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RESUMO

Fungos s&o microrganismos eucarioticos que possuem fungbes ecoldgicas
importantes para o meio ambiente, mas também sdo responsaveis por causar
doencas em seres humanos, como ocorre em casos de Infec¢bes Fungicas Invasivas
(IFlIs). O aumento no numero de casos esta associado a diversos fatores que
comprometem a imunidade do paciente, incluindo baixos padrées socioecondmicos.
O diagnoéstico padréo-ouro de Aspergillus é realizado por meio de exames
histopatolégicos e citopatologicos, coletados através de bidpsia do pulméo ou
toracoscopia. Com o objetivo de propor métodos menos invasivos aos pacientes, este
estudo procurou validar métodos de extracéo de acido desoxirribonucleico (DNA) em
amostras de diferentes fluidos do sistema respiratério de pacientes com suspeitas de
Aspergillus. Para isso, foram testados dois tampdes mucoliticos para reduzir a
guantidade de muco presente nas amostras, auxiliando a realizacdo do diagnostico
por Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (QPCR). Os resultados obtidos
foram comparados com o teste de galactomanana. Os dados das 98 amostras foram
analisados estatisticamente utilizando a estatica Kappa de Cohen e o teste Qui-
guadrado de Pearson, ambos operados no software R. Os resultados apontaram uma
concordancia de 66% (Kappa=0,158) e 79% (Kappa= 0,412) para os tampdes de
Lophomonas e N-acetilcisteina, respectivamente. Este estudo n&o evidenciou
resultados estaticamente significativos para distinguir as duas solucbes mucoliticas
avaliadas (p>0,05), o que sugere a necessidade de aprimorar técnicas ja existentes,
buscar novos testes e explorar diferentes combina¢des de diagndstico com o objetivo

de obter uma analise menos invasiva e mais precisa do paciente.

Palavras-chaves: Aspergillus, solucdo mucolitica, acido desoxirribonucleico



Abstract

Fungi are eukaryotic microorganisms that have important ecological functions in the
environment, but they are also responsible for causing diseases in humans, such as
Invasive Fungal Infections (IFIs). The increase in the number of cases is associated
with various factors that compromise the patient's immunity, including low
socioeconomic standards. The gold standard diagnosis for Aspergillus is performed
through histopathological and cytopathological examinations, collected through lung
biopsy or thoracoscopy. With the aim of proposing less invasive methods for patients,
this study sought to validate methods for extracting deoxyribonucleic acid (DNA) from
samples of different respiratory system fluids from patients suspected of Aspergillus.
For this purpose, two mucolytic buffers were tested to reduce the amount of mucus
present in the samples, aiding in the diagnosis by Real-time Polymerase Chain
Reaction (QPCR). The obtained results were compared with the galactomannan test.
The data from the 98 samples were statistically analyzed using Cohen's Kappa statistic
and Pearson's chi-squared test, both operated in the R software. The results showed
a 66% agreement (Kappa = 0.158) and 79% agreement (Kappa = 0.412) for the
Lophomonas and N-acetylcysteine buffers, respectively. This study did not show
statistically significant results to distinguish between the two evaluated mucolytic
solutions (p> 0.05), suggesting the need to improve existing techniques, search for
new tests, and explore different combinations of diagnosis in order to obtain a less

invasive and more accurate analysis of the patient.

Keywords: Aspergillus, mucolytic solution, deoxyribonucleic acid
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1. INTRODUCAO

Fungos sdo microrganismos eucarioticos encontrados no meio ambiente em
diversas formas, como bolores, leveduras, cogumelos, hifas e poliporos (CHANG;
LEVITZ, 2019). Eles estéo presentes em diversos ambientes, incluindo solo, esterco,
plantas e animais (SHIKANAI-YASUDA et al., 2018). Embora se estime que existam
aproximadamente 5 milhdes de espécies de fungos no mundo, apenas 100.000 delas
foram descritas. Os fungos desempenham fungbes ecoldgicas cruciais ao meio
ambiente, agindo como decompositores de matéria organica e contribuindo para o
ciclo do carbono no solo. No entanto, algumas espécies sdo responsaveis por causar
doencas nos seres humanos, ocasionando as Infec¢cdes Fungicas Invasivas (IFISs)
(CAMPLESI JUNIOR, 2013).

Estima-se que mais de 800 milhdes de pessoas em todo o mundo s&o
acometidas por IFIs (BOROUJENI et al.,, 2021). Dessas, cerca de 3 milhdes
desenvolvem infecgBes graves, incluindo 1,9 milhdo de casos de IFls agudas
(TERRERO-SALCEDO; POWERS-FLETCHER, 2020). As taxas de mortalidade anual
por IFls (1.660.000) ultrapassam as da malaria (445.000) e se assemelham as da
tuberculose (1.700.000) (BOROUJENI et al., 2021). Além das taxas de morbidade e
mortalidade, as infec¢des estdo associadas a um 6énus econémico. Estudos relatam
gue apenas nos Estados Unidos, o custo médio total para o tratamento das IFIs é
estimado em US$ 4,6 bilhdes, no entanto, autores discutem que muitas doencas
fungicas sdo desconhecidas, e que o custo real pode ser ainda mais alto que o
estimado (TERRERO-SALCEDO; POWERS-FLETCHER, 2020). A distribuicdo dos
fungos e seus agentes causadores diferem pela regido geografica, nivel
socioecondmico, clima, contato com animais, idade populacional, interacdo com o
sistema imune e padrdoes da migracdo humana. Como resultado, algumas infec¢des
fungicas sado endémicas, enquanto outras possuem uma grande area de distribuicdo
(TAWFIK et al., 2022).

O aumento no numero de casos de IFIs esta associado a uma série de fatores
gque comprometem a imunidade dos pacientes, mas que nao se limita apenas em
pacientes imunocomprometidos (BOROUJENI et al., 2021). Dentre eles, destacam-se
infecgbes por SARS-CoV-2 (BORG; FARRUGIA; AZZOPARDI, 2022), infecgéo pelo
Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), transplante de oOrgdos e medula,

tratamentos que utilizam quimioterapicos (BARROSO FILHO et al., 2021),



imunossupressao medicamentosa, e mudancas ambientais como o desmatamento.
Além das pessoas imunossuprimidas, baixos padrées socioecondmicos com quadros
de desnutricdo, tabagismo (mais de 20 cigarros por dia por mais de 20 anos) e
alcoolismo (mais de 50g por dia) também auxiliam no desenvolvimento de casos de
IFIs (SHIKANAI-YASUDA et al., 2018).

As IFIs podem ser causadas, por exemplo, por fungos dos géneros Aspergillus,
Histoplasma e Paracoccidioides (BOROUJENI et al.,, 2021). As infeccdes podem
ocasionar aspergiloses (EL-MAHALLAWY et al., 2006) ocasionada por fungos
termofilos e filamentosos (COCIO, 2016) como Aspergillus flavus, A. fumigatus, A.
nigger e A. terreus (BOROUJENI et al., 2021). Das manifestacdes clinicas causadas
por Aspergillus, a mais grave é a aspergilose pulmonar invasiva (API) (GAVRONSKI;
BOTELHO; CORDOVA, 2016).

A infeccédo do Aspergillus € ocasionada pela transmissao de uma estrutura de
reproducdo assexuada dos fungos, chamada de conidios. Em humanos, a inalacao &
a forma mais frequente de transmissdo, que atingem os tecidos da via aérea,
transcutdnea e mucosa, ocasionado aspergilose por exemplo. Quando em contato
com os bronquiolos, os conididésporos entram na fase miceliana, atingindo os
bronquiolos terminais e alvéolos pulmonares, onde terminam sua maturacdo. As
primeiras lesbes acometem principalmente os pulmdes, iniciando infeccdes
subclinicas que podem ser curadas por meio da resposta imune do paciente
(SIQUEIRA, 2008), (HEINEKAMP et al., 2015). Também podem se disseminar para
outros érgédos utilizando o sistema sanguineo (DE LIMA, 2022) ocasionando necrose
de tecidos (FELIX, 2018), desenvolvendo uma area necrética conveniente ao
crescimento do fungo (PEDROZA, 2015). Ademais, a infeccdo pode ocorrer em
processos de queimaduras, ferimentos e procedimentos cirargicos (CAMPOS, 2019).

Convencionalmente, o diagndstico padrdo ouro da APl é dado por exames
histopatoldgicos e citopatologicos pulmonares, coletados por meio da toracoscopia ou
bidpsia do pulméo. Estes exames visam identificar a presenca de hifas, juntamente
com a analise de cultura positiva (GAVRONSKI; BOTELHO; CORDOVA, 2016). A
utilizagdo dessa técnica possui natureza invasiva (PEDROZA, 2015) e de retorno
lento, ja que o crescimento da cultura pode demorar alguns dias (FELIX, 2018), e ha
existéncia de resultados falso positivos que podem ser ocasionados por

contaminacgéo, enquanto o quadro clinico do paciente tende a progredir rapidamente



(PEDROZA, 2015). Além disso, ha dificuldades em distinguir infec¢cdes causadas por
Aspergillus de outros fungos filamentosos, como Scedosporium e Penicillium, uma vez
gue eles possuem morfologias semelhantes (GAVRONSKI; BOTELHO; CORDOVA,
2016).

Existem ainda técnicas de diagndstico que incluem a detecc¢ao do biomarcador
de parede celular fungica, chamado de galactomanana (GM) produzido pelos géneros
Penicillium, Histoplasma, Aspergillus, entre outros (TERRERO-SALCEDO; POWERS-
FLETCHER, 2020). A GM é um polissacarideo que compde a parede celular dos
fungos, sendo encontrado em diversas amostras biolégicas como sangue, urina e,
lavado bronco-alveolar durante o crescimento da hifa no tecido (FERNANDES;
JUNIOR; ATAIDES, 2017), (TERRERO-SALCEDO; POWERS-FLETCHER, 2020).
Uma ferramenta util para detectar a GM € por meio do ensaio imunoenzimatico
(ELISA), que utiliza de anticorpos para detectar a presenca de antigenos especificos
(FERNANDES; JUNIOR; ATAIDES, 2017). Ademais, é possivel utilizar testes para
deteccdo do componente da parede celular fungica (1,3) - B - D - glucano) (TERRERO-
SALCEDO; POWERS-FLETCHER, 2020), imagens tomograficas computadorizadas
(CAMPOS, 2019), e por reacao em cadeia da polimerase (PCR) (DENNING, 2021).

Os métodos que utilizam o acido desoxirribonucleico (DNA) sdo usados para
detectar e diagnosticar a presenca ou auséncia de patégenos fungicos (FELIX, 2018).
Como nem todos os pacientes com IFls podem ser identificados com preciséo
utilizando métodos fenotipicos (padrao ouro), muitos laboratérios de micologia clinica
usam o sequenciamento de DNA para identificar fungos patogénicos (TERRERO-
SALCEDO; POWERS-FLETCHER, 2020). No entanto, existem desafios ja que ha um
baixo rendimento de extracdo de DNA de hifas e/ou conidios, dada a pequena
guantidade de material fUngico nas amostras biolégicas. Os métodos de extracao de
DNA utilizam ferramentas de ruptura da membrana e parede celular que variam desde
fisicas, quimicas e enziméaticas, sendo necessario o uso de protocolos especificos
para cada género. Essas dificuldades se devem a natureza complexa da parede
celular fangica, que consiste em espessas camadas de quitina, (1-3)-p-D-glucana,
(1,6)-B-glucanas, lipidios e peptideos, sendo possivel ainda apresentar uma camada
de melanina, a qual é resistente a luz UV, degradacéo quimica e digestdo enzimatica
(KARAKOUSIS et al., 2006).



Em 2016 foi estimado que fungos do género Aspergillus ocupavam a segunda
posicdo entre os agentes infecciosos fungicos mais prevalentes no Brasil, sendo
responsavel por 25% dos casos de infec¢des fungicas (BARROSO FILHO et al.,
2021). Entretanto, por ndo serem doencas de notificacdo compulsoria, ndo ha dados
epidemioldgicos precisos sobre a verdadeira incidéncia atribuida a aspergilose
(DORNELES, 2022). Por ser uma importante causa de morbidade e mortalidade,
especialmente em pacientes imunocomprometidos que necessitam de diagnostico e
terapia rapida, ha uma necessidade significativa de testes que validem métodos de
diagnéstico de IFIs por meio da utilizacdo de DNA, a fim de melhorar a qualidade e
agilidade do diagnostico dos pacientes. Os testes baseados em DNA, realizados a
partir de amostras biolégicas, sem a necessidade do diagnéstico fenotipico padréo,
podem disponibilizar um método rapido e confiavel para a populacdo, reduzindo

significativamente o tempo de inicio do tratamento.

1.1 Objetivo

Este trabalho teve como objetivo validar a detec¢cdo de DNA de Aspergillus por
meio da Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (qPCR) em amostras
biolégicas de diferentes fluidos do sistema respiratorio de pacientes de Campo
Grande, Mato Grosso do Sul (MS), Brasil, internados com suspeita de IFls,

comparando-se a eficiéncia de dois tamp8es mucoliticos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Caracterizagédo do estudo

Este estudo utilizou 98 amostras respiratorias de diferentes origens conforme
Tabela 1 e Tabela 2, provenientes de pacientes com suspeitas de IFI por Aspergillus.
As amostras coletadas estavam armazenadas em tubos Falcon com capacidade de
15 ml sob congelamento a -80°C no biorrepositério do Laboratoério de Doencgas
Infecciosas e Parasitarias (LabDIP, FAMED, UFMS), acompanhadas dos resultados
correspondentes obtidos por meio do teste de galactomanana.

As amostras de diferentes fluidos do sistema respiratério como aspirado
traqueal, lavado bronqueoalveolar, escarro e liquido pleural. As amostras foram
coletadas em diversas instituicbes de saude de Campo Grande-MS, incluindo o

Hospital Regional de Mato Grosso do Sul (HRMS), Laboratorio Central de Saude



Publica (LACEN), Hospital Universitario Maria Aparecida Pedrossian (HUMAP) e o
Hospital do Coracéo (HC). Todas as amostras ja haviam sido submetidas para o teste
de GM por meio da técnica ELISA, sendo que, entre as amostras analisadas, foram
identificadas 20 amostras com resultados positivos para GM.

2.2 Remocao de muco

Para a analise de amostras respiratorias densas, que contém uma grande
quantidade de muco, é recomendado trata-las com solu¢cdes mucoliticas. Esse
tratamento reduz a quantidade de muco na amostra, o que pode atrapalhar na
extracdo do DNA fungico (BRASIL, 2022).

As amostras foram separadas em dois grupos Grupo A (amostra 1 a 50) e
Grupo B (amostra 51 a 98) ao acaso, para a realizacdo do procedimento de lavagem
mucolitica. Cada grupo recebeu um tratamento especifico com solu¢des mucoliticas.
As amostras do Grupo A foram tratadas com solucdo mucolitica para Lophomonas
contendo 500 pl de tampéao com 50 mM de Tris-HCI (pH 7,6), 1 mM de EDTA, 1% de
Tween 20 segundo estudo de Fakhar et al. (2019), e o grupo B tratado com uma
solucdo de N-acetilcisteina (10mg/mL), seguindo a técnica descrita no Guia de
Vigilancia em Saude (BRASIL, 2022).

As solugdes mucoliticas foram adicionadas até que o volume de 10 ml do tubo
Falcon fosse preenchido e mantidas sob agitacéo overnight em temperatura ambiente.
Apébs esse tempo, as amostras foram centrifugadas a 3600x rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado, juntamente com 200 ul de agua ultrapura,
foi transferido para um microtubo de maceragdo contendo beads de zirconio de

1,4mm.

2.3 Extracédo de DNA

Para os processos de extragdo de DNA do fungo, as amostras com beads
foram maceradas num macerador automatico L-Beader 6, Loccus utilizando-se trés
ciclos de maceracéo por 60 segundos a uma velocidade de 4000x, com intervalos de
30 segundos, seguido de um spin de 15 segundos. Em seguida, foram adicionados
500 pl de tampéo de extracao contendo 1mM de EDTA, 10 mM de Tris (pH 8,0), 1%
de SDS, 2 % de Triton X-100 e 100 nM de NaCl (Sepulveda et al., 2017), e 20 ul de

Proteinase-K segundo estudo de Fakhar et al. (2019). As amostras foram submetidas
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a agitacdo em vortex por 30 segundos e incubadas a 65°C por 1 hora em termobloco
com agitacdo de 500x rpm, seguida de um spin de 15 segundos.

Posteriormente, 500 pl de solucdo de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico
(25:24:1) foram adicionados, seguindo-se agitacao vigorosa da solugdo por 30
segundos em vortex. Apds a agitacdo, a solucédo foi submetida a centrifugacdo a
12000x rpm por 15 minutos, com a transferéncia do sobrenadante para um microtubo
de 1,5ml contendo 500 pl de isopropanol e 50 pl de Acetato de amonio 3M. O
homogeneizado obtido foi mantido em freezer a -20°C overnight.

No dia posterior, os microtubos de 1,5 ml foram centrifugados a 12000 rpm por
20 minutos, desprezando o sobrenadante e mantendo o pellet. Subsequentemente,
500 pl de etanol 70% foram adicionados e o0s microtubos foram novamente
centrifugados a 12000 rpm por 5 minutos, descartando o sobrenadante e mantendo o
pellet. Em seguida, os microtubos foram mantidos em um termobloco a 37°C até que
todo o etanol fosse evaporado. Por fim, foram eluidos com 100 pl de 4gua ultrapura e
a amostra foi armazenada em freezer a -20°C para uso imediato ou em freezer a -

80°C para uso a longo prazo.

2.4 Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR)

Para avaliar se a extracdo de DNA do fungo foi bem-sucedida, utilizou-se a
deteccdo de DNA de Aspergillus por Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real
(gPCR). Para tanto, foi usada uma reagdo em volume total de 25 pl, composto por
Tampao Master Mix gPCR Promega 1x, 0,75 yM de primer direto (AF4), 0,75 uM de
primer reverso (AR1), 0,40 uM da sonda (ASP28P), e ca. 100 ng/uL de DNA gendémico.
Os primers de PCR AF4 5'-GCG CAC AAG TAG AGT GATC e AR15-GCG TTC CTC
GGT CCA, descrito por Williamson et al. (2000) amplificam a regido do gene da
subunidade ribossémica grande, dada a sequéncia especifica do género Aspergillus.
A sonda ASP28P foi sintetizada segundo White et al. (2006) (FAM-
CATTCGTGCCGGTGTACTTCCCCG-TAMRA).

As reacdes de PCR foram amplificadas em um termociclador de 96 pocos Veriti,
Applied Biosystems usando os seguintes parametros: desnaturacéo inicial a 95°C por
5 min, seguido de 35 ciclos de 95°C por 30 segundos, 55 °C por 30 segundos e 70°C

por 1 minuto e, em seguida uma extensao final a 70°C por 5 min.
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2.5 Analise estatistica

A andlise estatistica empregada neste estudo foi conduzida operando o
software R (V 4.1.0), utilizando a estatistica Kappa de Cohen, a fim de avaliar o grau
de concordancia entre os resultados do teste de GM e da gPCR. Além disso, foi
aplicado o teste Qui-quadrado de Pearson para avaliar a significancia das diferencas
observadas entre os tamp&es mucoliticos utilizados. O nivel de significancia de ambos

os testes foi de 5%.

2.6 Aspectos éticos
Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMS
(CEP/UFMS) sob parecer n° 5.066.534 de 2022, CAAE 50812521.5.0000.0021

3. RESULTADOS
Grupo A

De acordo com os resultados obtidos em um conjunto de 50 amostras (Tab. 1),
constatou-se que em alguns pacientes ndo foi confirmado a presenca de Aspergillus
utilizando a técnica de qPCR, ao contrario do que foi observado em resultados
positivos obtidos pela técnica de GM. Ao comparar os resultados das duas técnicas,
verificou-se concordancia em 33 amostras (66%), sendo que em 5 delas houve
resultado positivo e em 28 negativo para Aspergillus. Em 12 amostras, 24% do total,
a gPCR detectou a presenca de Aspergillus enquanto a técnica de GM apresentou
resultados negativos. E em 5 amostras, o resultado da gPCR néo identificou o DNA
de Aspergillus, enquanto a técnica de GM detectou sua presenca. O valor do
coeficiente Kappa foi de 0,158 (p = 0,232), constatando que ndo houve uma diferenca
significativa entre os testes de GM e gPCR.
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Tabela 1 - Resultado observado do teste de Galactomanana (GM) e Reacdo em

Cadeia da Polimerase em tempo real (QPCR) do tampao mucolitico de Fakhar et al.,

(2019).
ID AMOSTRA TESTE
ORIGEM * TIPO GM qPCR

1 HRMS Escarro Negativo N&o-detectavel
2 LACEN Aspirado Traqueal Negativo N&o-detectavel
3 HRMS Aspirado Traqueal Positivo N&o-detectavel
4 HRMS Aspirado Traqueal Negativo N&o-detectavel
5 HUMAP Aspirado Traqueal Negativo N&o-detectavel
6 HUMAP Aspirado Traqueal Negativo N&o-detectavel
7 LACEN Aspirado Traqueal Negativo Detectavel

8 HUMAP Aspirado Traqueal Negativo N&o-detectéavel
9 HUMAP Aspirado Traqueal Negativo N&o-detectavel
10 LACEN Aspirado Traqueal Negativo N&o-detectavel
11 HRMS Aspirado Traqueal Negativo N&o-detectavel
12 HUMAP Aspirado Traqueal Negativo N&o-detectavel
13 HRMS Aspirado Traqueal Negativo N&o-detectawvel
14 HRMS Aspirado Traqueal Negativo N&o-detectéavel
15 HRMS Aspirado Traqueal Positivo N&o-detectavel
16 HRMS Aspirado Traqueal Negativo N&o-detectavel
17 LACEN Lavado Broncoalveolar Positivo N&o-detectavel
18 LACEN Lavado Broncoalveolar Negativo Né&o-detectavel
19 LACEN Liquido Pleural Negativo N&o-detectéavel
20 HRMS Lavado Broncoalveolar Negativo N&o-detectavel
21 HRMS Lavado Broncoalveolar Negativo N&o-detectavel
22 HRMS Escarro Negativo N&o-detectavel
23 LACEN Lavado Broncoalveolar Positivo N&o-detectavel
24 LACEN Lavado Broncoalveolar Negativo N&o-detectavel
25 LACEN Aspirado Traqueal Negativo N&o-detectéavel
26 LACEN Liiquido Pleural Negativo N&o-detectavel
27 HRMS Escarro Negativo Né&o-detectavel
28 HRMS Lavado Broncoalveolar Negativo N&o-detectavel
29 HRMS Escarro Negativo N&o-detectavel
30 LACEN Escarro Negativo N&o-detectavel
31 HRMS Lavado Broncoalveolar Positivo N&o-detectéavel
32 HRMS Aspirado Traqueal Negativo Detectavel
33 HUMAP Aspirado Traqueal Negativo Detectavel
34 LACEN Aspirado Traqueal Negativo N&o-detectavel
35 HRMS Aspirado Traqueal Negativo Detectavel
36 LACEN Aspirado Traqueal Positivo Detectavel
37 HRMS Aspirado Traqueal Negativo Detectavel
38 HRMS Aspirado Traqueal Negativo Detectavel
39 HRMS Aspirado Traqueal Positivo Detectavel
40 HRMS Aspirado Traqueal Negativo Detectavel
41 HRMS Aspirado Traqueal Negativo Detectavel
42 HRMS Aspirado Traqueal Negativo N&o-detectawvel
43 HRMS Aspirado Traqueal Positivo Detectavel
44 HRMS Aspirado Traqueal Positivo Detectavel
45 HRMS Aspirado Traqueal Negativo Detectavel
46 HUMAP Aspirado Traqueal Negativo Detectavel
47 HRMS Aspirado Traqueal Negativo N&o-detectavel
48 HUMAP Aspirado Traqueal Negativo Detectavel
49 HRMS Aspirado Traqueal Positivo Detectavel
50 HUMAP Aspirado Traqueal Negativo Detectavel

*HRMS: Hospital Regional de Mato Grosso do Sul; LACEN: Laboratério Central de Saude Publica;

HUMAP: Hospital Universitario Maria Aparecida Pedrossian; HC: Hospital do Coracéo.
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Grupo B

Apoés examinar os resultados obtidos de 48 amostras (Tab. 2), foi constatado
gue houve concordancia entre os resultados de qPCR e de GM em 38 delas (79%),
sendo 32 negativo em ambos e 6 positivo. No entanto, em 6 amostras (12,5%) do
total, a qPCR detectou a presenca de Aspergillus enquanto a técnica GM apresentou
resultados negativos. E em 4 amostras, o resultado da gPCR néo corroborou com a
identificacdo do DNA de Aspergillus, enquanto a técnica de GM detectou a presenca.
O coeficiente Kappa obtido foi de 0,412 (p = 0,00407), indicando uma concordancia
moderada entre as duas técnicas, demonstrando que houve uma diferenca
significativa entre os testes de GM e gPCR.

O resultado do teste de qui-quadrado mostrou que n&o houve diferenca entre
os resultados de concordéancia obtidos utilizando os dois tipos de tamp&es mucoliticos
(p = 0,145).
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Tabela 2 - Resultado observado dos testes de Galactomanana GM e Reacdo em

Cadeia da Polimerase em tempo real (QPCR) do tampao mucolitico (N-acetilcisteina)
do Guia de Vigilancia em Saude (BRASIL, 2022).

ID AMOSTRA
ORIGEM * TIPO ** GM qPCR

51 HRMS Aspirado Traqueal Negativo Detectavel
52 HC Aspirado Traqueal Negativo N&o-detectavel
53 HRMS Aspirado Traqueal Positivo Nao-detectavel
54 HRMS Aspirado Traqueal Positivo Detectavel
55 HRMS Aspirado Traqueal Positivo Detectavel
56 HRMS Aspirado Traqueal Negativo Detectavel
57 HRMS Aspirado Traqueal Negativo Nao-detectavel
58 HRMS Aspirado Traqueal Negativo Detectavel
59 HRMS Aspirado Traqueal Negativo Nao-detectavel
60 HRMS Aspirado Traqueal Positivo Detectavel
61 HRMS Aspirado Traqueal Negativo Detectavel
62 HRMS Aspirado Traqueal Positivo Detectavel
63 HRMS Aspirado Traqueal Negativo Nao-detectavel
64 HRMS Aspirado Traqueal Negativo Nao-detectavel
65 HRMS Amostra respiratdria Positivo Detectavel
66 HRMS Aspirado Traqueal Negativo Nao-detectavel
67 HUMAP Aspirado Traqueal Negativo N&o-detectavel
68 HRMS Aspirado Traqueal Positivo Detectavel
69 HRMS Aspirado Traqueal Negativo Nao-detectavel
70 LAC Aspirado Traqueal Negativo Detectavel
71 LACEN Aspirado Traqueal Negativo Nao-detectavel
72 LACEN Aspirado Traqueal Negativo N&o-detectavel
73 LACEN Aspirado Traqueal Negativo Nao-detectavel
74 HRMS Amostra respiratéria Negativo N&o-detectavel
75 HUMAP Aspirado Traqueal Positivo N&o-detectavel
76 LACEN Amostra respiratoria Negativo N&o-detectavel
77 HUMAP Aspirado Traqueal Negativo N&o-detectavel
78 HUMAP Aspirado Traqueal Negativo Nao-detectavel
79 HUMAP Aspirado Traqueal Positivo N&o-detectavel
80 HRMS Aspirado Traqueal Negativo N&o-detectavel
81 HUMAP Aspirado Traqueal Negativo Nao-detectavel
82 HUMAP Aspirado Traqueal Negativo N&o-detectavel
83 HUMAP Aspirado Traqueal Negativo Nao-detectavel
84 HUMAP Aspirado Traqueal Negativo N&o-detectavel
85 HUMAP Aspirado Traqueal Negativo Nao-detectavel
86 HRMS Aspirado Traqueal Negativo N&o-detectavel
87 HRMS Lavado Broncoalveolar Negativo N&o-detectavel
88 HRMS Lavado Broncoalveolar Negativo N&o-detectavel
89 LACEN Lavado Broncoalveolar Negativo Né&o-detectéavel
90 HUMAP Escarro Negativo Detectavel
91 HUMAP Amostra respiratéria Negativo Né&o-detectéavel
92 HUMAP Escarro Negativo N&o-detectéavel
93 HRMS Escarro Negativo Né&o-detectavel
94 HRMS Lavado Broncoalveolar Positivo N&o-detectavel
95 HUMAP Lavado Broncoalveolar Negativo Néo-detectavel
96 HRMS Escarro Negativo Né&o-detectéavel
97 LACEN Aspirado Traqueal Negativo Né&o-detectavel
98 HRMS Lavado Broncoalveolar Negativo Né&o-detectavel

*HRMS: Hospital Regional de Mato Grosso do Sul; LACEN

HUMAP: Hospital Universitario Maria Aparecida Pedrossian; HC: Hospital do Coragdo. **Amostras do

: Laboratério Central de Saude Publica;

tipo “respiratéria”, sdo aquelas que nao apresentam informagao sobre sua técnica de coleta.
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4. DISCUSSAO

Neste estudo, foram analisados os resultados obtidos a partir do uso de duas
solu¢bes mucoliticas diferentes nos Grupos A e B. A concordancia dos resultados
entre os grupos foi de 66% para o Grupo A e 79% para o Grupo B. Além disso, 0s
ensaios de qPCR demonstraram uma eficiéncia superior a 50% em ambos 0S grupos.
Esses resultados indicam que a gPCR pode ser considerada uma ferramenta de
triagem util em pacientes de alto risco, em conformidade com outras abordagens
diagnosticas.

A aspergilose € uma doenca que tem demonstrado um aumento crescente ao
longo dos anos, principalmente em pacientes com comprometimento do sistema
imunolégico, e o seu diagndstico clinico e laboratorial ainda representa um desafio
significativo. A andlise histopatolégica € um método laboratorial reconhecido pela sua
eficacia no diagnostico presuntivo ou mesmo definitivo para IFls. No entanto, em
alguns casos, o0s patologistas podem deparar-se com biopsias de tecido necrosados
ou com poucas hifas, o que dificulta ainda mais a distincdo entre os agentes
infecciosos envolvidos (FELIX, 2018).

Neste contexto, os métodos moleculares tém surgido como uma alternativa
promissora para auxiliar na deteccéo e identificacdo de fungos filamentosos. Contudo,
ha uma falta de padronizacdo em relacdo ao tipo de amostra clinica utilizado, a
selecéo dos primers e ao tipo de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) (FELIX,
2018). Ainda assim, a realizacdo de testes moleculares como complemento aos
métodos microbiolégicos auxilia no parecer médico para o paciente (LUONG et al.,
2011).

Dentre os testes complementares destaca-se o teste de GM, que embora tenha
melhores indices de sensibilidade e acaba sendo uma técnica menos complexa, sua
baixa especificidade pode ser recompensada pela realizagdo da qPCR, que pode
amplificar fragmentos especificos do material genémico do patdgeno, a fim de obter
resultados promissores no desempenho do diagnéstico (GAVRONSKI; BOTELHO;
CORDOVA, 2016). Loung et al. (2011), discutem que a sensibilidade da PCR €& maior
guando outros testes também se apresentaram positivos. Diante disso, é possivel
presumir que os resultados negativos de 60 amostras utilizando os testes de GM e
gPCR sejam, de fato, pacientes que ndo possuem infeccdo fungica invasiva por

Aspergillus, enquanto um total de 11 pacientes que tiveram confirmacao positiva para

16



ambos os testes possuem a infec¢céo fungica invasiva por Aspergillus. No entanto, é
importante ressaltar que as amostras ndo foram submetidas ao teste considerado
como padrdo-ouro para confirmar esses resultados. Portanto, € necessario realizar
estudos de caso individuais para uma avaliagdo meédica precisa, uma vez que a gPCR
ndo é um teste padronizado e pode sofrer variacbes em seus resultados
(GAVRONSKI; BOTELHO; CORDOVA, 2016).

Gavronski; Botelho e Cordova, (2016) descrevem que a combinacdo dos
resultados de PCR e GM resultou em um diagndéstico preciso em 95,2% dos casos.
Os dados obtidos neste trabalho demonstraram uma concordéancia entre os resultados
negativo e positivo de 66% e 79% para o Grupo A e Grupo B respectivamente, o que
demonstra um valor abaixo da proporcao relatado por Gavronski; Botelho e Cordova,
(2016). Contudo, Hadrich (2011) encontrou uma sensibilidade de 64% utilizando a
gPCR em amostras de origem de lavado bronqueoalveolar (BAL). Além deles, Mushe
et al. (2004) demonstraram um valor preditivo positivo e negativo dos resultados
combinados entre o teste de GM e qPCR de 84% e 96% respectivamente, 0 que
demonstra que os resultados obtidos neste estudo estdo na faixa de resultados
encontrados por outros autores.

Como métodos moleculares também sao limitados por resultados falso
positivos ou negativos que sdo causados por uma variedade de fatores (HADRICH et
al., 2011), leva a discussao das causas para resultados falso positivo ou falso negativo
nos pacientes. Houve uma discordéncia de 17 amostras e 10 amostras do Grupo A e
Grupo B respectivamente. Musher et al. (2004) argumenta que o fluido BAL demonstra
uma taxa significativa de resultados falso positivos quando submetido ao imunoensaio
enzimatico da galactomanana. Além disso, o método gPCR né&o possui a capacidade
de distinguir entre a colonizagcdo por conidios de Aspergillus, contaminacdo e
reatividade cruzada de primers, o que pode resultar em resultados falso positivos
(LOUNG et al., 2011). Além da andlise utilizando BAL, a andlise de escarro é uma
ferramenta util para o diagnodstico de doencas respiratérias, uma vez que pode ser
induzido por respostas inflamatorias a alérgenos, virus e fungos (EVANS; TUVIM;
DICKEY, 2009). Bazzo et al. (2004) destacaram que 0 escarro pode apresentar
resultados falso negativos na PCR devido a presenca de enzimas provenientes de
leucocitos degenerados, que contribuem para a degradacdo do DNA. Essa

possibilidade de interferéncia nos resultados da analise em amostras respiratérias
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destaca a importancia de considerar que tenha interferido nos resultados em
discordancia de 27 pacientes neste estudo.

Por mais que existam estudos que sugerem que 0 escarro pode ter um efeito
negativo nos testes que utilizam DNA (BAZZO et al., 2004), é importante notar que
outros fatores podem afetar a qualidade dos resultados, incluindo o tipo de amostra
(HADRICH et al., 2011), o método de armazenamento, congelamento-
descongelamento repetido, umidade, temperatura (MALENTACCHI et al., 2015), e em
procedimentos em que 0 pacientes se encontra em tratamento antifingico,
atrapalhando na sensibilidade dos testes de diagnostico (LUONG et al., 2011).
Portanto, é imprescindivel seguir as melhores praticas de amostragem para minimizar
o0 risco de contaminacao e/ou degradacao do DNA e fazer um estudo do caso.

Mesmo que existam vantagens ao utilizar a gPCR, ela ainda ndo é um critério
de diagndstico para doencas fangicas invasivas devido a caréncia de uma
padronizacdo nas técnicas (HADRICH et al., 2011). E importante destacar que em
alguns casos ndo se faz necessario a identificacéo a nivel de espécie para determinar
a terapia antifungica certa, pois para o clinico € suficiente que a distincdo seja feita
apenas ao nivel de género (FELIX, 2018). Embora existam casos em que se faz
necessario a identificacdo da espécie para um melhor resultado do quadro clinico do
paciente (WALSH et al., 2011).

Existem ainda outras técnicas de diagndstico que incluem, o teste expandido
para (1,3) -B- D - glucano (TERRERO-SALCEDO; POWERS-FLETCHER, 2020),
imagens tomograficas computadorizadas (CAMPOS, 2019). Os testes podem ser
realizados simultaneamente, como deteccdo de antigenos soroldgicos e técnicas
moleculares, o que torna o diagndstico sem cultura eficiente na avaliagéo de suspeitas
de IFIs com resultados rapidos. Por mais que minimizem o tempo de diagndstico,
nenhum teste molecular até agora provou ser suficiente para substituir o padrdo ouro
(exames histopatologicos e citopatologicos), dado a limitagdo de tecnologias
comerciais disponiveis e a padronizacdo dos testes (TERRERO-SALCEDO;
POWERS-FLETCHER, 2020).

Neste estudo, ndo foram encontradas evidéncias estatisticamente significativas
para distinguir o efeito do uso de duas solu¢gées mucoliticas durante a extracdo de
DNA sobre a eficiéncia de amplificacao e deteccéo de Aspergillus. Portanto, a escolha

entre os dois tampdes mucoliticos fica a critério do usuario, considerando fatores como
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custo e facilidade de preparo, sendo o N-acetilcisteina a opcdo mais pratica para
manipular. Os resultados obtidos sugerem, portanto, a necessidade por pesquisas
adicionais com o objetivo de estabelecer diretrizes padronizadas para a extragéo de
DNA em diferentes amostras, considerando a eficiéncia da técnica de gPCR.

5. CONCLUSAO

O estudo apresentou uma concordancia moderada em seus ensaios entre a
deteccdo de Aspergillus spp por GM e gPCR, nao evidenciando diferencas estatisticas
significativas entre as solu¢cdes mucoliticas avaliadas.

E imprescindivel ressaltar que, até o0 momento, ndo ha evidéncias de que a
utilizacdo da gPCR venha substituir o padréo ouro no diagndstico de Aspergilose
Invasiva, porém pode ser uma técnica aliada para adiantar o inicio de tratamento de
casos mais graves.

E apesar dos resultados promissores, h4 a necessidade de realizar mais
estudos para explorar as técnicas ja existentes, novas e diferentes combinacdes

diagnésticas, visando uma analise mais precisa e agil do paciente.
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