UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM DOENCAS INFECCIOSAS E
PARASITARIAS

CLAUDIA ELIZABETH VOLPE CHAVES

PREVALENCIA DE ASPERGILOSE PULMONAR CRONICA EM PACIENTES
COM TUBERCULOSE

CAMPO GRANDE
2021



CLAUDIA ELIZABETH VOLPE CHAVES

PREVALENCIA DE ASPERGILOSE PULMONAR CRONICA EM PACIENTES
COM TUBERCULOSE

Tese apresentada como requisito para a
obtencdo do titulo de Doutor pelo Programa de
Pés-Graduacdo em Doencas Infecciosas e
Parasitérias da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul, sob orientacdo da Prof. Dra
Anamaria Mello Miranda Paniago.

CAMPO GRANDE
2021



FOLHA DE APROVACAO

stk da B |
Funcagdo Unlversidade Federal da Mato Grosso do Sul
Coordenadoria da Pds-Gmduagio (CPAPROPF) - | .

o, —— =

UFMS
Ata de Defesa de Tese
Programa de Pos-Gradusgio em Doengas Infeecioss « Parasitarias
Dowtnrads

Aos wimte ¢ quatn dins do més de maspo do ano de dois mdl e vinle ¢ um, ds treze horas & rinia winos, @
madalidade de videcconferénoia, da Fundagdo Usiversidade Federal de Mato Grosso do Sul, reusfu-se a Banca
Examimadom composta pelos memsbns: Ansmaris Adello hbdimnda Paniago (UFRS), Anionio José Gmande
{LEMS), Marcella Mihailenko Chaves Magri {USP) Faalo d2 Taso Guerseso Muoller (LFSE) & Rimaldo Poncio
bdendes (UFMS), sob a presidéncin do primeire, pars julgsr o tabalho da alune CLAUDLIA ELIZABRETH
VOLPE CHAVES, CFF 4750151215, do Programa de Pds-Cimduagio em Doenges Infeccicsis « Pamsitinas,
Curso de Doatosndo, da Fundagio Usiversidade Federal de Bato Geosso do Sul, apresentado sob o titulo
PREVALENCIA DE ASPERGILOSE PULMONAR CRONICA EM  PACIENTES COM
TUBERCULOSE® & onensgbo de Anamaria Mello Mimmda Paniago. A presidente da Banca Exsminador
declmou sberios o8 rabalhos & sgradecen a presenga de iodos o5 Membros. A segoir, concedew a palavra i slun
que expés s Tese. Terminada & exposigbo, o8 senhores membons da Banca Examizadora inicisrsm as srguiphes.
Terminmdss s srguigies, a presidests da Hanca Examinadom fex smas comsiderngies. A seguir & Banca

Examimadom reunin-se parn avaliagio, © apds, emitin pasecer expresso conforme segue:

B A DO _ ASSINATURA AVALIACED
Des Ammormis Melle Mirnschs Pucinge (emme) [l I 00 v aprovada
D Arcmic Josd Comde dleimes) 'Tlt!llpln.amd; - aprovada
D Marrelle Mibnikeks Claves bagr (Exiemc) | T LJJ....&.;..u,l . aprovada
Dra. ifarcin e fioezn Carvaliio Melber (lelmen) {Sapleeta) '

[ Pavdns do Taran S bndlor {Bximen) ' Aprada

e Rimabde Poncio Masdes (uerns L ol aprovada
-\.%.

RSN LT DM PIMAL:

k] Agmoragae [ Aprovaio coes sevinss [ mepeewags
CRSERV A CiES:

Huly mis Bevendn a der atads, & Fresdemte declarsi i sssls oomaba ¢ agiedecss & wedes pea presengi

=

) §
& conl e | s | AL Fireiia) s -j".ﬂ'rr"" Vv Lo L SN T e i AR,
[T ———— e




AGRADECIMENTOS

Procurando as melhores palavras para expressar o que sinto no término de nosso
estudo, encontrei que a gratidao é um estado de espirito e que pode ndo se referir somente a
bons acontecimentos. Os acontecimentos de toda uma vida, boas experiéncias e também as
ruins, nos trazem todo o aprendizado adquirido, o privilégio das novas amizades, 0
reconhecimento da fragilidade de cada um e o melhor, o reconhecimento de que ha muitas
pessoas interessadas no melhor que o outro tem a oferecer.

Penso nisso, na missdo do ser humano nesta vida e por isso a gratiddo € um sentimento
que sempre vai me acompanhar. Gratiddo primeiramente a Deus, por todo aprendizado que
posso oferecer aos pacientes para minimizar a sua dor e melhorar sua qualidade de vida.
Obrigada Deus por contar com a parceria de pessoas que o Senhor colocou em minha vida!!!!
Por tudo que o Senhor deseja mostrar ao nosso redor, fazendo-nos refletir entre o certo e o
errado. Obrigada por tudo que o Senhor tem feito em nossas vidas e na vida das pessoas da
minha familia, assim como na vida das pessoas que estudam e trabalham comigo e também
me orientam.

Obrigada aos meus pais que com todas as dificuldades que a vida nos ofereceu nunca
deixaram que me faltasse nada e assim como o estudo que me proporcionaram. Sempre me
ensinaram o certo e o errado e sempre estiveram juntos torcendo por mim. Mé&e obrigada por
todo o carinho e cuidado que sempre teve por mim!!! A senhora me ensinou a entender que
temos uma missao onde quer que a gente esteja!!!

Gratidao pelo amor e carinho do meu esposo, pois se VOocé ndo estivesse nesses
momentos para me trazer serenidade, seria muito dificil chegar até aqui! VVocé sabe que é
meu melhor amigo!!'! Amo muito vocé!!! Obrigada por tudo!!!

Minha filha Luisa e minha sobrinha Bruna sempre foram meus tesouros e meu
estimulo para continuar sendo uma pessoa melhor. Hoje Deus me deu de presente mais um
filho, o Jodo Mateus!!!! Obrigada pela oportunidade de ser mée, tia-mée e agora, tia-avo,
pois a existéncia de vocés em minha vida é o maior motivo para continuar crescendo como
ser humano!!! Obrigada meus amores!!!

Gratidao por trabalhar com tantas pessoas diferentes, e muitas vezes tao parecidas.
Muitos sentimentos intensos me trouxeram até este momento e S0 consigo pensar como as
pessoas sao importantes para 0 nosso crescimento.

De forma muito especial, minha eterna gratiddo a Profa Anamaria, que esteve

presente em minha vida desde a minha formacdo académica. No internato na antiga



enfermaria da DIP, o seu carinho, a sua paciéncia, 0 seu conhecimento e 0 seu respeito aos
profissionais me fizeram decidir pela especialidade. Fui entdo presenteada por duas vezes
com sua orientacdo, mestrado e doutorado. Aprendo todos os dias com a sua orientacao e
realmente espero poder retribuir todo o conhecimento humano e cientifico que me
proporcionou até hoje. Nesses quatro anos, 0 maior estimulo para chegar até este momento
foi o compromisso que tenho com minha orientadora, retribuindo toda a sua paciéncia
comigo. Obrigada profa. Anal!!!

De forma também especial, quero agradecer a duas pessoas muito importantes para o
meu aprendizado durante todo o doutorado, Sandra Leone e James Venturini. Sou muito
privilegiada por conhecer pessoas como vocés. Agradeco pela paciéncia, pelo carinho, por
sempre colaborarem com o seu conhecimento e experiéncia para 0 meu aprendizado. A
revisao sistematica foi um presente da Sandra para mim. Obrigada Sandra por tudo!!! James,
obrigada por ser meu parceiro dentro da revisdo sistematica, vocé foi muito importante para
0 meu discernimento durante a realizagdo do trabalho e sou eternamente grata!!!!

Tenho gratiddo profunda pela equipe do SCIH/CCIH e do Nucleo de Vigilancia do
Hospital Regional de Mato Grosso do Sul, que me acompanham ha 18 anos. Cresci como
profissional nessa instituicdo e agradeco por cada pessoa que conheci e aprendi a respeitar
durante todos esses anos. De forma especial, agradeco a minha amiga Mara Galiz, parceira
desde a época da enfermaria da DIP, ajudando-me nas coberturas dos créditos do mestrado
e também do doutorado. Parceira de estudo e mais do que isso, uma amiga conselheira para
0s momentos bons e ruins. Obrigada por tudo!!!

Também agradeco muito pela parceria da Enfa. Suse Castilho, que realizou a maior
parte das coletas de dados e amostras clinicas dos pacientes internados no HRMS. A sua
alegria em participar deste projeto sempre foi estimulo para mim. Sinto saudades de sua
parceria. Obrigada Suse!!!

Também agradeco a Enfa. Simone que substituiu a Enfa. Suse no final do projeto e
sua ajuda foi importante para a nossa finalizagdo. Muito obrigada Simone!!!

Muita gratiddo pelo Laboratério de Microbiologia do HRMS, em especial Caroline
Tieppo e Bruna Abdul, por colaborarem com o projeto e por lutarem por uma microbiologia
de exceléncia em nossa instituicao.

Muita gratid&o pelo Laboratdrio de Micologia do HUMAP, em especial a Maina e
Glaucia por serem minhas referéncias na identificacdo dos fungos e muito mais do que isso,

auxiliando de maneira voluntaria na identificacdo de outros agentes, com 0 objetivo de



ajudar no diagnostico e tratamento de tantos doentes. Muito obrigada pela dedicagdo de
voceés!!!

Agradeco muito a Edy por toda a colaborac¢ao no armazenamento de nossas amostras
na fase inicial de nosso trabalho, assim como o técnico Rafael do laboratorio HUMAP.

Agradeco a equipe do ambulatério de tuberculose, a Profa Ana Paula, os PIBICs
Maria, Rafael, Igor, Gabriela, Bruna por colaborarem com a construcdo do estudo e
principalmente no cuidado que tiveram com os pacientes durante os atendimentos. Agradeco
muito a Enfa. Wanessa que nos acompanhou com dedicacdo nos atendimentos.

Minha gratiddo ao Hospital-Dia Esterina Corsini, a equipe médica e de enfermagem,
as recepcionistas, ao Nucleo de Vigilancia do HUMAP e ao Servigo de Controle de Infec¢do
do HUMAP que fazem parte da minha vida profissional e que também colaboraram com a
finalizacdo deste trabalho. Tenho muito orgulho de fazer parte desse grupo. Agrade¢co muito
aos técnicos Josival, Vilela, Luis, Ivair por toda disponibilidade e ajuda na coleta e
encaminhamentos dos pacientes para a realizacdo dos exames de imagem. Agradeco também
as Enfermeiras Evelyn e Corinny, além de Tania do Nucleo de Vigilancia do HUMAP por
terem colaborado de todas as formas com os dados para 0 nosso ambulatorio.

Agradeco muito ao técnico de enfermagem que com carinho chamamos de
Marquinhos, pois além de me ajudar durante as coletas e encaminhamentos dos pacientes,
colaborou de forma importante com essa tese, com seus conhecimentos sobre tecnologia de
informacao.

Muito obrigada a Enfa. Vania e Enfa. Livia por todo o apoio dentro do nosso
servico e de forma especial, muito obrigada a minha parceira de doutorado Enfa. Adriana,
por aprendizado e toda a luta que passamos nesses quatro anos, para a finalizagcdo de nosso
projeto. Agradeco também a nossa parceira de estudo Jennifer, sempre tdo doce e
comprometida. Obrigada Jennifer!!!

Obrigada a todas as pessoas da Pos-graduacdo em Doencas Infecciosas e
Parasitarias e a equipe do LabDip, por sempre estarem atentos as nossas dificuldades e
realizacdo de nossas sorologias para a conclusao do estudo.

Obrigada & Dra. Eunice, pela sua colaboracéo e realizagdo das culturas para BAAR
pelo LACEN. Obrigada a chefia do Hemosul e principalmente as Sras. Marli e Marina que
colaboraram de forma direta em nosso estudo.

Agradeco ao Prof Tieté, idealizador do nosso projeto, que trouxe qualidade de

ensino, experiéncia e disciplina, colaborando com o nosso aprendizado.



Agradeco muito ao Prof. Antonio Grande, que trouxe muita seguranca durante as
minhas maiores duvidas metodoldgicas na descri¢do da revisdo sistematica, orientando de
maneira irrestrita até a finalizacdo do estudo. Muito obrigada, Dr. Anténio.

Muito obrigada ao Dr Thiago Nunes, residente Tiago e residente Reinaldo que
participaram do atendimento de nossos pacientes, com a radiointervencdo, além de
colaborarem com a descrigcdo das imagens para o estudo.

Muito obrigada a Dra. Silvia Uehara pela parceria no hospital dia e pelas inimeras
dicas académicas durante nossos plantBes, alem do grande auxilio na finalizacdo da tese.
Sempre me incentivando dentro das pesquisas. Aprendo muito com vocé Silvinha!!!

Muito obrigada ao Técnico de Radiologia Gustavo do HRMS/HUMAP por ter
colaborado de forma tdo dedicada com a aquisi¢do das imagens.

Obrigada pela oportunidade de atender todos os pacientes neste estudo, que
voluntariamente autorizaram a utilizacdo de seus dados e coleta de amostras e que nosso
grupo possa ter retribuido e continue contribuindo com qualidade e carinho para o seu
atendimento.

Obrigada as instituicdes HUMAP e HRMS por autorizarem a realizacdo deste
trabalho e espero ndo ter esquecido de ninguém. Agradeco a todos que de forma direta ou
indireta colaboraram com nosso estudo.

Obrigada a UFMS por tudo que me foi oferecido desde a minha graduacao.
Agradeco pela oportunidade de fazer parte do Programa de Pds-graduacdo em Doencas
Infecciosas e Pardsitarias e por todo o apoio oferecido pela CAPES e FUNDECT.

Também preciso agradecer por Deus nos preservar e incluo todos os profissionais
de salde, durante toda essa pandemia e por ter permitido que pudéssemos vivenciar tantas
experiéncias de amor e solidariedade. Mesmo com todas as dificuldades e luta que tivemos
que enfrentar com essa nova doenca tdo avassaladora, que mudou totalmente nossas vidas,
estamos finalizando nossos compromissos com a pesquisa. Que Deus abengoe 0s que se

foram e traga forca para persistir na luta aos que permanecem.



“Vou instruir-te e indicar-te o caminho a

seguir, e aconselhar-te, pousando meus olhos
sobre ti.”

S132,8



RESUMO

Aspergilose pulmonar crénica (APC) é uma doenca flingica negligenciada, com alta
morbidade e mortalidade e as alteracGes anatdmicas induzidas pela tuberculose pulmonar
(TBP) sdo o principal fator predisponente. O seu diagndstico € um desafio e a sua prevéncia
pouco conhecida e provavelmente, subestimada pela auséncia de méetodos diagndsticos mais
acurados. Alem dos exames microbioldgicos, testes soroldgicos como imunodifusdo dupla
em gel de agar (IDD) ou contraimunoeletroforese (CIE) sdo ainda utilizados na rotina
diagndstica de APC. Mais recentemente o ELISA vem sendo utilizado como teste
alternativo. O objetivo deste estudo foi avaliar a prevaléncia de APC em pacientes com TBP
em dois servicos de saude, em Campo Grande, Mato Grosso do Sul e a acurécia dos testes
soroldgicos para o seu diagnostico. Foram realizados dois estudos. O primeiro estudo foi
uma revisao sistematica com objetivo de comparar a acuracia do teste ELISA com o teste de
referéncia (IDD e/ou CIE) para o diagnéstico de APC. O estudo foi conduzido de acordo
com “Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyzes” (PRISMA).
NoOs realizamos a pesquisa nas bases eletrénicas MEDLINE (PubMed), EMBASE (Elsevier),
LILACS (VHL), Cochrane library, and I1SI Web of Science. Foram incluidos 14 artigos com
casos de APC que foram submetidos aos dois testes: ELISA (teste indice) e IDD e/ou CIE
(testes de referéncia) e que avaliaram a acuracia dos testes, mas somente quatro puderam ser
metanalisados. Ndo encontramos diferenca significativa em sensibilidade e especificidade
nos 4 estudos metanalisados inicialmente, com uma moderada e alta heterogeneidade,
respectivamente. Quando analisamos dois estudos com testes comerciais, as sensibilidades
agrupadas foram de 0.95 (95% CI1 0.93-0.97) e 0.49 (95% CI 0.45-0.54) respectivamente,
para o teste ELISA e IDD/CIE, com nenhuma heterogeneidade. O segundo estudo foi
transversal analitico com pacientes com TBP atendidos no ambulatério de Hospital
Universitario Maria Aparecida Pedrossian (HUMAP) ou admitidos no Hospital Regional de
Mato Grosso do Sul (HRMS) em Campo Grande, Mato Grosso do Sul, entre fevereiro de
2016 a novembro de 2019. Para estimar a prevaléncia de APC nessa populacdo, 193
pacientes consecutivos elegiveis foram incluidos no estudo. Foram submetidos a avaliacao
clinica, tomografica, exames de escarro e sorologias pelo teste ELISA e IDD. A prevaléncia
global de APC foi de 10,9%. Ter tido TBP ha 4 anos ou mais e apresentar hemoptise foram
mais frequentes em pacientes com APC, com odds ratio de 17.54 (1.85-166.67) e 9.61 (2.21-
41.67), respectivamente. CavitacOes, espessamento pleural e presenca de bola fangica foram
as alteracBes tomograficas mais frequentes em APC. Considerando os casos de APC
confirmados e 100 doadores de sangue saudaveis, ndo houve diferenca significativa na
avaliacdo de sensibilidade e especificidade, porém o teste de ELISA apresentou um
desempenho melhor do que o teste IDD na avaliacdo do teste de Youden. A frequéncia de
Obitos entre os pacientes com APC foi de 28,6%. Esses achados indicam a necessidade de
vigilancia continua de APC em pacientes com TBP desde o tratamento e ao longo da vida,
com avaliagéo clinica, tomografica e soroldgica, preferencialmente pelo método ELISA que
demonstrou um melhor desempenho no diagnéstico de APC.

Palavras-chave: Aspergilose, aspergilose pulmonar crbnica, tuberculose, teste
imunoenzimatico, teste de imunodifuséo, contraimunoeletroforese, dados de acuracia, testes
soroldgicos.



ABSTRACT

Chronic pulmonary aspergillosis (CPA) is a neglected fungal disease, with high morbidity
and mortality and the anatomical changes induced by pulmonary tuberculosis (PTB) are the
main predisposing factor. Its diagnosis is a challenge and its prevention is little known and
probably underestimated by the absence of more accurate diagnostic methods. In addition to
microbiological tests, serological tests such as double immunodiffusion on agar gel (DID)
or counterimmunoelectrophoresis (CIE) are also used in the routine diagnosis of CPA. More
recently, ELISA has been used as an alternative test. The aim of this study was to evaluate
the prevalence of CPA in patients with PTB in two health services, in Campo Grande, Mato
Grosso do Sul and the accuracy of serological tests for their diagnosis. Two studies were
carried out. The first study was a systematic review with the objective of comparing the
accuracy of the ELISA test with the reference test (DID and / or CIE) for the diagnosis of
CPA. The study was conducted according to “Preferred Reporting Items for Systematic
Reviews and Meta-Analyzes” (PRISMA). We conducted the research in the electronic
databases MEDLINE (PubMed), EMBASE (Elsevier), LILACS (VHL), Cochrane library,
and IS1 Web of Science. 14 articles were included with cases of CPA that were submitted to
the two tests: ELISA (index test) and DID and / or CIE (reference tests) and that evaluated
the accuracy of the tests, but only four could be meta-analyzed. We found no significant
difference in sensitivity and specificity in the 4 studies initially analyzed, with a moderate
and high heterogeneity, respectively. When we analyzed two studies with commercial tests,
the grouped sensitivities were 0.95 (95% CI 0.93-0.97) and 0.49 (95% CI 0.45-0.54)
respectively, for the ELISA and DID / CIE test, with no heterogeneity. The second cross-
sectional study was conducted with patients with PTB treated at the outpatient clinic of
Hospital Universitario Maria Aparecida Pedrossian (HUMAP) or admitted to the Regional
Hospital of Mato Grosso do Sul (HRMS) in Campo Grande, Mato Grosso do Sul, between
February 2016 and November 2019. To estimate the prevalence of CPA in this population,
193 consecutive eligible patients were included in the study. They underwent clinical,
tomographic, sputum and serology tests using the ELISA and DID tests. The overall
prevalence of CPA was 10.9%. Having had PTB 4 years or more and having hemoptysis
were more frequent in patients with CPA, with odds ratios of 17.54 (1.85-166.67) and 9.61
(2.21-41.67), respectively. Cavitations, pleural thickening and the presence of a fungal ball
were the most frequent tomographic changes in CPA. Considering confirmed cases of CPA
and 100 healthy blood donors, there was no significant difference in the evaluation of
sensitivity and specificity however, the ELISA test performed better than the DID test in the
evaluation of the Youden test. The frequency of deaths among patients with CPA was 28.6%.
These findings indicate the need for continuous surveillance of CPA in patients with PTB
since treatment and throughout life, with clinical, tomographic and serological evaluation,
preferably by the ELISA method that demonstrated a better performance in the diagnosis of
CPA.

Keywords: Aspergillosis, chronic pulmonary aspergillosis, tuberculosis, enzyme
immunoassay, immunodiffusion, agar gel electrophoresis, data accuracy, serological tests.
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1 INTRODUCAO

Aspergilose pulmonar cronica (APC) é uma das diferentes formas clinicas da
aspergilose e tem sido considerada uma doenca flngica negligenciada de grave evolucéo. E
uma doenca pulmonar lenta e progressiva causada pelo Aspergillus spp, que acomete
pacientes com moderada, leve ou nenhuma imunossupressdo. A doenga geralmente se
desenvolve em uma cavidade pulmonar preexistente decorrente de doenca respiratoria
crénica, sendo a tuberculose (TB) a mais frequente.

A TB afeta cerca de 10 milhdes de pessoas a cada ano e a prevaléncia de APC em
pacientes com tuberculose tratada e a contribuicdo do seu diagndstico errbneo para
estimativas de prevaléncia de tuberculose ainda nao séo claras.

Cavitacdo residual apds tratamento de TB pulmonar (TBP) pode ser identificada em
20 a 30% dos pacientes curados de tuberculose pulmonar. Esses dados séo preocupantes e
quando se aplicam taxas anuais de novos casos de APC, a estimativa é de que 112.000 a
160.000 pessoas poderdo desenvolver a doenca a cada ano apds o término da terapia para
TBP em todo 0 mundo.

A prevaléncia global de APC estimada é de 1,2 milhdes de casos e apresenta um
prognastico reservado, com uma mortalidade de 38 a 85% em 5 anos.

O diagnostico de APC ¢ baseado em: a) achados sugestivos em exames de imagem,
preferencialmente tomografia computadorizada (TC) de térax; b) evidéncia microbioldgica
de infeccdo por Aspergillus; e, ou ¢) presenca de resposta imune ao agente, mantidos por
pelo menos 3 meses.

Testes soroldgicos sdo indispensaveis para o diagnéstico na auséncia de culturas
positivas e sdo considerados os melhores testes ndo invasivos para o diagnéstico de APC.
Inicialmente anticorpos contra Aspergillus spp foram detectados por reacGes de precipitacdo
em agar, com as provas de imunodifusdo dupla (IDD) ou contraimunoeletroforese (CIE).

Na pratica, reacOes de precipitacdo tém sido substituidas por enzyme-linked
immunoassay (ELISA), na deteccdo de anticorpos especificos contra Aspergillus spp. Este
tem sido considerado o teste mais rapido e sensivel, produzindo resultados gquantitativos
necessitando menores volumes de soro de pacientes e extratos menores de Aspergillus por
teste, sendo facilmente automatizado.

Considerando a APC como uma doenca negligenciada, com poucos estudos bem
desenhados sobre a sua prevaléncia no Brasil e no mundo, além da ampla variedade de

métodos para deteccdo de anticorpos para Aspergillus e a falta de evidéncias de acuracia
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diagndstica para o teste ELISA, dois estudos foram desenvolvidos. O primeiro, uma revisdo
sistematica, comparando a acuracia de testes de precipitacdo com a de teste imunoenzimatico
(ELISA) no diagnostico soroldgico da APC. O segundo estudo foi conduzido para estimar a
prevaléncia de APC em pacientes em tratamento ou previamente tratados para TBP, bem
como para avaliar a acuracia de testes soroldgicos ELISA Platelia® e teste de precipitacdo
por imunodifusdo dupla em gel de &gar (IDD) para o seu diagnostico, em um ambulatério
para tratamento de TB e em um hospital de referéncia para pacientes criticos em Mato

Grosso do Sul, Brasil.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspergilose

A aspergilose é uma doenca causada por espéecies de Aspergillus, com um grande
espectro de apresentacdes clinicas (VAN DE VEERDONK et al, 2017; KOSMIDIS;
DENNING, 2015). E uma doenca dependente do estado imunoldgico de base do hospedeiro
que se apresenta dentro de trés grupos: a) aspergilose invasiva (Al), no individuo
imunossuprimido; b) aspergilose broncopulmonar alérgica (ABPA), no individuo atopico e
c) aspergilose pulmonar crénica (APC), no individuo imunocompetente ou com alguma
imunossupressdo (LATGE et al, 2019).

A Al é uma das causas mais comuns de ébito por doenca infecciosa em pacientes com
neutropenia grave, e letalidade entre 40 a 50% em receptores de transplante de células-tronco
hematopoiéticas e leucemia aguda. Sua patogénese é baseada na invasdo de hifas de
Aspergillus nas arteriolas pulmonares e parénquima pulmonar, ap6s a germinacdo de
conideos no pulmé&o, levando a uma necrose isquémica. Além disso, apds a invasdo podem
ocorrer disseminagdo hematogénica com trombose, infarto hemorrégico e invasdo de outros
6rgéos (LATGE et al, 2019).

Em pacientes atdpicos, a ABPA é a forma mais grave de aspergilose, ocorrendo apds
a sensibilizacdo de alérgenos de Aspergillus fumigatus (A. fumigatus), principalmente em
pacientes com fibrose cistica (PRICE et al, 2015) ou individuos com predisposi¢do genética
para ABPA (LATGE et al, 2019).

A principal forma de aspergilose em pacientes imunocompetentes, € a APC, que sera
tema de discussdo nesta revisdo, que pode variar desde uma simples bola flngica
(aspergiloma) a processos de cavitagdes, fibrose e inflamacdo cronica pulmonar
(ALASTRUEY-I1ZQUIERDO et al, 2018; DENNING et al, 2016).

A estimativa global de APC é de alta prevaléncia, diante de sua principal doenca de
base predispontente, a tuberculose pulmonar. Além disso, apresenta-se como uma doenca de
dificil definicdo diagndstica, com alta mortalidade, dependendo de sua apresentacgéo clinica
(DENNING; PLEUVRY; COLE, 2011). A APC esta representada por varias entidades
clinicas que serdo objeto de nosso estudo e atualmente, tem sido definida como uma
importante infecgdo fungica negligenciada, diante de seu principal fator de risco, podendo
também ser seu diagnostico diferencial, a tuberculose pulmonar (BARAC et al., 2019; PAGE
et al, 2019).
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2.2 Aspergilose Pulmonar Cronica

Aspergilose pulmonar crénica (APC) € uma doenca pulmonar lenta e progressiva
causada pelo Aspergillus spp, que se desenvolve em uma cavidade preexistente de pacientes
com doenca respiratéria cronica, sendo a TB seu principal fator predisponente. Apresenta
uma prevaléncia global estimada de 1,2 milhGes de casos (PAGE et al, 2019) e um
prognostico reservado, com uma alta taxa de mortalidade em 5 anos (PAGE et al, 2019;
TAKANOZO et al, 2018).

A APC é uma infeccdo fangica grave negligenciada (BROWN et al, 2012; BARAC
et al, 2019) que frequentemente acomete pacientes com algum grau de imunossupressdo ou
gue sejam imunocompetentes mas que apresentem uma doenca pulmonar preexistente
(BARAC et al, 2019).

Os principais fatores de risco para APC sdo alteracOes estruturais pulmonares
causadas por outra doenca, como cavidades no pulmdo causados por TB, sarcoidose,
pneumonia por Pneumocystis jirovecii, carcinoma broncogénico cavitario, abscesso
pulmonar e infeccbes por micobatéria ndo tuberculosa (NTB). Bolhas ou cistos,
bronquiectasias, infarto pulmonar e fibrose também sdo alteragBes que predispdem a
instalacdo da APC. Em muitos paises, TB pulmonar é a principal desordem que precede
APC. Qutras condicdes predisponentes menos comuns incluem ABPA, DPOC, tratamento
de cancer de pulmé&o, asma, pneumonia e sarcoidose fibrocavitaria (KANJ, ABDALLAH,
SOUBANI, 2018; DENNING et al, 2018).

Pacientes em uso de corticosteroide, alcoolistas, com diabetes mellitus e em
tratamento imunossupressor, também podem apresentar um quadro menor de
imunossupressao e apresentarem APC. Como a APC geralmente surge em cavidades pré-
formadas, também pode complicar outras condi¢des que causam lesdo pulmonar, como
criptococose e radioterapia, respectivamente. De acordo com as condic¢Ges predisponentes,
a maioria dos casos da APC ocorrem em pacientes de meia idade, mas jovens com fibrose
cistica e adultos mais jovens, com historia da tuberculose também podem ser afetados
(SCHWEER et al, 2013).



16

2.2.1 Etiopatogenia

Aspergillus € um fungo filamentoso ubiquo, saprobidtico, isolado do solo, matéria
organica em decomposicdo, poeira de construcdo e hospitais (KOUSHA et al, 2011,
HANSEN et al, 2008). O género Aspergillus engloba mais de 340 espécies de fungos
filamentosos (BENNETT et al, 2010); entretanto somente poucas sdo conhecidas como
patogénicas aos humanos, incluindo A. fumigatus, A. niger e A. flavus. Aspergillus spp. sdo
uma excegdo como agente patogénico (OHBA et al, 2012; SCHWEER et al, 2014).

O género Aspergillus pertence a familia Aspergillaceae e apresenta-se geneticamente
préximo ao género Penicillium (RAPER; FENNELL, 1965). Atualmente, o género
Aspergillus € classificado em quatro subgéneros (Aspergillus, Circumdati, Fumigati e
Nidulantes) e 20 secdes, incluindo cada uma uma série de espécies (HOUBRAKEN; DE
VRIES; SAMSON, 2014; HUBKA et al, 2015).

Esses agentes sdo fungos oportunistas e estdo adaptados a mudangas extremas no meio
ambiente. Além disso, podem induzir adoecimento em uma pequena propor¢do dos muitos
individuos expostos a inalacdo de seus conideos, isto €, por transmissdo aérea (OHBA et al,
2012; KOUSHA et al, 2011; KANJ; ABDALLAH; SOUBANI, 2018).

A patogénese da infeccdo por Aspergillus esta relacionada ao tamanho do indculo, a
viruléncia dos microrganismos inalados e aos mecanismos de defesa do hospedeiro, sendo
importantes para 0 desenvolvimento da doenca. De forma geral, em pacientes
imunocompetentes, 0s esporos inalados sdo eliminados pelo clearance mucociliar e também
pelos neutréfilos e macréfagos pulmonares, limitando a proliferacdo e disseminagdo de
Aspergillus. Na dependéncia de presenca de doencas pulmonares de base ou reducdo da
funcdo imune, as apresentacdes clinicas podem variar desde forma colonizante a formas
graves da doenca (OHBA et al, 2012).

A resposta inicial do pulmdo as especies de fungos inicia-se nas vias respiratorias
superiores, com uma camada de muco no topo das células epiteliais ciliadas que capturam e
invertem a direcdo do fungo. Outro subconjunto de células epiteliais especializadas contribui
para o potencial antimicrobiano do pulméao com a secrecéo de muco, surfactantes e agentes
peptideos antimicrobianos, atraindo células imunes mais especializadas, contribuindo para a
depuracdo fungica (WIESNER; KLEIN, 2017; BIGNELL et al, 2018). As células epiteliais
alveolares e macrofagos alveolares contribuem para a depuracdo dos pequenos esporos de
fungos e fragmentos por fagocitose (CRAMER; RIVERA; HOHL, 2011; MARGALIT;
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KAVANAGH, 2015). Anormalidades nessas fungdes de defesa dos pulmdes, colaboram
com a persisténcia do fungo, colonizagdo e desenvolvimento de doenca (GAGO;
DENNING; BOWYERT, 2019).

Foi demonstrado em um modelo experimental que a gravidade da deficiéncia
imunolégica do hospedeiro é refletida diretamente por diferentes graus de germinacéo de
Aspergillus, invasao do tecido e, portanto, gravidade da infeccdo. Em um modelo animal, a
atividade de granulécitos foi identificada como o principal fator protetor contra invasdo
tecidual (SCHWEER et al, 2014).

Por ser A. fumigatus um agente ubiquo e o ser humano estar exposto frequentemente
a esse fungo (KWON-CHUNG; SUGUI, 2013), além de apresentar esporos muito pequenos,
isso facilita a deposicao ao longo das vias aéreas com muitos esporos atingindo os alvéolos.
Quando o hospedeiro € saudavel, os conidios sdo facilmente eliminados do pulméo por
defesas imunoldgicas (HOHL; FELDMESSER, 2007). Em alguns pacientes, principalmente
aqueles com cavidades nos pulmdes, A. fumigatus pode evitar a resposta do sistema
imunoldgico do hospedeiro e colonizar ou invadir as vias aéreas, levando a doenca
(KOSMIDIS; DENNING, 2015).

APC ocorre de forma frequente em pacientes com alteragdo pulmonar estrutural, como
pacientes que apresentam cavitacdo. A. fumigatus pode colonizar e crescer em uma cavidade
danificando o parénquima circundante. A apresentacdo de APC vai depender do grau de
imunossupressao dos pacientes (por exemplo, com AIDS, tratamento com corticosteroide ou
diabetes) que podem desenvolver uma aspergilose subaguda invasiva (APSI) e apresentam
uma evolucdo dos sintomas e da doenga em 1-3 meses, geralmente com cavidades ou
nddulos crescentes com ou sem cavitagdo (DENNING et al, 2016). A aspergilose pulmonar
cavitaria cronica (APCC) se manifesta em pacientes que ndo sdo gravemente
imunocomprometidos, geralmente complicando outras condi¢fes, como tuberculose. Nesse
caso, a evolucdo da doenca € lenta e o crescimento de A. fumigatus fica confinado a parede
de uma cavidade pulmonar, com uma reacdo inflamatoria cronica. Uma bola fungica
(aspergiloma) pode aparecer na cavidade a medida que o crescimento do fungo se destaca
da parede da cavidade. Granulomas sdo ocasionalmente encontrados em conjunto com um
infiltrado de células inflamatdrias crénicas levando a fibrose pleural (KOSMIDIS;
DENNING, 2015; DENNING et al, 2016).
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2.2.2 Epidemiologia e fatores de risco

Estima-se que aproximadamente 3 milhdes de pessoas apresentem APC no mundo, e
que 1,2 milhdes de pessoas tenham APC como uma complicacdo de sequela de TBP. Isso
demonstra a extensdo da doenca de forma global, como um problema de salide publica
(BARAC et al, 2019).

O Brasil encontra-se entre 0s 30 paises que concentram mais de 80% dos casos de TB
no mundo (WHO, 2019) e apresenta uma incidéncia de 41/100.000 habitantes. Estima-se
que APC ocorra em 4,9 a 6,3% de todos os casos de TBP tratados e em aproximadamente
26% dos casos com uma cavidade residual (PAGE et al, 2019).

Entre os 7,7 milhdes de pacientes tratados para tuberculose pulmonar a cada ano, 20
a 30% permanecem com cavitagéo residual (WHO, 2017). Entre os pacientes com cavitagao
residual, 6,5% apresentardo APC a cada ano, com uma taxa de letalidade entre 38-80% em
5 anos. Aplicando-se estimativas de novos casos de APC em pacientes com e sem cavitagdo
residual, em torno de 112.000 a 160.000 pessoas desenvolverdo APC a cada ano, apés o
término do tratamento para tuberculose (PAGE et al, 2019).

A incidéncia e prevaléncia de APC s@o pouco conhecidas e provavelmente
subestimadas, em parte devido APC ocorrer em pacientes com TBP ativa, assim como em
uma sequela de TBP prévia, ou com uma complicacdo de outra desordem pulmonar com
sintomas semelhantes a TBP, e incorretamente diagnosticado e tratado como TBP
(DENNING et al, 2018).

Os dados atualmente conhecidos sobre prevaléncia de APC podem variar com
diferentes métodos diagndsticos conforme a seguir: 1) 20% de aspergilomas em 544
britdnicos com cavidades residuais tratados previamente para TB (BRITISH
TUBERCULOSIS ASSOCIATION, 1968); 2) 9,8% e aspergiloma em 5,4% de pacientes
durante 2 anos de seguimento, indicando uma taxa anual de desenvolvimento de aspergiloma
de 2,7%, com identificacdo de anticorpos especificos para Aspergillus (PAGE et al, 2019);
3) 8,3% de 350 pacientes no Brasil, predominantemente tratados para TB, com anticorpos
especificos para Aspergillus e RX térax (FERREIRA-DA-CRUZ et al, 1988); 4) 23-25% de
pacientes tratados para TB na india, 5) 19% de 226 pacientes japoneses com TB ativa ou
tratada e 6) 9% de 101 pacientes HIV-positivos completando tratamento de TBP em
Kampala, Uganda. 7) APC provavel em 8,7% de 208 pacientes completando tratamento para

TB na Nigéria por Raio-X torax e realizacdo de sorologias e 8) 2,4% para aspergiloma e
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11,3% para APCC de 124 pacientes HIV-negativos com TB ativa ou tratada no Ird (PAGE
et al, 2019; HEDAYATI et al, 2015). Estudos subsequentes demonstraram que o0
aspergiloma esta presente apenas em um terco dos casos de APC (PAGE et al, 2019).

Nos ultimos 5 anos, o portal Leading International Fungal Education (LIFE) tem
auxiliado no célculo de estimativa de graves infec¢des fungicas em varios paises. Uma alta
prevaléncia de APC tem sido estimada nas Filipinas, Paquistdo e Roménia (78, 70 e 59 por
100.000, respectivamente). A prevaléncia de APC em diferentes regiGes parece estar
aumentando, provavelmente devido ao diagnostico mais preciso e publicacfes de consensos
de critérios diagnosticos (BARAC et al, 2019).

A APC esta associada a uma taxa de letalidade de pelo menos 15% no primeiro ano
apos o seu diagnostico, frequentemente resultante de hemorragia pulmonar macica. Estima-
se que esteja associada com a morte de mais de 450.000 pacientes em todo o mundo
(BROWN et al, 2012) e com uma alta taxa de letalidade em cinco anos associada a APCC
38-80% (OHBA et al, 2012; LOWES et al, 2017; PAGE et al, 2019).

Estudo sobre fatores preditores de mortalidade, encontraram taxas de sobrevida de
86%, 62% e 47% com 1, 5, e 10 anos de doenca, respectivamente (LOWES et al, 2017).
Vérios fatores de risco para Obito foram identificados: infeccdo por micobactéria ndo
tuberculosa (NTB), doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC), envolvimento pleural,
doenca cavitéria, presenca de um aspergiloma, respiracdo curta, baixa atividade fisica e
pequena massa corporal. Esses fatores poderiam funcionar como fatores prognosticos para
APC (LOWES et al, 2017; SALZER; CORNELY 2017).

2.2.3 Manifestages clinicas

A maioria dos pacientes com APC experimentam sinais e sintomas clinicos, embora
alguns sejam assintomaticos e demonstrem somente progressdo radiolégica. O principal
sinal de alarme é hemoptise que se desenvolve em aproximadamente 12%-43% de pacientes
com APC e varia de raias de sangue no escarro a macica e fatal hemoptise. Outros sintomas
caracteristicos sdo dor toracica (moderada, mas persistente) desconforto ou aperto
experimentado por até 37% dos pacientes. Perda de peso e fadiga também sdo comuns,
embora ndo universais. Tosse (usualmente produtiva) e dispneia sdo comuns, mas nao
suficientes para distinguir APC de outras desordens pulmonares, incluindo TBP pulmonar.

Febre ou hipertermia sdo incomuns em pacientes com APC e se presente, podem indicar um
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diagndstico alternativo. Sudorese noturna ou diaria € ocasionalmente relatada, mas ndo é
discriminatoria (DENNING et al, 2018).

A tosse é o0 sintoma mais comum em pacientes com APC (HOU et al, 2017), mas
também podem apresentar dispneia, producdo de expectoracdo e dor toracica. A hemoptise,
que pode ser fatal, € vista em mais da metade dos pacientes com APC e acredita-se ser
resultado da alta vascularizacdo pela artéria brénquica em torno da area envolvida. Febre,
perda de peso e suores noturnos sao mais comuns em APCC, APFC e APSI, e geralmente
estdo ausentes em pacientes com aspergiloma simples e nodulos de Aspergillus. Uma fracéo
de pacientes com APC, particularmente aqueles com nédulos de Aspergillus, podem ser
assintométicos (HOU et al, 2017; DENNING et al, 2016). Velocidade de sedimentacdo de
hemécias (VHS) e a proteina C-reativa de alta sensibilidade podem estar elevados em
pacientes com APC, especialmente em APCC, APFC e APSI (HOU et al, 2017).

Por serem os sintomas inespecificos e insidiosos, um alto indice de suspeita é exigido
em pacientes com fatores predisponentes tais como TB prévia com cavidade residual, DPOC
grave, tratamento prévio para neoplasia pulmonar ou NTM (BARAC et al, 2019).

O painel de consenso europeu baseado na opinido de especialistas exige para o
diagnédstico de APC pelo menos mais do que um sintoma persistente por trés meses e
progressao radiolégica. Dois outros cenarios que também qualificam o diagndstico de APC
sdo evidéncia radiologica de um simples aspergiloma (com ou sem sintomas) e aparéncia
radiologica caracteristica sem sintomas, mas demonstrando definitiva progressao
radiologica (DENNING et al, 2018).

APC apresenta 5 formas clinicas: 1. Nodulo de Aspergillus, 2. Aspergiloma pulmonar
simples, 3. Aspergilose pulmonar cavitaria cronica, 4. Aspergilose pulmonar fibrosante
crbnica, 5. Aspergilose pulmonar invasiva subaguda (DENNING et al, 2016).

A forma mais comum de APC ¢ aspergilose pulmonar cavitaria cronica (APCC).
Apresenta-se com cavitagcdo progressiva e sintomas incluindo perda de peso, fadiga, tosse,
dispneia, desconforto toracica e hemoptise (PAGE et al, 2019).

Na auséncia de terapia, a APCC pode progredir para aspergilose pulmonar fibrosante
cronica (APFC), com destrui¢do importante do pulméo (PAGE et al, 2019).

Um aspergiloma € uma bola fungica que consiste em hifas de Aspergillus, fibrina e
outros detritos, contidos em uma cavidade pulmonar previamente formada. E extremamente
caracteristico de APC e pode ser visto em todas as formas da doenga exceto em nddulos de
Aspergillus (DENNING et al, 2016). Acredita-se que surja apos colonizagdo da cavidade por
especies de Aspergillus (KANJ; ABDALLAH; SOUBANI, 2018), O aspergiloma simples e
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os nodulos de Aspergillus sdo formas menos graves de APC e podem ser clinicamente
inexpressivos (DENNING et al, 2016).

Aspergilose pulmonar subaguda invasiva (APSI), anteriormente conhecida como
aspergilose pulmonar necrosante crénica, € uma doenca pulmonar localmente destrutiva e
tende a se manifestar em pacientes levemente imunocomprometidos e progride mais
rapidamente entre um a trés meses (MULDOON; STREK & PATTERSON, 2017). Embora
a APSI seja comumente agrupada sob APC, € diagnosticada e tratada de forma semelhante
a Al (DENNING et al, 2016)

2.2.4 Diagndstico

O diagnostico laboratorial de aspergilose € baseado na identificacdo do
microrganismo Aspergillus de espécimes respiratorios, junto com deteccdo de anticorpos
anti-Aspergillus e/ou antigenos circulantes para Aspergillus no soro. O principal agente
identificado € A. fumigatus, porém outras espécies podem ser encontradas. A sua presenca
em secrecOes respiratorias ndo discrimina entre colonizagdo e infeccdo (UFFREDI et al,
2003).

As definicOes de casos de consenso existentes para APC sdo arbitrérias e baseadas na
opinido de especialistas (PAGE et al, 2019). A European Society for Clinical Microbiology
and Infectious Diseases (ESCMID), European Respiratory Society (ERS) e European
Confederation of Medical Mycology (ECMM), estabeleceram 0s seguintes critérios
diagnosticos: (i) presenca de uma ou mais cavidades com ou sem bola fangica ou n6édulos
presentes em imagem toracica por um tempo >3 meses, (ii) evidéncia microbioldgica de
infeccdo por Aspergillus ou uma resposta imunoldgica a Aspergillus spp; e (iii) excluséo de
diagnosticos alternativos (DENNING et al, 2016).

A evidéncia microbiolégica de infeccdo por Aspergillus pode ser realizada por
microscopia direta, cultura ou exame histopatologico de amostras obtidas de escarro, liquido
de lavado broncoalveolar (LBA) e fragmentos de tecido pulmonar.

Microscopia direta de escarro pode mostrar hifas hialinas septadas morfologicamente
consistentes com Aspergillus spp.

Apesar da quantidade substancial de Aspergillus spp. nas cavidades dos pacientes
com APC, a positividade da cultura em meios especificos nas amostras de escarro & menor

que o esperado (41% a 81%). Uma razdo para essa menor sensibilidade é a inoculacéo de
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placas de cultura com volumes muito pequenos de escarro, como é feito para a cultura
bacteriana. Culturas negativas podem refletir uma incapacidade do fungo em se adaptar as
condicdes in vitro, apesar da aparente facilidade com que a contaminagdo ambiental ocorre
em laboratdério (DENNING el al, 2018). Culturas falso-positivas em escarro ocorrem como
resultado de contaminacéo laboratorial.

Dadas as altas taxas de colonizagdo de Aspergillus na populacdo, espécies de
Aspergillus isoladas de amostras de LBA obtidas por broncoscopia tém um valor diagndstico
mais alto do que do escarro (KANJ; ABDALLAH; SOUBANI, 2018).

O exame histopatoldgico em amostras de tecido pulmonar pode revelar hifas hialinas
septadas, e quando invadindo o parénquima pulmonar, confirmam o diagnostico de APSI.

Evidéncias imunologicas para o diagnéstico da APC sdo baseadas na deteccdo de
antigenos e anticorpos especificos contra Aspergillus, respectivamente.

Testes soroldgicos de precipitinas e deteccdo de anticorpos sdo indispensaveis para
o diagndstico e sdo considerados o melhor método nédo invasivo para o diagnético de APC
(UFFREDI et al, 2003; van TOORENENBERGEN, 2011). Esses testes podem ser positivos
em acima de 90% com precipitinas ou na deteccdo de imunoglobulinas anti-Aspergillus
(TAKAZONO; IZUMIKAWA, 2018; DENNING et al, 2016). Em pacientes apresentando
Aspergillus na arvore respiratéria, a deteccdo de anticorpos especificos no soro pode
diferenciar colonizacdo de infecgdo, com um valor preditivo positivo de 100% para
identificacdo de infeccdo (LONGBOTTOM; PEPYS, 1964).

Inicialmente anticorpos contra A.fumigatus foram determinados por deteccdo de
precipitinas usando teste de imunodifusdo dupla (IDD) ou a técnica de
contraimunoeletroforese (CIE) (JHUN et al, 2013; WARD; KOHLER, 1973; COLEMAN;
KAUFMAN, 1972) com uma sensibilidade de 89,3% (van TOORENENBERGEN, 2011) e
especificidade de 100% (PATTERSON et al, 2016).

Esses métodos (IDD e CIE) consomem muito tempo, exigindo um trabalho intenso
e grandes extratos de A. fumigatus e de soro de pacientes, além de promover somente
resultados semiquantitativos (UFFREDI et al, 2003). Na pratica, técnicas de precipitacdo
tem sido substituida por testes de detecgdo de anticorpos IgG especificos para Aspergillus
por ensaio imunoenzimatico (ELISA) (BARTON, 2010). Este tem sido considerado o teste
mais rapido e sensivel (MCINNES et al, 2018) produzindo resultados quantitativos com
extratos menores para A. fumigatus e soro de pacientes por teste, além de ser facilmente
automatizado (UFFREDI et al, 2003), e tem sido fortemente recomendado pela Infectious
Diseases Society of America - IDSA (PAGE; RICHARDSON; DENNING, 2018).
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Apesar de sua importancia, sorologias pelo teste ELISA para deteccéo de anticorpos
IgG especificos para Aspergillus, ainda ndo apresentam uma acurécia diagndstica para APC;
diferencas significativas em sensibilidade, especificidade e coeficientes de variacdo
necessitam ser explorados com coortes de pacientes bem caracterizados (DENNING et al,
2016).

A comparacéo de testes ELISA in-house entre laboratérios é muito dificil devido ao
uso de preparacdes ndo padronizadas de A.fumigatus e os resultados sdo obtidos em varias
unidades gquantitativas que também sdo escolhidas sem padronizacdo. Por essa razao, testes
comerciais com preparag0es e concentracbes padronizadas estdo sendo utilizados
(UFFREDI et al, 2003).

Atualmente, ha varios testes comerciais tais como placas de ELISA para anticorpos
especificos para Aspergillus 1gG produzidos por Serion® (Alemanha), IBL® (Alemanha /
EUA), Dynamiker® / Bio-Enoche® (China), Bio-Rad® (Franca), Bordier® (Suiga) e
Omega / Genesis® (Reino Unido), assim como sistemas automatizados 1gG especificos tais
como Immunolite-Siemens® (Alemanha) e ImmunoCAP® (Thermo Fisher Scientific /
Phadia), que sdo testes imunoenzimaticos de fluorenzima variantes de ELISA. A principal
limitacdo desses testes é que eles somente detectam anticorpos contra A. fumigatus. Em
alguns paises tais como india e Jap3o, 40% dos pacientes com APC séo infectados com cepas
ndo-fumigatus (TAKAZONO; IZIMIKAWA, 2018).

Tem sido demostrado que o IgG especifico do Siemens Immulite Aspergillus é o
ensaio comercial de melhor desempenho para o diagndstico de APC. Tem uma sensibilidade
de 93,4% para casos de APC no Reino Unido e especificidade de 98,7% contra controles
saudaveis ou 97,9% contra controles de Uganda com tuberculose pulmonar tratada com um
cut-off de 20 mg / L, independentemente do status de HIV (PAGE et al, 2019).

A realizacdo de um teste para APC com IgG especifico para Aspergillus tem sido
sugerido que deva ser rotineiro em todos 0s pacientes com tosse recorrente, hemoptise ou
perda de peso apds o tratamento da tuberculose pulmonar, independentemente do status de
HIV ou tempo de conclusdo da terapia contra tuberculose. Agueles com niveis elevados
devem ter exames de imagem, preferencialmente com TC de térax, para confirmar o
diagnostico. Como APC imita a apresentacdo de testes de tuberculose pulmonar, também
deve fazer parte de investigacdes de rotina em qualquer paciente onde o tratamento empirico
para tuberculose com escarro negativo esteja sendo considerado (PAGE et al, 2019).

Um nivel elevado de Aspergillus IgG é consistente com vérias condi¢des, incluindo

rinossinusite por Aspergillus, ABPA, bronquite por Aspergillus (principalmente em fibrose
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cistica e bronquiectasia), APSI, recuperacdo de Al e pneumonia adquirida na comunidade.
Como um nivel elevado de IgG € altamente sensivel, mas ndo especifico para a APC, o
diagnostico da APC deve incluir sintomas compativeis e anormalidades radioldgicas
(DENNING el al, 2018).

Testes moleculares para a deteccdo Aspergillus spp por Reacdo de Cadeia de
Polimerase (PCR) no escarro é mais sensivel (em torno de 80%) do que cultura, porém a
performance do PCR depende da qualidade e possibilidade de quantificacdo da amostra de
escarro. Ensaios moleculares para Aspergillus spp. ndo estdo disponiveis rotineiramente na
maioria dos centros médicos em todo o0 mundo, especialmente nos paises de baixa e média
renda (DENNING et al, 2018).

A deteccdo de galactomanana (GM), um antigeno carboidrato produzido por
Aspergillus spp, é util para o diagnostico de Al, pois € frequentemente detectavel no soro e
no LBA. Como a invaséo tecidual ndo ocorre em pacientes com APC, detec¢do de GM em
lavado broncoalveolar tem um melhor desempenho diagndstico do que o0 soro e parece ser
uma valiosa ferramenta diagnostica, no entanto, o ponto de corte para positividade nao esta
estabelecido (DENNING et al, 2018; SHIN et al, 2014; IZUMIKAWA et al, 2012; KANJ;
ABDALLAH; SOUBANI, 2018).

Um novo exame para deteccdo de diferentes antigenos proteicos especificos para A.
fumigatus, baseado em ensaio simples de fluxo lateral vem sendo comercializado, mas néo
ha dados suficientes sobre sua utilidade em escarro para pacientes com APC. Parece que
esse exame é Util em LBA. O p-1,3-D-glucan é liberado por Aspergillus spp. (e muitos outros
fungos) porém é menos especifico e ndo é mais sensivel que a galactomanana séricaem APC
(DENNING et al, 2018).

As evidéncias radioldgicas, por radiografia simples e, ou TC de térax, séo
particularmente importantes no diagnéstico de APC e na classificacdo de suas formas.

As caracteristicas radiologicas da APC sdo de forma geral uma combinacdo de
infeccdo por Aspergillus e a condi¢do pulmonar subjacente. Elas podem variar de uma nova
cavidade ou expansdo de cavidades preexistentes, de parede de espessura variavel a
infiltrados pericavitarios, bronquiectasias adjacentes, espessamento pleural e derrames
(KANJ, ABDALLAH, SOUBANI, 2018).

A tomografia tem apresentado maior sensibilidade do que radiografia de térax para
demonstrar vérias caracteristicas, como identificacdo de mais de uma bola fangica, nédulos
pulmonares, multiplas cavidades, e doenca em &pices e espaco retrocardiaco (DESAI et al,
2015).
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A angiotomografia pode fornecer uma visualizacdo detalhada do parénquima
pulmonar e dos vasos, especialmente quando hemoptise é motivo de preocupacdo (KANJ;
ABDALLAH; SOUBANI, 2018).

Para o nddulo de Aspergillus a TC de térax é mais sensivel para a sua deteccao do que
uma radiografia de torax (MULDOON et al, 2016). Pode variar em didmetro, ser Gnico ou
maltiplos sélido ou apresentar cavitacdo central. Podemos encontrar nédulos maiores (> 3
cm) descritos como massas e que podem também ser atribuidas a infec¢do por Aspergillus
(DENNING et al, 2018).

Para o aspergiloma simples, geralmente observamos que a apresentacdo € unica, em
uma érea localizada do pulmé&o, com poucos ou nenhum sintoma. Embora a presencga de uma
bola fungica seja altamente sugestiva de um aspergiloma como uma manifestacdo de APC,
confirmacdo microbioldgica € requerida para um diagnéstico definitivo (DENNING et al,
2018). A bola fungica é tipicamente redonda, sélida e mével, mas também pode ser fixa e
irregular (KANJ; ABDALLAH; SOUBANI, 2018). O parénquima pulmonar e a pleura
adjacente geralmente encontram-se normais no aspergiloma simples.

O espaco aéreo em forma de crescente, que separa a bola fangica da parede da
cavidade, chama-se sinal de Monod (KANJ; ABDALLAH; SOUBANI, 2018).

A bola fungica esta ausente na maioria dos casos de APC, entdo a associacdo de
exames soroldgicos e outras imagens tomogréficas sdo importantes para o diagndstico
confiavel dos casos de APC, que raramente estdo disponiveis em locais com poucos recursos.
Na auséncia de bola fungica, a APC pode ser falsamente diagnosticada como TB pulmonar,
ja que esses pacientes preenchem os critérios diagnésticos da OMS para tuberculose com
baciloscopia negativa. Segundo a OMS em 2014, em torno de 2,2 milhdes, (cerca de 43%
de 5,2 milhdes de casos de TB pulmonar, tiveram seu diagndstico somente por sintomas
clinicos ou foram negativos a baciloscopia (WHO, 2015). Dos pacientes com baciloscopia
negativa, somente 21% a 40% dos casos de TBP apresentaram cultura positiva
(HARGREAVES et al, 2001; NAKIYINGI et al, 2015). Em um estudo de coorte, 0 RX tdrax
foi pouco sensivel para o diagnostico de APC e poderia ser excluida por esse método de
imagem, porém pode ser diagnosticada com acuracia aceitdvel se a dosagem de IgG
especifica para Aspergillus também fosse realizada nesses casos (PAGE et al, 2019).

A caracteristica principal de APC é a presenca de mais de uma cavidade que pode
variar em tamanho (grande ou peguena); o aparecimento de novas cavidades esta relacionado
com a necrose central das consolidacfes (KANJ; ABDALLAH; SOUBANI, 2018).
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As cavidades na APCC sdo mais frequentemente espessas, enquanto as do
aspergiloma simples e da APSI sdo mais frequentemente finas e junto a pleura. As cavitagdes
podem expandir e coalescer durante a progressdo da infeccdo (DENNING et al, 2018;
KANJ; ABDALLAH; SOUBANI, 2018).

As cavidades observadas na APC séo frequentemente localizadas na zona pulmonar
superior e podem simular TB, além de poderem conter bolas fungicas. (DENNING et al,
2018; KANJ; ABDALLAH; SOUBANI, 2018). Uma apresentacdo caracteristica de APC é
progresséo lenta de achados por meses ou anos, por outro lado, a infec¢éo por TB pulmonar
progride rapidamente (DENNING et al, 2018).

Em alguns casos, um nivel liquido pode ser visivel em cavidades, que podem ser
positivas para A.fumigatus ou em menor frequéncia, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, e outros patogenos. Nivel liquido em cavidade pode ser consistente com APC
mas pode também representar outra infec¢do secundaria (DENNING, 2001).

Nas imagens tomograficas podemos observar o crescimento do material contendo
Aspergillus dentro da cavidade ao longo da parede, resultando em uma aparéncia irregular
da borda interna, o que ndo pode ser observado na radiografia de térax. A cavidade pode
apresentar opacidades lineares representando crescimento fungico que foram destacadas da
parede da cavidade (GOTWAY et al, 2002).

Podem ter aspecto de esponjas podendo ser descritas como bola fangica contendo ar
(ROBERTS; CITRON; STRICKLAND, 1987). Podem se destacar da parede da cavidade e
podem ser méveis. Com a terapia antifingica, as esponjas resolvem mais facilmente do que
um aspergiloma (DENNING et al, 2018).

O espessamento pleural € muito comum em pacientes com APC e (til para o
diagnostico. E uma apresentacdo muito sugestiva de APC e raramente é encontrada em
pacientes com TB ou outras cavidades fungicas (JUDE et al, 2014; JEONG; LEE, 2008).

A infiltracdo pericavitaria esta relacionada com alteragfes inflamatorias adjacentes as
cavidades em pacientes com APC, mas ndo invasdo por hifas. Indica APC ativa e
necessidade de tratamento (IZUMIKAWA et al, 2007).

Algumas apresentacdes sdo dificeis de serem diferenciadas, como APCC e APSI. A
evolucéo das lesdes pode ajudar a caracterizar a apresentacao clinica pois em APSI as lesdes
progrigem rapidamente, em poucas semanas, € APCC geralmente apresenta-se com
progressao lenta e pode levar varios meses para uma mudanca significativa ser observada
(KANJ; ABDALLAH; SOUBANI, 2018).
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2.2.5 Tratamento

Pacientes com aspergiloma simples, que estdo assintomaticos e clinicamente estaveis
por um periodo de seis meses a dois anos, podem ser acompanhados de perto e nao
necessitam de terapia antifungica. Em menos de 10% dos casos, aspergilomas podem
apresentar resolucdo espontanea (PASSERA et al, 2012).

Para pacientes com um unico aspergiloma, que estdo sintomaticos, especialmente
apresentando hemoptise com potencial risco de vida, ressec¢ado cirdrgica estd recomendada
como cura definitiva, assim que o paciente apresentar funcdo pulmonar adequada
(DENNING et al, 2016; PABST et al, 2013; SCHWEER et al, 2014). A cirurgia esta
contraindicada em pacientes com grave alteracdo da funcdo pulmonar devido deterioracao
dessa funcdo no pds-operatdrio ou fistula broncopleural, que pode ser fatal (HE et al, 2019;
BONGOMIN et al, 2020)

Ha relatos de APCC simulando aspergiloma simples, devendo a cirurgia ser
considerada com cuidado, ndo sendo totalmente sem riscos. A broncoscopia intervencionista
pode ser utilizada para remocdo de aspergiloma Unico com resultado favoravel (STATHER
et al, 2013). Tem sido descrito relato de dbitos em pacientes sintomaticos e complicacdes
poOs-operatdrias podem chegar a 40% (REGNARD et al, 2000).

Varias complicacdes da propria doenga, como evolucdo para fistulas ou até mesmo
hemoptise macica, podem exigir intervencgdes cirdrgicas ou embolizacdo arterial bronquica.
Um grande nimero de casos com hemoptise pode ser conduzida de maneira conservadora.
Apesar da embolizagdo arterial ser eficaz no controle imediato pouco se sabe sobre sua
eficacia a longo prazo (SCHWEER et al, 2014).

A cirurgia pode ser curativa em pacientes selecionados com doenca localizada e pode
ser realizada com seguranca em ambientes com poucos recursos. O tratamento com
medicamentos azolicos orais pode prevenir a progressao clinica e radioldgica (PAGE et al,
2019).

A terapia antifungica tem um beneficio limitado no tratamento do aspergiloma e esta
reservado para pacientes sintomaticos que ndo sdo elegiveis para o tratamento cirdrgico,
assim como para aqueles que sdo imunocomprometidos ou apresentam progressdo
radiologica (EL-BABA; GAO; SOUBANI, 2020; CAMPBELL et al, 1991; LEBEAU et al,
1994; DUPONT, 1990).
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Apesar de APC ser uma doenca de destruicdo pulmonar progressiva, o tratamento
sisttmico com agentes antifingicos deve ser levado em consideracdo. IDSA recomenda o
uso de itraconazol ou voriconazol de administracdo oral para APC (WALSH et al, 2008).
Alguns estudos também demonstram que terapia antifingica pode nédo afetar a sobrevida de
APC, necessitando estudos mais amplos para estabelecer estratégias de terapia padréo
(OHBA et al, 2012).

Pacientes com APCC ou APFC que estdo assintomaticos, com doenca estavel, podem
ndo necessitar de terapia antifingica, mas deveriam ser rigorosamente monitorizados com
parametros objetivos, como exames de imagem, de funcdo pulmonar e titulos de anticorpos
IgG anti-Aspergillus. Para aqueles que sdo sintoméaticos com doenca progressiva por imagem
ou soroldgica, terapia antifingica esta indicada (EL-BABA; GAO; SOUBANI, 2020).

O itraconazol é a droga de escolha e age interferindo com a sintese de membrana
celular de Aspergillus spp suscetivel por inibigdo da enzima lanosterol 14 alfa-dimetilase,
prevenindo a conversao do ergosterol pelo lanosterol (MAGHRABI; DENNING, 2017).

A primeira linha de tratamento para APCC ¢ itraconazol na dose de 200mg via oral
duas vezes ao dia ou voriconazol 150 a 200mg duas vezes ao dia, ambos necessitando
monitorizagdo dos niveis séricos, no entanto ndo est disponivel na maioria dos centros de
tratamento. O objetivo da terapia € melhorar ou prevenir sintomas e reduzir a progressao de
fibrose (PATTERSON et al, 2016; TASHIRO et al, 2019; BARAC et al, 2019). Para
pacientes com doenca limitada, tratamento por pelo menos 6 meses é suficiente. Para aqueles
com doenca bilateral ou extensa, 24 meses ou tratamento por toda a vida pode ser requerido
para evitar recidiva apés a descontinuacdo da terapia (OLADELE et al, 2017).

A recorréncia da hemoptise pode ser um sinal de faléncia de tratamento, mas também
pode representar uma rede vascular persistente que o tratamento antifingico somente ndo
possa resolver (OSAKI et al, 2000).

Resisténcia ou eventos adversos como intolerancia ocorrem em mais de 50% dos
pacientes (KOSMIDIS; DENNING, 2015).

A maioria das recomendac0es de tratamento de APC é baseada em estudos de coortes
(retrospectivos ou prospectivos) ou relatos de casos. Dois estudos prospectivos para terapia
oral foram realizados. Um estudo randomizado controlado de dois antifingicos intravenosos
(KOHNO et al, 2010) mostrou que micafungina foi tdo eficaz quanto voriconazol e
significativamente mais segura para inicio de tratamento. Outro estudo randomizado com

terapia com azélico oral contra nenhuma terapia antifingica mostrou que o uso de



29

itraconazol foi mais eficaz do que somente suporte clinico e apesar da ocorréncia de eventos
adversos, nenhum tratamento foi descontinuado (AGARWAL et al, 2013).

Drogas endovenosas nao azdlicas, isoladas ou em combinacdo com azolicos, séo o
ultimo recurso apos falha, resisténcia aos azolicos ou toxicidade a droga, mas também pode
ser utilizado em situagdes de doenca grave. S&o incluidas como opg¢éo a anfotericina B ou
uma equinocandina, usualmente micafungina ou caspofungina (MAGHRABI; DENNING,
2017; PATTERSON et al, 2016).

Lobectomia pulmonar pode ser considerada em APCC com hemoptise importante ou
falha terapéutica, mas esta associada com uma alta taxa de complicacéo p6s-operatoria e a
possibilidade de recidiva (BRIK et al, 2008; FARID et al, 2013).

Posaconazol pode ser uma alternativa potencial (FELTON et al, 2010). Longo tempo
de tratamento com itraconazol pode ser benéfico para pacientes de forma geral, com impacto
limitado em dispneia, nos casos de progressao de APCC para APFC (DENNING et al, 2003).

Héa recomendacdo para tratamento de APSI como Al (DENNING et al, 2016). Alguns
estudos tém demonstrado resposta com longo tempo de tratamento com itraconazol via oral
(CARAS; PLUSS, 1996; SARACENO et al, 1997). Voriconazol tem apresentado maior
eficacia em pacientes com APSI do que com APCC (CADRANEL et al, 2012;
SAMBATAKOU et al, 2006; CAMUSET et al, 2007).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a prevaléncia de aspergilose pulmonar crénica (APC) em pacientes com

tuberculose pulmonar (TBP) e acurécia dos testes sorolégicos

3.2 Especificos

a) Revisar a evidéncia cientifica publicada sobre a acurécia de testes soroldgicos para
diagnostico de APC;

b) Estimar a prevaléncia de APC em pacientes com TBP em dois hospitais (HUMAP e
HRMS);

c) Avaliar associagfes entre variaveis demogréficas, clinicas, laboratoriais e
tomograficas e a presenca de APC;

d) Awvaliar parametros de acuracia dos testes diagnosticos de APC pelos testes de ELISA
e IDD.
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4 MATERIAL E METODOS

O material e métodos utilizados estdo descritos nos artigos, que serdo apresentados a

sequir.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos na presente tese serdo apresentados em forma de um artigo

publicado e um manuscrito a ser submetido a publicacéo:

5.1 Artigo 1 — Accuracy of serological tests for diagnosis of chronic pulmonary

aspergillosis: a systematic review and meta-analysis.

5.2 Artigo 2 (Manuscrito) — Prevaléncia de aspergilose pulmonar cronica e acuracia de

testes sorologicos em pacientes com tuberculose na regido Centro-Oeste do Brasil.



Artigo 1

ACCURACY OF SEROLOGICAL TESTS FOR DIAGNOSIS OF CHRONIC
PULMONARY ASPERGILLOSIS: A SYSTEMATIC REVIEW AND META-
ANALYSIS

PUBLICADO NO PERIODICO PLOS ONE EM MARCO DE 2020.
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5.1 Accuracy of serological tests for diagnosis of chronic pulmonary aspergillosis: a

systematic review and meta-analysis

Abstract

Chronic pulmonary aspergillosis (CPA) is a slow and progressive lung disease that develops
in preexisting cavities of patients with tuberculosis sequel, presenting a high mortality rate.
Serological tests like double agar gel immunodiffusion test (DID) or the
counterimmunoelectrophoresis (CIE) test have been routinely used for CPA diagnosis in the
absence of positive cultures; however, they have been replaced by enzyme-linked
immunoassay (ELISA), with a variety of methods. This systematic review aims to compare
the accuracy of the ELISA test with the reference test (DID and/or CIE) in CPA diagnosis.
It was conducted according to the Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and
Meta-Analyzes (PRISMA). The study was registered in PROSPERO under the registration
number CRD42016046057. We searched the electronic databases MEDLINE (PubMed),
EMBASE (Elsevier), LILACS (VHL), Cochrane library, and ISI Web of Science. Gray
literature was researched in Google Scholars and conference abstracts. We included articles
with patients or serum samples from CPA patients who underwent two serological tests:
ELISA (index test) and IDD and/or CIE (reference test), using the accuracy of the tests as a
result. Original articles were considered without a restriction of date or language. The pooled
sensitivity, specificity, and summary receiver operating characteristic curves were estimated.
We included 14 studies in the review, but only four studies were included in the meta-
analysis. The pooled sensitivities and specificities were 0.93 and 0.97 for the ELISA test.
For the reference test (DID and/or CIE), these values were 0.64 and 0.99. Analyses of
summary receiver operating characteristic curves yielded 0.99 for ELISA and 0.99 for the
reference test (DID and/or CIE). Our meta-analysis suggests that the diagnostic accuracy of
ELISA is greater than that of the reference tests (DID and/or CIE) in early detection of CPA.
Keywords: Meta-analysis. Systematic review. Serological tests, Immunodiffusion, Double
agar gel immunodiffusion test, Immunoenzimatic enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA), ELISA, DID, pulmonary aspergillosis.
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Introduction

Chronic pulmonary aspergillosis (CPA) is a slow and progressive lung disease
caused by Aspergillus spp. that develops in preexisting cavities of patients with chronic
respiratory diseases. Pulmonary tuberculosis is its main predisposing factor, with a global
prevalence estimated at 1.2 million cases [1] and its prognosis is poor, with 38-85% mortality
in five years [1,2].

CPA presents five clinical forms: 1. Aspergillus nodule, 2. pulmonary simple
aspergilloma, 3. chronic cavitary pulmonary aspergillosis (CCPA), also called complex
aspergilloma, 4. chronic fibrosing pulmonary aspergillosis (CFPA), and 5. subacute invasive
pulmonary aspergillosis (SAIA) [3]. Aspergilloma is present in only one-third of patients
with CPA [1,4].

The diagnosis of CPA is based on suggestive images, preferably CT scan, on
evidence of microbiological infection by Aspergillus or on the presence of an immune
response to this agent, maintained for at least 3 months [3].

Serologic tests are indispensable for the diagnosis in the absence of positive cultures
and are considered the best noninvasive tests to diagnose this entity [5,6]. These tests may
be over 90% positive with precipitins or in the detection of Aspergillus 1gG [2,3].

In patients presenting Aspergillus in the respiratory tract, the detection of specific
serum antibodies differentiates infection from colonization, with a positive predictive value
of 100% for identification of infection [7]. Initially, antibodies against Aspergillus fumigatus
were determined by detection of precipitins using the double agar gel immunodiffusion test
(DID) or the counterimmunoelectrophoresis technique (CIE) [4,8,9] with a sensitivity of
89.3% [5] and a specificity of 100% [10].

These methods (DID and CIE) consume a lot of time, intense work, require relatively
large extracts of A. fumigatus and patient serum, and provide only semiquantitative results
[6].

The Aspergillus 1gG antibody test is strongly recommended by the Infectious
Diseases Society of America IDSA [11]. In practice, precipitation techniques have already
been replaced by the Aspergillus IgG antibody detection test by enzyme-linked
immunoassay (ELISA) [12]. This is considered the fastest and most sensitive test [13],
producing quantitative results with lower extracts of A. fumigatus and patient serum by test,

besides it is easily automated [6].
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Despite its importance, serology for the detection of Aspergillus 19G by ELISA still
does not reach a definitive conclusion on diagnostic performance for CPA, as significant
differences in sensitivity, specificity and coefficient of variation need to be explored with
cohorts of well-characterized patients [3].

It is very difficult to compare results from in-house 1gG ELISA tests between
laboratories because of the use of non-standard A. fumigatus preparations, and the results are
obtained in various quantitative units that are also chosen without standardization. For this
reason, commercial tests with standardized preparations and concentrations are being used
[6]. Currently, we have commercial tests such as ELISA plates for Aspergillus-specific 1gG
antibodies produced by Serion (Germany), IBL (Germany / USA), Dynamiker / Bio-Enoche
(China), Bio-Rad (France), Bordier (Switzerland) and Omega / Genesis (UK), as well as
specific Aspergillus 1gG automated systems such as Immunolite-Siemens (Germany) and
ImmunoCAP (Thermo Fisher Scientific / Phadia), which are fluoroenzyme immunoassay
variants of ELISA. The main limitation of these tests is the detection of antibodies only
against A. fumigatus and in some countries such as India and Japan, non-fumigatus strains
can reach up to 40% of patients with CPA [2].

Considering the variety of methods for detection of antibodies to Aspergillus, the use
of precipitation tests due to their low cost and the absence of more precise options for
serological diagnosis of CPA, the present study review on serological diagnosis of chronic
pulmonary aspergillosis, comparing the performance of the precipitation tests with the

enzyme-linked immunoassay tests.

Materials and Methods

We conducted a systematic review of the literature in accordance with the
recommendations of the Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-
Analyzes (PRISMA) [14] and STARD 2015 [15]. A protocol for systematic review was
developed and registered in the International Prospective Register of Systematic Reviews -
CRD42016046057. We used the Cochrane recommendations to report systematic reviews

and meta-analyses of studies on diagnostic accuracy [16].
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Eligibility criteria

We considered as inclusion criteria articles with population or serum samples from
patients diagnosed with aspergilloma or chronic pulmonary aspergillosis that were submitted
to the ELISA immunoenzymatic test (ELISA test) and to the double immunodiffusion gel
agar and/or counterimmunoelectrophoresis test (DID and/or CIE). The accuracy of the tests
was defined as primary outcome. Original studies were included without restriction of
language, geographical location or date of publication. We excluded studies with children or
animals and/or in vitro. We were unable to find an article in Japanese, which was selected
for full article reading because it was not available in the international library commuting

service.

Information sources and search strategies

The studies were searched in the following databases: MEDLINE (through PubMed),
EMBASE (through Elsevier), LILACS (through VHL), Cochrane library and ISI Web of
Science. Gray literature was researched in Google Scholars and congress abstracts. We
submitted the search strategy performed until June 2019.

We used the following search strategy for Medline and adapted it for the other
databases: pulmonary aspergillosis AND serologic test (and its synonyms). 1. (("Pulmonary
Aspergillosis” [Mesh] or Aspergillosis, Pulmonary or Pulmonary Aspergillosis or Lung
Aspergillosis or Aspergillosis, Lung or Aspergillosis, Lung or Bronchopulmonary
Aspergillosis or Aspergillosis, Bronchopulmonary or Bronchopulmonary Aspergillosis or
Aspergillosis,  Bronchopulmonary  or  Aspergillose,  Bronchopulmonary  or
Bronchopulmonary Aspergillose) AND ("Serologic Tests" [Mesh] or Serological Tests or
Serological Tests or Serological Tests, Serological or Tests, Serologic or Serologic Tests or

Serologic Tests or Serodiagnoses).

Study selection and data extraction

Titles were imported from EndNote Online and duplicate studies were removed. The
remaining titles were independently reviewed by two authors (TFS and SMVLO), who
selected the article abstracts, as well as defined the complete texts for evaluation. The

divergences were resolved by a third expert reviewer (RPM). Two other authors (CEVC and
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JV) performed independent evaluations of the complete articles and judged the
methodological quality of the included studies using the Quality Assessment of Diagnostic
Accuracy Studies (QUADAS-2) tool [17]. The divergences were resolved by consensus
among the researchers.

Two reviewers (CEVC, JV) independently extracted the following data from each
included study:
- Study characteristics: author, year of publication, country, design, and sample size.
- Population characteristics: according to the inclusion criteria
- Description of the index test and cut-off points;
- Description of the reference standard and cut-off points;
- QUADAS-2 items;
- Accuracy results obtained in each study to construct a diagnostic contingency (two-by-two
table);

Assessment of methodological quality

For this review, we used the QUADAS-2 tool to assess the methodological quality
of studies [17]. QUADAS-2 consists of four key domains: patient selection, index test,
reference standard, and flow and timing. We assessed all domains for the potential of risk of
bias (ROB) and the first three domains for concerns regarding applicability. Risk of bias is
judged as “low”, “high”, or “unclear”. Two review authors independently completed

QUADAS-2 and resolved disagreements through discussion.

Statistical analysis and data synthesis

We used data reported in the true positive (TP), false positive (FP), true negative
(TN) and false negative (FN) format to calculate sensitivity and specificity estimates and
95% confidence intervals (Cls) for individual studies. Summary positive (LR+) and negative
(LR-) likelihood ratios and summary diagnostic odds ratio (DOR) were obtained from the
bivariate analysis. We used the clinical interpretation of likelihood ratios [18] as follows:
conclusive evidence (LR+>10 and LR-<0.1), strong diagnostic evidence (LR+ >5 to 10 and
LR-0.1t0 <0.2), weak diagnostic evidence (LR+>2to 5 and LR- 0.2 to <0.5) and negligible
evidence (LR+1to2 and LR-0.5t0 1).
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In studies where it was possible to calculate sensitivity and specificity for the ELISA
test and DID and/or CIE, we calculated accuracy test and Youden's J statistic. The Youden’s
index values range from zero to one inclusive, with the expectancy that the test will show a
greater proportion of positive results for the diseased group than for the control [19].

Studies were submitted to meta-analysis when three conditions were required: 1.
sample size greater than 20; 2. sensitivity and specificity were available for the index and
the reference tests; 3. control group was included in the analysis. We presented individual
studies and pooled results graphically by plotting the estimates of sensitivity and specificity
(and their 95% CIs), heterogeneity and receiver operating characteristic (ROC) space using
Stata software. For the subgroup analysis we presented individual studies and pooled results

in forest plots using Meta-DiSc software.

Investigations of heterogeneity

We investigated heterogeneity by subgroup analysis. First, we analyzed a subgroup
with 3 studies that presented only healthy controls, maintaining high heterogeneity. Next,
we analyzed a second subgroup with two most recent commercial testing studies and thus,
we find the main source of heterogeneity: in-house and commercial tests. In-house tests have
presented many technical differences. We considered an 12 value close to 0% as having no
heterogeneity between studies, close to 25% with low heterogeneity, close to 50% with

moderate heterogeneity and close to 75% with high heterogeneity between studies [20].

Results

Study inclusion

A total of 2160 articles were identified. Among these, 2096 were found using a
database, and 64 were identified from other sources (manual search). After removing
duplicates, 1797 articles remained. After title/abstract exclusion, only 21 articles were
submitted to a full text read, and 14 of them were included for the systematic review; only
four studies were included for the meta-analysis (see Fig 1).



Figl. Study flow diagram
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Characteristics of the studies

The characteristics of the included studies are presented in S1Table. The earliest
study was published in 1983 [21], and the five most current articles were published in 2015
[22], 2016 [23-25], 2018 [26] and 2019 [27]. Ten studies took place in five countries: Japan
[24, 28], Brazil [22], United Kingdom [23, 27, 29], France [25, 30, 31], and India [26]. The
study countries were not reported in four articles [21, 32—-34].

Ten articles presented DID as the reference test [21, 22, 24, 2628, 30, 32—-34]. One
article presented two reference tests, DID and CIE [34]. Four studies presented only CIE as
the reference test [23, 25, 29, 31].

Some important differences that were observed after data extraction are highlighted.
Seven studies were conducted using in-house ELISA tests [21, 22, 28, 30, 32-34], and seven
using commercial tests [23-27, 29, 31]. For both in-house ELISA and commercial tests,
different Aspergillus antigens and cut-off points were used, beyond those established by the
manufacturer (S1 Table).

In one article, we could not identify the number of patients with CPA that was
evaluated nor was it possible to extract data from the 2 x 2 table for DID and ELISA [28].
In two articles, it was not possible to recover the DID data [24, 30]. In another article, data
were not obtained from CIE [31]. In yet another article [32], it was not possible to extract
ELISA data. In one study [33], 20 sera from 13 patients were used; it was not possible to
extract the accurate data per patient, and control group data were not presented for the ELISA
test. In three articles, the tests did not include a control group [25, 27, 29]. In one article, the
control group included patient samples showing the presence of DID precipitation lines; we
did not consider this to be a control group [24]. Only one study used participants with disease
as controls [26].

During the extraction of ELISA antigen concentration data, five studies using in-
house tests presented concentrations varying from 0.1 mcg to 250 mcg per well [21, 22, 30,
33, 34]. These concentrations were not reported in two other articles [28, 32].

Additional differences were found between the in-house tests in studies, including
ELISA secondary antibody dilution, with concentrations ranging from 1:100 to 1:300, when
described [21, 22, 33, 34]. These dilutions were not reported in three articles [28, 30, 32].
When we evaluated the cut-off for ELISA, several descriptions were found with titers

ranging from 1:100 to 1:800. We also found values in OD (optic density), AU/mL, in
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percentage, and in absorbance. There was no comparable value in in-house tests [21, 22, 33,
34]. The cut-off was not described in three articles [28, 30, 32].

For the ELISA substrate, TMB (3,3',5,5'-tetramethylbenzidine) was found in two
articles [21, 22], pNPP (alkaline phosphatase yellow) in two [33, 34], and OPD (o-
phenylenediamine) in one [30]. The substrate was not reported in two articles [28, 32].

When extracting antigen concentration data from A. fumigatus in the studies using
DID or CIE, we found variations between 5 mg/mL and 100 mg/mL [21, 29, 32-34]. We
found values expressed in microliters in the following studies: 2 pLL [31], 10 uL [25], and 20
uL [23]. Different concentrations were used for somatic antigen [20 mg/mL] and antigen
filtration [2 mg/mL) in one article [29]. The antigen concentrations data were not described
in four articles [22, 27, 28, 30].

The studies with commercial ELISA tests used the following: ImmunoCap [23, 24,
26, 27, 29], Platelia [29], Immulite [23], Serion [23, 31], Dynamiker [23], Genesis [23], Bio-
Rad [25, 31], and Bordier [25]. These tests presented different cut-off points, and the one
with the best performance is described in S1 Table.

All methodological differences are listed in S1 Table.

Risk assessment of bias

We illustrated the methodological quality of the 14 included studies using the
QUADAS-2 tool (Figs 2 and 3). All studies had unclear or high risk of bias in at least one
domain. Almost all studies [21-24, 26-34] demonstrated high-risk patient selection bias,
except one that was unclear [25]. This resulted mainly from not using consecutive or
randomized patient samples and using a case-control study. There was no clear definition of

exclusion criteria in seven studies [21, 28, 30-34].
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Fig 2. Proportion graph of studies assessed as having low, high or unclear risk of bias
and/or applicability concerns
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Fig 3. Risk of bias and applicability concerns graph: review of the authors’ judgments
about each domain presented as percentages across included studies
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In the index test, twelve studies [21-25, 27, 28, 30—34] presented an unclear or high
risk of bias. This was mainly because the index test was interpreted with prior knowledge of
the standard test. Twelve studies had a low risk of bias in the previous cut-off determination
[21-29, 31, 33, 34].

In the reference test, all studies had a low risk of correctly classifying the target
condition. Bias risk assessment was uncertain or high risk in ten studies [21, 23-25, 27, 28,
30, 31, 33, 34] owing to a lack of clarity regarding whether the standard test was interpreted

without the knowledge of the index test or with prior knowledge.
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Regarding flow and time, bias risk assessment was uncertain in nine studies [21, 25,
27-31, 33, 34] for not clearly describing whether there was an appropriate interval between
conducting the index test and the reference test. The evaluation was high risk in two studies
[24, 27]. All patients were submitted to a reference test in eleven studies, which were
included in the analysis [21-24, 26, 29-34]; the results showed low risk. Not all patients
were submitted to a test reference in two studies [25, 27], and this was uncertain in one study
[28].

Almost all the articles presented low applicability concern, because they did not fail

to correspond to the critical question in our study.

Diagnostic accuracy

We present all articles included in this systematic review with a description of the
index and reference tests, the number of patients and control groups, and the values of
sensibility, specificity, accuracy test, likelihood positive value, likelihood negative value,

and Youden’s statistic in Table 1.



Table 1. Performance of ELISA test and reference tests in studies included in systematic review

46

Healthy Sensitivity Specificity Youden's J
Ref. Assay CPA controls | (%) (%) Accuracy LR+ LR- statistic
Azevedo et al,|ELISA
2015 in-house?® 22 200 81.8 94 93 13.64 0.193 [0.76
ELISA
In-house® 22 200 72.7 97 95 29.09 |0.280 |0.7
ELISA
in-house® 22 200 86.4 96.5 96 24.68 0.141 |0.83
ELISA
In-house? 22 200 59.1 99.5 96 118.18 [0.411 [0.59
DID 1¢ 22 200 45.5 100 95 183.52 [0.545 |[0.46
DID 2f 22 200 59.1 100 96 235.96 |0.414 |0.59
ELISA
Baxter etal., 2012 | ImmunoCAP 116 - 86 - - - - -
ELISA
Platellia 116 - 85 - - - - -
CIE 116 0 56 - - - - -
Dumollard et al., | ELISA
2016 Bordier 129 0 98 - - - - -
ELISA
Bio-Rad 129 0 95 - - - - -
CIE 129 0 87 - - - -
ELISA
Faux et al., 1992 In-house 11 18 - - - - - -
DID 11 18 100 100 100 36.42 0.04 1
Fujiuchi et al., | ELISA
2016 ImmunoCAP 96¢ - 98 - - - - -
ELISA
ImmunoCAP 51" - 39 - - - - -
DID 147 - - - - - - -
ELISA
Guitard et al., 2012 | Serion 51 222 92/88t 95.9/91" 95/90" - - 0.88/0.79"
ELISA
Bio-Rad 51 222 94/90 100/99.5" 100/99* - - 0.94/0.9"
CIE 51 222 - - - - - -
Kauffman et al., | ELISA
1983 In-house 20 (13))' |50 - - - - - -
DID 20 (13)' 50 - - - - - -
ELISA
Kurup et al., 1984 | in-house! 24 12 83.3 100 88.9 21.32 0.19 0.83
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Table 1. Performance of ELISA test and reference tests in studies included in systematic review, Continuation.

Healthy Sensitivity Specificity Youden's J
Ref. Assay CPA controls | (%) (%) Accuracy LR+ LR- statistic
ELISA
in-house* 24 12 50 100 66.7 13.00 0.52 0.5
ELISA
in-house' 24 12 79.2 100 86.1 20.28 0.23 0.79
DID 507 24 12 95.8 91.7 94.4 11.50 0.05 0.88
DID 534% 24 12 100 83.3 94.4 5.10 0.03 0.83
DID 515' 24 12 96 100 97.2 24.44 0.06 0.96
ELISA
Mishra et al., 1983 | In-house 17 50 100 98 98.5 33.06 0.03 0.98
DID 17 50 100 100 100 99.17 0.03 1
CIE 17 50 100 100 100 99.17 0.03 1
ELISA
Page et al., 2016 ImmunoCAP 341 100 96 98 96 47.95 0.04 0.94
ELISA Immulite | 341 100 96 98 96 47.95 0.04 0.94
ELISA
Serion 341 100 90 98 92 44.87 0.11 0.88
ELISA
Dynamiker 341 100 77 97 82 25.71 0.24 0.74
ELISA
Genesis 341 100 75 99 80 75.07 0.25 0.74
CIE 341 100 59 100 68 119.01 [0.41 0.59
ELISA
Sarfati et al., 2006 | In-house™ 51 41 81 98 88 33.09 0.20 0.79
ELISA
In-house” 51 41 79 98 87 32.37 0.22 0.77
ELISA
In-house® 51 41 77 98 86 31.65 0.23 0.75
ELISA
In-houseP 51 41 93 95 94 19.06 0.07 0.88
ELISA
In-house? 51 41 93 95 94 19.06 0.07 0.88
ELISA
in-house" 51 41 91 95 93 18.70 0.09 0.86
ELISA
in-house® 51 41 95 93 94 12.95 0.06 0.88
DID 51 41 - - - - - -
ELISA
Sehgal et al., 2018 | ImmunoCAP 137 50 94 100 96 95.72 0.06 0.96
DID 137 50 26 100 46 26.24 0.75 0.26
Stucky Hunter et | ELISA
al., 2019 ImmunoCAP 154 - 94 - - - - -
ELISA
ImmunoCAP 154 - 81 - - - - -
ELISA
ImmunoCAP 154 - 71 - - - - -
DID
108 - 57 - - - - -
Yamamoto et al., -
1988 ELISA in-house | - 45 - - - - -
DID -

AF (A.fumigatus) strain and 0.12 cut-off; b. AF, A.niger and A. flavus pool and 0.13 cut-off; c. AF strain and0.09 cut-off; d. AF, A.niger
and A.flavus pool and0.1 cut-off; e. AF strain; f. AF, A. niger and A. flavus pool; g. proven cases; h. possible case; i. 20 patients (13 sera);
j.AF 507 strain; k. AF 537 strain; I. AF 515 strain; m. RNU; n. DPPV; 0. CAT; p. CAT + RNU; q. CAT+ DPPV; r. RNU + DPPV; s. RNU
+ DPPV + CAT; t. first and second percentages were obtained then equivocal results were considered as positives or negatives,
respectively.
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The Youden index ranged from 0.50 to 0.98 for the ELISA test and from 0.26 to 1
for the reference test (DID and/or CIE) for the individual studies. Four studies presented a
good performance above 0.90 Youden index for the ELISA test [23, 26, 31, 34] and three
studies for the reference test [21, 32, 34]. Two studies used commercials tests [23, 26] using
the fluorescent enzyme immunoassay method with the ImmunoCAP system, and the best
cut-off value for this test in our study (sensitivity: 100%, specificity: 96%) was 27 mgA/L
[26]. The other studies presented a performance below 0.90. The Youden index indicates the

trade-off between sensitivity and specificity.

Quantitative synthesis and meta-analysis

In individual studies included in the meta-analysis, ELISA test sensitivity ranged
from 0.83 (95% C1 0.63-0.95) [21] to 0.96 (95% CI1 0.93-0.98) [23], and specificity ranged
from 0.92 (95% C1 0.64-1.00) [21] to 0.98 (95% CI 0.93-1.00) [23]. The pooled sensitivity
and specificity for the ELISA test based on four data studies [21-23, 26] were 0.93 (95% ClI
0.87-0.96) and 0.97 (95% CI 0.94-0.98), respectively. Pooled LR+ and LR- were 31.40
(95% CI 16.40-60.10) and 0.07 (95% CI 0.04-0.14), respectively. Pooled DOR was 440.00
(95% CI 156.00-1241.00). We interpreted the pooled LR+/LR- from the ELISA test as
conclusive evidence, but we have not interpreted the reference test (DID and/or CIE) in the
same way because LR- was included as weak diagnostic evidence.

In the DID and/or CIE test analyses, the sensitivity and specificity in individual
studies ranged from 0.26 (95% C1 0.18-0.34) [26] to 0.96 (95% CI1 0.79-1.00) [21] and 0.92
(95% CI 0.64-1.00) [21] to 1.00 (95% CI 0.97-1.00) [22], respectively. The pooled
sensitivity and specificity for DID and/or CIE tests were 0.64 (95% CI 0.29-0.89) and 0.99
(95% CI 0.96-1.00). Pooled LR+/LR- were 53.00 (95% CI 19.20-146.40) and 0.36 (95%
C10.14-0.92). Pooled DOR was 146.00 (95% CI 40.00-532.00).

The forest plots in Figs 4 and 5 show the sensitivity, specificity ranges, and
heterogeneity for the ELISA test and reference test (DID and/or CIE) in detecting CPA

across the included studies.
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Forest plot for sensitivity, specificity and heterogeneity from four ELISA
studies.
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Fig 5. Forest plot for sensitivity, specificity and heterogeneity from four DID and/or
CIE studies.
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We also constructed the sROC curves and calculated the area under the ROC
(AUROC) for included studies (Fig 6). The overall diagnostic performance of ELISA and
the reference tests (DID and/or CIE) were comparable (AUROC 0.99 [95% CI 0.97-0.99]
and 0.99 [95% CI1 0.97-0.99], respectively).
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Fig 6. Summary ROC curves from the four included studies. A. AUROC for the
ELISA test; B. AUROC for the reference test (DID and/or CIE).
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Investigations of heterogeneity

When we evaluated the four studies [21-23, 26], we found a heterogeneity (12) of
67.69 (95% CI 33.17-100.00) in the ELISA sensitivity pool, considered as moderate
heterogeneity, and 96.50 (95% CI 94.38-98.62) in the DID and/or CIE sensitivity pool,
considered to be highly heterogeneous. First, we investigated the subgroup analyses,
evaluating only the three studies using healthy controls [21-23]. We found a heterogeneity
(12) of 72.40% in the ELISA sensitivity pool and 88. 20% in the DID and/or CIE sensitivity

pool, considered as high heterogeneity. These results are presented in Figs 7 and 8.
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Fig 7. Forest plot of sensitivity (A), specificity (B) and heterogeneity from the ELISA

test for the subgroup analyses (three studies with healthy control).

Sensitivity {85% CIj

Kurup 1984 0.83 (0,83 -085
Azevedo 2015 0,86 (0,65-0,97
Page 2016 0,96 (0,83-0,98'

Pogled Sensitivity = 0,95 (0,92 ta 0,97}
Chi-square = 7.25; df = 2 (p = 0,0268)

D 0.2 0.4 0.8 0.5 Incensistency (l-squarg) = 72,4 %
Sensitivity
) ) Specificity (95% Cl)
——— Kurup 1984 1,00 (0,74 - 1,00}
Azsvedo 2015 0,87 (0,83-083)
Page 2018 0,98 (0,93-1,00)
1
|
i
. Pooled Specificity = 0,897 (0,85 to 0,88)
Chi-square = 1,27, df = 2 (p = 0,5304)
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 Inconsistency (I-square) = 0,0 %

Specificity



53

Fig 8. Forest plot of sensitivity (A), specificity (B) and heterogeneity from the DID
and/or CIE test for the subgroup analyses (three studies with healthy control).
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Next, we investigated the second subgroup analyses, evaluating only the two most
recent studies using commercial ELISA tests [23, 26]. The heterogeneity (12) was 0% for
sensitivity and specificity. When we studied the reference tests, the heterogeneity (12) was
97.8% for sensitivity and 0% for specificity.

The pooled sensitivity and specificity for the ELISA test based on two data studies
[23, 26] were 0.95 (95% CI 0.93-0.97) and 0.98 (95% CI 0.95-1.00), respectively. Pooled
LR+ and LR- were 54.92 (95% CI 16.08-187.64) and 0.05 (95% C1 0.03-0.07), respectively.
Pooled DOR was 1231.40 (95% CI 326.00-4651.70). The pooled sensitivity and specificity
for the reference test (DID and/or CIE) based on two data studies [23, 26] were 0.49 (95%
C10.45-0.54) and 0.99 (95% CI 0.96-1.00), respectively. Pooled LR+ and LR- were 55.39
(95% CI 7.82-392.60) and 0.56 (95% CI 0.29-1.06), respectively. Pooled DOR was 100.07
(95% ClI 11.84-845.84). These results are presented in Figs 9 and 10.
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Fig 9. Forest plot of sensitivity (A), specificity (B) and heterogeneity from the ELISA
test for the subgroup analyses (two studies with commercial tests).
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Fig 10. Forest plot of sensitivity (A), specificity (B) and heterogeneity from the DID
and/or CIE test for the subgroup analyses (two studies with commercial tests).
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Studies using in-house ELISA tests show large methodological differences in their
performance. High heterogeneity was maintained for sensitivity in both studies using DID
and/or CIE tests [23, 26], considering that the precipitation tests are all in-house and also

present large methodological differences in the studies included in this review.

Discussion

To our knowledge, this is the first systematic review to compare ELISA test with
precipitin tests (DID and/or CIE) for CPA diagnosis. Although current studies suggest
ELISA as a better performing test for CPA diagnosis, precipitation tests are still considered
to be the reference test in many countries, especially in Brazil where this review was
performed.

Fourteen articles that met the criteria for the research question were included, and all
studies were considered to have an uncertain or high risk of bias in some domains in the

quality risk assessment.
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Important methodological differences were verified, mainly related to the in-house
ELISA tests. More recent studies with commercial ELISA tests were included in the review,
with the differences described. We also observed this phenomenon in DID and/or CIE tests,
because these are all still in-house.

We observed mainly in the former studies that population selection was based on
stored samples from patients already diagnosed with CPA and submitted to tests described
in the review. In addition, the lack of a checklist in the study descriptions was evident. Many
QUADAS-2 items were not clearly reported, interfering with the quality evaluation. As an
example, although we were skilled in extracting the data for constructing the 2 x 2 table, we
noted that the discussion and conclusion of one study had an error in printing that was not
compatible with the objective, methods, and results of the article [21].

The best performances in the ELISA evaluation of individual studies included in the
meta-analysis based on the Youden's test were from the commercial tests [23, 26],
ImmunoCAP and Immulite tests, which ranged from 0.94 to 0.96. The best cut-off from the
ImmunoCAP system in the individual studies was 27 mgA/L [26].

Our study shows several methods used to identify A. fumigatus-specific 1gG. For in-
house testing, we observed a variety of concentrations and antigens used. For commercial
tests, there is also no standard cut-off values. The CPA category could justify different values
and the possibility of other etiologies causing fungus ball [35]. Other possibilities for
different cut-off values observed in our study may be related to the use of healthy or disease
controls and ethnic differences.

When we evaluated Youden's J statistic for the precipitation test (DID or CIE) in the
studies included in the meta-analysis, only one study presented a performance of 0.96 [21].
The performance for the other studies [22, 23, 26] ranged between 0.26 and 0.59.

The limitations regarding the use of the precipitin test are based on the requirement
for immunodiffusion and electrophoresis migration methods. They do not present antigen
standardization, besides requiring additional work and much time to obtain the results,
especially in low resource countries [36].

The ELISA test seems to be promising. However, even with important
methodological differences, it was useful to evaluate the use of diagnostic data for CPA in
each study where it was possible to obtain data for sensitivity and specificity calculation.
Two more recent studies were highlighted in this review [23, 26], with sensitivities
presenting low confidence intervals for the ELISA test. These studies showed a better

performance than the confidence intervals from the reference tests (DID and/or CIE).



57

Besides that, the pooled LR+/LR- from the ELISA test presented conclusive evidence, and
this was not observed in the reference test results.

Several studies have recently been published with serological data using only
commercial ELISA tests for CPA diagnosis in an area with high tuberculosis prevalence [1,
12, 37].

The limitations of this study depend on the primary studies. There were problems
regarding individual reporting in the primary studies, so we could not construct a 2 x 2 table.
In some cases, the lack of appropriate reporting made us judge the study as having an unclear
[21, 28, 30, 33, 34] or high risk of bias [27, 31].

The availability of commercial tests demonstrated in recent studies [23, 26] may
facilitate the incorporation of the ELISA test into clinical practice, allowing standardized
use for the diagnosis of CPA and replacing the reference test that still depends on in-house
performance.

Since the global CPA burden is substantial, mainly as a complication of pulmonary
tuberculosis (PTB) [38] and especially in countries such as Brazil, which is among the 30
countries representing over 80% of tuberculosis cases worldwide in 2015 [39], there is still
a need for well-designed studies to obtain evidence and demonstrate the use of the ELISA
tests compared to precipitation tests.

Although it is not possible to define the evidence strength, the clinical implications
of this study were as follows: precipitin detection is laborious, requiring specialized
laboratories and presenting low sensitivity for the diagnosis of CPA; in-house ELISA tests
do not present standard concentrations and antigens for comparative studies; commercial
ELISA tests show better performance for diagnosing CPA, but additional studies must be
conducted to identify the best cut-off value; and the ImmunoCAP and Immulite systems
demonstrated the best performances among commercial tests.

In conclusion, our meta-analysis suggests that the ELISA test presented better
accuracy than the precipitation tests (DID and/or CIE) for CPA diagnosis. Thus, ELISA can

be considered as the test of choice in clinical practice.
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Reference | Country | Testindex and antigens | Reference test and CPA Healthy Study Aglwell Dilution of Elisa cut-off Elisa Ag Meta-
antigens Control Design concentration the substrate Concentrati analysis
Elisa secondary on DID
antibody and/or CIE
Elisa
Azevedo et | Brazil a. Elisa 1 a. IDD 1 (AF) 22 200 Case-control | 10mcg/well 1:3000 a.Elisal T™MB Not reported | Yes
al. [22] (AF) -0.12 (OD),
b. IDD 2 (pool of AF, -0.13 (OD),
b. Elisa 2 (AF pool, A. A. flavus and A.
flavus and A. niger) niger) b. Elisa 2
- 0.09 (OD),
- 0.10 (OD)
Baxter et al. | United CIE (AF somatic; 116 - Prospective | Not reported Not reported | a.>40mg/mL, - AFS - No
[29] Kingdom | a. ImmunoCap (extract of | culture filtrate cohort 20mg/mL (without
AF conidia and antigens) b. >10au/mL and culture | specificity
mycelium) filtrate date)
antigens -
b.Platelia (purified, 2mg/mL
unspecified recombinant
antigen — (AF))
Dumollard et | France a.Elisa Bordier — two CIE (somatic and 129 - Prospective | Not reported Not reported | a.>=1 OD Not reported 10 L No
al. [25] recombinant antigens with | metabolic antigen cohort (without
somatic and metabolic from AF different b.>10au/mL specificity
antigens from AF from those used in date)
the Bordier) c.>70au/mL

b.Platelia® Bio-Rad —

one recombinant antigen
AF

c.Elisa Virion/Serion —
antigenic composition not
available (AF)
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Reference | Country | Testindex and antigens | Reference test and CPA Healthy Study Aglwell Dilution of Elisa cut-off Elisa Ag Meta-
antigens Control Design concentration the substrate Concentrati analysis
Elisa secondary on DID
antibody and/or CIE
Elisa
Faux et al. Not In-house ELISA (AF) DID (4 AF extracts) | 11 18 Case-control | Not reported Not reported | Not reported Not reported 20mg/mL No
[32] reported (population
under 20 and
without
ELISA date)
Fujiuchi et | Japan ImmunoCAP (Phadia, DID (Aspergillus 96 (proven - Case-control | Not reported Not reported | 50mga/L Not reported Not reported | No
al. [24] Uppsala, Sweden) (Gm3 | immunodiffusion cases) / 51 (without
ImmunoCap as an FSK-1 kit (Microgen | (possible DID date)
antigen) Bioproducts Ltd., cases)

Camberley, United

Kingdom) — (AF

somatic antigen and

culture filtrate).

France a. Serion\Virion ELISA CIE (somatic and 51 222 Case-control | a.Not reported | Not reported | a.>70U/mL a.not reported | 2 pL of a No (without
Guitard et al. Classic AF IgG culture filtrate of AF b.100 pL mix (1:1) of | CIE date;
[31] antigens (FKS1; b.>10U/mL b.peroxidase somatic and | first and
. ; Microgen chromogenic | culture second
b Bio F_{ad Platelia® Bioproducts, United substrate filtrate of AF | percentages
Aspergillus 1gG - -

Kingdom) antigens were
obtained
then
erroneous
results were
considered
as positives
or negatives,
respectively)

Kauffman et | Not In-house ELISA DID (metabolic 20 sera 50 Case-control | 250mcg/well 1:1000 > 31,5% and > pNPP 100mg/mL | No
al. [33] reported (metabolic antigen from antigen from AF) (13 patients) 1:200 (undefined
AF) population)
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Reference | Country | Testindex and antigens | Reference test and CPA Healthy Study Aglwell Dilution of Elisa cut-off Elisa Ag Meta-
antigens Control Design concentration the substrate Concentrati analysis
Elisa secondary on DID
antibody and/or CIE
Elisa
Kurup etal. | Not In-house ELISA DID 24 12 Case-control | 4-5mcg/well 1:1000 1:400 TMB 10mg/mL Yes
[21] reported (Ag AF 507, Ag AF 534, | (Ag AF 507, Ag AF
Ag AF 515) 534, Ag AF 515)
Mishraetal. | Not In-house ELISA a.DID (Ag AF D142) | 17 50 Case-control | Imcg/well 1:3000 >1:800 and0.3 pNPP 5mg/mL No
[34] reported (Ag AF D142) absorbance (population
b.CIE (Ag AF D142) under 20)
Page et al. United a.Immulite (not reported) | CIE (Microgen (UK) | 341 100 Case-control | Not reported Not reported | a.10mg/I Not reported 20 pL at Yes
[23] Kingdom | b.ImmunoCAP (Microgen | FSK1 antigens - b.20mg/l 2mg/mL
(UK) FSK1 antigens) cytoplasmic and c.35U/1
c.Serion (not reported) culture filtrate) d.65AU/mL
d.Dynamiker (purified e.15U/mL
galactomannan)
e.Genesis (not reported)
Sarfati et al. | France In-house ELISA DID (somatic and 51 41 Case-control | a.0.1mcg/well, | Not reported | Not reported OPD Not reported | No
[30] (recombinant antigens: metabolic Aspergillus b.0.1mcg/well, (without
a.RNU antigens) c.0.4mcg/well, DID date)
b.DPPV d.0.5mcg/well,
c.CAT €.0.5mcg/well,
d.CAT+RNU h.0.2mcg/well
e.CAT+DPPV g.0.6mcg/well
f.RNU+DPPV
g.CAT+RNU+DPPV)
Sehgal et al. | India ImmunoCAP (extract DID (extracts of AF) | 137 50 Case-control | Not reported Not reported | 27mgA/L Not reported Not reported | Yes
[26] derived from the conidia

and mycelia of AF)
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Reference | Country | Testindex and antigens | Reference test and CPA Healthy Study Aglwell Dilution of Elisa cut-off Elisa Ag Meta-
antigens Control Design concentration the substrate Concentrati analysis
Elisa secondary on DID
antibody and/or CIE
Elisa
Stucky United ImmunoCAP (Phadia 153 | DID ((Microgen 154 - Case-control | Not reported Not reported | 20mgA/L Not reported Not reported | No (without
Hunter etal. | Kingdom | 1000 System - Thermo Bioproducts, Surrey, | (ImmunoCAP) 40mgA/L specificity
[27] Scientific, Waltham, MA) | UK) 50mgA/L date and the
108 (DID) two tests
were not
performed
on all CPA
patients).
Yamamoto | Japan In-house ELISA (AF) DID (not reported) Undefined 45 Case-control | Not reported Not reported | Not reported Not reported Not reported | No
etal. [28] (undefined
population)

ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assay; AF: Aspergillus fumigatus; Ag: antigen; DID: double immunodiffusion; CPA: chronic pulmonary aspergillosis; OD: optical density; CIE: counterimmunoelectrophoresis;

TMB: 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine; pNPP: alkaline phosphatase yellow; OPD: o-phenylenediamine; RNU: 18 kDa ribonuclease; DPPV: 88 kDa dipeptidylpeptidase; CAT: 360 kDa catalase
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Artigo 2 — (Manuscrito a ser submetido para publicacéo)

PREVALENCIA DE ASPERGILOSE PULMONAR CRONICA E ACURACIA DE TESTES
SOROLOGICOS EM PACIENTES COM TUBERCULOSE PULMONAR NA REGIAO
CENTRO-OESTE DO BRASIL

MANUSCRITO A SER SUBMETIDO PARA PUBLICACAO.



66

5.2 Prevaléncia de aspergilose pulmonar crénica e acuracia de testes sorologicos em pacientes

com tuberculose pulmonar na regido Centro-Oeste do Brasil.

Resumo

A prevaléncia de aspergilose pulmonar cronica (APC) em individuos com tuberculose curada ou
em atividade € pouco conhecida, principalmente pela dificuldade em se estabelecer seu
diagndstico. O diagnodstico de APC é baseado em sintomas pulmonares e tomografia de torax, e é
considerado confirmado quando, além desses, ha evidéncias microbioldgicas ou soroldgicas de
infeccdo por Aspergillus spp. Para estimar a prevaléncia de APC e a acuracia de dois testes
sorologicos, 193 pacientes consecutivos, em tratamento ou previamente tratados de tuberculose
pulmonar (TBP), foram submetidos a: 1) avaliacdo clinica; 2) tomografia de térax; 3) micolégico
direto e cultura de fungos em escarro; e, 4) pesquisa de anticorpos anti-Aspergillus fumigatus pelo
teste ELISA Platellia® e anti- Aspergillus spp por imunodifusdo dupla (IDD). Os casos de APC
confirmados por ELISA e IDD foram excluidos das analises de acuracia de ELISA e de IDD,
respectivamente. Um grupo controle, com 100 doadores de sangue saudaveis foi incluido para as
analises de acuracia. Prevaléncia global de APC foi de 10,9% (IC 95%: 7,2% — 16,1%). As
variaveis independentemente associadas a APC foram ter tido TBP ha mais de quatro anos e
apresentar hemoptise. Cavidades, espessamento pleural e presenca de bola fingica foram as
alteracOes tomogréaficas mais frequentes em pacientes com APC. A especificade da IDD e ELISA
foi 100% e 99% respectivamente. Para os casos confirmados de APC, a sensibilidade de IDD foi
de 35,7% e ELISA foi de 88,9%. Ao considerarmos a acuracia dos testes de casos confirmados e
provaveis, a sensibilidade de IDD foi de 29,4% e ELISA foi 76,5%. A frequéncia de ébitos entre
os pacientes com APC foi de 28,6%. Considerando o grande numero de pessoas afetadas por TB
em paises de alta carga da doenca, como o Brasil, a prevaléncia aqui observada indica a
necessidade de vigilancia continua de APC em pacientes com TBP desde o tratamento e ao longo
da vida, ndo apenas com exames soroldgicos, mas com avaliagéo clinica e tomogréafica, para um

diagndstico oportuno e melhor progndstico.
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Introducéo

Aspergilose pulmonar crénica (APC) é uma das diferentes formas clinicas da aspergilose,
de grave evolucdo, considerada negligenciada [1]. Acomete individuos imunocompetentes ou com
leve imunossupressdo [1-3] e, geralmente aqueles com cavidade preexistente por doenca pulmonar
crénica, sendo a tuberculose seu principal fator predispontente [3].

A tuberculose (TB) afeta cerca de 10 milhdes de pessoas a cada ano e € uma das 10 principais
causas de morte no mundo e a principal causa quando ha um agente infeccioso identificado
principalmente em pacientes HIVV/AIDS [4].

Cavidade residual apds tratamento de tuberculose pulmonar (TBP) é identificada em 20 a
30% dos pacientes curados [5]. Aplicando-se as taxas anuais de novos casos de APC, estima-se
que 112.000 a 160.000 pessoas poderdo desenvolver a doenca a cada ano apds a terapia para TBP
em todo o mundo, com letalidade de 38 a 85% em 5 anos, a depender da forma clinica de
apresentacdo [3, 6-8].

Poucos estudos sobre a prevaléncia de APC na TB tém sido desenvolvidos, e mostram taxas
entre 8,3 e 25% [3]. Essa variagdo ocorre, entre outras causas, devido a dificuldade em se
estabelecer o diagnostico de APC.

O diagndstico de APC é baseado em sintomas pulmonares e tomografia de térax, e é
considerado confirmado quando além desses, ha evidéncias microbioldgicas ou soroldgicas de
infeccé@o por Aspergillus spp [9]

Os testes soroldgicos ganharam destaque no diagnéstico de APC por ndo serem invasivos
para o paciente e por indicarem infeccdo, diferenciando da colonizacdo [10, 11]. Nosso grupo
publicou recentemente uma revisdo sistematica sobre acuracia do teste imunoenzimatico (ELISA)
comparada com testes de precipitacdo; na avaliacdo de estudos incluidos na metanalise os testes
ELISA comerciais demonstraram maior sensibilidade do que os testes de precipitacdo [12].

Tendo em vista o que se expds, conduziu-se um estudo para estimar a prevaléncia de APC
em pacientes previamente tratados ou em tratamento de TBP, bem como para avaliar a acuracia
de testes sorologicos ELISA e de precipitacdo em gel de agar, em pacientes atendidos em um
ambulatorio de referéncia de hospital de alta complexidade para tratamento de tuberculose em

hospital de referéncia para pacientes criticos em Mato Grosso do Sul, Brasil.
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Pacientes e métodos

Local e periodo do estudo

Foi conduzido um estudo transversal analitico em pacientes com tuberculose pulmonar
(TBP) atendidos consecutivamente no ambulatério do Hospital Universitario Maria Aparecida
Pedrossian (HUMAP) com 230 leitos, ou admitidos no Hospital Regional de Mato Grosso do Sul
(HRMS), com 352 leitos, em Campo Grande, Mato Grosso do Sul, no periodo entre fevereiro de
2016 e novembro de 2019.

Participantes do estudo

Foram incluidos no estudo pacientes com 18 anos ou mais, ja tratados ou estarem com TBP
em atividade. Foram excluidos pacientes com outras doencas infecciosas, inflamatérias ou

neoplésicas, gestantes e lactantes.

Calculo amostral

O calculo da amostra foi feito para um estudo de prevaléncia, admitindo-se um erro tipo «
igual a 5% (0,05), considerando-se a prevaléncia estimada de bola fangica de 14% com base em
estudo prévio [13] e o nimero de casos de tuberculose notificados no Estado de Mato Grosso do
Sul em 2017 (n=813) [14]. Assim, determinou-se que 151 era 0 menor numero de pacientes a

serem incluidos no presente estudo.

Definicdes

A TBP foi considerada confirmada quando o paciente apresentava manifestac@es clinicas
compativeis e identificagdo de bacilo alcool-acido resistente (BAAR) ou cultura positiva para
Mycobacterium tuberculosis (MTB) e/ou teste rapido molecular positivo em escarro, aspirado

traqueal ou lavado broncoalveolar.
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A TBP foi considerada provavel quando o paciente apresentava manifestacfes clinicas e

imagem radioldgica de torax compativeis com tuberculose, mas sem identificacdo do agente e que

tenha respondido & terapéutica especifica.

Os pacientes com doenca pulmonar cronica relacionada a Aspergillus spp. foram

distribuidos em cinco sindromes distintas, com as defini¢cGes de caso apresentadas abaixo [15]:

1.

Aspergiloma simples (AS): presenca de cavidade pulmonar simples contendo uma
bola fangica com evidéncia microbiolégica ou sorolégica da presenca de
Aspergillus spp. em um paciente ndo-imunossuprimido com poucos ou nenhum
sintoma e nenhuma progressao radiologica em trés meses de observacéo.
Aspergilose pulmonar cavitaria cronica (APCC): presenca de uma ou mais
cavidades pulmonares (com parede fina ou grossa) possivelmente contendo um ou
mais aspergilomas ou material intraluminal irregular, com evidéncia
microbiologica ou sorologica de Aspergillus spp. com sintomas pulmonares
significantes ou sistémicos e evidente progressdo radiolégica (novas cavidades,
aumento de infiltrados pericavitarios ou progressao de fibrose) durante pelo menos
trés meses de observacao.

Aspergilose pulmonar fibrosante cronica (APFC): presenca de destruicdo por
fibrose grave de pelo menos dois lobos do pulméao complicando APCC levando a
uma perda maior da funcéo pulmonar.

Nodulo de Aspergillus: presenca de um ou mais nédulos que podem ou ndo cavitar.
Necessita avaliacao histologica.

Aspergilose pulmonar invasiva subaguda (APSI): envolve geralmente pacientes
imunocomprometidos, ocorrendo ao longo de 1-3 meses, com achados radiol6gicos
incluindo cavitagcdo, nodulos, consolidacdo progressiva com formagdo de
abscessos. Para sua confirmacdo, exame histopatolégico pode demonstrar hifas
invadindo o pulmdo e a investigacdo microbioldgica é semelhante a aspergilose

invasiva.

APC foi considerada provavel se o paciente apresentava critérios clinicos e tomograficos e

nenhuma evidéncia microbioldgica ou soroldgica fosse identificada.
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Procedimentos do estudo

Os pacientes foram submetidos aos seguintes procedimentos:
Avaliacéo clinica: Foram coletadas informagdes sobre caracteristicas sociodemograficas,
clinicas obtidas por entrevista com o paciente a cada consulta clinica por um periodo de trés meses.

Foi utilizado um formulario padronizado para a coleta de dados.

Exames microbioldgicos: Foram coletadas amostras de escarro, aspirado traqueal ou lavado
broncoalveolar em frascos estéreis e encaminhados ao laboratorio de micologia do HUMAP a
temperatura ambiente em até 2 horas ou mantidas em refrigeracéo (2 a 8°C) em até 24 horas. Foram
realizados os exames de pesquisa microscopica direta para fungos em montagem com hidroxido
de potassio (KOH) a 20% e cultura para fungos em agar Sabouraud Dextrose com cloranfenicol
(em tubos e placas incubados a 30°C). No exame direto buscou-se a presenca de hifas hialinas
septadas com didmetro entre 3 e 6 um, parede lisa e espessa, com ramificagdo dicotomica em
angulo de 45°, acompanhadas ou ndo de clamidoconideos. Também foram considerados
fragmentos de hifas hialinas septadas. A identificacdo de Aspergillus spp. dos isolados foi realizada

segundo a técnica de microcultivo em agar batata [16, 17].

Exames soroldgicos: Amostras de sangue de 157 pacientes foram coletadas e 0s soros foram
estocados a -80°C e processados no Laboratorio de Doencas Infecciosas e Parasitarias da
Faculdade de Medicina da UFMS (LabDIP). As amostras foram descongeladas uma Unica vez e
submetidas ao mesmo tempo, a um teste imunoenzimatico (ELISA) e a um teste de imunodifusdo
dupla em gel de agar (IDD), para deteccdo de anticorpos especificos contra Aspergillus fumigatus
(A. fumigatus). O teste imunoenzimatico foi realizado por ELISA Platelia® Bio-Rad,
considerando-se positivo um teste >10UI/mL, intermediario entre 5-10Ul/ml e negativo <5Ul/ml.
A reacdo de IDD foi feita segundo a técnica de Ouchterlony, utilizando como antigeno, A.

fumigatus [18, 19] considerando-se positiva a partir de uma linha de precipitacéo.

Tomografia computadorizada de torax: A TC de térax de alta resolucao foi feita em
tomografo da Marca TOSHIBA - Modelo Aquillion 64 slices, no HUMAP e em tomégrafo da
Marca SIEMENS Modelo SOMATON EMOTION no HRMS. Os exames foram avaliados
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independentemente por dois pesquisadores, um infectologista (CEVC) e um radiologista (TFN),
os casos discordantes foram resolvidos por consenso. Os achados tomograficos foram

caracterizados segundo as especificagOes da Fleischer Society [20].

Analise estatistica

Varidveis categoricas foram comparadas pelo teste qui-quadrado ou pelo teste exato de
Fisher. Variaveis numéricas foram comparadas pelo teste U de Mann-Whitney. Um valor de
p<0,05 foi considerado significativo. As analises foram realizadas utilizando-se o programa EPI
Info 7. Os efeitos de confusdo foram minimizados realizando o ajuste de regressao logistica binaria
para potenciais fatores de confusdo identificados na analise. Esses potenciais confundidores séo
variaveis que apresentaram p < 0,20. As analises estatisticas foram realizadas no SAS - Statistical
Analysis System versdo 6.12, SAS Institute Inc., EUA.

Foram calculados sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP), valor
preditivo negativo (VPN) dos testes ELISA e IDD no diagnéstico de APC [21]. O coeficiente de
concordancia kappa e o indice de Youden também foram calculados. A concordancia em fungéo
do coeficiente kappa foi interpretada da seguinte forma: (a) ruim: quando abaixo de 0,00; b) leve:
entre 0,00 a 0,20; c) razoavel: entre 0,21 e 0,40; d) moderada: entre 0,41 e 0,60; e) substancial:
entre 0,61 e 0,80; f) quase perfeita: entre 0,81 e 0,99; e, g) perfeita quando igual a 1,00 [22]. O
indice de Youden varia de 0 a 1, com a expectativa de que o teste possa demonstrar uma maior
proporcao de resultados positivos para o grupo doente do que para o grupo controle [23].

Para as analises dos parametros de acuracia da IDD, foram utilizados dois padrdes de
referéncias:

Referéncia 1 — Casos de APC confirmados com microbiologia ou ELISA,;

Referéncia 2 — Casos de APC provaveis ou confirmados com microbiologia ou ELISA;

Para as analises dos parametros de acurécia do ELISA, foram utilizados os dois seguintes
padrdes de referéncia:
Referéncia 3 — Casos de APC confirmados com microbiologia ou IDD;

Referéncia 4 — Casos de APC provaveis ou confirmados com microbiologia ou IDD.
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O grupo controle saudaveis foi constituido de 100 individuos, doadores de sangue, cuja
distribuicdo segundo idade e sexo era semelhante a dos pacientes do estudo.

Para avaliacdo de reagOes cruzadas do teste ELISA, foram usados os soros dos participantes
com TBP em atividade e sem APC (n=119) e soros estocados de participantes com PCM em
atividade e sem APC (n=20).

Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com seres humanos da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (processo numero 1.840.731). Todos 0s participantes

assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido.

Resultados

Foram incluidos no estudo 193 pacientes, 78,8% dos quais eram do sexo masculino. A idade
dos pacientes variou de 18 a 87 anos, com mediana igual a 51 anos, e 64 (33,2%) deles relatavam
TBP prévia a inclusdo no estudo. A grande maioria, 155 pacientes (80,3%), apresentava TBP em
atividade no momento da inclusdo. A taxa de prevaléncia de APC foi de 10,9% (IC 95%: 7,2% —
16,1%). Considerando apenas 0s casos confirmados por exame microbiolégico ou sorolégico, a
prevaléncia foi de 7,8% (IC 95%: 4,6% — 12,7%) (tabela 1).

Na andlise univariada, observa-se que pacientes com APC tinham maior frequéncia de TBP
prévia e de DPOC que os sem APC. Quanto aos sintomas, observou-se maior frequéncia de
hemoptise e menor de sudorese que os sem APC. A frequéncia de dbito em pacientes com APC
no estudo, foi de 28,6%. A ocorréncia de 6bitos por hemoptise foi maior em pacientes com APC
(tabela 2). Apds analise multivariada, observou-se que apenas TBP prévia ha quatro anos ou mais
e hemoptise estavam independentemente associadas a APC, com odds ratio de 17,54 (1,85-166,67)
e 9,61 (2,21-41,67), respectivamente (tabela 3).
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Tabela 1. Caracteristicas demograficas, clinicas e aspectos relacionados a tuberculose

pulmonar (TBP) como doenca de base dos 193 individuos incluidos no estudo.

Variaveis N° (%) ou
mediana [IQR]

Sexo masculino 152 (78,8)
Idade (em anos) 51,0 [37,0-64,0]
Residente em Campo Grande — MS 163 (84,4)
TBP 12 episddio 129 (66,8)
Histdria de TBP prévia 64 (33,2)

Tempo desde a TBP prévia (em anos) 4,0 [2,0-14,5]
TBP em atividade* 155 (80,3)

Confirmada 110 (57,0)

Provavel 45/193 (23,3)
TBP em atividade

Exclusiva 70 (36,3)

Associada a extrapulmonar
Local do atendimento
Hospitalizados
Ambulatoriais
APC
APC confirmada
APC provavel
Obito

85/193 (44,0)

99 (51,3)
94 (48,7)
21 (10,9)
15 (7,8)
6(3,1)

6 (28,6)

IQR: intervalo interquartil; MS: Mato Grosso do Sul; APC: Aspergilose pulmonar crénica; TB: tuberculose; TBP:
tuberculose pulmonar. *26 pacientes tinham tido TB prévia e estavam com TB em atividade.
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Tabela 2. Variaveis epidemioldgicas e clinicas de 193 pacientes com tuberculose pulmonar

(TBP) preévia ou atual, quanto a presenca de aspergilose pulmonar crénica (APC).

Variaveis Com APC (N°=21) Sem APC Valor-p
n (%) (N°=172)
n (%)
Sexo masculino 18 (85,7) 134 (88,2) 0,587
Idade > 50 anos 13 (61,9) 87 (50,6) 0,453
Cor
Branca 9 (45,0) 41 (25,5) 0,115
Na&o branca 11 (55,0) 120 (74,5)
Anos de estudo
<=9 12 (75,0) 90 (68,2) 0,786
>9 4 (25,0) 42 (31,8)
Tabagismo 14 (66,7) 89 (53,0) 0,339
Alcoolismo 7 (33,3) 84 (50,0) 0,226
Uso de drogas 3(14,3) 55 (32,7) 0,139
Residentes em Campo Grande — MS 17 (81,0) 146 (84,9) 0,880
TBP prévia 19 (90,5) 45 (26,2) <0,001
TBP prévia ha 4 anos ou mais 14 (66,7) 21 (12,2) <0,001
TBP em atividade 8 (38,1) 147 (85,5) <0,001
Sinais e sintomas
Febre 14 (66,7) 117 (68,8) 1,000
Febre vespertina 7 (35,0) 82 (48,5) 0,363
Tosse 17 (85,0) 134 (79,3) 0,758
Tosse produtiva 12 (60,0) 89 (52,7) 0,700
Hemoptise 12 (60,0) 41 (24,3) 0,001
Sudorese noturna 3 (15,0) 82 (49,1) 0,007
Fraqueza 14 (66,7) 117 (68,8) 1,000
Perda de > 10% do peso 12 (57,1) 101 (60,5) 0,953
Comorbidades 11 (52,4) 57 (33,1) 0,133
DM 5 (23,8) 23 (13,4) 0,340
HAS 5(23,8) 29 (16,9) 0,627
DPOC 6 (28,6) 7(4,1) <0,001
Asma brénquica 1(4,8) 6 (3,5) 1,000
Pacientes hospitalizados 12 (57,1) 87 (50,6) 0,736
Dias de hospitalizacéo 12 [6-22] 15 [6-22] 0,976
Obito 6 (28,6) 28 (16,3) 0,220
Por insuficiéncia respiratéria 3(14,3) 25 (14,5) 1,000
Por hemoptise 2 (9,5 1(0,6) 0,032
Por choque séptico 2 (9,5) 23 (13,4) 1,000

TBP: tuberculose pulmonar; DM: diabetes mellitus; HAS: hipertensdo arterial sisttmica; DPOC: doenca pulmonar
obstrutiva cronica; MS: Mato Grosso do Sul; APC: aspergilose pulmonar crénica.
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Tabela 3. Resultado das andlises de regressédo logistica univariada e multivariada, incluindo as
varidveis da tabela 1 que apresentaram valor de p < 0,20, de acordo com a presenca de

aspergilose pulmonar crénica.

Variaveis Com APCSem APCOR néo ajustada (IC OR ajustada (IC
(N°=21) (N°=172) 95%) 95%)
n (%) n (%)
Cor branca 9(450) 41 (255) 2,39(0,93-6,12)  1,47(0,39-5,55
Uso de drogas 3(14,3) 55(32,7) 0,34 (0,10-1,21) 2,11(0,34-13,28)
TBP prévia 19 (90,5) 45 (26,2) 26,81 (6,01 - 119,70)  2,88(0,57-14,49)

TBP prévia ha 4 anos ou mais 14 (66,7) 21 (12,2) 14,38 (5,21-39,71) 17,54(1,85-166,67)

TBP em atividade 8 (38,1)147 (85,5) 0,11 (0,04- 0,28) 1,29(0,26-6,33)
Hemoptise 12 (60,0) 41 (24,3) 4,68 (1,79-12,25) 9,61(2,21-41,67)
Sudorese noturna 3 (15,0) 82 (49,1) 0,18 (0,05 - 0,65) 0,21(0,04-1,12)
Comorbidades 11 (52,4) 57 (33,1) 2,22 (0,89- 5,53) 1,81(0,45-7,19)
DPOC 6(28,6) 7(41) 9,43 (2,81-31,68) 3,89(0,54-27,78)
Obito por hemoptise 2(9,5 1(0,6) 18,00 (1,56-207,93) 1,64(0,07-38,46)
APC: aspergjlqse pulmonar crénica; OR: odds ratio; TBP: tuberculose pulmonar; DPOC: doenca pulmonar obstrutiva
cronica.

Avaliacdo micoldgica. Dos 21 pacientes com APC pelos critérios utilizados no estudo, foi
possivel detectar hifas hialinas septadas no exame micoldgico direto ou isolar Aspergillus spp em
cultivo de amostras respiratérias de 5 (23,8) e 4 (19,1%) deles, respectivamente. Entre os 172
pacientes que ndo preencheram critério diagndstico de APC, dois (1,59%) e 14 (11,1%)

apresentaram exame micolégico direto e cultura positiva, respectivamente (tabela 4).
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Tabela 4. Exames diagnosticos de 193 pacientes com tuberculose pulmonar (TBP) prévia ou

atual, com e sem aspergilose pulmonar crénica (APC).

Variaveis Com APC (N°=21) Sem APC (N°=172) Valor-p
n (%) ou med [IQR] n (%) ou med [IQR]
MD positivo* 5 (23,8) 2(1,6) <0.001
Cultura positiva 4(19,1) 14 (11,1) 0,504
Aspergillus fumigatus 3(14,3) 2(1,2) 0,005
Aspergillus niger 0 (0) 6 (3,6) 0,823
Aspergillus spp 1(5,0) 3(1,8) 0,902
ELISA Platellia® (Bio-Rad)
Positiva (>10U1/ml) 13/17 (77,0) 0/140 (0) <0,001**
Indeterminada (5-10U1/ml) 1/17 (6,0) 0/140 (0)
Negativa (<5Ul/ml) 3/17 (18,0) 140/140 (100,0)
IDD
Positiva 5/17 (29,4) 0/140 (0) <0,001
Negativa 12/17 (70,6) 140/140 (100,0)

MD:lmicoIégico direto* micolégico direto revelando hifas hialinas septadas. **O valor indeterminado foi considerado negativo para o célculo de
acuracia.

Os achados tomograficos mais frequentes nos pacientes com APC foram cavidade (100.0%),
espessamento pleural (90.5%) e bola fungica (90.5%), como revela a tabela 5. A comparacéo de
grupos de pacientes com e sem APC revelou maior prevaléncia de cavitagdo, presenca de apenas
uma cavidade, cavidade em LSD, bola fungica e espessamento pleural entre os primeiros (tabela
5).
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Tabela 5. Achados na tomografia de torax de 193 pacientes com tuberculose pulmonar (TBP)

prévia ou atual, quanto a presenca ou nao de aspergilose pulmonar cronica (APC).

Variaveis Pacientes com Pacientes sem  Valor-p
APC (%) APC (%)
n°=21 n°=172
Cavidade 21 (100,0) 73(453)  <0,001
Unica 10 (47,6) 19 (11,8)  <0,001
Multiplas 10 (50,0) 54 (33,5) 0,228
Bilateral 5 (25,0) 31 (19,3) 0,756
Lobo S. D 14 (66,7) 56 (34,8) 0,009
Lobo S. E. 11 (55,0) 54 (33,5) 0,101
Bola fungica 19 (90,5) - <0,001
Consolidagéo 2 (10,0) 39 (24,22) 0,250
Espessamento pleural 19 (95,0) 36 (22,4) <0,001
Nodulos 7 (35,0) 69 (42,9) 0,666

TBP: tuberculose pulmonary; APC: aspergilose pulmonar cronica; S.D: superior direito; S.E: superior esquerdo.

De acordo com a apresentacao clinica de APC, 20 (95,2%) pacientes foram classificados
como APCC e 1 (4,7%) como APFC. As caracteristicas demograficas, clinicas, diagndsticas e

tomograficas de cada um dos 21 pacientes com APC sdo mostradas na tabela S1.

Figura 1. Tomografia de tdrax do paciente n° 13 (Tabela S1), evidenciando cavidade em
lobo esquerdo com espessamento pleural (seta verde), estrias fibréticas (seta amarela) e
presenca de bola flngica (seta vermelha).
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e presenga de bola
flngica.

Caso | Sexo; | Classifi | Tempo do TBP aual no | Micolégi | Cultura DID ELISA Doenga de | Sintomatologia Achados Ultima
Idade | cacéo primeiro diagnéstico | co direto | (espécie) (Ul/mL) base tomograficos observacao
de diagndstico de APC clinica
APC de TB (método
(anos) diagndstico
laboratorial)
1 M; 64 | APCC | 20 Né&o Pos Neg Neg Pos Asma Febre, tosse, Cavidades maltiplas | Satisfatoria
(>80,00) brénquica expectoracéo, em lobo esquerdo,
hemoptise, espessamento pleural,
astenia e perda presenca de bola
de peso > 10%. | fangica.
2 M; 39 | APCC |5 Sim (BAAR Neg Pos Pos Pos Néo Febre, tosse, Cavidades multiplas Obito
pos) (AF) (>80,00) expectoracéo, em lobo direito,
hemoptise, espessamento pleural,
astenia e presenca de bola
sudorese fungica.
noturna.
3 F;34 | CFPA | 15 Né&o Neg Neg Neg Pos Né&o Febre, tosse, Cavidades multiplas Evolucéo
(11,92) expectoracéo, em lobo direito e com
hemoptise, esquerdo, pneumonia
sudorese espessamento pleural, | de repeticao.
noturna e perda | nddulos, presenca de
de peso >10%. bola fungica,
consolidacéo,
destruicdo por fibrose
em ambos o0s
pulmdes.
4 M; 53 | APCC |2 Sim (Gene Neg Pos; - - DM Febre, tosse, Cavidade simples em | Satisfatoria
xpert e cultura (AF) expectoracéo, lobo direito,
positivos) astenia. espessamento pleural
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Quadro S1 — Caracteristicas clinicas, laboratoriais e tomograficas de 21 pacientes com aspergilose pulmonar crénica (APC).

Continuacao

Caso | Sexo; | Classifi | Tempo do TBP aual no | Micolégi | Cultura DID ELISA Doencade | Sintomatologia Achados Ultima
Idade cacéo primeiro diagndstico | codireto | (espécie) (Ul/mL) base tomograficos observacao
(anos) de diagndstico de APC clinica
APC de TB (método
(anos) diagnostico
laboratorial)
5 M; 67 APCC |2 Né&o Neg Neg Neg Pos Né&o Tosse e Cavidades maltiplas | Satisfatéria
(15,97) hemoptise. em lobo direito e
esquerdo,
espessamento pleural
e presenca de bola
fingica.
6 M; 42 APCC |1 Sim Neg Neg Pos Pos DM Febre, tosse, Cavidades multiplas Obito
(Clinico) (>80) hemoptise, em lobo esquerdo,
astenia, espessamento pleural,
sudorese presenca de bola
noturna e perda | fungica.
de peso > 10%.
7 F; 34 APCC |7 Sim Neg Neg - - Néo Febre, tosse, Cavidades multiplas Satisfatdria
(Baciloscopia expectoracéo, em lobo direito e
e cultura astenia e perda esquerdo,
positivas) de peso > 10%. | espessamento pleural,
nodulos e presenca de
bola fangica.
8 M; 67 APCC |3 Né&o Neg Neg Pos Pos DM e HAS Tosse, Cavidade simples Obito
(>80) hemoptise e com parede espessa
astenia. em lobo esquerdo,
espessamento pleural
e presenca de bola
fingica.
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Quadro S1 — Caracteristicas clinicas, laboratoriais e tomograficas de 21 pacientes com aspergilose pulmonar crénica (APC).
Continuacao

Caso Sexo; | Classifi | Tempo do TBP aual no | Micolégi | Cultura DID ELISA Doencade | Sintomatologia Achados Ultima
Idade cacéo primeiro diagndstico | codireto | (espécie) (Ul/mL) base tomograficos observacao
(anos) de diagndstico de APC clinica
APC de TB (método
(anos) diagnostico
laboratorial)
9 M; 69 APCC |3 Né&o Pos Neg Neg Neg DM, HAS e | Tosse, Cavidade simples Obito
IRC hemoptise, com paredes espessas
astenia e perda em lobo direito,
de peso > 10%. | espessamento pleural,
nodulos e presenca de
bola fungica.
10 M; 43 APCC |15 Néo Neg Neg Neg Neg Néo Febre, tosse, Cavidade simples em | Satisfatoria
expectoracdo e lobo direito,
hemoptise. espessamento pleural
discreto e presenca de
bola fungica.
11 M; 62 APCC | 33 Néo Neg Neg Neg Indetermin | DM e DPOC | Tosse, Cavidade simples Satisfatdria
ado expectoracdo e com parede fina em
(9,00) hemoptise. lobo direito,
espessamento pleural
discreta, nddulos e
presenca de bola
fungica.
12 M;80 | APCC |5 Né&o Neg Neg Neg Pos Né&o Febre, tosse e Cavidade simples em | Satisfatoria
(61,99) perda de peso > | lobo esquerdo,

10%.

espessamento pleural,
nodulos e presenca de
bola fungica.
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Quadro S1 — Caracteristicas clinicas, laboratoriais e tomograficas de 21 pacientes com aspergilose pulmonar crénica (APC).
Continuacao

Caso | Sexo; | Classifi | Tempo do TBP aual no | Micolégi | Cultura DID ELISA Doencade | Sintomatologia Achados Ultima
Idade cacéo primeiro diagndstico | codireto | (espécie) (Ul/mL) base tomograficos observacao
(anos) de diagndstico de APC clinica
APC de TB (método
(anos) diagnostico
laboratorial)
13 M; 67 APCC |8 Né&o Neg Neg Neg Pos Né&o Dispneia e Cavidade simples em | Progressdo
(> 80,00) hemoptise. lobo direito e para
presenca de bola espessament
fungica. o pleural,
aumento de
cavidade
com paredes
espessas.
14 M; 53 APCC |7 Sim Neg Neg Neg Neg DPOC Febre, asteniae | Cavidades multiplas Obito
(Baciloscopia perda de peso > | em lobo direito e
e cultura 10%. esquerdo,
positivos) espessamento pleural,
bola fangica.
15 M; 61 APCC |8 Sim Neg Neg Pos Pos Espondilite Febre, tosse, Cavidade simples em | Satisfatoria
(Clinico) (> 80,00) anquilosante | expectoracdo, lobo esquerdo,
astenia e perda espessamento pleural,
de peso > 10%. | lesdo espessa e
irregular dentro da
cavidade.
16 F; 59 APCC |19 Néo Pos Neg Neg Pos HAS e Febre, tosse, Cavidades multiplas Satisfatéria
(> 80,00) DPOC expectoracéo, em lobo direito,
hemoptise, espessamento pleural

astenia e perda
de peso > 10%.

e presenca de bola
fingica.
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Quadro S1 — Caracteristicas clinicas, laboratoriais e tomograficas de 21 pacientes com aspergilose pulmonar crénica (APC).

Continuacao

Caso | Sexo; | Classifi | Tempo do TBP aual no | Micolégi | Cultura DID ELISA Doencade | Sintomatologia Achados Ultima
Idade cacéo primeiro diagndstico | codireto | (espécie) (Ul/mL) base tomograficos observacao
(anos) de diagndstico de APC clinica
APC (método
diagnostico
laboratorial)
17 M; 62 | APCC |<1 Sim Neg Neg Neg Pos HAS e Febre, asteniae | Cavidades maltiplas | Obito
(Baciloscopia) (13,96) DPOC perda de peso > | em lobo diretio e
10%. esquerdo,
espessamento pleural,
nodulos.
18 M; 67 APCC |50 Néo Neg Neg - - HAS e Dispneia. Cavidade simples Satisfatdria
DPOC com paredes espessas | (houve
em lobo direito e progressao
presenca de bola radioldgica)
fingica.
19 M; 62 APCC | <1 Sim Neg Neg - - Néo Febre, tosse, Cavidade maltiplaem | Obito
(baciloscopia) extectoracdo, lobo direito,
astenia e perda espessamento pleural
de peso > 10%. | e presenca de bola
fungica.
20 F; 63 APCC | 45 Né&o Pos Pos Eg Pos DPOC Febre, tosse, Cavidade simples em | Satisfatoria
(Asperqgil (19,64) expectoragéo, lobo esquerdo,
lus spp) hemoptise, espessamento pleural
astenia e perda e presenca de bola
de peso > 10%. | fangica.
21 M; 27 APCC |5 Néo Pos Pos Pos Pos Néo Tosse, Cavidades multiplas Satisfatéria
(AF) (> 80,00) expectoracéo, em lobo direito,
hemoptise e espessamento pleural
astenia. e presenca de bola
flngica.

APC: aspergilose pulmonar cronica; AS: aspergiloma simples; APCC: aspergilose pulmonar cavitaria cronica; APFC: aspergilose pulmonar fibrosante cronica; Pos: positiva; Neg: negativa; DM: diabetes
mellitus; DPOC: doenca pulmonar obstrutinva cronica; HAS: hipertenséo arterial sistémica; AF: Aspergillus fumigatus; M: masculino; F: feminino; TBP: tuberculose pulmonar; IDD: imunodifusdo em
gel de agar; ELISA: teste imunoenzimatico.




83

A sensibilidade de IDD foi de 35,7% e de 29,4% quando usamos os padrdes de
referéncia 1 e 2 respectivamente; a sensibilidade do ELISA foi de 88,9% e 76,5% quando
usamos os padrdes de referéncia 3 e 4 respectivamente. A especificidade da IDD e do ELISA
foi de 100% e 99%, respectivamente (tabelas 6 e 7). O coeficiente de concordancia de Kappa
entre os dois testes foi 0,534, com grau de concordancia moderado. O indice de Youden
variou de 0,35 e 0,29 para IDD e de 0,88 e 0,76 para ELISA, conforme os padrdes de
referéncia descritos.

Né&o foram observadas reacdes cruzadas do teste ELISA em 20 pacientes com PCM

e em 119 pacientes com TBP sem APC.

Tabela 6. Andlises de acuréacia do teste de imunodifusao dupla (IDD) para o diagnostico
de aspergilose pulmonar crénica (APC) utilizando dois padr6es de referéncia 1

= IDD Referéncia 1 (95% IC) Referéncia 2 (95% IC)
Sensibilidade (%) 35,7 (12,8-64,9) 29,4 (10,3-56,0)
Especificidade (%) 100 (96,4-100)
Valor preditivo positivo (%) 100 (46,3-100)
Valor preditivo negativo (%) 91,7 (88,3-94,3) 89,3 (86,0-92,0)
Razé&o de verossimilhanca positiva Infinito Infinito
Razdo de verossimilhanca negativa 0,64 (0,44-0,95) 0,71 (0,52-0,96)
Acurécia (%) 92,1 (85,5-96,3) 89,7 (82,8-94,6)
Teste de Youden 0,35 0,29

Referéncia 1- Casos confirmados com microbiologia ou ELISA (n=14);
Referéncia 2- Casos provaveis ou confirmados com microbiologia ou ELISA (n=17);
Para analises de acuracia, o grupo controle foi constituido de 100 individuos saudaveis, doadores de sangue.
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Tabela 7. Analises de acuracia do teste imunoenzimatico (ELISA) para o diagndéstico
de aspergilose pulmonar crénica (APC) utilizando dois padroes de referéncia 3

= ELISA Referéncia 3 95% (IC) Referéncia 4 95% (IC)

Sensibilidade (%) 88,9 (51,8-99,7) 76,5 (50,1-93,2)
Especificidade (%) 99,0 (94,6-100)

Valor preditivo positivo (%) 88,9 (53,0-98,3) 92,9 (64,5-98,9)
Valor preditivo negativo (%) 99 (94,0-99,8) 96,1 (91,3-98,3)
Razdo de verossimilhanca positivo 88,9 (12,5-633,5) 76,5 (10,7-547,2)
Razéo de verossimilhanga negativo 0,11 (0,02-0,71) 0,24 (0,10-0,56)
Acurécia (%) 98,2 (93,5-99,8) 95,7 (90,3-98,6)
Teste de Youden 0,88 0,76

Referéncia 3- Casos confirmados com microbiologia ou IDD (n=9);
Referéncia 4. Casos provaveis ou confirmados com microbiologia ou IDD (n= 17);
Para analises de acuracia, o grupo controle foi constituido de 100 individuos saudaveis, doadores de sangue.

Discussao

A presente investigacdo encontra-se alicercada em estudo transversal de base
populacional, em amostra probabilistica de tamanho adequado e com nenhuma perda. Os
principais achados deste estudo foram prevaléncia de APC igual a 10,9% em pacientes com
TBC em atividade ou com suas sequelas, baixa frequéncia de diagnéstico micol6gico, maior
sensibilidade do teste sorologico ELISA Platelia® que a da IDD, elevada prevaléncia de bola
fangica, cavidade e espessamento pleural a tomografia computadorizada de térax e, por fim,
elevada letalidade de pacientes com e sem APC.

Poucos estudos baseados na apresentacdo clinica, imagens tomogréaficas, achados
microbioldgicos e soroldgicos foram realizados para definir a prevaléncia de APC em
individuos com TBP no mundo [3, 24, 25, 26]. A taxa de prevaléncia de 10,9% observada
em nosso estudo encontra-se entre as maiores taxas de prevaléncia relatadas em estudos

metodologicamente semelhantes ao nosso, variando de 2,3 a 13,7% (Figura 2).
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Legenda:
8 Brasil: 10,9 % (IC 95%: 7,2%-16,1%) - este estudo
Ird: 2,4% (aspergiloma) e 11,3% (APCC) - Hedayati et al, 2015 [24]
© Nigéria: 8,7% - Oladele et al, 2017 [25]
O Uganda: 4,9 a 6,3% - Page et al, 2019 [3]
@ Taiwan: 2,3% - Lee et al, 2020 [26]

Figura 2. Mapa mundial mostrando as prevaléncias de aspergilose pulmonar crénica
em individuos com tuberculose pulmonar, que consideraram para o diagnostico de
APC, critérios clinicos, tomograficos, microbioldgicos e sorologicos.

Varios outros estudos também sdo relatados, porém as prevaléncias de APC séo
baseadas somente em testes soroldgicos ou em exames de imagem e, em populacdes outras
além de TBP [13, 27-39].

A prevaléncia de APC na TBP no Brasil é muito pouco estudada, existindo somente
um estudo prévio, em 1988, que avaliou a prevaléncia de APC em pacientes com qualquer
doenca respiratoria de base, ndo exclusivamente TBP, utilizando RX térax e triagem
soroldgica com IDD, que encontrou 8,3% [28]. Além disso, hd uma publicacdo de 2015 de
uma estimativa de incidéncia de 6,2 casos de APC por 100.000 habitantes no Brasil, baseada
nas notificacbes de TBP, utilizando um software para célculo de estimativa de incidéncia,
proposto pela Leading International Fungal Education (LIFE), para melhorar a
compreensdo da escala do numero de infecgdes fungicas graves em todo o mundo e em cada

pais de forma individual [6, 40]. Na figura 2 apresentamos a distribuicdo mundial das
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estimativas de incidéncia de APC na TBP, desde 2011. A menor e as maiores incidéncias
estimadas foram de 1 caso por 100.000 habitantes na Suécia [41], a 78 casos por 100.000
habitantes na Nigéria [42] e Filipinas [43]. Em 2011, a estimativa global de incidéncia de
APC era de 18 casos de APC por 100.000 habitantes [6] e em 2017 foi estimada em 22 casos
por 100.000 habitantes [44].
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Figura 3. Distribuicdo mundial de incidéncia de aspergilose pulmonar cronica em
tuberculose pulmonar baseada nas estimativas do LIFE a partir de 2011 [2, 41-43, 45-
75].

O Brasil € um dos 30 paises com alta carga de TB no mundo [4], desta forma, conhecer
a prevaléncia de APC nesta populacdo é fundamental para a identificacdo de estratégias para
0 seu diagndstico, tratamento e reducdo de mortalidade.

A prevaléncia estimada de APC tem aumentado em varias regides provavelmente
devido a melhoria no diagndstico [2]. A instalacdo da APC é insidiosa e cronica e as formas
fangicas inaladas alcangcam o parénquima pulmonar com altera¢Ges estruturais, como as
escavacoes provocadas pela tuberculose [76].

Em nosso estudo observou-se que pacientes com APC tinham tido TBP prévia ha mais
tempo que os sem APC. A doenca frequentemente permanece ndo diagnosticada por anos,
sendo observada maior ocorréncia de casos de aspergiloma apds trés anos com cavidade

como sequela de TBP [13]. Novos casos de APC podem ser identificados em até nove anos
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apo6s completo tratamento de terapia para TBP [3]. Cabe ressaltar que o diagndstico de APC
em suas fases iniciais ainda é dificil, e que mesmo assim foi possivel diagnosticar APC em
pacientes no seu primeiro episédio de TBP.

Hemoptise é um dos sintomas mais especificos e graves da APC e pode ser observada
em mais da metade dos pacientes, podendo ser fatal. Isso também foi observado em nosso
estudo e justifica-se pela neovascularizagdo da artéria bronquica em torno da area envolvida,
com hipertrofia dos vasos, hipervascularizacao colateral, parietal, intercostal e transpleural
provocada pelo processo inflamatorio. Além disso, outros mecanismos podem colaborar
com a frequéncia de hemoptise, como o atrito e erosdo no epitélio vascularizado causados
pela bola fungica, a presenca de endotoxinas e/ou enzimas fibrinoliticas produzidas por
Aspergillus e reacdes de hipersensibilidade mediada por imunocomplexos na parede da
cavidade [76, 77,78,79].

Em cerca de um quarto de nossos pacientes com APC, o exame micolégico direto de
escarro ou outra amostra respiratoria pdde mostrar hifas hialinas septadas sugestivas de
Aspergillus spp. A microscopia é uma ferramenta importante e consistente no diagndstico
de APC, pois esta menos sujeita a contaminacdo ambiental do que a cultura [9].

As espécies patogénicas de Aspergillus séo comumente encontradas no ar ambiente,
entdo o crescimento desses fungos em meio de cultura deve ser interpretado com cuidado,
pois podem ser falso-positivas. O isolamento de Aspergillus de vérias coldnias da mesma
amostra ou de diferentes amostras do mesmo paciente reforca o diagnéstico, especialmente
se 0 micoldgico direto resultou positivo. A. fumigatus foi a espécie mais prevalente entre os
pacientes com APC, em concordancia com outro estudo [24]. Observou-se o isolamento de
Aspergillus niger (A. niger) de amostra respiratoria de seis pacientes sem diagndstico de
APC. Em um estudo de prevaléncia de infec¢do fungica em pacientes com TB, entre 0s
isolados de Aspergillus spp, 37,5% foram A. niger [80]. O isolamento de A. niger levanta
duas possibilidades: 1. Contaminacdo das amostras, justificadas pela auséncia do micol6gico
direto positivo, que pode ser observada nesses pacientes; 2. Colonizacao inicial de pacientes
que deverdo ser monitorizados para uma possivel evolucdo para APC.

De forma geral, a sensibilidade do ELISA Platelia foi maior do que de IDD.
Entretanto, a especificidade do IDD foi maior do que o de ELISA Platelia, a semelhanca do
que tem sido demonstrado em outros estudos [12]. A IDD também é uma ferramenta
importante no controle do tratamento, por mostrar reducéo dos titulos com a melhora clinica
[81].
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Na avaliacdo pelo indice de Youden que avalia o desempenho de testes soroldgicos,
observou-se, também, um melhor desempenho do teste ELISA, o que j& tinha sido
demonstrado em uma revisdo sistematica [12], onde o indice de Youden dos testes
ImmunoCAP e Immulite variaram entre 0,94 a 0,96 [82, 83].

Né&o foram observadas reacdes cruzadas com PCM e TBP em atividade no teste de
ELISA Platelia, diferentemente do encontrado em um estudo com teste ELISA in house, que
detectou anticorpos IGG anti-Aspergillus em pacientes com essas doencas, bem como em
pacientes com histoplasmose e criptococose [81].

Deste modo, entendemos que o teste ELISA deva ser preferido e usado na
investigagdo diagndstica da APC em todos os pacientes com tosse recorrente, hemoptise ou
perda de peso apos tratamento de TBP, e em pacientes onde tratamento empirico para TBP
com escarros negativos para BAAR estdo sendo considerados [3]. Além disso, ha grande
importancia de investigagdo de APC em pacientes com TBP em atividade, pois em nosso
estudo APC foi identificada em seis pacientes com TBP ativa, sendo que cinco deles tiveram
TBP confirmada por baciloscopia, cultura ou método molecular.

Para os calculos de acuracia dos testes soroldgicos, os testes indices ndo foram
considerados nos critérios de confirmacéo diagndstica de APC. Desta forma, quatro padrdes
de referéncia foram estabelecidos, sendo os padrbes 1 e 3 representando o padréo-ouro
estabelecido para diagndstico de APC, baseado na confirmacdo microbiol6gica e, ou
soroldgica; e, para as referéncias 2 e 4 utilizamos todos os casos confirmados e provaveis
para célculo, representando os casos observados na pratica clinica, isto é, mais proximo do
que ocorre na vida real.

A prevaléncia de bola buangica foi muito maior (90,5%) em nossos pacientes do que
tem sido relatado [3, 39]. Essa diferenca de prevaléncia pode ser devida ao fato de que os
participantes do estudo foram alocados em hospitais de referéncia, para onde sédo
encaminhados casos com quadros mais sugestivos.

Espessamento pleural observada a TC de térax foi muito frequente (95%) em
pacientes com APC. Auséncia de espessamento pleural adjacente a cavidade pulmonar
observada na radiografia de térax foi demonstrada ter 100% de VPN no diagnostico de APC
[3]. O mesmo estudo demonstrou que quando associado a sorologia positiva o VPP alcanca
76,5%. Portanto, atencéo especial deve ser dada a este achado radioldgico no diagnostico de
APC [15].
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Os achados tomogréficos tém extrema importancia para paises como o Brasil,
principalmente em casos provaveis, devido a dificuldade de confirmacdo microbiol6gica
com necessidade de laboratorios especializados e a ndo padronizacéo do teste ELISA como
teste de referéncia para o diagnotico de APC.

No presente estudo, a prevaléncia de APC em pacientes com cavidade foi de 22,3%,
sendo um dado extremamente importante na defini¢cdo do principal fator de risco para o
desenvolvimento de APC, como também foi apresentando por Page et al [3] que encontraram
uma prevaléncia de 26,1%. Individuos com cavidades residuais por TBP em radiografia de
torax apresentam uma taxa de incidéncia anual de APC de 6,5% [3]. Considerando que
cavidade residual em radiografia de térax pode ser identificada em 20 a 30% de 7,7 milhdes
de pacientes tratados para TBP a cada ano, é possivel dimensionar a magnitude da carga de
APC no mundo [4].

De forma geral, pacientes com mais de quatro anos de tratamento de TBP
apresentaram maior prevaléncia de APC. A APC se estabelece insidiosamente nas alteragdes
anatdmicas decorrentes da TBP, que primeiro sdo colonizadas e a progressdo da infeccédo e
doenca € lenta. A doenca instalada € grave.

Em nosso estudo, a frequéncia de 6bitos em curto de tempo de avaliacdo entre 0s
pacientes com APC foi de 28,6% e isso representa a gravidade de evolugdo em casos ndo
tratados. As taxas de mortalidade em pacientes com APC em 5 anos tem variado de 17,5 a
85% [3, 84], a depender de varios fatores, incluindo a doenca de base.

Além da evolucdo para o ébito, a APC pode progredir por meses ou anos resultando
em significativa perda da capacidade funcional e declinio na qualidade de vida [32],
reforcando a importancia do diagndstico e tratamento em tempo oportuno, com antifingico
oral ou cirurgia em casos selecionados [35].

A presente pesquisa apresentou algumas limitagdes: 1) a amostra utilizada foi feita por
conveniéncia em dois hospitais de referéncia e os pacientes que aceitaram participar da
pesquisa na sua grande maioria era sintomatica, portanto ndo foram identificados casos de
aspergiloma simples; 2) o calculo da amostra foi realizado para o estudo de prevaléncia, para
0 estudo de acuracia o nimero da amostra foi pequeno e refletiu em um amplo intervalo de
confianca dentro dos parametros de desempenho dos testes.

Apesar de sua importancia, o teste ELISA para deteccéo de anticorpos IgG especificos
para Aspergillus, ainda ndo apresenta acuracia diagnostica bem definida para APC e outros

estudos ainda sdo necessarios [15].
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A prevaléncia e gravidade de APC em pacientes tratados de TBP observada em nosso
estudo justifica a investigacdo desta micose negligenciada em todos os pacientes com TBP,
antes e depois do tratamento. Além da avaliacéo clinica, a tomografia e teste sorolégico com

ELISA sédo ferramentas importantes para essa investigacao.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo, apresentado em dois artigos, permite as seguintes conclusdes:

Artigo 1. Acurécia de testes sorologicos para o diagnostico de aspergilose pulmonar cronica:

uma revisao sistematica e meta-analise.

Os testes sorologicos baseados em precipitinas sdo muito trabalhosos, requerendo
laboratérios especializados e apresentando baixa sensibilidade para o diagnostico de
APC.

Testes de ELISA in-house ndo apresentam concentragdes e antigenos padronizados para
estudos comparativos

Testes de ELISA comerciais demonstraram melhor acurécia para o diagnéstico de APC,
mas estudos bem desenhados para identificar o melhor valor de cut-off devem ser
realizados;

Sistemas Immulite e ImmunoCAP demonstraram melhor acuracia entre os testes

comerciais.

Artigo 2. Prevaléncia de aspergilose pulmonar cronica e acuracia de testes soroldgicos em pacientes

com tuberculose na regido Centro-Oeste do Brasil.

A taxa de prevaléncia de aspergilose pulmonar cronica (APC) em pacientes com
tuberculose pulmonar (TBP) tratada ou em atividade foi de 10,9% (IC 95%: 7,2 % -
16,1%). Foi o primeiro estudo brasileiro em pacientes tratados ou em tratamento de TBP
e, considerando que o Brasil possui alta carga de tuberculose, a taxa encontrada aponta
para a magnitude da APC no pais.

Pacientes que tiveram TBP h& mais de quatro anos e 0s que apresentavam hemoptise
tiveram 17,5 e 9,6 maior chance de ter APC. A frequéncia de Obitos em pacientes com
APC foi de 28,6%, durante o curto periodo de observacao.

Teste ELISA Platelia® apresentou melhor acuracia do que a IDD para o diagndstico de
APC. Nao foram observadas reagdes cruzadas com PCM e TBP em atividade no teste de
ELISA.
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7 RECOMENDACOES

Os resultados do presente estudo nos permitem sugerir as seguintes recomendacdes:
e Pacientes com TBP principalmente aqueles com persisténcia de cavidades devem
ser submetidos a investigacdo cuidadosa de APC, antes, ao final e apos o tratamento.
e A investigacdo devera ser realizada sempre que ocorrerem novos sintomas
respiratorios, principalmente hemoptise; bem como a cada seis meses em pacientes
assintomaticos, para identificacdo de APC em fase precoce.
e A investigacdo deve ser feita com a avaliacdo clinica, TC de torax e teste de 1gG

anti-Aspergillus por ELISA.
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