentes com SIDA (Cabral et al. 2009; Dutkiewicz & Hage, 2010; Allam et al. 2004; Lewis & Kontoyiannis, 2005). O factor de risco mais importante associado à API é a neutropénia severa (contagem absoluta de neutrófilos <100/(l) e a duração desta (Marr et al. 2002). Em contrapartida, raramente ocorre em hospedeiros imunocompetentes (Chamilos & Kontoyiannis, 2006; Vandewoude & Vogelaers, 2007; Trof et al. 2007).
A API apresenta sintomas clínicos muito inespecíficos, dificultando bastante o diagnóstico clínico da doença (Kurhade et al. 2002). Assim, tal como acontece com outras formas de aspergilose, os sintomas gerais de API são principalmente febre, dor torácica, tosse, mal-estar, perda de peso e dispneia (Vandewoude et al. 2006). 
Os pulmões são os órgãos mais frequentemente envolvidos pela infecção invasiva, seguindo-se-lhes os seios perinasais e o sistema nervoso central (Andrade et al. 2009). No caso da infecção pulmonar, as manifestações clínicas são variáveis. No entanto, os doentes apresentam mais habitualmente febre, dor torácica, tosse ou hemoptises.

A febre é também um importante sinal de infecção, mas os doentes neutropénicos ou com terapêutica crónica com imunossupressores ou corticóides nem sempre conseguem iniciar e manter esta resposta natural à agressão microbiana (Andrade et al. 2009).

Normalmente, a infecção pode ser localizada ou disseminar-se, quer por proximidade ou por invasão vascular produzindo uma doença generalizada envolvendo mais de um órgão (Lumbreras & Gavaldà, 2003)
A apresentação clínica da API varia dependendo do tipo de doente e do estado imunitário deste. Infelizmente, os imunocomprometidos são aqueles que desenvolvem menos sintomas e nos quais a progressão da doença é mais rápida. Pelo contrário, nos doentes imunocompetentes a doença progride lentamente. Pode, portanto, diferenciar-se a API do ponto de vista clínico em dois grupos: API aguda e API crónica. Na API aguda, cerca de um terço dos doentes não apresentam sintomas pulmonares atribuíveis à infecção. Em muitos casos, especialmente em doentes com neutropénias graves, a febre é o único sintoma (Lumbreras e Gavaldà, 2003). No entanto, alguns doentes podem assumir muitas formas intermédias de doença, e sinais e sintomas clínicos que partilham dos dois tipos de API (Sambatakou et al. 2006). 

1.2.2. Epidemiologia

A incidência da API tem vindo a aumentar nos últimos anos, principalmente nos países desenvolvidos e ocorre em todas as regiões geográficas. Nas últimas duas décadas verificou-se um aumento de quatro vezes no número de doentes com AIP (Chamilos & Kontoyiannis, 2006; Samarakoon & Soubani, 2008).

O aumento da frequência e da importância relativa desta infecção está associada com o aumento do número de indivíduos imunodeprimidos (Trof et al. 2007; Bretagne et al. 1995). Este acréscimo é devido a uma maior incidência, mas também devido à sobrevida de doentes em avançado estado de infecção pelo vírus da imunodeficiência humana (VIH/SIDA), ao desenvolvimento de novos regimes de tratamento de quimioterapia de tumores sólidos e neoplasias hematológicas, ao aumento exponencial de receptores de órgãos sólidos, ao uso de fármacos imunossupressores cada vez mais eficazes no tratamento de doenças auto-imunes e outras, tal como a doença pulmonar obstrutiva crónica (Lumbreras & Gavaldà, 2003; White et al. 2009; Halliday et al. 2005; Khot et al. 2008; Hebart et al. 2000; Wengenack & Binnicker, 2009) e melhor tratamento e profilaxia de infecções por Candida. Os doentes expostos a períodos prolongados de neutropénia após intensa quimioterapia imunossupressora, por exemplo, durante o tratamento para a leucemia aguda ou após transplante de medula óssea são os que apresentam maior risco de desenvolver API (Skladny et al. 1999).
A API é actualmente uma das principais causas de morte em centros de tratamento de leucemia, transplante de medula óssea e transplante de órgãos sólidos. Na realidade estima-se que a API ocorra em 10 a 25% de todos os doentes com leucemia, com uma taxa de mortalidade de 80 a 90%, mesmo quando tratada. Estima-se igualmente que apresente uma incidência de 5 a 10% após transplante de medula óssea alogénico, e de 0,5 a 5% após o tratamento citotóxico de patologias hematológicas ou de transplante autólogo de medula óssea e transplante de órgãos sólidos (Andrade et al. 2009).
1.2.3. Patogénese

Os seres humanos apresentam defesas anti-fúngicas naturais, tais como, a produção de muco pela mucosa nasal e, no sangue, os macrófagos. Os macrófagos alveolares formam a primeira linha de defesa contra os conídios de Aspergillus inalados que atingem os alvéolos pulmonares. Por norma, os macrófagos são capazes de eliminar os esporos fúngicos ou conídios, mas na presença de um inoculo elevado e com a diminuição do número ou disfunção das células do sistema imunitário, o fungo consegue sobreviver e proliferar, dando origem ao desenvolvimento de hifas (Luther et al. 2008) que são os elementos fúngicos mais invasivos. Uma vez na forma de hifa, os macrófagos ficam estruturalmente incapazes de controlar a infecção.
Os macrófagos destroem os conídios, impedindo a sua germinação, libertando citocinas como o factor de necrose tumoral TNF-α e a proteína inflamatória de macrófagos MIP-1α. Indivíduos neutropénicos, apresentam uma complexa mudança na função imune caracterizada pela desactivação de macrófagos e alteração de resposta celular, assim a síntese de TNF-α e MIP-1α é reduzida e os conídios conseguem germinar e formar hifas (Trof et al. 2007). 
Além das barreiras humanas, o Aspergillus produz proteases, mediadores reactivos oxidativos, fosfolipases e hemolisinas, que facilitam a penetração e destruição da barreira pulmonar, aquisição de nutrientes e a evasão às defesas do hospedeiro (Andrade et al. 2009). 

1.3. Diagnóstico da aspergilose pulmonar invasiva (API)
A aspergilose pulmonar invasiva (API) é uma das principais causas de morte em doentes imunodeprimidos, com taxas de mortalidade que variam de 70-90% nos doentes com leucemia e receptores de transplante de medula óssea (Rantakokko-Jalava et al. 2003). A incidência de infecções por Aspergillus tem registado um aumento significativo nesta população de doentes nas últimas duas décadas, e o espectro de indivíduos com de risco para API está presentemente em franca expansão (Chamilos & Kontoyiannis, 2006).

Recentemente, vários estudos relatam um aumento substancial de infecções causadas por fungos oportunistas para além de A. fumigatus, tais como Zygomycetes, Fusarium spp., e Scedosporium spp. Estas micoses emergentes que se manifestam clinicamente semelhantes à API causada por A. fumigatus, ocorrem em indivíduos que acabam por fazer o mesmo tipo de tratamento, isto é, a mesma terapêutica antifúngica que, na prática, se pode revelar mais ineficaz. Assim, é fundamental a diferenciação precoce de API provocada por A. fumigatus de API provocada por outros fungos oportunistas (Chamilos & Kontoyiannis, 2006).
O atraso considerável no estabelecimento de um diagnóstico precoce continua a ser um grande impedimento para o sucesso do tratamento da API. Embora possa haver sinais e sintomas sugestivos de API o diagnóstico atempado é um desafio devido à ausência de manifestações clínicas específicas de infecção a diferenciação entre a API e outras micoses pulmonares é, na realidade, difícil. Apesar de avanços significativos associados com a recente introdução de critérios diagnósticos padronizados para API, que combinam técnicas clínico-radiológicas/imagiológicas, microbiológicas, e os parâmetros serológicos, mais de um terço das infecções por Aspergillus permanecem por diagnosticar ante-mortem (Chamilos & Kontoyiannis, 2006; Palacio et al. 2003).
O diagnóstico precoce de API é particularmente problemático para os indivíduos imunocomprometidos, devido à falta de métodos de diagnóstico rápidos, sensíveis e específicos. Apesar dos avanços no desenvolvimento de novos agentes antifúngicos, a mortalidade da AIP permanece ainda bastante elevada (Vallor et al. 2008). Como não há consenso sobre os critérios utilizados para estabelecer um diagnóstico de API, os termos "provável", "possível", ou "provada" são frequentemente usados para definir casos de API, e as definições variam de estudo para estudo. 
Os recursos actualmente utilizados no diagnóstico de API incluem TAC positiva, cultura e/ou evidência microscópica da doença, e a detecção do antigénio galactomanano no soro (Andrade et al. 2009). 
Devido à elevada discussão relativa aos critérios de diagnóstico das Infecções Fúngicas Invasivas (IFI), membros da “European Organization for Research and Treatment of Cancer/Invasive Fungal Infections Cooperative Group and the National Institute of Allergy and Infectious Diseases Mycoses Study Group” (EORTC/MSG) estabeleceram por consenso definições padronizadas para as IFI, em doentes hemato-oncológicos e receptores de transplante de medula óssea (Donnelly, 2006; White & Barnes, 2006).
A EORTC/MSG definiu as IFI em três níveis de probabilidade, ou seja, IFI provada, provável e possível. Estas definições dependem, principalmente de três elementos para o diagnóstico: factores predisponentes do hospedeiro, características clínicas e evidência micológica (Donnelly, 2006).
A IFI provada baseia-se na presença citopatológica ou histopatológica de elementos fúngicos ou observação microscópica de hifas em tecidos obtidos por através de procedimentos invasivos ou uma cultura fúngica positiva num local ou amostra habitualmente estéril e conjuntamente com dados clínicos ou radiológicos compatíveis com infecção (Ascioglu et al. 2002; Pauw et al. 2008). 

Relativamente a uma IFI provável é necessário pelo menos um factor de risco do hospedeiro, uma evidência clínica e uma evidência micológica, compatíveis com infecção (Ascioglu et al. 2002; Pauw et al. 2008). Para uma infecção ser considerada IFI possível é necessário pelo menos um factor do hospedeiro e uma evidência clínica que se relacione com IFI (Ascioglu et al. 2002; Pauw et al. 2008). 
1.3.1. Diagnóstico laboratorial convencional de API

Os grandes desafios no diagnóstico das infecções fúngicas consiste por um lado em conseguir identificar os doentes que se encontram em maior risco de contrair infecção, para que possam ser monitorizados atempadamente com maior detalhe e, por outro lado, em desenvolver métodos de diagnóstico que forneçam evidências de infecção mais cedo e mais fiáveis do que o que até hoje tem sido possível (Alexander & Pfaller, 2006).
Actualmente, os métodos convencionais, microbiológicos e histológicos têm servido como linhas de orientação para o diagnóstico definitivo de micoses. No entanto, o diagnóstico serológico e o diagnóstico molecular parecem oferecer uma abordagem promissora no diagnóstico de infecções fúngicas (Alexander & Pfaller, 2006).

Mas, para a realização de qualquer destes métodos de diagnóstico é fundamental que as amostras colhidas sejam apropriadas tanto do ponto de vista da selecção do local mais adequado como da assepsia da mesma.

Amostras para o diagnóstico de API   
Os exames microscópico e cultural de amostras contaminadas por fungos do género Aspergillus, têm sido alvo de algumas críticas por parte de vários autores devido à possível presença de conídios de Aspergillus no ar e da forte possibilidade de resultados positivos serem provenientes de contaminação ambiental ou mesmo acidental da amostra.
No entanto tem-se verificado que a presença de A. fumigatus em amostras clínicas de doentes com risco de API é altamente sugestiva de infecção. Em doentes com leucemia aguda e tumores da medula óssea, exames microscópicos directos e/ou culturas de LBA são positivas em 50 a 100% dos casos. Os resultados obtidos com amostras de LBA e amostras de expectoração variam de estudo para estudo. 

Como as espécies de Aspergillus, incluindo A. fumigatus, são microrganismos ubíquos do meio ambiente, as amostras biológicas provenientes de biopsias ou aspirados obtidos com sob orientação radiológica ou de TAC, bem como amostras de LBA, são as amostras de eleição por serem provenientes de locais que à partida não deveriam estar contaminados, a menos que haja infecção. No entanto, é de notar que a maioria dos pacientes são imunocomprometidos, e na maioria das vezes neutropénicos pelo que nem sempre é possível obter este tipo de amostras devido ao seu carácter invasivo (Andrade, et al. 2009). 
Relativamente aos meios auxiliares de diagnóstico, a radiografia do tórax nem sempre é sugestiva, podendo evidenciar lesões nodulares ou cavitadas e infiltrados heterogéneos não suficientemente específicos, ou ainda não ter alterações relevantes.

A Tomografia Axial Computadorizada (TAC) é mais sensível que a radiografia, porque exibe a extensão e o número de lesões. Nas fases iniciais da infecção, a TAC pode revelar sinais específicos de uma infecção fúngica, tais como o “sinal do halo” ou “sinal de ar crescente” típicos da API (embora imagens similares possam aparecer na infecção por outros fungos filamentosos que não Aspergillus) resultante da necrose hemorrágica produzida pela invasão fúngica dos vasos sanguíneos do pulmão. No entanto, é importante salientar que mais uma vez este sinal pode aparecer em outras infecções fúngicas ou bacterianas (Andrade, et al. 2009).

1.3.2. Exame microscópico directo
O exame microscópico directo dá-nos uma informação preliminar rápida, podendo ser útil e crucial como procedimento de primeira linha na detecção da presença de elementos fúngicos. No caso dos fungos do género Aspergillus, estes podem ser simples esporos ou filamentos septados bem como conjuntos de hifas com ramificação dicotómica (Fig 1 A) ou até mesmo estruturas reprodutoras completas, como por exemplo cabeças aspergilares (Fig 1 B). 
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Fig. 1 –Exame directo de tecido pulmonar de um doente com API montado em KOH 20% (600x). (A) filamentos septados divididos dicotomicamente e (B) estrutura de frutificação de Aspergillus sp. desenvolvida num espaço alveolar (imagens cedidas pelo Laboratório de Micologia do IHMT).

A detecção microscópica de elementos fúngicos pode fornecer um diagnóstico presuntivo num curto espaço de tempo (uma hora) e muitas vezes serve para orientar o laboratório na escolha do meio de cultura mais adequado a utilizar na sementeira da amostra biológica, bem como na interpretação dos resultados da cultura. A microscopia directa pode muitas vezes dar um diagnóstico etiológico da infecção causada pelo Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatitidis, Coccidioides immitis, Pneumocystis jiroveci (carinii), e Penicillium marneffei em vez de espécies de Aspergillus (Alexander & Pfaller, 2006), principalmente porque as formas parasitárias daquelas espécies são suficientemente diferentes das desta última espécie.

No entanto esta técnica tem a grande desvantagem de ser incapaz de distinguir espécies de géneros diferentes de fungos filamentosos, como por exemplo Aspergillus spp. de Penicillium e de Scedosporium spp. em que não há características morfológicas específicas de cada espécie. Esta desvantagem pode comprometer a precisão do diagnóstico directo e, portanto, os resultados só deverão ser fornecidos apenas em função das hifas ramificadas que se possam assemelhar eventualmente a Aspergillus sp. (Hope et al. 2005).
Na microscopia directa, podem ser visualizadas preparações a fresco com ou sem adição de hidróxido de potássio (KOH) para clarificar a preparação ou serem utilizadas colorações simples como, a coloração de Gram ou de Giemsa. As técnicas fluorescentes, tais como o calcofluor, proporcionam um meio rápido e sensível para detectar fungos em amostras clínicas (Alexander & Pfaller, 2006; Mcclenny, 2005). 
No entanto, todos os métodos de exame directo, anteriormente referidos são menos sensíveis que o exame cultural e resultados negativos no exame directo de amostras clínicas não excluem a possibilidade de infecção fúngica (Alexander & Pfaller, 2006).

1.3.3. Métodos histopatológicos
Quanto aos métodos histopatológicos a visualização de elementos fúngicos no tecido é considerado “gold standart” do diagnóstico das micoses invasivas. 
No entanto, o isolamento e identificação do microrganismo são necessários para um diagnóstico preciso (Alexander & Pfaller, 2006). Actualmente, a biópsia de pulmão é considerada a melhor amostra para realizar o diagnóstico de API, contudo trata-se de um procedimento limitado não só por ser muito invasivo, como também pela sensibilidade e complicações adjacentes (Nguyen et al. 2007). 

Nos métodos histológicos, para detectar um pequeno número de organismos e definir claramente as características morfológicas do agente, devem ser utilizadas colorações, tais como metanamina de prata de Gomori (GMS), ácido períodico de Schiff (PAS) ou hematoxilina eosina (H&E), embora com esta última coloração as hifas desde fungo poderem passar mais despercebidas (Alexander & Pfaller, 2006). 
Relativamente, à observação de cortes histológicos nas secções de tecidos, as hifas ramificadas delgadas e hialinas a 45° costumam ser sugestivas de Aspergillus (Fig. 2) apesar de outros fungos poderem facilmente apresentar um aspecto semelhante (Hope et al. 2005; Richardson & Warnockat, 1998).
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Fig. 2 – Observação de ramificação dicotómica de hifas de Aspergillus sp. em corte histológico de tecido pulmonar de um doente com API com a coloração de PAS (imagens cedidas pelo Laboratório de Micologia do IHMT).
1.3.4. Exame cultural 

A cultura além de possibilitar o isolamento do fungo em cultura e a identificação da sua espécie após crescimento em meios de cultura apropriados, pode orientar nas opções terapêuticas porque permite a realização de testes de susceptibilidade aos antifúngicos (Chamilos & Kontoyiannis, 2006; Hope et al. 2005).

Somente a cultura permite o isolamento e identificação da espécie do fungo e a posterior realização de testes de sensibilidade, pelo que é muito útil para um diagnóstico correcto de uma infecção (Richardson & Warnock, 1998).
O crescimento do fungo em cultura pode ser obtido por sementeira de diferentes tipos de amostras biológicas, sendo os mais comuns lavados broncoalveolares (LBA), expectoração, biópsias, exsudados, unhas, pele, entre outros.

No entanto a cultura apresenta a grande desvantagem de se tratar de um exame de diagnóstico relativamente lento. A identificação do agente demora no mínimo uma semana, principalmente se estiverem em causa situações clínicas agudas. Por vezes pode ser pouco sensível se a amostra não tiver sido convenientemente colhida e/ou a partir do local mais adequado (onde existe fungo) e requer profissionais com conhecimentos especializados na área para a identificação das espécies menos comuns. 
O Aspergillus, é uma espécie termotolerante, pois tem a capacidade de crescer a temperaturas de 37º C. No entanto temperatura de incubação pode variar entre os 25 e os 37°C e o tempo de crescimento das colónias pode ser de cinco até dez dias até as colónias atingirem a maturação e produzirem as estruturas que permitem a identificação (Richardson & Warnock, 1998). A. fumigatus é a única espécie capaz de suportar a temperatura de 42ºC.
De um modo geral, as espécies de Aspergillus não são muito exigentes a nível nutricional, crescendo facilmente na maioria dos meios de cultura utilizados na rotina dos laboratórios de microbiologia. No entanto os meios mais utilizados no laboratório de Micologia são os meios de Sabouraud dextrose agar e Malte agar, suplementados com cloranfenicol para eliminar as bactérias que têm um crescimento mais rápido e podem impedir o desenvolvimento dos fungos (Alexander & Pfaller, 2006; Campbell et al. 1996; Hope et al. 2005). A cor do verso e reverso das colónias de Aspergillus e o seu aspecto varia consoante a espécie mas também com os meios de cultura. Algumas espécies produzem pigmentos que se difundem pelo meio de cultura.  
Relativamente, a A. fumigatus (Fig 3) este revela colónias verde escuras no verso, cor creme no reverso e textura de algodonada a granular. É uma espécie termofílica que pode crescer a temperaturas superiores a 40ºC (Campbell et al. 1996).
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Fig. 3 – Culturas de dois isolados diferentes de Aspergillus fumigatus crescidas em meio de Sabouraud dextrose agar (imagens cedidas pelo Laboratório de Micologia do IHMT).
Comparando as técnicas directas (exame directo e colorações de cortes histológicos) com a cultura, pode-se afirmar que a observação directa das amostras apresenta uma grande vantagem relativamente à rapidez, embora não sejam tão sensíveis. A observação de elementos fúngicos ao microscópio depende do seu número da amostra, mas principalmente da experiência do observador.

Devido à gravidade da doença em causa e ao estado debilitado dos doentes, a biópsia por broncofibroscopia, ou por outros procedimentos invasivos, nem sempre é possível, o que faz com que o diagnóstico definitivo raramente seja estabelecido antes da morte ou antes da proliferação fúngica, fazendo com que a terapêutica na maioria das vezes não tenha sucesso (Maertens et al. 2001). 
Deste modo, torna-se fundamental a utilização de outros métodos de diagnóstico, como é o caso da detecção de antigénios por ELISA, como por exemplo a pesquisa de galactomanano, e de técnicas de biologia molecular para a detecção o mais precoce possível do Aspergillus.

A monitorização seriada do antigénio galactomanano e do DNA fúngico nas amostras provenientes de doentes de alto risco poderá diminuir a incidência de API e reduzir as doses profiláticas de antifúngicos.

1.3.5. Diagnóstico imunológico

A taxa de incidência de API tem aumentado dramaticamente nas duas últimas décadas,
e apesar de todos os esforços ao nível do diagnóstico e da terapêutica, a taxa de mortalidade continua bastante elevada em doentes com neoplasias hematológicas e receptores de medula óssea (Hadrich et al. 2009), e o diagnóstico definitivo pela cultura pode demorar até 4 semanas. Assim, o diagnóstico precoce é de extrema importância para o início precoce do tratamento antifúngico e por conseguinte, redução das taxas de mortalidade 
Tal como já foi referido, o padrão de referência para o diagnóstico requer procedimentos invasivos, de modo que o exame histológico ou cultura podem não poder ser realizadas, em muitos casos. Outras ferramentas de diagnóstico, tal como TAC aos pulmões podem ser muito úteis, mas não provam API, a cultura de fluidos corporais, tais como o LBA tem baixa sensibilidade, e a fungémia devido à espécie Aspergillus raramente é detectada. Assim, nos últimos anos, tem-se investido em procedimentos não-culturais e métodos não-invasivos (Florent et al. 2006).

Paralelamente tem-se verificado que os doentes com suspeita de infecção invasiva por Aspergillus sp. apresentam antigénio galactomanano (GM) em circulação no organismo, um polissacarídeo ligado à parede celular da célula fúngica, o qual é produzido por estes fungos durante o seu crescimento, nomeadamente durante a invasão tecidular (Morelle et al. 2005; Latge, 1999).

Vários estudos têm demonstrado que o GM circula nos fluidos biológicos de doentes com API. O diagnóstico serológico da infecção fúngica continua a ser baseado na detecção de GM no soro, urina, LCR ou em amostras de LBA destes doentes, uma vez que na maioria deles, devido ao comprometimento do seu sistema imunitário, não existe produção de anticorpos contra o fungo (Morelle et al. 2005). 

Em 2003, a FDA (Food and Drug Administration), desenvolveu um teste Platelia Aspergillus® actualmente comercializado pela Bio Rad, que permite a detecção do antigénio GM circulante em doentes com suspeita de API (Marty et al. 2006). 

A detecção do antigénio GM tem demonstrado ser um teste bastante útil para o diagnóstico precoce de API (Hope et al. 2005). Platelia Aspergillus EIA® é um kit comercialmente disponível (Fig. 4) usado para detectar o antigénio GM em fluidos corporais. Este método detecta até 1 ng/ml de GM na amostra testada. O soro é a amostra mais frequentemente usada e este teste parece ter uma grande sensibilidade com este produto (Morelle et al. 2005). A utilização de outras amostras biológicas, como o LBA, urina e LCR, também parecem oferecer resultados promissores.
A detecção do antigénio GM por ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) tem a capacidade de ser suficientemente precoce, permitindo a sua determinação cinco a oito dias antes do início das manifestações clínicas, das alterações imagiológicas ou da positividade dos métodos de cultura. Os estudos que têm sido realizados nestes últimos anos têm demonstrado uma sensibilidade de 81 a 94% e uma especificidade de 89 a 94% (Maertens et al. 2001). Por estas características, a detecção do antigénio Aspergillus foi aprovado pela EORTC/MSG como um critério fiável para o diagnóstico de API provável (Maertens et al. 2009).
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Fig. 4 – Kit comercial para detecção do antigénio galactomanano Platelia Aspergillus EIA® da Biorad (imagem obtida no Laboratório de Micologia do IHMT).
Vários estudos efectuados em indivíduos com neoplasias hematológicas demonstram que a detecção do GM no LBA pode ser um método sensível para o diagnóstico da API (Maertens et al. 2009; Clancy et al. 2007; Meersseman et al. 2008; McLintock et al. 2004). Em dois estudos que compararam amostras de LBA e soro, a sensibilidade foi menor no soro do que no LBA, 47% vs 100% e 44% vs 89%, respectivamente (Husain et al. 2008). 
O teste deve ser usado como teste de triagem em doentes com alto risco de desenvolver API. A detecção de resultados positivos, especialmente em duas amostras de soro consecutivas fornece um forte apoio para o diagnóstico de API. Para além disso o teste Platelia Aspergillus EIA® pode também ser um precioso auxílio no acompanhamento da resposta clínica ao tratamento antifúngico, visto que o título do antigénio tende a diminuir em caso de resposta clínica aos antifúngicos, excepto nos doentes que são tratados com equinocandinas (Latge, 1999).
Neste momento, a determinação do antigénio GM no soro é considerado um método serológico/imunológico que facilita o diagnóstico de API. O teste Platellia Aspergillus EIA® é um teste imunoenzimático em sandwich que utiliza o anticorpo monoclonal EBA2 dirigido contra o antigénio GM de Aspergillus. A reacção é processada numa microplaca de ELISA previamente sensibilizada com o anticorpo monoclonal. O limite de detecção é de 1 ng de galactomano por mililitro de soro testado. Os resultados obtidos são semi-quantitativos. 

As vantagens deste ensaio consistem na sua elevada sensibilidade e na possibilidade de rápida detecção de GM de Aspergillus em indivíduos imunodeprimidos. O resultado pode ser obtido no próprio dia da realização do teste. Acresce ainda a grande vantagem de permitir monitorizar o sucesso da terapêutica antifúngica a que o doente esteja a ser sujeito (Verweij & Mennink-Kersten, 2006). 
Relativamente às desvantagens do kit, este só permite seis ensaios separados, de cada vez, é muito dispendioso pelo que requer grande número de amostras para a sua rentabilização e existe a grande possibilidade de contaminação ambiental pois sendo o Aspergillus ubíquo, podem existir esporos de fungo no ar do hospital ou no laboratório.

1.3.6. (1→3)--D-glucano 
O (1→3) -D-glucano (BDG) é um componente integral das paredes das células fúngicas (Pickering et al. 2005) e em 2004 a FDA (Food and Drug Administration) aprovou a sua detecção por meio do teste Fungitell®, passando a considerá-lo como um precioso auxílio no diagnóstico de micoses profundas. 

O BDG é um constituinte da parede celular de muitos fungos patogénicos, incluindo espécies de Candida e Aspergillus, e é detectável no soro dos doentes durante uma doença invasiva causada por estes microrganismos (Marty et al. 2006; Alexander & Pfaller, 2006).

 Além de ser detectado em doentes com API e candidíase, o BDG também o é em indivíduos com infecções sistémicas invasivas causadas por espécies de Fusarium, Trichosporon, Saccharomyces, e Acremonium que, embora sejam menos comuns, são igualmente graves, especialmente em doentes imunodeprimidos (Marty & Koo, 2008). 

A sensibilidade e especificidade dos testes efectuados em diferentes estudos tem variado entre 67-100% e 84-100%, respectivamente (Alexander & Pfaller, 2006; Chen & Raymond, 2008; Singh & Paterson, 2005). Contudo este teste não detecta a infecção por espécies de Cryptococcus e zygomycetes devido à baixa quantidade de BDG nas paredes celulares destes fungos (Hope et al. 2005).
Num trabalho realizado por Alexander & Pfaller em 2006, foram estudadas amostras de soro de 283 indivíduos com leucemia mielóide aguda (LMA) ou síndrome mielodisplásico que efectuavam profilaxia com antifúngicos. Pelo menos uma das amostras de soro revelou-se positiva para BDG em média, 10 dias antes do diagnóstico clínico em 100% desses indivíduos com infecção fúngica invasiva provada ou provável, o que incluiu casos de candidíase, fusariose, trichosporiose, e aspergilose (Marty & Koo, 2008).
Apesar de um único resultado positivo para a presença de BDG não identificar o fungo causador da infecção, a aplicação prática deste teste é útil para a triagem de infecções invasivas para que deste modo, se possa instituir a terapêutica antifúngica o mais atempadamente possível. No entanto serão necessários outros testes para a confirmação e identificação do fungo em causa, nomeadamente testes culturais e/ou moleculares (Marty & Koo, 2008). 
Num estudo comparativo desenhado para avaliar o benefício da utilização dos testes GM e BDG na monitorização de doentes com suspeita de infecção fúngica invasiva, a combinação de ambos os testes melhorou a especificidade em aproximadamente 100% para o diagnóstico de API, sem afectar a sensibilidade do próprio teste. Curiosamente, os resultados do teste BDG tendiam a tornar-se positivos mais cedo do que o teste do GM (Alexander & Pfaller, 2006). 

Contudo, verificam-se resultados falsos positivos em doentes hemodialisados com membranas de celulose, em doentes tratados com imunoglobulina humana intravenosa ou outros componentes sanguíneos, devido à contaminação pelos filtros de celulose utilizados durante o processo de fabrico (Marty & Koo, 2008).

1.3.7. Diagnóstico molecular
Têm sido utilizados diferentes protocolos quanto à utilização das diferentes técnicas de diagnóstico para determinar mais precisamente quais os doentes que necessitam de determinada terapêutica antifúngica.

Estes incluem a investigação radiológica por meio de TAC, procedimentos mais invasivos através de biopsias/cortes histológicos e diagnóstico micológico convencional, tal como, exame cultural e testes serológicos. Mas, como atrás já foi referido, a realização de procedimentos invasivos, muitas vezes é impedido pelo estado de saúde de doentes que apresentam profundas citopénias (Ribeiro et al. 2006). 

Têm sido testadas diferentes técnicas imunológicas, como imunoensaios enzimáticos, radioimunoensaios e testes de aglutinação de partículas, incluindo a pesquisa do antigénio GM, mas a sua aplicação em rotina tem sido difícil devido ao facto de serem dispendiosas, laboriosas e de muitas vezes terem um baixo limite de detecção ou reactividade cruzada com exoantigénios de bactérias, antibióticos ou agentes citotóxicos, tais como a ciclofosfamida (Ribeiro et al. 2006).

A introdução de métodos moleculares nos laboratórios de microbiologia clínica conduziu a avanços significativos no diagnóstico de doenças infecciosas, com aplicações recentes disponíveis para a detecção e identificação de fungos (Wengenack & Binnicker, 2009).

Entre as várias técnicas moleculares que têm sido testadas nestes últimos anos, a PCR em tempo real e a análise de sequências específicas têm sido, a par do simples PCR, as mais promissoras no diagnóstico de infecções fúngicas.

A PCR em tempo real associa a metodologia da PCR simples a um sistema de detecção e quantificação de fluorescência produzida durante os ciclos de amplificação permitindo saber em que quantidades o DNA está presente na amostra. A metodologia permite a detecção, quantificação e amplificação de DNA numa única etapa, agilizando a obtenção de resultados e minimizando o risco decorrente de possíveis contaminações. A possibilidade de monitorizar, ao longo da reacção, a quantidade de produto formado a cada ciclo de amplificação e de quantificar esse produto durante a sua fase óptima de formação, confere maior precisão e reprodutibilidade a esta metodologia quando comparada com a PCR convencional (Halliday et al. 2005).

A PCR em tempo real tem a grande vantagem de possibilitar a detecção de vários genes/regiões simultaneamente, recorrendo a primers e sondas específicas para cada gene/região, mas a grande desvantagem de requerer equipamento muito dispendioso nem sempre acessível aos laboratórios de diagnóstico (Halliday et al. 2005).

A determinação de sequências específicas de DNA para identificação dos fungos existentes em amostras clínicas tem sido usada mais rotineiramente nos grandes laboratórios de análises clínicas para a diferenciação exacta de isolados de cultura, especialmente para aqueles microrganismos que não são facilmente identificados pelas técnicas convencionais. (Wengenack & Binnicker, 2009). Contudo o recurso a esta técnica, tal como o PCR em tempo real, ainda se encontra restrito a alguns laboratórios com maior disponibilidade económica.
Contrariamente, a detecção directa de DNA fúngico circulante por PCR tem sido considerada uma ferramenta promissora, mais rápida, sensível e específica e já perfeitamente acessível à grande maioria dos laboratórios de diagnóstico. Assim, têm sido desenvolvidos métodos de PCR, que permitem a detecção de DNA de diferentes espécies fúngicas a partir dos diferentes tipos de amostras. De facto, a área mais promissora para o diagnóstico de fungos parece passar pelo desenvolvimento de plataformas de detecção e amplificação directa ácidos nucleicos, porque estes oferecem uma detecção muito sensível e acessível de fungos nas diferentes amostras clínicas, como por exemplo no LBA (Perlin & Zhao, 2008).
Porém, apesar destes ensaios terem passado a ser amplamente utilizados nos laboratórios clínicos para a detecção de patologias virais e bacterianas, no caso dos fungos, como ainda não existe padronização das metodologias, ainda não são universalmente utilizados (Perlin & Zhao, 2008). Assim sendo, apesar da variedade das estratégias que têm sido desenvolvidas, a sua aplicabilidade ainda é limitada na rotina clínica (Ribeiro et al. 2006).

Sklandny e seus colaboradores (1999) consideram que a utilização da reacção de PCR para a detecção de ácidos nucléicos de fungos pode ser a melhor abordagem para diagnóstico, porque é um método potencialmente mais sensível do que os métodos convencionais baseados na cultura.
Desde o início da década de 90, têm sido feitos numerosas tentativas de detecção Aspergillus por PCR, mas têm demonstrado uma grande percentagem de falsos positivos e falsos negativos. Esta variabilidade de resultados deve-se, em grande parte, à falta de padronização na preparação das amostras e nas técnicas de extracção de ácidos nucleicos e amplificação/detecção do DNA (Perlin & Zhao, 2008).

O desenvolvimento de metodologias que utilizem a PCR para o diagnóstico de API tem demostrado resultados promissores. Contudo, é fundamental uma correcta selecção dos primers para o bom desempenho da técnica de forma a obter um diagnóstico com sensibilidade e especificidade elevadas (Florent et al. 2006; Polzehl et al, 2005). 

Nested-PCR

Esta técnica de nested-PCR é um tipo de PCR que requer, na verdade, duas reacções de PCR sucessivas. Num primeiro passo é realizada uma pré-amplificação de uma região do genoma mais vasta, mas que contenha a sequência alvo, seguindo-se posteriormente uma segunda amplificação a partir do produto da primeira, na qual se amplifica uma região mais restrita onde está incluída a sequência alvo (Hummel et al. 2009). 

A nested-PCR apresenta uma sensibilidade superior à reacção de PCR simples mas, devido à maior manipulação, tem a desvantagem de poder amplificar pequenas contaminações, podendo dar origem a resultados falso positivos. 
Os genes que codificam o RNA ribossómico, ou rDNA ou DNA ribossómico, fornecem um excelente modelo a nível genético para a detecção do género e espécie dos fungos. Estes genes localizam-se em regiões altamente conservadas e estão presentes em múltiplas cópias no genoma de todos os microrganismos, incluindo dos fungos do género Aspergillus (50 a 100 cópias em cada célula). Fragmentos de sequências variáveis dos genes ou regiões não codificantes, como as regiões ITS1 e ITS2 (Fig. 5) podem proporcionar informações ao nível das estirpes enquanto regiões mais conservadas, como as regiões genicas 18S ou 26S permitem a identificação das espécies (Perlin & Zhao, 2008). A utilização de primers que amplifiquem estas regiões pode revelar-se muito útil para a identificação de fungos causadores de infecções invasivas.
[image: image13.wmf]ITS1

ITS2

IGS

ITS

26 S

5,8S

5S

18 S

3’

18 S

5’

NTS1

NTS2


Fig. 5 – Representação esquemática da unidade de DNA ribossómico. Abreviaturas: ITS1 e ITS2, espaçadores transcritos (Internal Transcribed Spacers); NTS1 e NTS2, espaçadores não-transcritos (Non-Transcribed Spacers); IGS, espaçador intergénico (Inter-Genic Spacer). 
Melchers e seus colaboradores (1994) descreveram uma técnica de PCR para o detecção de DNA de Aspergillus sp. em doentes imunocomprometidos, com primers desenhados a partir das sequências do gene rDNA 18S, correspondendo a uma região altamente conservada (Skladny at al, 1999). 
Com o objectivo de alcançar resultados mais específicos e rápidos na detecção de espécies de Aspergillus em amostras clínicas, Skladny e a sua equipa desenvolveram um ensaio de nested-PCR para amostras de sangue periférico e LBA. No estudo Skladny (1999) foram seleccionados dois pares de primers específicos para Aspergillus sp. dirigidos para as sequências da subunidade genica do rDNA 18S.
Os primers utilizados neste estudo, foram desenhados de forma a amplificarem sequências semelhantes com as diferentes espécies de Aspergillus, mas que não amplificassem DNA humano, de Candida spp. ou de outros microrganismos patogénicos (Skladny at al. 1999; Halliday et al. 2005; Bansod et al. 2008).

A nested-PCR tem demonstrado ser uma ferramenta de diagnóstico mais sensível para a detecção de microrganismos em diferentes amostras biológicas, incluindo de fungos. No entanto é de ressalvar que a sua aplicação no diagnóstico clínico da API tem a considerável limitação da possível contaminação com conídios ubíquos e co-amplificação com DNA humano. Na verdade o uso de duas etapas de PCR aumenta a sensibilidade do método, mas também a probabilidade de contaminação. Por isso, é imprescindível testar controlos negativos (DNA humano e água) em cada reacção de PCR.

1.4. Objectivos do trabalho e plano da dissertação 

Tal como já foi referido, a reacção de nested-PCR é mais sensível e específica que uma reacção simples de PCR e que, conjuntamente com a detecção do antigénio GM, permite realizar um diagnóstico precoce de API, embora em alguns estudos ainda indiquem a detecção do antigénio GM como sendo a ferramenta mais útil no diagnóstico desta micose sistémica invasiva. 

As amostras estudadas neste trabalho foram provenientes de doentes internados no Serviço de Hematologia, do Hospital dos Capuchos, sendo que os 37 dos doentes incluídos no estudo tinham suspeita de API e dos quais, 34 tinham diagnóstico confirmado de doença hemato-oncológica.

 O principal objectivo do nosso trabalho consistiu em investigar, entre duas técnicas, qual a técnica mais sensível e específica para realizar um diagnóstico precoce de API, uma delas já utilizada no diagnóstico desta infecção e comprovada na sua eficácia e outra, uma técnica molecular que se pretende mais sensível e específica. 

No entanto este trabalho teve igualmente como objectivos:

· Determinar quantitativamente o antigénio GM em amostras de soro dos doentes incluídos no estudo;

· Detectar do DNA fúngico em amostras de sangue total dos doentes em estudo por meio de nested-PCR;

· Relacionar as duas técnicas e avaliar qual apresenta resultados mais sensíveis e específicos para o diagnóstico desta infecção invasiva;

· Avaliar qual das técnicas permite realizar um diagnóstico de API mais precoce neste grupo de risco.

Sendo esta uma patologia que apresenta uma elevada morbilidade e mortalidade presentemente é de extrema importância um diagnóstico atempado, para desta forma o doente iniciar a uma terapêutica antifúngica adequada, para diminuir os índices dramáticos de morbilidade e mortalidade neste grupo de risco.
Esta dissertação está dividida em 4 capítulos. 

No primeiro capítulo é feita uma introdução geral sobre os fungos oportunistas do género Aspergillus, quais os factores que favorecem as infecções, incidindo mais sobre a infecção com maior índice de morbilidade e mortalidade, a aspergilose pulmonar invasiva, sua epidemiologia, patogénese e diagnóstico. 

O segundo capítulo incide sobre a caracterização das amostras seleccionadas para a realização deste trabalho e os métodos utilizados na determinação do antigénio galactomanano no sangue e do diagnóstico molecular através da aplicação de uma reacção nested-PCR.
O terceiro capítulo é dedicado à apresentação e discussão dos resultados obtidos no trabalho e, tecendo considerações sobre os mesmos comparando-os com os resultados obtidos em outros trabalhos já publicados. 

Finalmente, no quarto capítulo são apresentadas as considerações gerais sobre o trabalho.
2. MATERIAIS E MÉTODOS

2.1.  Caracterização da amostra
O estudo foi efectuado em 37 doentes com diferentes patologias do foro hemato-oncológico, com suspeita de aspergilose pulmonar invasiva. As amostras foram provenientes de doentes internados no Serviço de Hematologia do Hospital dos Capuchos, pertencente ao Centro Hospitalar Lisboa Centro – Empresa Pública Empresarial. No anexo I pode observar-se uma tabela com a identificação das amostras clínicas. 
A selecção dos doentes foi feita com base na probabilidade de terem desenvolvido uma infecção por Aspergillus sp., visto fazerem parte de um grupo de elevado risco devido a padecerem de doença hemato-oncológica. 

Dos 37 doentes seleccionados, 17 (45,9%) eram a indivíduos do sexo feminino e 20 (54,1%) indivíduos do sexo masculino, com uma média de idade de 56,7 (mínima de 24 anos e máxima de 77 anos), distribuídos segundo os seguintes escalões etários: dos 24 aos 37 anos 5 doentes, dos 38 aos 60 anos 18 doentes e dos 61 aos 77 anos 14 doentes.

Dos doentes incluídos no estudo, a maioria tinha diagnóstico clínico confirmado de doença hemato-oncológica: Leucemia Mielóide Aguda (LAM), Leucemia Linfóide Crónica (LLC), Tricoleucemia (TRIC) e Síndrome Mielodisplásico (SMD). Porém três doentes ainda não tinham diagnóstico clínico definido, mas apenas suspeita de doença. 
2.2. Recolha das amostras

A recolha das amostras clínicas foi efectuada entre Novembro de 2009 e Abril de 2010. Para a realização deste estudo recorreu-se a amostras de sangue periférico, colhido por punção venosa. Como para o nosso estudo precisávamos de soro para pesquisa do antigénio galactomanano e plasma para extracção do DNA a ser utilizado no diagnóstico molecular por nested-PCR, foram colhidos dois tubos de sangue para cada doente. 

Para a obtenção de amostras de soro o sangue foi recolhido para tubos de 5 ml SARSTEDT MONOVETTE Serum-Gel® sem anticoagulante. Para a extracção do DNA fúngico, o sangue foi recolhido em tubos de 2,7 ml SARSTEDT MONOVETTE EDTA K® (Ácido Etilenodiaminotetracético), com adição do anticoagulante EDTA K.

Após a colheita das amostras, os tubos sem anticoagulante foram centrifugados, sem abrir a tampa para evitar contaminações ambientais, e o soro foi congelado a -20ºC até processamento das amostras. Nas amostras de sangue total o DNA foi extraído algumas horas após a colheita de sangue e posteriormente congelado a -20ºC até à realização da reacção de nested-PCR.

2.3.  Pesquisa do antigénio galactomanano
2.3.1.  Tratamento das amostras 
Para a obtenção, tratamento e conservação das amostras de soro foram respeitados os procedimentos descritos no Kit Platelia® Aspergillus EIA que, em seguida, são esquematizados: 

· Rotulagem dos tubos logo após a colheita de sangue com as seguintes informações sobre os doentes: género, idade e diagnóstico clínico (confirmado ou não confirmado);
· Centrifugação do tubo seco, somente depois da formação do coágulo;

· Evitar a exposição da amostra ao ar retirando a tampa do tubo somente para o processamento das amostras, uma vez que é possível existirem esporos de Aspergillus no ar por ser um microrganismo ubíquo e saprófita do meio ambiente. Se uma amostra for contaminada a partir do ambiente por estes fungos pode dar origem a falsos positivos devido à elevada sensibilidade do teste (detecta quantidades mínimas de antigénio, na ordem de 1ng/ml de GM);

· As amostras fechadas podem ser armazenadas a 2-8ºC durante 48 horas. Mas, para armazenar as amostras durante um tempo mais longo, estas devem ser congeladas a -70ºC;

· Descongelar completamente as amostras antes da realização do teste. As amostras de soro podem suportar um máximo de 4 ciclos de congelação/descongelação;

· Os resultados deste teste não são afectados por amostras lipémicas e hemolisadas.
2.3.2.  Princípio do teste

O kit Platelia® Aspergillus EIA (BioRad) permite a detecção do antigénio GM circulante no soro humano, através de uma determinação imunoenzimática em sanwich. A microplaca do teste encontra-se previamente revestida com anticorpos monoclonais EBA-2 de rato, que se ligam ao antigénio GM existente na superfície da parede do Aspergillus. A utilização dos anticorpos EBA-2 tem como objectivo, a sensibilização dos poços da microplaca para captação do antigénio GM, bem como a detecção do antigénio fixado na microplaca sensibilizada (Anticorpos monoclonais ligados à peroxidase).
2.3.3.  Tratamento dos soros

Antes de adicionar os soros à microplaca, as amostras devem ser previamente preparadas do seguinte modo: 

· Pipetar 300 l de cada amostra de soro para um tubo de 1,5 ml;

· Adicionar a cada tubo 100 l de solução de tratamento R7;

· Agitar no vortex, fechando bem os tubos para evitar contaminações do exterior;

· Aquecer durante 6 minutos no termobloco a 120ºC (os tubos só devem ser colocados no termobloco depois deste atingir a temperatura pretendida);

O controlo negativo (R3), o controlo positivo (R5) e o cut-off (R4) devem sofrer um pré-tratamento idêntico ao das amostras.
2.3.4.  Procedimento do teste Platelia® Aspergillus EIA (BioRad)

· Começar por preparar as soluções de lavagem e substrato;

· Retirar o suporte e as tiras de micropoços da embalagem térmica e fazer um diagrama para identificar os poços das amostras, controlos e cut-off;
· Adicionar a cada poço 50 l de conjugado (R6);

· Juntar imediatamente 50 l do sobrenadante dos soros tratados;

· Cobrir a placa com um selante, para impedir a evaporação;

· Incubar a microplaca na estufa a 37ºC durante 90 minutos;

· Retirar o selador da placa e aspirar o conteúdo de cada poço;

· Lavar a placa 5 vezes usando no mínimo 370 l da solução de lavagem. Depois da última lavagem inverter a placa e bater suavemente sobre papel absorvente, para garantir que se elimina todo o líquido de lavagem;

· Adicionar rapidamente 200 l da solução de substrato (R8+R9) a cada poço, evitando a sua exposição à luz solar; 

· Incubar a microplaca na obscuridade à temperatura ambiente (18-25ºC) durante 30 minutos. Durante este passo, não utilizar película adesiva;

· Adicionar a cada poço 100 l de solução de paragem, pela mesma ordem de adição da solução de substrato. Homogeneizar bem;

· Ler a densidade óptica de cada poço a 450 nm.

Para se encontrar o valor do índice em cada amostra testada, tem que se calcular o quociente entre a densidade óptica (DO) da amostra e o valor “limiar”, ou seja valor de Cut-off. Estes valores permitem limitar as variações de densidade ópticas entre laboratórios, devido a diferentes condições de realização do teste e permitem assegurar a reprodutibilidade do teste.

A fórmula para calcular o valor dos índices de cada amostra ou do controlo é a seguinte:
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Antes de se determinar o valor do índice de cada amostra têm de ser validados os seguintes índices:

- O valor de cutt-off (soro R4) deve estar compreendido entre 0,300 e 0,800;

- índice do controlo positivo (soro R5) deve ser superior a 2,00; 

- índice de controlo negativo (soro R3) deve ser inferior a 0,40.
Relativamente à interpretação dos resultados, as amostras com um índice inferior a 0,50 devem ser consideradas como negativas para a presença do antigénio GM. É importante salientar que um resultado negativo no teste Platelia® não exclui a hipótese de diagnóstico de API, tornando-se fundamental repetir o teste com uma nova amostra.

Deverão ser considerados positivas para a presença do antigénio GM, as amostras com índice igual ou superior a 0,50. 

O Kit Platelia® é usado como um precioso auxiliar no diagnóstico da API, no entanto o diagnóstico deve ser complementado com culturas microbiológicas das amostras, análises histológicas de amostras obtidas através de biopsia e exames imagiológicos, bem como a sintomatologia clínica.

2.4.  Nested-PCR

2.4.1.  Extracção do DNA

Para a detecção de DNA de Aspergillus sp. em amostras clínicas por meio da reacção de nested-PCR foi necessário começar por efectuar a extracção de DNA das mesmas. Paralelamente foi utilizado DNA extraído de culturas puras de diferentes espécies de Aspergillus previamente identificadas que funcionaram como controlos positivos.

Para a extracção de DNA das amostras de plasma dos doentes utilizou-se o Kit QuickGene® Whole Blood (FUJIFILM) e para a extracção de DNA das espécies de Aspergillus a partir das culturas puras utilizou-se o Kit QuickGene® DNA Tissue (FUJIFILM).

O QuickGene-Mini 80® (Figura 6) trata-se de um equipamento compacto que facilita o processo de isolamento de DNA/RNA, uma vez que dispensa os morosos passos de centrifugação obrigatórios, nos procedimentos de extracção manual de ácidos nucleicos. Através deste equipamento a amostra é pressionada contra a membrana por pressão de ar moderada, permitindo o isolamento de ácidos nucleicos de elevada integridade, sem perdas de material e minimiza a possibilidade de contaminação cruzada.

Extracção de DNA fúngico a partir das amostras de sangue

A metodologia de extracção de DNA a partir das culturas/tecidos pôde ser adaptada para extrair DNA a partir de amostras de sangue e começou com a preparação do lisado de modo a libertar o DNA intracelular. 
Num microtubo de 1,5 ml adicionou-se pela seguinte ordem: 30 l de solução EDB (Protease), 200 l de sangue total e 250 l de reagente LDB (Lysis Buffer). Seguidamente, agitou-se a mistura no vórtex durante 15 segundos.
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Fig. 6 –  Sistema QuickGene-Mini 80® da FUJIFILM utilizado para extracção de DNA fúngico a partir de culturas puras e de amostras biológicas.
Posteriormente procedeu-se a uma incubação em termobloco de 56ºC durante 2 minutos, adicionando depois 250 l de etanol a 99%. Agitou-se novamente no vortex durante 15 segundos e fez-se um spin down, para que não houvesse desperdícios de amostra, obtendo assim o lisado. Posteriormente, procedeu-se à extracção do DNA fúngico seguindo um protocolo QG-Mini 80® semelhante ao atrás descrito.
Transferiu-se o lisado para cada um dos cartridges, fez-se a primeira pressurização, adicionou-se 750 l de solução WDB (Wash Buffer) pressurizou-se novamente e repetiu-se este passo mais duas vezes. Em seguida transferiram-se os cartridges para as posições de eluição, adicionou-se 200 l de CDB (Elution Buffer) e fez-se uma nova pressurização obtendo-se assim o DNA genómico.


Extracção de DNA de culturas

Para efectuar a extracção de DNA a partir de culturas puras de diferentes espécies de Aspergillus incluídas neste trabalho como controlos positivos, foi necessário em primeiro lugar fazer crescer os fungos em meio Sabouraud. Após aproximadamente uma semana de incubação à temperatura ambiente (± 25ºC) as colónias de Aspergillus atingiram a sua maturação e procedeu-se à extracção do seu DNA com o sistema semi-automático QuickGene® (FUJIFILM). 

No estudo foram utilizadas as sete espécies de Aspergillus habitualmente mais associadas a infecções humanas invasivas:

· A. fumigatus

· A. flavus

· A. terreus

· A. niger
· A. glaucus

· A. versicolor

· A. candidus
Retiraram-se 3 ou 4 pequenas porções das colónias de cada espécie de Aspergillus que incluíam micélio e esporos, as quais foram colocadas num tubo eppendorf de 1,5 ml contendo 1 ml de cloreto de sódio (NaCl).

Iniciou-se a extracção do DNA a partir das culturas puras começando pela preparação do lisado. Assim, juntou-se cerca de 200 l de pequenas esferas de vidro com 0,5 mm de diâmetro, 30 l de EDT (Proteinase K) e 180 l de reagente MDT (Tissue Lysis Buffer) aos fragmentos das culturas e foi incubado na estufa a 55ºC durante 1 hora.

Findo este tempo, foi agitado no vortex durante 3 minutos e transferiu-se o sobrenadante para um tubo de 1,5 ml, ao qual se juntou 250 l de LDT (Lysis Buffer). Agitou-se novamente no vortex durante 10 minutos, adicionou-se 3 l de RNAse e voltou-se a agitar.

Em seguida colocaram-se os tubos à temperatura de 70ºC durante 10 minutos e depois a 95ºC durante 30 minutos. Retiram-se os tubos do termobloco e adicionou-se 350 l de etanol absoluto. Agitou-se no vortex durante 10 minutos e obteve-se finalmente o lisado a ser utilizado na extracção seguindo o protocolo QG-Mini 80®. 

Esse lisado foi em seguida transferido para cada um dos cartuchos do kit ou cartridge e fez-se a primeira pressurização. Adicionou-se em seguida 750 l de solução de WDT (Wash Buffer) e pressurizou-se novamente, repetindo este passo mais duas vezes. Em seguida transferiram-se os cartridges para as posições de eluição, adicionou-se 100 l de CDT (Elution Buffer) incubou-se à temperatura ambiente durante 5 minutos e fez-se uma última pressurização obtendo-se assim o DNA genómico. 
2.4.4.  Reacção de nested-PCRLer foneticamente 
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Skladny e colaboradores, testaram vários primers específicos para Aspergillus com o objectivo de encontrar os mais específicos e sensíveis para a sua detecção. Após alguns testes os dois pares de primers que produziram produtos de PCR com maior sensibilidade e especificidade foram os primers AFU7S e AFU7AS, que amplificam um fragmento de 405 pb, seguido por AFU5S e AFU5AS, que produz um fragmento interno de 236 pb (Novarett et al. 2008; Bansod et al. 2008). Estes primers de ligação estão localizados na zona 39 do gene rRNA 18S e na região variável V7-V9 (AFU7AS) ou V8-V9 (AFU5AS), sem sequências sobrepostas entre os primers utilizados na primeira e segunda reacção de PCR, com o objectivo de reduzir os problemas de contaminação (Skladny at al, 1999).

Deste modo, seguindo a linha de orientação de Skladny e colaboradores, realizamos a reacção de nested-PCR, uma técnica de PCR em duas etapas, com os dois pares de primers:

· AFU7S (5´-CGG CCC TTA AAT AGC CCG-3´)

· AFU7AS (5´-GA CCG GGT TTG ACC AAC TTT-3´)

· AFU5S (5´-AGG GCC AGC GAG TAC ATC ACC TTG-3´)

· AFU5AS [5´-GG G (AG)GT CGT TGC CAA C(CT)C (CT)CC TGA- 3´].
 Estes primers, derivam da sequência do gene 18S rRNA de A. fumigatus DNA (Skladny at al, 1999). Em cada tubo de reacção de 0,2 ml foram adicionados os seguintes reagentes para um volume final de 25 ml por amostra, conforme consta na tabela 1.

Tabela 1 – Esquema dos reagentes e suas concentrações usadas na reacção de nested-PCR. A primeira reacção de PCR utilizou os primers AFU7S e AFU7AS e a segunda rescção de PCR utilizou os primers AFU5S e AFU5AS.
	
	1º PCR

Primers AFU7S/AFU7AS
	
	2º PCR

Primers AFU5S/AFU5AS

	
	Concentração

final
	Volume por tubo
	
	Concentração

Final
	Volume por tubo

	Água bidestilada (Braun)
	-
	8,8 l
	
	-
	11,8 l

	Tampão 10x
	10x
	5 l
	
	10x
	5 l

	MgCl2
	25 mM
	2,5 l
	
	4,5 mM
	4,5 l

	dNTPs
	10 M
	0,5 l
	
	200 M
	0,5 l

	Primers
	10 M
	3 l
	
	0,4  M
	1 l

	Taq polimerase
	1 U/l
	0,2 l
	
	1U/l
	0,2 l

	DNA
	-
	5 l
	
	-
	2 l


Para a amplificação das sequências foi utilizado o termociclador T Personal Biometra. O programa de nested-PCR utilizado consistiu em duas PCR diferentes.

A primeira reacção de PCR, que utilizou os primers AFU7S/AFU7AS, consistiu numa desnaturação inicial de 2 minutos a 94ºC, seguida de 23 ciclos de amplificação: desnaturação de 40 segundos a 94ºC, hibridação dos primers durante 60 segundos a 65ºC e extensão de 60 segundos a 72ºC, com uma extensão final de 5 minutos a 72ºC, por fim mantidos a 4ºC.
Para a segunda reacção de PCR foram utilizados 2 l do produto final da primeira PCR e os primers usados foram os AFU5S/AFU5AS. Nesta reacção de PCR foram seguidos os mesmos procedimentos da primeira PCR, à excepção dos ciclos de amplificação de na segunda PCR foram de 35 ciclos.
O produto amplificado foi visualizado através de electroforese em gel de agarose a 2,5 % (25 ml de tampão TBE + 0,63g de agarose Bioline®) corado com brometo de etídio. Para a realização da electoforese foi adicionado o conteúdo de cada amostra resultante da amplificação a 1l de solução de deposição (solução que permite visualizar a corrida).
O marcador de peso molecular usado foi GeneRuler 100 bp DNA Ladder Plus®. A electroforese decorreu a 100V durante 40 minutos num sistema de electroforese GEL XL Ultra V2®, Labnet. 

O resultado do gel foi visualizado num transiluminador de raios ultravioleta, em que o registo fotográfico foi captado com o sistema UVIdoc (UviTec, Alfagene®). Em anexo pode observar-se a folha de trabalho usada para cada nested-PCR.

Como controlos positivos da reacção de nested-PCR foram utilizados DNAs de diferentes espécies de Aspergillus que habitualmente podem ser responsáveis por infecção sistémica, como A. fumigatus, A. flavus, A. terreus, A. niger, A. glaucus, A. versicolor e A. candidus.

Como controlos negativos da reacção de nested-PCR, para além de água, foram igualmente testadas algumas espécies fúngicas que podem ser igualmente responsáveis por infecção humana, como Alternaria infectoria, Mucor hiemalis, Pseudoallescheria boydii, Candida albicans, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis e Cryptococcus neoformans.
3. RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1.  Amostras clínicas

Das 37 amostras clínicas incluídas neste trabalho, 17 (45,9%) pertenciam a indivíduos do sexo feminino e 20 (54,1%) a indivíduos do sexo masculino, com uma média de idade de 56,7 (mínima de 24 anos e máxima de 77 anos). Na maioria dos estudos existentes sobre aspergilose pulmonar invasiva, os autores não apontam para diferenças significativas na prevalência de API, relativamente ao género e/ou idade dos doentes, isto porque a população mais susceptível a esta patologia, inclui principalmente indivíduos imunocomprometidos, com patologias do foro hemato-oncológico e receptores de transplante de medula óssea (Dagenais & Keller, 2009; Peixinho et al. 2003).
Dos doentes incluídos no estudo, a maioria tinha diagnóstico clínico confirmado de doença hemato-oncológica, à excepção de apenas três doentes que não tinham diagnóstico clínico definido, apenas suspeita. A maioria dos doentes incluídos no estudo tinha suspeita de API, devido a febre, neutrofilia, evidências imagiológicas, entre outras informações. Na tabela 2 está representada a distribuição dos doentes em função do seu diagnóstico clínico.
Tabela 2 - Diagnóstico clínico dos doentes incluídos neste estudo.

	Diagnóstico Clínico
	Nº de Doentes
	%

	Leucemia Mielóide Aguda (LAM)
	28
	75,7

	Leucemia Linfóide Crónica (LLC)
	3
	8,1

	Tricoleucemia (TRIC)
	1
	2,7

	Síndrome Mielodisplásico (SMD)
	2
	5,4

	Sem diagnóstico confirmado
	3
	8,1

	Total
	37
	100


3.2.  Pesquisa do antigénio galactomanano no soro

Antes de proceder à interpretação dos resultados é importante referir que todos os índices de controlo exigidos pelo teste Platelia® Aspergillus EIA (BioRad) tinham sido validados:

· A média dos dois valores obtidos da densidade óptica do cutt-off (soro R4) deveria estar compreendida entre 0,300 e 0,800;

· O índice do controlo positivo (soro R5) deveria ser superior a 2,00; 
· O índice de controlo negativo (soro R3) deveria ser inferior a 0,40.
Na Tabela 3 estão representados os valores obtidos no nosso trabalho relativamente ao controlo do teste: 
Tabela 3 – Densidades ópticas dos valores de cut-off, controlo negativo e controlo positivo 
obtidos neste trabalho.
	Índices
	Valores obtidos

	Cut-off
	0,617

	Controlo positivo
	3,8

	Controlo negativo
	0,34


Como se pode observar pelos valores obtidos, os índices propostos pelo Kit “Platelia® Aspergillus” (Bio-Rad) foram validados na medida em que o valor de cutt-off (soro R4) teve um valor 0,617 (entre 0,300 e 0,800), o índice do controlo positivo (soro R5) foi de 3,8 (superior a 2,00) e o índice de controlo negativo (soro R3) foi de 0,34 (inferior a 0,40). Deste modo, foi possível proceder em seguida à interpretação dos resultados das amostras clínicas.
Neste estudo foram analisadas ao todo 37 amostras clínicas provenientes de doentes com suspeita de API para a pesquisa do antigénio GM pelo Kit “Platelia® Aspergillus” – Bio-Rad. A cada doente foi efectuada uma colheita de sangue para a obtenção de amostras de soro e foram seguidos todos os procedimentos atrás referidos no capítulo dos Materiais e Métodos.

Na tabela 4 são apresentados os resultados obtidos na determinação dos valores de antigénio GM (Ag GM) obtidos nas amostras clínicas estudadas para cada doente.
Tabela 4 – Valores obtidos do antigénio GM (Ag GM) para os doentes estudados neste trabalho.
	Doente
	Ag GM
	
	Doente
	Ag GM

	D1
	nd
	
	D20
	0,24

	D2
	0,28
	
	D21
	1,56

	D3
	0,18
	
	D22
	0,23

	D4
	0,14
	
	D23
	0,37

	D5
	0,25
	
	D24
	0,23

	D6
	0,69
	
	D25
	0,20

	D7
	0,15
	
	D26
	0,26

	D8
	0,65
	
	D27
	0,21

	D9
	0,38
	
	D28
	0,18

	D10
	0,79
	
	D29
	0,22

	D11
	0,53
	
	D30
	0,18

	D12
	1,10
	
	D31
	0,20

	D13
	1,63
	
	D32
	0,24

	D14
	0,83
	
	D33
	0,23

	D15
	1,63
	
	D34
	0,32

	D16
	0,89
	
	D35
	0,18

	D17
	2,09
	
	D36
	0,25

	D18
	1,26
	
	D37
	0,25

	D19
	1,33
	
	
	


          nd, não determinado
A figura 7 representa a dispersão dos valores do antigénio GM referentes às 37 amostras clínicas incluídas neste estudo. 
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Fig. 7 – Valores do antigénio GM obtidos para cada doente. A vermelho valores de Ag GM positivos e a azul valores negativos.
Relativamente à interpretação dos resultados e, segundo o fabricante do kit, as amostras com um índice inferior a 0,50 devem ser consideradas como negativas para a presença do antigénio GM.
Através da análise da tabela 4 e da figura 7, podemos constatar que 13 doentes (35,1%) (pontos marcados a vermelho) por apresentarem valores de índice positivos, ou seja, iguais ou superiores a 0,5 quanto à presença do antigénio GM têm diagnóstico de aspergilose pulmonar invasiva.
O doente D17 destaca-se por ter o valor do antigénio GM mais elevado do grupo de doentes em estudo (2,09). Esta doente de 71 anos, do sexo feminino, apresentava uma LMA e devido ao facto de estar com o sistema imunitário bastante deprimido, com maior facilidade desenvolveu API. No total dos 14 doentes positivos para API, 64,3 % tinham o diagnóstico clínico de Leucemia Mielóide Aguda (LAM), 14,3% com o diagnóstico clínico de Leucemia Linfóide Crónica (LLC) e Síndrome Mielodisplásico (SMD) respectivamente, e 7,1% de Tricoleucemia (TRIC). Embora a amostragem estudada neste trabalho tenha sido muito limitada em número, é muito provável que a Leucemia Mielóide Aguda seja a patologia hematológica de maior risco para que um doente venha a contrair aspergilose pulmonar invasiva. Todavia, para se estabelecer uma correlação mais acurada seria necessário um estudo com um número muito mais alargado de doentes com diferentes patologias.
O valor do antigénio GM no doente D1 identificado com “nd” na tabela 4, não está representado no gráfico da Figura 7 porque não foi possível obter um resultado quantitativo de GM, apesar de o termos considerado positivo. Esta circunstância deveu-se, provavelmente, ao facto da amostra ter ultrapassado o limite de detecção do Kit “Platelia® Aspergillus” – Bio-Rad, embora esta situação não seja referida pelo fabricante do teste. A nossa conclusão baseia-se no facto de quando foi efectuada a pipetagem da amostra deste doente na microplaca de ELISA, o poço ter mudado imediatamente de cor para amarelo, indiciando desde logo um resultado seguramente positivo. No entanto, quando se procedeu à leitura das amostras no espectrofotómetro, a amostra D1 não revelou nenhum resultado apesar de esta doente ter fortes suspeitas de API e um diagnóstico clínico confirmado de LMA, neutropénia acentuada e os exames imagiológicos demonstravam a presença do “sinal do halo”, característico em doentes com API.   
Todos os outros doentes incluídos no estudo (62,1%) apresentaram valores de Ag GM negativo, ou seja, inferiores a 0,5 quanto à presença de antigénio galactomanano, o que é um forte indicador de que ainda não tinham desenvolvido API. Num total de 23 doentes com valores de Ag GM negativos, 82,6% tinham diagnóstico clínico de Leucemia Mielóide Aguda (LAM), 4,3% diagnóstico clínico de Leucemia Linfóide Crónica (LLC) e 13,1% ainda não tinham um diagnóstico clínico definido. Nenhum dos doentes negativos para Ag GM tinha um diagnóstico de Síndrome Mielodisplásico (SMD) e Tricoleucemia (TRIC).
A existência de uma percentagem ainda elevada de amostras clínicas negativas, pode dever-se ao facto de muitos doentes terem iniciado uma terapêutica antifúngica precoce ou atempada porque, com os actuais critérios terapêuticos, os doentes com API "provável" ou "provada" iniciam terapia antifúngica independente dos resultados laboratoriais.
Contudo, também é importante salientar que um resultado negativo neste teste não exclui a hipótese de diagnóstico de API, pelo que se tornaria fundamental repetir o teste com outro tipo de amostra clínica (p.e. lavado bronco-alveolar, líquido cefalo-raquidiano, líquido peritonial, urina e líquido pericardial) ou com uma nova amostra alguns dias depois do primeiro teste. Em doentes neutropénicos a viragem de valores de Ag GM de negativos para positivos são uma forte indicação de infecção por Aspergillus (Guinea et al. 2008) e a sua detecção atempada permitirá uma instituição mais eficaz da terapêutica.
Na realidade o Kit “Platelia® Aspergillus” – Bio-Rad têm-se relevado bastante específico e sensível (Maertens et al. 2009). Num estudo efectuado com doentes imunocomprometidos, a sensibilidade do teste foi superior a 90%, enquanto que, com outras patologias como transplante de órgãos sólidos, a sensibilidade foi mais baixa. Porém, a sensibilidade clínica do antigénio GM pode-se revelar bastante variável. Em casos de concomitância com outras espécies de fungos verifica-se uma diminuição na sensibilidade de detecção do GM (Hope et al. 2005).
Relativamente à especificidade clínica do antigénio GM, estima-se que seja superior a 90%. No entanto a especificidade do antigénio GM parece ser menor em recém-nascidos e em crianças, o que se deve, possivelmente, à ingestão de pequenas porções de GM (em alimentos e água) e translocação através do intestino imaturo ou danificado. Alguns antibióticos podem representar também uma fonte adicional de GM (vestigial) que pode comprometer a especificidade clínica do teste (Hope et al. 2005).
Num estudo realizado por Novaretti e colaboradores (2008), estes afirmam que detecção do antigénio GM tem-se demonstrado como sendo um teste muito útil para o diagnóstico precoce de API, com um sensibilidade de 94% e especificidade de 98%.
Pfeiffer e colaboradores (2006) realizaram uma meta-análise para avaliar a precisão do Kit “Platelia® Aspergillus” – Bio-Rad para o diagnóstico de API invasiva e, de um modo geral, o teste 
 apresentou uma sensibilidade de 95% e especificidade de 89% para doentes com API “provada”.
No entanto há uma série de factores importantes que são determinantes na sensibilidade analítica dos testes de GM. Em primeiro lugar têm sido desenvolvido esforços  no sentido de uma definição adequada do valor de cut off na determinação do galactomanano circulante no sentido de maximizar a sensibilidade e especificidade do teste.   O nível de corte de 1,5 ng/l, inicialmente recomendado pela BioRad e utilizado em muitos trabalhos iniciais, tem sido progressivamente revisto e vindo a baixar. Os valores médios de cut-off até 0,5 ng/ml têm sido actualmente aceites pela US Food and Drug Administration (FDA) enquanto níveis de cut-off até 0,8 ng/l são, neste momento, os mais utilizados na Europa (Guinea et al. 2008).
A sensibilidade clínica de ELISA galactomanano tem-se revelado muito variável, com uma gama que vai de 29 a 100%. Há uma série de razões potenciais para estes resultados tão díspares. Primeiro o desempenho do ensaio pode diferir de acordo como grupo de doentes e portanto com o seu processo patológico. Em trabalhos realizados com doentes profundamente imunocomprometidos, a sensibilidade tem sido referida como sendo superior a 90%, enquanto que com outras patologias subjacentes, como por exemplo, doença granulomatosa crónica ou transplante de órgãos sólidos, a sensibilidade parece ser um pouco menor (Guinea et al. 2008).
Em segundo lugar, parece que a terapêutica antifúngica administrada simultaneamente, leva a uma diminuição na sensibilidade do galactomanano (Hope et al. 2005).

Por último, estratégias de abordagem inadequadas podem comprometer o compromisso com o diagnóstico clínico. Apesar de ainda não ter sido universalmente aceite uma estratégia de amostragem ideal para o rastreio de API, a determinação duas vezes por semana dos níveis de antigénio GM tem sido cada vez mais utilizada em doentes considerados de risco para a aspergilose invasiva. Em contrapartida, os níveis de galactomanano determinados devem ser interpretados num contexto global de características clínicas a fim de facilitar um diagnóstico definitivo de aspergilose invasiva (Sales 2009). 

3.3.  3.3.  3Diagnóstico molecular da aspergilose pulmonar invasiva
A especificidade da reacção de amplificação específica de Aspergillus por nested-PCR começou por ser previamente testada com DNA extraído de culturas puras de diferentes espécies de Aspergillus (A. fumigatus, A. flavus, A. terreus, A. niger, A. glaucus, A. versicolor e A. candidus), as mais frequentemente isoladas de infecções humanas, bem como com outras espécies de fungos que podem vir a ser responsáveis por infecção (Alternaria infectoria, Mucor hiemalis, Pseudoallescheria boydii, Candida albicans, Candida glabrata, Candida krusei, Candida parapsilosis e Cryptococcus neoformans) que funcionaram como controlos negativos. Com o DNA de todas as espécies de Aspergillus estudadas observou-se a amplificação das bandas específicas esperadas, as quais não foram observadas com nenhuma das outras espécies de fungos não-Aspergillus.
Optimizada a reacção de amplificação por nested-PCR e concluído o processo de extracção de DNA a partir das amostras clínicas, descrito no ponto 3.4.3. do capítulo Material e Métodos, procedeu-se à realização da reacção de amplificação de DNA fúngico existente nas amostras. Após a realização da primeira reacção de PCR com os primers AFU7S e AFU7AS, os fragmentos obtidos foram visualizados após electroforese em gel de agarose. Confirmada a existência de produto amplificado, foi realizada a segunda reacção de amplificação, mais interna, com os primers AFU5S e AFU5AS utilizando apenas 2l do produto final da 1ª PCR. 
No entanto, apesar de nos diferentes trabalhos consultados que utilizaram esta técnica não ser referida a observação do resultado da amplificação em gel de agarose após a 1ª PCR, nós preferimos fazê-lo a fim de confirmar a utilização de produto amplificado na segunda reacção. Por outro lado, como é do conhecimento geral, a reacção nested-PCR tem uma sensibilidade mais elevada que uma PCR simples, mas podem ocorrer contaminações muito facilmente devido à ubiquidade desta espécie fúngica, pelo que considerámos indicado visualizar o produto amplificado da 1ª PCR, também para termos a certeza de que o controlo negativo não se apresentava positivo.
Relativamente às amostras clínicas incluídas neste trabalho, após a amplificação da região 18S do rDNA na 1ª reacção de amplificação por PCR foram observadas bandas com cerca de 405 pares de bases (pb) nos casos de amostras positivas como se pode observar nas amostras D10, D12, D13, D14 e D16 do gel representado na Figura 8. Para além destas, também foram observados idênticos resultados com as amostras D1, D6, D8, D15, D17, D18, D19 e D21 após a amplificação do sangue dos doentes incluídos neste estudo (imagens não apresentadas). Com as restantes amostras não foi observada qualquer produto amplificado pelo que foram, em consequência, consideradas negativas. Os resultados obtidos com todas as amostras incluídas neste trabalho são apresentados na tabela 5 que se encontra em Anexo (pág.91).
Em todos os géis de electroforese das amostras foram incluídos um controlo positivo e um negativo. Nas reacções dos controlos positivos utilizou-se DNA extraído de culturas puras de Aspergillus sp. e nos controlos negativos utilizou-se água ou DNA de espécies não-Aspergillus. 

Após a 2ª reacção de amplificação por PCR da reacção de nested-PCR estava indicado observar a amplificação de uma banda de cerca de 240 pb (Skladny et al. 1999) a partir de amostras positivas como se pode verificar na imagem da Figura 9 com as amostras D13, D14 e D16. Na realidade este 2º PCR nem sempre se revelou concordante com as amplificações do 1º PCR pois, somente com as amostras D1, D13, D14, D15, D16, D17, D18, e D19 é que se verificou amplificação do fragmento (Tabela 5, Anexo). 
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Fig. 8 – Resultados da 1ª amplificação da nested-PCR das amostras D10, D11, D12, D21, D13, D14, D16, D20 com os primers AFU7S e AFU7AS. As amostras positivas correspondem àquelas em que se observa a amplificação do fragmento de cerca de 405 pares de bases. M, marcador de pesos moleculares 100bp; +, controlo positivo; -, controlo negativo.

Fig. 9 – Resultados da 2ª amplificação da nested-PCR das amostras D10, D11, D12, D21, D13, D14, D16, D20 com os primers AFU5S e AFU5AS. As amostras positivas correspondem àquelas em que se observa a amplificação do fragmento de cerca de 240 pares de bases. M, marcador de pesos moleculares 100bp; +, controlo positivo; -, controlo negativo.
Contrariamente ao que seria de esperar, as amostras D6, D8, D10 e D12, para as quais se tinha tido amplificação do fragmento de 405 pb após a primeira reacção, não foi possível obter produto amplificado após a segunda reacção apesar de terem sido feitas inúmeras tentativas. Na pesquisa do antigénio GM os doentes D6, D8, D10, D12, D13, D14, D15, D16, D17, D18, D19 e D21 tinham-se revelado positivos e, esperando que o método molecular fosse mais sensível que o teste imunológico, esperávamos obter amplificação com todas estas amostras.
De acordo com Halliday et al. (2005) a observação de amplificação com os primers específicos para as espécies de Aspergillus, bem como a presença de banda no controlo positivo e ausência de banda no controlo negativo, sugere que os doentes correspondentes tenham API. Contudo os resultados obtidos neste trabalho nem sempre permitiram concordar inteiramente com essas conclusões. 
No caso dos doentes D11 e D21 a pesquisa de antigénio galactomanano foi mais sensível que o método molecular (Tabela 5, Anexo). No doente D11 o valor obtido no galactomanano foi muito baixo, próximo do negativo (0,53), podendo indicar que, ou eventualmente o doente poderia estar numa fase inicial de um infecção sistémica por Aspergillus no caso do teste imunológico ser muito rigoroso, ou ser na realidade um resultado ainda negativo. E, contrariamente ao que esperávamos, o teste molecular não nos veio ajudar muito na clarificação deste resultado. Ao ser negativo em ambas as reacções da nested-PCR, ou se confirmaria a ausência de infecção, ou o teste molecular foi menos sensível que o imunológico. Consideramos, no entanto, que esta segunda hipótese seja a mais viável se compararmos com o caso do doente D21 em que o valor de galactomanano foi mais elevado (1,56), superior a outros que foram positivos no método molecular como o D14 (0,83) ou o D16 (0,89), mas que nunca se observou igualmente amplificação dos fragmentos específicos de Aspergillus sp. Das duas hipóteses, uma seria a mais correcta: ou o teste molecular era mais sensível e específico e os doentes D14 e D16 não tinham API, ou o teste molecular ainda não está suficientemente optimizado para ser mais sensível para o diagnóstico desta infecção. Mas, como a pesquisa de galactomanano em amostras clínicas de doentes com suspeita de API tem sido alvo de muitos anos de pesquisa em todo o mundo e, neste momento, é universalmente aceite a sua eficácia como auxiliar de diagnóstico desta infecção, foi utilizada neste trabalho como gold standard a fim de aferir a eficácia do método molecular que ainda está em investigação.
Por último, e relativamente ao doente D1, como já foi referido a pesquisa do antigénio GM não foi conclusiva embora todos os factores indiciassem que ele tivesse API. Já neste caso o diagnóstico molecular revelou-se de extrema importância para confirmação do diagnóstico clínico pois apareceram as bandas específicas esperadas em ambas as reacções da nested-PCR. Neste caso, é muito provável que os valores de galactomanano circulante fossem de tal forma elevados que foi ultrapassado o limite de detecção do teste Platelia® Aspergillus EIA (BioRad), pelo que o método molecular foi aqui mais eficaz no diagnóstico, tornando-o, de certa forma, promissor na sua utilização como meio complementar no diagnóstico de API.
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Analisando de uma forma global todos os resultados obtidos relativamente à detecção do antigénio GM podemos afirmar que dos 37 doentes incluídos no estudo, 13 doentes (35,1%) revelaram ser positivos para a presença do antigénio GM (Tabela 5, Anexo). Nos restantes 62,1% não ocorreu detecção de GM pelo que foram considerados negativos.

Relativamente à nested-PCR, verificaram-se resultados diferentes nas duas PCRs em que a primeira PCR revelou ser mais sensível e especifica que a segunda reacção. Na primeira PCR observou-se aparecimento de banda em 12 doentes (32,4%), enquanto que na segunda PCR apenas de observou banda somente em 8 doentes (21,6%). 
Neste estudo, os primers utilizados na primeira e na segunda PCR são específicos para Aspergillus, embora se esperasse que o segundo par de primers (AFU5S/AFU5AS) fosse aumentar a sensibilidade da reacção, fenómeno que não se verificou no decorrer deste trabalho. Comparando as duas técnicas testadas, técnica imunológica e técnica molecular, não se verificaram resultados discrepantes entre ambas, relativamente à especificidade. Todos os doentes com resultado molecular positivo também tinham sido positivos para o antigénio GM. Não houve nenhum teste negativo para o antigénio GM que tivesse sido positivo no teste molecular. 

Neste estudo a pesquisa de Ag GM revelou ser de certa forma mais sensível que o método molecular na medida em que houve dois testes positivos para a detecção do antigénio GM (D11 e D21) que tiveram resultado negativo no teste molecular por nested-PCR, embora tivesse havido em que ocorreu o inverso: com a amostra D1 o teste molecular revelou-se mais eficaz. 

Consideramos, no entanto, que com o número de amostras estudado neste trabalho consideramos prematuro tirar conclusões exactas relativamente à sensibilidade e especificidade do método molecular. Um estudo mais rigoroso carecia um maior número de amostras clínicas provenientes de diferentes patologias, de doentes hematológicos e não hematológicos, e uma validação laboratorial mais acurada, como por exemplo, através da utilização de outro método molecular para comparação de resultados.
Comparando todos os resultados obtidos neste trabalho com alguns resultados referidos na literatura, verificamos que foram de certa forma concordantes, isto é, muitos estudos não apresentam diferenças muito significativas relativamente à especificidade e sensibilidade, entre a pesquisa do antigénio GM (Platelia®Aspergillus EIA, BioRad) e a nested-PCR, no diagnóstico de API (Novarett et al. 2008; Yamakami et al. 1998).
Uma série de outros estudos têm comparado o desempenho da nested-PCR com a pesquisa do antigénio GM de Aspergillus. Musher e colaboradores (2004) compararam um ensaio em que foi amplificada por PCR uma zona do gene 18S rRNA de Aspergillus com a pesquisa do antigénio GM (Platelia®Aspergillus EIA, BioRad), utilizando amostras de LBA de 49 doentes com API “provada” ou “provável” e 50 indivíduos do grupo controlo que não tinham API. A sensibilidade e a especificidade do ensaio da PCR foram 67 e 100%, respectivamente. Pelo contrário, a sensibilidade do GM foi de 61% e a especificidade foi de 94%. 
Num estudo idêntico, Challier e seus colaboradores (2004) compararam a PCR em tempo real com a pesquisa de antigénio GM usando 207 amostras de soro de 41 indivíduos imunocomprometidos. Dos 41 doentes incluídos no estudo, 26 tinham API “provada” ou “provável”. O ensaio de PCR em tempo real foi positivo em 22 doentes (84,6%), enquanto o GM foi positivo em 20 (76,9%). Notavelmente, os testes para os 26 doentes com API, provada ou provável apresentaram resultados positivos usando a PCR em tempo real ou o GM. Estes resultados, bem como outros estudos comparando a pesquisa do antigénio GM com a PCR em tempo real, sugerem que uma combinação dos dois métodos pode proporcionar um melhor diagnóstico da API (Wengenack & Binnicker, 2009). No entanto, os ensaios de PCR em tempo real são menos sensíveis do que a nested-PCR, e na maioria dos casos detecta apenas a espécie mais patogénica, o Aspergillus fumigatus (Halliday et al. 2005). 

Skladny e colaboradores (1999), realizaram um estudo com 315 amostras no total (250 amostras de sangue e as restantes e LBA), incluindo 93 doentes com risco de desenvolver API. Os resultados demonstraram uma correlação de 100% entre os dados histológicos, a cultura, a TAC e os resultados da nested-PCR, que neste caso revelou uma especificidade de 89%. 

Um estudo semelhante realizado no Brasil teve como objectivo padronizar a reacção de nested-PCR para detecção de Aspergillus em 23 doentes hemato-oncológicos. Dos indivíduos avaliados, seis (21,7%) apresentaram resultados de nested-PCR positivos para Aspergillus, cinco desses doentes foram confirmados posteriormente por TAC de alta resolução, evidenciando comprometimento pulmonar. Numa das amostras que apresentou resultado positivo no PCR, não pode ser observada evidência clínica de infecção por Aspergillus. A sensibilidade e especificidade deste teste foram 100% e 94,4%, respectivamente. Estes resultados demonstram que o teste de nested-PCR tem um considerável potencial clínico para o diagnóstico precoce de API (Novaretti et al. 2008).
4. CONSIDERAÇÕES  FINAIS
A aspergilose pulmonar invasiva (API) é uma das principais causas de morbilidade e mortalidade em doentes imunocomprometidos, particularmente em indivíduos com doenças hemato-oncológicas com neutropénias profundas e em doentes submetidos a transplante de medula óssea tendo vindo a ganhar, por isso, maior importância na área das doenças causadas por fungos nestas últimas décadas (Hsu et al. 2010).
Como já foi referido, o diagnóstico precoce de API é difícil e compromete o êxito dos tratamentos dos doentes de alguns grupos de doentes devido à falta de rapidez, sensibilidade e especificidade dos meios de diagnóstico disponíveis (Vallor et al. 2008). Torna-se por isso indispensável a pesquisa de novos métodos de diagnóstico atempados e precisos, para que os doentes possam iniciar uma terapêutica anti-fúngica adequada, o mais precocemente possível, que conduza ao sucesso do tratamento (Hsu et al. 2010).
Actualmente, na maioria dos laboratórios de análises clínicas, o diagnóstico da API ainda se baseia no exame cultural, na microscopia óptica das amostras biológicas associados a exames imagiológicos. Enquanto a imagiologia pode fornecer respostas pouco específicas, os exames micológicos são muito morosos (a cultura pode demorar até 3 semanas) ou pouco sensíveis (exame directo). Para além disso requerem profissionais com muito treino em microscopia e conhecimentos especializados na área da micologia para a identificação das espécies menos comuns (Richardson & Warnock, 1998).
Devido às limitações referidas dos exames convencionais, têm vindo a ser desenvolvidas novas metodologias para serem aplicadas na identificação dos agentes causadores de API. Assim o diagnóstico molecular começa a ganhar espaço na área da micologia (Sales, 2009; Wengenack & Binnicker, 2009).
O Kit Platelia® Aspergillus EIA da BioRad, tem sido nestes últimos anos um teste cada vez mais universalmente utilizado no diagnóstico de API. Como já foi referido, este teste, detecta o antigénio GM circulante e, o resultado deste teste juntamente com evidências clínicas, radiológicas e histológicas, tem sido um precioso auxiliar no diagnóstico da API (Aubry et al. 2006; Moragues et al. 2003; Vallor et al. 2008).
A introdução de métodos moleculares no laboratório de micologia clínica tem conduzido a avanços significativos na detecção e identificação de fungos. Assim, técnicas como a PCR e a nested-PCR ganham dimensão no diagnóstico de API. Em comparação com técnicas clássicas de cultura microbiológica os métodos moleculares representam uma resposta muito mais rápida (White & Barnes, 2006). No entanto, a falta de padronização dos testes moleculares têm dificultado a sua aceitação geral e ampla aplicação nos laboratórios de análises clínicas, principalmente nos laboratórios de microbiologia das instituições hospitalares com Serviços de Hematologia e Oncologia (Wengenack & Binnicker, 2009). 
A PCR e a nested-PCR podem tornar-se ferramentas úteis como auxiliares no diagnóstico da aspergilose pulmonar invasiva. No entanto, deverão ser usadas em conjunto com outros métodos (por exemplo, pesquisa de galatomanano e tomografia computadorizada de alta resolução ou TCAR) para aumentar a probabilidade de detecção do Aspergillus e diagnosticar a infecção o mais precocemente possível (White & Barnes, 2006). 
Com base na literatura e estudos publicados nesta área, e tendo em conta a capacidade financeira e logística do laboratório de Micologia do IHMT, optámos pela técnica de nested-PCR para o diagnóstico molecular das espécies de Aspergillus mais comuns como causa de infecções humanas. Assim, baseamo-nos em trabalhos anteriores, como o de Skladny (1999) e colaboradores como linha de orientação. Paralelamente à técnica de nested-PCR e funcionando como teste gold standard, todas as amostras clínicas foram igualmente analisadas relativamente à pesquisa do antigénio GM, utilizando o Kit Platelia® Aspergillus EIA da Bio Rad que, apesar de poder apresentar algumas desvantagens já anteriormente referidas, é actualmente um dos testes mais credíveis utilizados na tentativa de um diagnóstico precoce da aspergilose pulmonar invasiva.
No nosso entender, os objectivos principais deste trabalho foram atingidos na medida em que foi possível a realização das duas técnicas propostas e se observaram diferenças na sensibilidade e especificidade entre elas.
Relativamente à pesquisa do antigénio GM, tratou-se de uma técnica relativamente fácil de executar (realizada em cerca de 5 horas) e que tem a grande vantagem de permitir realizar 96 amostras clínicas num único ensaio. Como já foi referido por muitos autores (Sales, 2009), confirmámos neste trabalho a elevada sensibilidade e especificidade desta técnica imuno-enzimática.

O diagnóstico através de técnicas de biologia molecular, e neste caso a nested-PCR, revelou-se muito mais difícil de optimizar, ainda pouco consistente e pouco reprodutível, em comparação com a detecção do GM.

Neste trabalho, foram feitas várias tentativas até se conseguir optimizar a técnica com o DNA das culturas puras de Aspergillus sp., o que levou ao adiamento da entrega da dissertação final. Seguindo, estritamente todos os passos da técnica de nested-PCR descrita nos artigos de Skladny e colaboradores (1999), não obtivemos logo no início resultados consistentes com os dos autores. 
Ao contrário das nossas expectativas, até ao momento em que terminámos os trabalhos práticos desta tese, a nested-PCR não demonstrou ser mais vantajosa comparativamente à pesquisa do antigénio GM. Estes resultados podem dever-se ao facto de alguns doentes, na altura da colheita, já estarem medicados com antifúngicos há muito tempo, o que certamente influenciou a sensibilidade da nested-PCR. 
Como está documentado, é suposto esta técnica de amplificação em duas etapas se tornar mais sensível que uma reacção simples mas, em contrapartida, também podem ocorrer contaminações com mais facilidade devido a este fungo ser ubíquo no meio ambiente. Essas contaminações serão então visualizadas se se verificar o aparecimento de um resultado positivo no controlo negativo (água). Na realidade, no decorrer do nosso trabalho, tivemos o cuidado de incluir controlos negativos e positivos em todas as reacções de amplificação e, em virtude de termos seguido todas as regras de segurança indicadas nos procedimentos moleculares e tomadas todas as precauções para evitar contaminações exteriores, controlámos sempre as contaminações exteriores.
Relativamente à pouca sensibilidade da técnica molecular seleccionada para este trabalho de diagnóstico da aspergilose pulmonar invasiva, podemos tecer algumas considerações na tentativa de reflectir sobre resultados obtidos. Uma das causas poderá estar relacionada com o tipo de amostra biológica que foi inicialmente seleccionada para a execução dos testes moleculares. No decorrer do trabalho questionámo-nos: será que o método molecular não foi tão eficaz quanto o esperado porque a escolha de plasma como amostra a testar não era a mais indicada? No nosso entender seria indicado fazer um estudo comparativo com outras amostras, como o sangue total, soro, a fracção leucocitária do sangue e, eventualmente outros tipos de amostras, lavado bronco-alveolar, urina, líquido peritonial e pleural, etc, tal como foram utilizadas por outros autores. Nada nos garante que com outras amostras o método não venha a funcionar com os índices de elevada sensibilidade e especificidade referidas em outros trabalhos, sem pesquisar nesse sentido. Será portanto uma proposta interessante para continuar a linha deste trabalho.
Na verdade, é do conhecimento geral que o sangue não é o melhor produto biológico para o diagnóstico de infecções fúngicas. Mesmo após a disseminação hematogénica dos elementos fúngicos que tenham entrado no organismo por inalação, sabe-se que a sua passagem pela corrente sanguínea é transitória, temporária. O isolamento de fungos a partir de hemoculturas está quase sempre associado a um prognóstico muito grave. No caso dos fungos do género Aspergillus, o galactomanano da parede celular, e não propriamente as células fúngicas por estas terem sido fagocitadas e/ou destruídas pelas células do sistema imunitário do doente, podem ficar em circulação durante mais tempo permitindo a sua detecção por meio do teste Platelia® Aspergillus EIA (Bio Rad). Como pode não haver células fúngicas em circulação, e consequentemente DNA fúngico, pode ser esta uma das causas do diagnóstico molecular ter sido menos sensível que a pesquisa do Ag GM. Haveria portanto que procurar qual seria a melhor amostra biológica para a detecção de DNA de Aspergillus sp.
Outro aspecto importante a considerar na relativamente baixa sensibilidade da técnica molecular e, principalmente, da muito reduzida sensibilidade e reprodutibilidade da segunda reacção de PCR, para além de ser necessário investir mais na optimização da reacção, poderá estar muito provavelmente relacionada com as sequências dos primers utilizados. Uma continuação deste trabalho requereria começar por repensar nas sequências dos segundos primers AFU5S e AFU5AS fazendo alinhamentos com outras sequências de Aspergillus sp. depositadas em bases de dados públicas, como o GenBank por exemplo, e verificar a especificidade e sensibilidade das sequências e, eventualmente, alterar o desenho das sequências dos primers tornando-os mais específicos. 
Ainda em relação com o facto de, após a segunda reacção do nested-PCR, termos verificado a existência de produto amplificado somente com algumas amostras, e não com outras, pode ter-se tratado de uma especificidade elevada do método molecular em relação à espécie A. fumigatus. Ou seja, pomos ainda a hipótese de as amostras em que se observou amplificação terem sido provenientes de doentes infectados por esta espécie fúngica e as amostras onde nunca se observou amplificação serem de doentes com infecção por outras espécies de Aspergillus não-fumigatus, ou mesmo por outras fungos de géneros diferentes. 
Nos primeiros testes de optimização do método molecular em que se utilizou DNA de culturas puras de diferentes espécies de Aspergillus, pelo menos das que mais frequentemente causam infecção no Homem como A. fumigatus, A. flavus, A. terreus, A. niger, A. glaucus, A. versicolor e A. candidus, após a segunda reacção de PCR da nested-PCR observaram-se sempre, em todas as reacções, bandas muito fracas de cerca de 240 pb apesar de se dispor de quantidades elevadas de DNA na reacção. Por isso há ainda a hipótese de que, nos casos de infecção por API, a quantidade de DNA fúngico nas amostras biológicas possa ser demasiado reduzida e insuficiente para amplificar a região específica ao ponto de se tornar visível em um gel de agarose. Como neste trabalho não foi possível fazer um diagnóstico convencional em que se isolam os fungos em culturas puras directamente a partir das amostras clínicas, pois esse é o único método que permite a identificação dos agentes etiológicos até à espécie (porque a partir do sangue não é possível fazê-lo) nunca pudemos saber à partida que espécie fúngica poderia estar a infectar cada um dos doentes. Assim, não foi possível estabelecer alguma correlação entre as espécies fúngicas e presença ou ausência de amplificação após o 2º PCR, que é o mais específico.
Por outro lado consideramos que o período reservado para a realização deste trabalho nos limitou de certa forma na investigação da melhor optimização da nested-PCR. Se este método detectou DNA fúngico em algumas das nossas amostras com valores baixos de Ag GM (0,65 no doente D8), consideramos que seria possível com uma pesquisa mais cuidadosa, conseguir acertar os valores dos diferentes constituintes da reacção de PCR, como a concentração de cloreto de Magnésio, a concentração do DNA ou mesmo a própria marca da enzima polimerase, melhorar a sensibilidade e especificidade da detecção. 
Outro problema encontrado foi o facto da primeira reacção de PCR revelar uma maior eficácia que a segunda reacção. Desde o início dos nossos trabalhos, a segunda reacção foi a que nos deu sempre mais problemas de optimização pois apresentava repetidamente ou excesso de bandas inespecíficas em ladder, ou muitos arrastamentos ou mesmo ausência de bandas quando restringíamos um pouco mais as condições da 2ª reacção de PCR. Ficou portanto, no final deste trabalho, a possibilidade de continuar a aperfeiçoar a segunda reacção da nested-PCR de forma a optimizar a detecção das bandas específicas de Aspergillus sp.
Por último, outro factor que se deve salientar relaciona-se com o número de doentes incluídos no estudo ter suspeita de API. Tentou-se que neste estudo somente fossem incluídos doentes com fortes indícios clínicos de API, mas como o tempo de recolha das amostras tem de ser limitado por também ser limitado o tempo disponível para a realização do trabalho prático da tese, foi praticamente impossível incluir no estudo apenas doentes com forte suspeita de API. Tal facto explica o número mais elevado do que o desejado de resultados negativos.
Wengenack & Binnicker (2009), corroboram este facto, referindo que na maioria dos estudos, o número de amostras de pacientes com API “provada” ou “provável” é relativamente baixo, logo torna-se difícil determinar a sensibilidade e especificidade do teste. 
Concluindo, a partir dos resultados obtidos neste trabalho, foi difícil estabelecer uma comparação directa dos métodos devido à variedade de amostras clínicas e o método molecular utilizado para a detecção de Aspergillus sp. Importa, no entanto, considerar que os resultados obtidos neste trabalho devem ser entendidos como preliminares, principalmente porque, quanto mais amplos forem, quer o número de amostras de doentes, quer o tempo para o seu estudo e investigação, mais seguras poderão ser os resultados e as conclusões. Em trabalhos futuros, será importante que estas condicionantes sejam necessariamente observadas e ultrapassadas. A gravidade desta infecção fúngica devido ao seu mau prognóstico e à sua elevada mortalidade requer, num futuro próximo, um maior empenho no sentido de avaliar melhor a correlação entre as duas técnicas e a optimização da nested-PCR no diagnóstico da aspergilose pulmonar invasiva.
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ANEXOS

Tabela 5 – Tabela que relaciona o diagnóstico clínico dos doentes com os resultados da pesquisa de galactomanano no sangue e diagnóstico molecular por amplificação por nested-PCR de uma região variável do gene rRNA 18S de Aspergillus sp.

	DOENTE
	DIAGN.

CLÍNICO (1)
	SEXO
	GALACTOMANANO
	1ª PCR
	2ª PCR

	D1
	LAM
	F
	Nd
	405 pb
	240 pb

	D2
	LAM
	M
	0,28
	negativo
	negativo
	negativo

	D3
	LAM
	M
	0,18
	negativo
	negativo
	negativo

	D4
	LAM
	F
	0,14
	negativo
	negativo
	negativo

	D5
	LAM
	F
	0,25
	negativo
	negativo
	negativo

	D6
	LLC
	M
	0,69
	POSITIVO
	405 pb
	negativo

	D7
	Nd
	M
	0,15
	negativo
	negativo
	negativo

	D8
	LAM
	M
	0,65
	POSITIVO
	405 pb
	negativo

	D9
	Nd
	M
	0,15
	negativo
	negativo
	negativo

	D10
	LAM
	M
	0,79
	POSITIVO
	405 pb
	negativo

	D11
	LAM
	M
	0,53
	POSITIVO
	negativo
	negativo

	D12
	LLC
	M
	1,10
	POSITIVO
	405 pb
	negativo

	D13
	LAM
	M
	1,60
	POSITIVO
	405 pb
	240 pb

	D14
	LAM
	M
	0,83
	POSITIVO
	405 pb
	240 pb

	D15
	LAM
	F
	1,63
	POSITIVO
	405 pb
	240 pb

	D16
	SMD
	F
	0,89
	POSITIVO
	405 pb
	240 pb

	D17
	LAM
	F
	2,09
	POSITIVO
	405 pb
	240 pb

	D18
	LAM
	M
	1,26
	POSITIVO
	405 pb
	240 pb

	D19
	SMD
	F
	1,33
	POSITIVO
	405 pb
	240 pb

	D20
	LAM
	M
	0,28
	negativo
	negativo
	negativo

	D21
	TRIC
	M
	1,56
	POSITIVO
	negativo
	negativo

	D22
	LAM
	F
	0,15
	negativo
	negativo
	negativo

	D23
	LAM
	F
	0,19
	negativo
	negativo
	negativo

	D24
	LAM
	F
	0,13
	negativo
	negativo
	negativo

	D25
	LAM
	F
	0,17
	negativo
	negativo
	negativo

	D26
	LAM
	F
	0,14
	negativo
	negativo
	negativo

	D27
	Nd
	M
	0,12
	negativo
	negativo
	negativo

	D28
	LAM
	M
	0,17
	negativo
	negativo
	negativo

	D29
	LLC
	M
	0,17
	negativo
	negativo
	negativo

	D30
	LAM
	F
	0,28
	negativo
	negativo
	negativo

	D31
	LAM
	F
	0,13
	negativo
	negativo
	negativo

	D32
	LAM
	M
	0,24
	negativo
	negativo
	negativo

	D33
	LAM
	M
	0,26
	negativo
	negativo
	negativo

	D34
	LAM
	M
	0,32
	negativo
	negativo
	negativo

	D35
	LAM
	F
	0,18
	negativo
	negativo
	negativo

	D36
	LAM
	F
	0,32
	negativo
	negativo
	negativo

	D37
	LAM
	F
	0,25
	negativo
	negativo
	negativo


(1) LAM, leucemia mielóide aguda; LLC, leucemia linfóide crónica; SMD, síndrome mielodisplásico; TRIC, tricoleucemia. Nd, não determinado.

PROTOCOLO DA NESTED-PCR PARA DIAGNÓSTICO DE API

Ensaio ____________________________________________              Data _______/_______/_________

Termociclador: ____________________                                                Duração: ____________________

Primers: ______________________________________________________________________________
Amostras testadas: ______________________________________________________________________
	
	1º PCR

Primers AFU7S+AFU7AS
	2º PCR

Primers AFU5S+AFU5AS

	
	Concentraç.

reacção
	Vol. por amostra
	MIX
	Concentraç.

reacção
	Vol. por amostra
	MIX

	Água
	
	8.8 µl
	
	
	2,8 µl
	

	Tampão 10x
	10x
	5 µl
	
	10x
	5 µl
	

	MgCl2
	25 mM
	2,5 µl
	
	4,5 mM
	4,5 µl
	

	dNTPs
	10 µM
	0,5 µl
	
	200 µM
	0,5 µl
	

	Primers
	10 µM
	3 µl
	
	0,4 µM
	10 µl
	

	Taq
	5 U/l
	0,2 µl
	
	1U
	0,2 µl
	

	DNA
	
	5 µl
	
	
	2 µl
	

	
	
	25 µl
	
	
	25 µl
	


Tirar 20 l para cada tubo 



      Tirar 23 l para cada tubo 

Gel de agarose  _____ % de _____ml + _______µl Brometo de Etidio 

Marcador ________________

Corrida durante _____min. A ____V

Ciclo de Nested -PCR:

1ª PCR

- 2 min a 94°C 

- 23 ciclos 


-5 min a 72° (4°C
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2ª PCR


- 2 min a 94°C 





-35ciclos





-5 min a 72°C (4°C)





40 seg a 94°C,


60 seg a 65°C


60 seg a 72°C








40 seg a 94°C


60 seg a 65°C


60 seg a 72°C








