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Resumo

CABANA, Angela Leitzke. Avaliacdo do teste Platelia EIA® Aspergillus para
diagnostico da aspergilose em pinguins e interferéncia da contaminacéo
ambiental. 2017. 65f. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Programa de Pds-Graduacéo
em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2017.

A aspergilose € uma doenca infecciosa ndo contagiosa causada por fungos do
género Aspergillus, especialmente aqueles pertencentes a seccdo Fumigati e ja foi
descrita em diversas espécies, dentre elas o0s pinguins. As altas taxas de
mortalidade atribuidas a esta doenca, sdo decorrentes especialmente da dificuldade
de realizacdo de um diagndstico precoce. Técnicas diagnoésticas diretas para
deteccdo do antigeno fungico galactomanana (GM) em amostras clinicas tém sido
utilizadas de modo crescente para o diagnoéstico de aspergilose invasiva (Al) em
humanos. A GM constitui-se de um polissacarideo presente na parede celular de
fungos do género Aspergillus. Embora sua aplicabilidade ja esteja estabelecida para
o diagndstico precoce da Al em humanos, uma Unica testagem sérica por ELISA
sanduiche a partir do kit comercial Platelia® Aspergillus EIA, deve ser interpretada
com cautela, pois a técnica apresenta algumas limitacdes. Em animais sua
aplicabilidade ainda ndo é bem elucidada. Com isso, 0 estudo objetivou avaliar a
eficacia do teste Platelia EIA® Aspergillus para diagndstico da aspergilose em
pinguins e a influéncia da contaminag&o ambiental nos resultados do mesmo. Foram
incluidas no estudo diagndstico, amostras séricas de 29 pinguins de Magalhdes que
vieram a o6bito por aspergilose (grupo caso) e 23 higidos (grupo controle), as quais
foram testadas a partir do kit para ensaio imunoenzimatico tipo sanduiche em
microplaca (Platelia Aspergillus EIA®, Bio-Rad) conforme as instru¢cdes do
fabricante. Para o experimento de interferéncia ambiental foram utilizados 12
isolados de A. fumigatus da micoteca do Laboratério de Micologia da Faculdade de
Medicina da FURG/FAMED incluindo cepas padréo, isolados clinicos de pinguins,
humanos e isolados ambientais. Foram utilizadas para padronizacdo do inoculo
etapa de filtracdo, sedimentacdo, Pour-plate e espectrofotometria de acordo com
CLSI, 2008. A deteccdo de GM foi realizada em trés diluicdes sucessivas dos
inoculos seguindo instrucdes do fabricante. Ao final foi calculado o indice de GM
dividindo o valor da média da DO da duplicata da amostra (clinica ou da cepa
testada) pelo valor da média da DO da duplicata da amostra de cut-off fornecida pelo
kit. O indice de GM sérica nao diferiu entre os animais do grupo caso e controle
(pxw=0,097). A partir dos valores determinados pelas coordenadas da curva ROC,
quatro diferentes pontos de corte (0,5, 1,0, 1,5 e 2,0) foram analisados, resultando
em taxas de sensibilidade variando de 86,2% a 34,5%, e de especificidade entre
87% e 26,1%. Ja na avaliacdo da interferéncia ambiental, a menor concentragéo de
propagulos fungicos de Aspergillus fumigatus capaz de gerar um resultado positivo
foi de 480 conidios, sendo a concentracdo mediana de 4,8x10%. Conclui-se que a



deteccado sérica de GM pelo teste Platelia Aspergillus EIA® ndo parece ser Util para
o diagnodstico da aspergilose em pinguins naturalmente infectados, resultando em
muitos falso-positivos. E, em relacdo a quantidade de conidios de A. fumigatus
necessaria para determinar resultado falso-positivo no teste de deteccdo de GM,
evidenciou-se que h& necessidade de uma maci¢a contaminagdo ambiental, por no
minimo 500 conidios, para que haja interferéncia no Platelia Aspergillus EIA®.

Palavras-chave: Aspergillus fumigatus; galactomanana; ELISA sanduiche; conidios.



Abstract

CABANA, Angela Leitzke. Evaluation of the EIA® Aspergillus platelia test for the
diagnosis of aspergillosis in penguins and interference of environmental
contamination. 2017. 65f. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Programa de POs-
Graduacdo em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2017.

Aspergillosis is a non-contagious infectious disease caused by fungi of the genus
Aspergillus, especially those belonging to the Fumigati section and has been
describe in several species, among them penguins. The high mortality rates
attributed to this disease are due in particular to the difficulty of performing an early
diagnosis. Direct diagnostic techniques for the detection of galactomannan (GM)
fungal antigen in clinical samples have been increase used for the diagnosis of
invasive aspergillosis (Al) in humans. GM is a polysaccharide present in the cell wall
of fungi of the genus Aspergillus. Although its applicability from the demonstration of
circulating GM Kkinetics is already establish for the early diagnosis of Al in humans, a
single serum test by Platelia® Aspergillus EIA should be interpreted with caution,
since the technique has some limitations. In animals, its applicability is still not well
understand. The objective of this study was to evaluate the effectiveness of the
Platelia EIA® Aspergillus test for the diagnosis of aspergillosis in penguins and the
influence of environmental contamination on the results. Serological samples of 29
Magellanic penguins that died of aspergillosis (case group) and 23 healthy (control
group) were included in the diagnostic study, which were tested from the micro plate
sandwich immunoenzymatic assay kit (Platelia Aspergillus EIA ®, Bio-Rad) according
to the manufacturer's instructions. For the environmental interference experiment, 12
isolates of A. fumigatus from the mycology laboratory of the FURG / FAMED School
of Medicine including standard strains, clinical isolates of penguins, humans and
environmental isolates were use. The filtration, sedimentation, Pour-plate and
spectrophotometry steps was use to standardize the inoculum according to CLSI,
2008. GM detection was perform on three successive dilutions of the inoculums
following the manufacturer's instructions. At the end, the GM index was calculated by
dividing the mean OD value of the sample duplicate (clinical or strain tested) by the
mean OD value of the duplicate cut-off sample provided by the kit. The serum GM
index did not differ between the animals in the control and the case group (pKW =
0.097). From the values determined by the coordinates of the ROC curve, four
different cutoff points (0.5, 1.0, 1.5 and 2.0) were analyzed, resulting in sensitivity
rates ranging from 86.2% to 34, 5%, and specificity between 87% and 26.1%. In the
evaluation of environmental interference, the lowest concentration of fungal
propagates of Aspergillus fumigatus capable of generating a positive result was 480
conidia, with a median concentration of 4.8x103. It is conclude that the serum
detection of GM by the Platelia Aspergillus EIA® test does not seem to be useful for
the diagnosis of aspergillosis in naturally infected penguins, resulting in many false



positives. And, in relation to the amount of A. fumigatus conidia required to determine
false-positive results in the GM detection test for Al diagnosis, it was shown that the
degree of environmental contamination capable of causing interference in the Platelia
Aspergillus EIA® test Be robust, of about 500 conidia.

Keywords: Aspergillus fumigatus; galactommanan; ELISA sanduich; conidia.
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1 Introducéo

A aspergilose € uma doenca infecciosa ndo contagiosa causada por fungos
do género Aspergillus, especialmente aqueles pertencentes a seccdo Fumigati
(ABARCA 2000, CARRASCO et al., 2001, XAVIER et al., 2011). A doenca ja foi
descrita em diversas espécies, e dentre elas 0s pinguins, e por se tratar de uma
micose de carater oportunistico, ocorre em decorréncia de fatores estressantes
nessa espécie, como mudanca de ambiente e manejo, injarias ou outras co-
morbidades. No entanto, fatores anatdémicos, fisioldgicos e imunologicos conferem
as aves uma alta suscetibilidade também a infec¢do primaria principalmente
Aspergillus secdo Fumigati (GRACZYK & COKREM, 1995; REDIG, 1993;
ROCHETTE, ENGELEN & BOSSCHE, 2003; SILVA-FILHO & RUOPPOLO, 2006;
XAVIER et al., 2007; 2008).

O curso clinico da aspergilose em pinguins é geralmente agudo, com
manifestacéo tardia de sinais clinicos como dispneia, emaciacéo, letargia, anorexia
e/ou frequentemente morte subita. Caracteriza-se principalmente por uma
enfermidade difusa do trato respiratério inferior, com comprometimento de sacos
aéreos e pulmdes, no entanto a forma traqueal, bem como a disseminacdo para
orgdos como figado, serosa do trato digestério e rins sdo comuns nesta espécie
(CARRASCO et al., 2001; XAVIER et al., 2008).

Técnicas diagnosticas diretas para deteccdo do antigeno fangico
galactomanana (GM) em amostras clinicas tém sido utilizadas de modo crescente
para o diagnostico de Al (aspergilose invasiva) em humanos. A GM constitui-se de
um polissacarideo presente na parede celular de fungos do género Aspergillus cuja
liberacdo ocorre especialmente durante o crescimento das hifas deste
microrganismo em processo de invasdo tecidual. Devido a sua caracteristica
hidrossoluvel, esta molécula pode ser considerada um marcador biologico
importante na determinacdo da infec¢do fungica invasiva por Aspergillus spp. em
distintas amostras clinicas (KLONT et al., 2004; PFEIFFER et al., 2006; MAERTENS
et al., 2007; XAVIER et al., 2011).
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A principal aplicabilidade do método de ELISA sanduiche disponivel
comercialmente (Platelia® Aspergillus EIA), que consegue detectar com alta
especificidade o antigeno polissacarideo em estagios precoces da doenca, esta no
monitoramento dos niveis séricos de GM em pacientes de risco para Al, sendo um
dos pilares centrais da terapia preemptiva, estratégia onde a terapia antifungica é
iniciada ou seu uso € postergado na dependéncia dos resultados de testes
diagnoésticos, porém antes da confirmacdo do agente etiologico (MENNINK-
KERSTEN et al., 2004; PFEIFFER et al., 2006; MAERTENS et al., 2007; XAVIER et
al., 2011, NUCCI, COLOMBO, 2012). Quando monitorada de forma seriada, a GM
antecipa o diagnostico de aspergilose invasiva em um intervalo de 6 a 14 dias em
individuos neutropénicos (SINGH, 2005).

Embora sua aplicabilidade ja esteja estabelecida para o diagndstico precoce
da Al em humanos, uma unica testagem sérica pelo Platelia® Aspergillus EIA deve
ser interpretada com cautela, pois a técnica apresenta algumas limitacdes. A taxa de
resultados falso-negativos oscila entre 8 e 10% e esta relacionada a quadros de
encapsulacdo da infeccdo, formacdo de imunocomplexos por anticorpos anti-
Aspergillus (em pacientes com menor imunossupressao), ou exposicao prévia a
agentes antifungicos (como profilaxia) (XAVIER et al., 2011).

Ja a contaminagdo ambiental € descrita como causa de falso-positivo no
Platelia® Aspergillus EIA. No entanto ndo ha estudos na literatura que permitam
inferir o grau de contaminacdo necessario para interferir no teste, ndo sendo
possivel afirmar que esta interferéncia estd relacionada a uma contaminacgao
massiva ou até mesmo ocorra com uma minima quantidade de propagulos fungicos
contaminantes.

Em animais a aplicabilidade do Platelia Aspergillus EIA ainda ndo é bem
elucidada (ARCA-RUIBAL et al., 2006, FISCHER et al., 2014). Avaliar a eficacia do
teste para diagnéstico da doencga em pinguins € dado altamente relevante, uma vez
gue a Al em pinguins tem altas taxas de mortalidade em animais cativos e que o
diagnostico usado atualmente ainda é o post-mortem, limitando na maioria das
vezes 0 aumento das taxas de reabilitacdo desses animais. Esse tipo de estudo esta
justificado e embasado em estudos anteriores com pinguins e outras espécies de
aves onde houve significativas taxas de sensibilidade e especificidade para o teste
utilizado (ARCA-RUIBAL et al., 2006; CRAY et al., 2009 a, b; FISCHER et al., 2014).



10bjetivos

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a eficacia do teste Platelia Aspergillus EIA® (BioRad-EUA) como
método diagnostico da aspergilose em pinguins e estudar a influéncia da
contaminacdo ambiental como fator de interferéncia determinante de resultados

falso-positivos no teste.
2.2 Objetivos Especificos

v' Determinar a sensibilidade, especificidade e valores preditivo positivo e
negativo do teste de ELISA sanduiche (Platelia Aspergillus EIA®) no diagndstico da

aspergilose em pinguins a partir de amostras séricas;

v' Determinar a quantidade minima de propagulos flngicos de A. fumigatus

capaz de gerar um resultado positivo no Platelia Aspergillus EIA® (BioRad);

v Comparar a diferenca de concentracdo de galactomanana liberada por

conidios de distintos isolados clinicos de Aspergillus se¢cdo Fumigati.



3 Revisado da Literatura

3.1 Aspergillus e Aspergilose

Os fungos do género Aspergillus sdo ubiquos de distribuicdo universal,
cosmopolitas podendo ser encontrados no solo, agua, plantas, ar e material em
decomposicdo. Excepcionalmente esses fungos filamentosos sédo considerados
saprébios do trato respiratério alto (HORVATH; DUMMER, 1996; EINSELE et al.,
1998; LATGE, 1999; HERBRECHT et al., 2004; XAVIER; FARIA, 2009).

O género Aspergillus possui aproximadamente 200 espécies flngicas, destas
cerca de 20 sdo consideradas potencialmente patogénicas e apenas cinco
conseguem desenvolver-se em temperaturas de 35-37°C (ABARCA, 2000; KLICH,
2002; TELL, 2005).

As espécies mais importantes sdo Aspergillus fumigatus, espécie
termotolerante, mais relatada em paises subtropicais; e A.flavus, A. niger, A.nidulans
e A. terreus, comumente encontradas em paises de clima temperado (LATGE, 1999;
MARR; PATTERSON; DENNING, 2002; RAJA; SINGH, 2006).

Fungos comensais podem ser responsaveis por micoses oportunistas, tendo
0 numero de registros destas ocorréncias aumentado e Aspergillus spp. € um destes
responsaveis por inUmeras formas de apresentacdo da aspergilose (AQUINO;
GOLDANI; PASQUALOTO, 2007; AQUINO et al., 2010).

Esta micose ndo € contagiosa e a infeccdo ocorre através dos conidios
infectantes, que se disseminam pelo ar e penetram no organismo, principalmente
por via inalatéria (LATGE, 1999; SIDRIM; ROCHA, 2004). Naturalmente estes
propagulos, em individuos imunologicamente competentes, sdo eliminados pela
resposta imune inata, ndo causando algum dano ao organismo (LATGE, 1999,
2001).

O caréater multifatorial da aspergilose aplica-se aos diversos fatores pelos
quais o individuo pode desenvolvé-la, tendo em comum a imunossupressao por

causas variadas, tais como: uso de drogas citotoxicas, corticosteroides, transplantes
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de orgédos solidos, células-tronco, intervencfes médicas invasivas, associagdo com
sindromes imunossupressoras como a AIDS (Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida), bem como uso de antimicrobianos de amplo espectro favorecendo o
ambiente para desenvolvimento de micro-organismos (SLAVIN et al., 2004
RICHARDSON, 2005; NOURRY et al., 2005; PERLROTH; CHOI; SPELLBERG,
2007). A aspergilose pode ocorrer em varias espécies como humanos, canideos,
felideos, equideos, ruminantes (mamiferos) e principalmente nas aves, tanto
domésticas quanto silvestres, em ovos embrionados, onde representa grande
problema em aves de producéo, quanto em animais jovens e adultos, ndo sendo
atribuida a idade (AINSWORTH; AUSTWICK, 1973; JORDAN; PATTISON, 1997;
FORBES, 1999; ARCA-RUIBAL et al., 2006; KANO et al., 2012).

A apresentacdo clinica da doenca pode ser variada e depende do sitio
anatdmico acometido, da imunidade do hospedeiro e da capacidade infectiva das
diferentes espécies de Aspergillus que podem infectar. Podem ocorrer desde
processos alérgicos simples até infeccdes sistémicas (DENNING, 2010).

A aspergilose invasiva (Al) € uma micose oportunista que adquiriu grande
importancia nas ultimas décadas, devido ao aumento do numero de pacientes
imunologicamente suprimidos, em especial individuos neutropénicos, transplantados
e usuarios de corticosteroides. Em humanos a aspergilose invasiva € a forma clinica
mais frequente desde a década de 90. Atualmente apresenta elevadas taxas de
mortalidade causadas principalmente por A. fumigatus (YAMAZAKI et al., 1999;
KONTOYIANNIS; BODEY, 2002; MARR; PATTERSON; DENNING, 2002).

Em aves silvestres a espécie fungica mais comumente isolada é Aspergillus
fumigatus com taxas de 95% de isolamento, isolada pela primeira vez dos pulmdes
de uma “Great Bustard” (Otis tarda) em 1863 por Frenesius (QUINN et al., 1994;
RICHARD, 1997; HEIDENREICH, 1997). E a causa mortis em 15-30% das aves de
rapina (Strigiformes - corujas e Falconiformes - falcGes, abutres, condores, aguias,
gavibes) em cativeiro em zooldgicos, aquérios ou centros de reabilitagdo (YOUNG;
CORNISH; LITTLE, 1998; ABRAMS et al., 2001).

Em animais selvagens existem relatos de aspergilose pulmonar, causada por
A.corymbifera e A. fumigatus (MONTEROS et al., 1999) e abcessos no parénquima
pulmonar (EGGERT; ROMBERG, 1960; GRIFFIN, 1969; PICKETT et al., 1985;
SEVERO et al., 1989; EI-KHOULY et al., 1992).
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Espécies de Aspergillus sdo conhecidas ha décadas como patdgenos
importantes de aves, culminando com altas taxas de mortalidade, inclusive nas da
familia Spheniscidae, sendo cerca de 90-95% dos casos de aspergilose causadas
por Aspergillus seccdo Fumigati (CRAY et al., 2009 a; XAVIER et al., 2011; CABANA
et al., 2015).

As aves podem apresentar dermatite necrética, ceratite e lesdes extensas ou
focais no trato respiratorio inferior, de forma aguda ou crénica (XAVIER et al., 2007;
XAVIER et al., 2011). A forma aguda ocorre a partir da inalagdo e germinagéo de
grande concentracdo de conidios, com rapida e massiva colonizacao fungica,
formando granulomas miliares nos pulmées e curso clinico rapido. E vista com maior
frequéncia em aves selvagens ou silvestres de cativeiro como psitacideos
encontrados em mas condi¢cdes sanitarias (REDIG, 1993; 1986; 2000; AGUILAR;
REDIG, 1995; ROSSKOF; WOERPEL, 1997; ATKINSON; BROJER, 1998). O
principal sinal clinico €& dispneia intensa, evoluindo para o0 Obito em
aproximadamente sete dias (FORBES, 1991; AGUILAR; REDIG, 1995; ROSSKOF;
WOERPEL, 1997; ATKINSON; BROJER, 1998; YOUNG; CORNISH; LITTLE, 1998).

Na aspergilose crénica ocorrem granulomas no trato respiratério que tendem
a se disseminar para 6rgaos adjacentes mais lentamente. E a forma mais comum da
doenca encontrada em aves e geralmente ocorre apds um evento de estresse ou
imunossupressao (REDIG, 1986; AGUILAR; REDIG, 1995; ATKINSON; BROJER,
1998; YOUNG; CORNISH; LITTLE, 1998). A aspergilose cronica é dividida em focal
e generalizada, mas as formas podem coexistir (REDIG, 1993; 2000; BAUCK, 1994;
AGUILAR; REDIG, 1995; RICHARD, 1997; ATKINSON; BROJER, 1998; RAMIREZ,
CHAVEZ; VELASCO, 2002).

3.2 Aspectos histéricos

A denominacéo Aspergillus foi utilizada pela primeira vez pelo padre italiano
P.A. Micheli, em alusdo ao instrumento de estrutura semelhante a estrutura de
esporulacédo do fungo, o aspersorio (aspergillium), (SIDRIM; CORDEIRO; ROCHA,
2004).

A doenca foi primeiramente relatada em 1847 (Sluyter) e 1856 (Virchow). Em
1926, Thom e Church publicam o livro The Aspergilli (SIDRIM; CORDEIRO; ROCHA,



26

2004). Em 1952, Hinson descreveu problemas respiratérios e alérgicos associados
ao fungo. A classificacdo inicial destes fungos data de 1979, sendo que em 1988
Samson & Pitt estabeleceram a classificacdo atualmente utilizada para o género
Aspergillus (SIDRIM; CORDEIRO; ROCHA, 2004).

O género Aspergillus sp. foi descrito pela primeira vez por Rayer e Montagne
(1842) nos sacos aéreos de um curio (Oryzoborus angolensis) e em aves selvagens
no inicio dos anos 1800 (RICHARD, 1997; FRIEND; FRANSON, 1999; RAMIREZ;
CHAVEZ; VELASCO, 2002).

Raper & Fennell em 1965 identificaram 132 espécies subdivididas em 18
grupos do género Aspergillus. Porém, em funcéo de novos métodos de classificacédo
e identificacdo baseados em filogenia, morfologia e técnicas biomoleculares muitas
espécies novas de Aspergillus estdo sendo descritas correlacionando o género com
seus teleomorfos (FELSENSTEIN, 1985; GEISER; FRISRAD; TAYLOR, 1998;
KLICH, 2002; KATZ et al., 2005).

Nos ultimos 20 anos, a aspergilose tornou-se uma micose de importancia
extraordinaria na area da saude, devido ao aumento concomitante do numero de
pacientes imunologicamente suprimidos predispostos a infec¢gdes e pela contribuicao
das alteracdes climéticas globais, que favorecem e criam um ambiente ideal ao
surgimento dos fungos ubiquos como causadores de enfermidades, caso do
Aspergillus sp. Neste contexto, a aspergilose, € considerada a micose mais
frequente envolvida na mortalidade de pacientes imunologicamente suprimidos
(LATGE, 1999; STEVENS et al., 2000; WANKE; LAZERA; NUCCI, 2000, XAVIER et
al., 2011; CABANA et al., 2013).

3.3 Caracterizacao do género Aspergillus

A caracterizacdo das espécies utiliza chaves de identificacdo, cruzando
caracteristicas macro e micromorfologicas (RAPER; FENNELL, 1965; ABARCA,
2000; KLICH, 2002).

As novas taxonomias do género sao classificadas utilizando caracteres
fenotipicos e sequéncias de DNA, abordando micro e macromorfologia, fisiologia e

producdo de metabdlitos. Assim, atualmente novos “taxon” foram adicionados ao
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género, como Emericella e Neosartorya (KOZAKIEWICZ, 1989; PETERSON et al.,
2001; BULPA; DIVE; SIBILLE, 2007; DEAK; BALAJEE, 2010).

A classificagdo taxondmica tradicional dos Aspergillus com base apenas nos
caracteres fenotipicos nos mostra uma delimitacdo de taxon satisfatoria. Porém, as
vérias secdes com grande variagdo morfoldégica de género podem resultar em
esquemas taxonémicos discutiveis, por isto precisam estar bem estabelecidas para
servirem de referéncia a novas taxonomias. Assim, as principais espécies do
género: Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus e Aspergillus niger passam a ser
tratadas como complexos ou secdes, acrescentando diversas e diferentes espécies,
com distinta suscetibilidade antifingica (BULPA; DIVE; SIBILLE, 2007; DEAK;
BALAJEE, 2010).

As novas classificacdes, estudadas a partir de 2001 sado Aspergillus seccao
Circumdati, Flavi, Fumigati e Nigri, demonstrando que cada taxon Aspergillus tem
um perfil diferenciado, diferente do estudado e elucidado anteriormente na forma
classica (KOZAKIEWICZ, 1989; PETERSON et al., 2001).

Atualmente, o género esta bem subdividido e, 22 distintas sessdes, sendo as
mais patogénicas: Fumigati, Circumdati, Terrei, Nidulantes, Ornati, Warcupi, Candidi,
Restricti, Usti, Flavipedes e Versicolor, contendo espécies de relevancia clinica
(PETERSON et al., 2008; SEYEDMOUSAVI et al., 2015).

Na seccdo Fumigati as variedades de espécies sdo identificadas de acordo
com as caracteristicas macro e micromorfolégicas, caracteristicas de crescimento
(tempo, temperatura, umidade) e perfis de B-tubulina no sequenciamento de genes,
além de genes de calmodulina e actina sequenciados por RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA), cromatografia gasosa e HPLC (High Performance Liquid
Chromatografy) (FRISVAD; THRANE, 1987; SMEDSGAARD, 1997).

Neosartorya pseudofischeri, um teleomorfo de Aspergillus também foi relatado
como potencial agente patogénico e A. lentulus foi descrito como um agente
patogénico relacionado com A. fumigatus (VARGA et al., 2000; WALSH et al., 2003).
Aspergillus lentulus é uma espécie de distribuicdo mundial, podendo ser isolada do
solo, ar e ambientes clinico-hospitalares (BALAJEE et al., 2005), que difere
fenotipicamente das demais pelo sequenciamento de cinco genes (MITCHELL,;
SLIGHT; DONALDSON, 1997; BALAJEE et al.,, 2005). Esta espécie difere de A.
fumigatus pelas estruturas micromorfolégicas mais finas, menores, predominante

presenca de vesiculas globosas e crescimento em aproximadamente 108°C de
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temperatura (termotolerante) (BALAJEE et al., 2005). Ressalta-se que A. fumigatus
ja teve seu genoma completamente sequenciado (NIERMAN; PAIN; ANDERSON,
2005; GALAGAN et al., 2005).

As lesbes da aspergilose sdo causadas pela producdo de enzimas, adesinas,
hemolisinas, proteases, peptidases e toxinas como fumagilina e gliotoxinas,
liberadas pelo fungo, e associadas a deficiente resposta imune do hospedeiro
(BLANCO et al., 1998; LATGE, 1999, 2001; LEWIS et al., 2005; SHOHAM; LEVITZ,
2005). Estas facilitam a colonizacédo e a adesédo do fungo na superficie corporal do
hospedeiro, permitindo assim a invasdo dos tecidos (MARR; PATTERSON;
DENNING, 2002; GALLIEN et al., 2008). Em contrapartida, o aspergiloma, ou bola
fungica, desenvolve-se em cavidade pré-existentes de individuos imunocompetentes
(CARVALHO-DIAS et al.,, 2008). Ja a aspergilose broncopulmonar alérgica,
configura uma reacao de hipersensibilidade a presenca dos fungos nas vias aéreas
(CARVALHO-DIAS et al., 2004; AQUINO et al., 2010).

Passando por todas estas barreiras de protecdo do organismo, os Aspergillus
podem invadir a parede das vias aéreas e veias e artérias pulmonares adjacentes,
causando trombose, necrose tecidual e disseminagdo sistémica no organismo
acometido (CAILLOT et al., 1997).

A capacidade de invasdo e multiplicacdo dos Aspergillus estd diretamente
relacionada a viruléncia da cepa, resposta imune do hospedeiro, exposicdo ao
agente e quantidade de conidios inalados pelo hospedeiro. Atualmente, registra-se
aumento de infec¢des fungicas por Aspergillus ndo-fumigatus, com taxas de 25% na
aspergilose pulmonar (RICHARDSON; WARNOCK, 2003; RICHARDSON, 2005).

Nas aves em geral, e principalmente dos pinguins a aspergilose € explicada
anatomicamente pela auséncia de epiglote, que facilita a passagem de particulas
para o trato respiratério inferior, complementada pelo sistema mucociliar escasso,
auséncia de diafragma, resultando em auséncia do reflexo da tosse e presenca de
sacos aéreos, estruturas ricas em oxigénio e pouco vascularizadas (TELL, 2005).

Além disso, a falta de macréfagos de superficie para fagocitose de conidios
de Aspergillus spp. e a substituicdo de neutréfilos por heterdfilos de baixa
peroxidacdo, que utilizam proteinas catidnicas, hidrolases e lisozimas ao invés de
mieloperoxidase e mecanismos oxidativos para destruicdo das hifas fangicas
contribui para a infeccdo fangica em aves em geral e consequentemente nos

pinguins (TELL, 2005). Outros fatores de manejo como transporte, superlotagdo, ma
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nutricdo, ventilagdo pobre, antibioticoterapia, administracdo de corticosteroides,
doencas concomitantes e irritantes respiratorios (ex.: amonia, fumaca, desinfetantes
volateis) sdo considerados importantes e aumentam essa suscetibilidade (TELL,
2005).

O fator mais importante para o estabelecimento da aspergilose é o estado
imunolégico do hospedeiro, contribuindo em menor escala a patogenicidade e
viruléncia do fungo (WANKE; LAZERA; NUCCI, 2000; LATGE; CALDERONE, 2002).

3.4 Diagnéstico geral da Aspergilose

O diagnostico definitivo da aspergilose possui limitantes derivados de
inUmeras razbes (PASQUALOTTO, DENNING, 2005; WHEAT, WALSH, 2008).

As altas taxas de mortalidade atribuidas a esta doenca sdo decorrentes
especialmente da dificuldade de realizacdo de um diagnéstico precoce (PAGANO et
al., 2007; PASQUALOTTO et al., 2010; XAVIER et al., 2011).

O diagnéstico da aspergilose é multivariado e acontece primeiramente da
forma classica em micologia com o cultivo de amostras clinicas e microscopia direta
para demonstrar a presenca ou nao de fungos do género Aspergillus (LACAZ et al.,
2002; SIDRIM; ROCHA, 2004). Estes métodos diagnosticos devem ser aliados a
histéria clinica do paciente, presenca de sinais clinicos como auséncia de respostas
a antibioticoterapia ou corticoidoterapia, situacfes de estresse, doencas de base, no
entanto ndo sdo definidores da doenca clinica. Em adi¢do, outros exames auxiliares
podem ajudar no diagnostico final, como raio-x, ultrassom, tomografia, além de
endoscopias e hemograma (LATGE, 1999; XAVIER et al., 2007; 2011; CABANA et
al., 2012b).

No método micoldgico tradicional, as espécies de Aspergillus crescem
facilmente em meio de -cultivo classico como agar Sabouraud dextrose e
desenvolvem colbnias fungicas pulverulentas em 24-48horas de incubacéo a 25-37°
(MARR; PATTERSON; DENNING, 2002). Os meios de cultivo especificos para
identificacdo de espécies de Aspergillus como agar Czapeck, agar Malte e agar
Potato Dextrose (PDA) auxiliam na identificacdo das espécies (GAVA, 2002; KLICH,
2002).
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As cepas de A. fumigatus apresentam crescimento rapido, coloracao do verso
azul-esverdeada e reverso branco a amarelado. Microscopicamente apresentam
conidiéforos lisos e hialinos, vesicula piriforme e fialides unisseriadas (XAVIER;
FARIA, 2009).

No entanto, exames micoldgicos classicos apresentam baixa sensibilidade
e/lou especificidade, e, a utilizacdo de testes soroldgicos, embora indicada na
literatura (TELL, 2005; CABANA et al., 2015) n&o é de uso rotineiro, assim, o padrdo
ouro ainda se restringe a exames histopatolégicos e micolégicos post-mortem
(CRAY et al., 2009 a; CRAY et al., 2009 b).

No exame microscépico direto das amostras clinicas realizado a fresco, com
calcofluor branco, ou solucdo de hidréxido de potassio (KOH) 10-30% podem-se
observar hifas septadas, ramificadas em angulo agudo de 45° (PERLROTH; CHOI,
SPELLBERG, 2007).

O grande desafio no manejo das enfermidades causadas por Aspergillus sp. €
a obtencdo de diagnostico definitivo precoce, para tanto, utiliza-se exames como
histopatologia, hematologia ou sorologia (XAVIER et al., 2011).

Culturas de secrecdes respiratdrias possuem sensibilidade diagnostica muito
baixa: Aspergillus é recuperado em cultivo do escarro e do LBA em apenas 8-34% e
45-62% dos pacientes com aspergilose invasiva, respectivamente. A confirmacao
diagnéstica usualmente requer avaliacdo histopatoldgica, no entanto, quadros de
neutropenia ou trombocitopenia comumente impedem a realizacdo de
procedimentos cirdrgicos invasivos nestes pacientes. Biopsias transbrénquicas, por
outro lado, sédo associadas a uma frequéncia elevada de resultados falso negativos.
Culturas de sangue, liquor e medula dssea raramente séo positivas para Aspergillus
spp. A tomografia computadorizada (TC) de térax em alta resolucdo € um recurso
auxiliar de grande importancia no diagnostico precoce de aspergilose pulmonar
invasiva em individuos neutropénicos, particularmente na presenca do chamado
“sinal do halo” (halo de necrose envolvendo ndédulo pulmonar) (WANKE et al., 2000;
STEVENS et al., 2000; SINGH, PATERSON, 2005; WHEAT, WALSH, 2008).

No entanto, este sinal & menos comumente encontrado em néo
neutropénicos, e aspergilose pulmonar invasiva em pacientes transplantados de
pulméo, por exemplo, mais frequentemente se manifesta do ponto de vista

radiologico por areas de consolidacdo em placa (SINGH, HUSAIN, 2003).
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Em aves, o diagnostico ante mortem de aspergilose invasiva (Al) é limitado e
técnicas tradicionais, como exames hematologicos, exames bioquimicos e exames
de imagem podem revelar apenas alteracGes inespecificas (XAVIER et al., 2007,
2008; 2011).

O diagnéstico sorologico da aspergilose atualmente se baseia em técnicas
como IDGA (Imunodifusdo Radial Dupla em Gel de Agar) e ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay), além de técnicas de PCR (Polymerase Chain Reaction). A
sorologia permite diagnostico in vivo preciso e precoce (REDIG, 1993; BAUCK,
1994; GRACZYK; CRANFIELD, 1995; GRACZYK; CRANFIELD; KLEIN, 1998;
STEVENS et al., 2000; ABUNDIS-SANTAMARIA, 2003; BURCO et al., 2012).

Técnicas mais modernas de diagnostico direto da aspergilose por deteccao
do antigeno galactomanana (GM) em amostras clinicas tém sido cada vez mais
utilizadas para o diagnéstico de Al em humanos e pioneiramente em animais, a
partir de diferentes espécimes (CRAY et al., 2009; 2011; PASQUALOTTO,
DENNING, 2005; PASQUALOTTO et al., 2010; LAHMER et al., 2016).

3.4.1 Galactomanana

A galactomana (GM) é um polissacarideo presente na parede celular de
fungos filamentosos, entre eles os do género Aspergillus, uma familia de antigenos
derivados da galactofuranose. Sua liberacdo para a corrente sanguinea ocorre
durante o crescimento das hifas no processo de invasdo tecidual (MENNINK-
KERSTEN et al.,, 2004; MAERTENS et al., 2007). Esta molécula pode ser
considerada como um biomarcador importante na determinacdo da infeccéo fungica
invasiva por Aspergillus spp. em diferentes amostras clinicas por ser hidrossoluvel
(KLONT et al., 2004; PFEIFFER et al., 2006; MAERTENS et al., 2007; XAVIER et al.,
2011).

A deteccdo de GM, polissacarideo termoestavel presente na parede celular
dos fungos e liberado durante o crescimento das hifas nos tecidos € um método
utilizado para monitorar pacientes em risco de aspergilose invasiva (MENNINK-
KERSTEN, 2004).

Este polissacarideo é detectado pela técnica de ELISA sanduiche, através do
teste comercial Platelia Aspergillus® (BioRad-Franga) que apresenta alta

especificidade e sensibilidade, detectando niveis baixos da GM circulante no plasma
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sanguineo ou outros fluidos corporais (STYNEN et al., 1995; VERWEIJ et al., 1995;
HOPWOOD et al., 1995; MENNINK-KERSTEN, 2004; ARCA-RUIBAL et al., 2006;
AQUINO; GOLDANI; PASQUALOTTO, 2007; CRAY et al; 2011).

Por ser um hidrato de carbono solivel em agua € que a GM possui a
capacidade de ser detectavel em outros fluidos corporais, como por exemplo a urina
(ANSORG et al., 1994).

Reacdes cruzadas no Platelia Aspergillus GM podem ser notadas com
Penicillium spp., porém sdo consideradas ainda de pouca relevancia, uma vez que
Penicillium spp. é de pouca importancia clinica como causador de patogenias em
humanos e animais, principalmente em aves (CRAY et al., 2009a; PASQUALOTTO,
DENNING, 2005).

Em geral os testes com GM parecem ser uma ferramenta diagnostica
altamente especifica, mesmo que a sensibilidade tenha variado de 50% a 93% em
pacientes com malignidade hematologica (MAERTENS et al., 1999; 2001).

Porém discussdes sobre o melhor cutt-off nos ensaios com GM persistem
(PASQUALOTTO, DENNING, 2005)

Neste sentido, técnicas diretas para deteccdo do antigeno flngico

galactomanana em amostras clinicas tém sido utilizadas de modo crescente para o

diagndstico de Al em outras espécies, além da humana.

3.4.2 Galactomanana em aves silvestres

Estudos com deteccdo de galactomanana como técnica diagndstica de
aspergilose em aves sdo raros na literatura. A deteccdo de galactomanana por
aglutinacdo em latex (Pastorex® Aspergillus) em amostras séricas de pinguins com
aspergilose, comprovou a eficacia da utilizacao deste teste, porém esta técnica caiu
em desuso e ndo é mais utilizada para diagndéstico precoce (HOPWOOD et al.,
1995; KOICHI; MICHIHIRO, 1996).

No entanto, mais recentemente, Arca-Ruibal et al. (2006) testaram a eficacia
da deteccdo da galactomanana seérica para diagnostico de aspergilose em falcdes,
pelo método de ELISA sanduiche (Platelia® Aspergillus EIA) encontrando
sensibilidade de 12%, extremamente baixa e atribuida a interferéncia de anti-
Aspergillus circulantes, porém, obtiveram uma boa especificidade, 95%.

Posteriormente, utilizando a mesma metodologia para diagnostico de aspergilose em
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aves obteve-se resultados distintos, demonstrando taxas de sensibilidade e
especificidade relativamente altas, representativas da realidade em cativeiro (67% e
73%, respectivamente) (CRAY et al., 2009 a, b; CABANA et al., 2013).

Um estudo avaliou pela primeira vez a aplicabilidade do kit comercial Platelia
Aspergillus EIA® para o diagnostico da aspergilose em pinguins-de-Magalhaes
naturalmente infectados, ndo encontrando diferenca significativa nos indices de GM
entre animais com e sem a enfermidade. Um anico estudo com populacéo similar foi
descrito por Cray et al.,, 2009a, no entanto os autores incluiram 56 aves com
aspergilose, das quais apenas trés eram pinguins, ndo sendo possivel extrapolar os
resultados de eficacia do teste obtidos pelos autores para a familia Sphenisciforme.

Em aves domésticas e silvestres de distintas familias e ordens, incluindo
algumas espécies de falconiformes, psitaciformes, anseriformes e galliniformes, sao
descritos estudos relacionados a eficicia da detec¢cdo de GM para diagnéstico da
aspergilose demonstrando taxas de sensibilidade variando de 12 a 67% e de
especificidade entre 73 e 95% utilizando 0,5 como ponto de corte (CRAY et al.,
2009a; CRAY et al., 2009b; ARCA-RUIBAL et al., 2006; FISCHER et al., 2014;
DHAMA et al.,, 2013; FRANCA et al.,, 2012). Estudos com taxas de 86,2% de
sensibilidade e 265,1% de especificidade foram encontrados em pinguins-de-
Magalhées, utilizando pontos de corte de 0,5; 1; 1,5 e 2 (CABANA et al., 2013;
2015).

Fatores como diferentes espécies animais incluidas nos estudos, tempo de
evolucédo e desenvolvimento da aspergilose nestas aves, bem como apresentacao
clinica da doenca (sitio de infeccao) e resposta imune das diferentes espécies de
aves (DEEM, 2003; TELL, 2005) podem estar relacionados aos resultados
contraditérios encontrados em diferentes estudos (ARCA-RUIBAL et al., 2006;
CRAY; WATSON; ARHEART, 2009a; CRAY; WATSON; RODRIGUEZ; ARHEART,
2009b) e/ou detecgao de outros antigenos, como B-glucana (BURCO et al., 2012),
além de técnicas de biologia molecular.

Estudos com IDGA, para deteccéo de anticorpos IgG que apresentem taxas
de sensibilidade e especificidade superiores a 80% sao descritas em poucos relatos
em cées com aspergilose sinonasal (SHARP et al., 1984) e em maior quantidade em
humanos com aspergiloma (BABATASI et al., 2000) e rinosinusite (CAMELI-ROJAS
et al., 2004) onde em ambos a técnica é considerada padrao-ouro para diagnostico.

Em pinguins, existem poucos estudos a respeito de métodos diagndstico da
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aspergilose, sendo descrito estudos através da deteccdo de antigeno
galactomanana, anticorpos circulantes e deteccdo de antigeno [-glucana
(GRACZYK; COCKREM, 1995; GRACZYC; CRANFIELD; KLEIN, 1998; GERMAN et
al.,, 2002; CRAY; WATSON; ARHEART, 2009a; CRAY; WATSON; RODRIGUEZ;
ARHEART, 2009b; BURCO et al., 2012).

3.4.3 Platelia® Aspergillus EIA (Biorad)

O Platelia Aspergillus EIA® (BioRad-EUA) € um kit diagnostico disponivel
comercialmente que se baseia na técnica ELISA sanduiche para deteccdo de
galactomanana (MAERTENS et al., 2007; XAVIER et al.,, 2011). Este teste é
padronizado para amostras de soro sanguineo e de lavado broncoalveolar de
pacientes humanos e neutropénicos, e quando realizado de forma seriada, antecipa
o diagnéstico da aspergilose (MENNINK-KERSTEN et al., 2004; NUCCI,
COLOMBO, 2012).

A principal aplicabilidade do método de ELISA sanduiche disponivel
comercialmente (Platelia® Aspergillus EIA), que consegue detectar com alta
especificidade o antigeno polissacarideo em estagios precoces da doenca, estd no
monitoramento dos niveis séricos de GM em pacientes de risco para Al, sendo um
dos pilares centrais da dita terapia preemptiva, estratégia onde a terapia antifingica
€ iniciada ou seu uso é postergado na dependéncia dos resultados de testes
diagnoésticos, porém antes da confirmacdo do agente etiologico (MENNINK-
KERSTEN et al., 2004; PFEIFFER et al., 2006; MAERTENS et al., 2007; XAVIER et
al., 2011; NUCCI, COLOMBO, 2012).

Quando monitorada de forma seriada, a galactomanana antecipa o
diagnéstico de aspergilose invasiva em um intervalo de 6 a 14 dias em individuos
neutropénicos (SINGH, 2005), podendo ser considerada como critério microbioldgico
para classificacdo da Al em comprovada, provavel e possivel de acordo com
EORTC/MSG (PAUW et al., 2008).

Embora, o teste ELISA sanduiche para a deteccdo GM seja considerado uma
importante ferramenta de diagndstico para Al em humanos, estudos demonstram
gue este pode também contribuir para o diagnéstico em outras espécies, como caes,
bovinos e aves (XAVIER et al., 2011; NUCCI, COLOMBO, 2012; CRAY et al., 2009b;
ARCA-RUIBAL et al., 2006; GARCIA et al., 2001; 2008; BILLEN et al., 2009;
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GUILLOT et al., 1999; JONES, OROSZ, 2000; FRANCA et al., 2012). No entanto,

nao existem protocolos e indicagdes para seu uso em pinguins.

3.4.3.1 Taxas de falso positivo e falso negativo

Algumas limitagbes do teste de deteccao da GM séo descritas, e as taxas de
resultados falso-negativos e falso-positivos flutuam em torno de 10% (MENNINK-
KERSTEN et al., 2004; NUCCI, COLOMBO, 2012).

Embora a aplicabilidade do teste ELISA a partir da demonstracdo da cinética
da GM circulante, ja esteja estabelecida para o diagnéstico precoce da Al, uma
Unica testagem sérica pelo Platelia® Aspergillus EIA deve ser interpretada com
cautela, na medida em que o método apresenta algumas limitacbes. A taxa de
resultados falso-negativos esta relacionada a quadros de encapsulacéo da infeccao,
formacdo de imunocomplexos por anticorpos anti-Aspergillus (em pacientes com
menor imunossupressao), ou exposicdo prévia a agentes antifUngicos (como
profilaxia). Diversos estudos tém comprovado que reacfes cruzadas com outras
infecgbes fangicas, uso de antibidticos de origem fungica, mucosite, ou ainda
enfermidade do enxerto versus hospedeiro estdo entre as principais causas de falso-
positivos no Platelia® Aspergillus EIA, que usualmente varia entre 8-14%
(MENNINK-KERSTEN et al., 2004; TANRIOVER et al., 2005; AQUINO et al., 2007
WHEAT, WALSH, 2008; XAVIER et al., 2009a, 2009b, 2011).

Também sdo considerados em testes de deteccdo de GM, os resultados
falso-positivos atribuidos ao uso de moléculas de antibidticos beta-lactamicos, como
a piperacilina-tazobactam, de origem flngica, que consequentemente apresentam
em sua composicdo moléculas de galactofuranose, reagindo os anticorpos utilizados
no teste (MAERTENS; THEUNISSEN; LAGROU, 2010). Do mesmo modo, o
gluconato de sédio é produzido pela fermentacdo da glicose em culturas de fungos
gerando reagbes com o teste ou reagOes cruzadas com outros fungos que podem
reagir com os anticorpos do teste. Ou ainda em casos de bacteremia e ingestao de
leite ou outros alimentos que contenham resquicios de Aspergillus sp. ou Penicillum
sp. em sua composi¢cao (AQUINO; GOLDANI; PASQUALOTTO, 2007).

Na tentativa de reduzir a taxa de falsos-positivos, autores recomendam a
testagem em ao menos duas coletas de soro ou LTB consecutivas e ainda o uso de

outras amostras clinicas como urina por exemplo (CRAY et al., 2009a; 2009b;
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ARCA-RUIBAL et al., 2006; PASQUALOTTO et al., 2010; VERWEIJ et al., 1995).

A contaminacdo ambiental, também apontada e frequentemente citada como
fator importante de interferéncia nos resultados do teste e possivel causa de falso-
positivo, tem sido pouco estudada, tanto no ambito do processamento laboratorial
para realizagdo da técnica de ELISA quanto no momento da coleta da amostra

clinica, armazenamento e transporte da mesma até seu processamento.

3.4.4 Interferéncia ambiental

Os fungos do género Aspergillus, liberam no ambiente durante sua
reproducdo uma grande quantidade de conidios de tamanhos variados dependendo
da espécie (LATGE, 1999; 2001). Assim, constantemente o hospedeiro esta em
contato com estes conidios na atmosfera, que apresentam altas e rapidas taxas de
crescimento e podem colonizar a mucosa respiratdria através da inspiracao
(TEKAIA; LATGE, 2005, ARAUJO, RODRIGUES, 2004). Estes propagulos s&o
primariamente fagocitados e destruidos pelos macréfagos alveolares e outras
células de defesa presentes na mucosa do trato respiratério (GALLIEN et al., 2008).

A alta densidade de conidios ambientais de Aspergillus € um fator significativo
para o desenvolvimento de infeccdo invasiva, principalmente em pacientes
hematoldgicos e imunocomprometidos (CAVALLO et al.,, 2013; SEYEDMOUSAVI
2015).

Atualmente, existem estudos comprovando a capacidade de fungos
filamentosos, assim como Aspergillus fumigatus de formarem biofilme e
apresentarem assim maior capacidade de contaminacao e resisténcia a antifungicos
(MOWATT et al., 2009; FANNING, MITCHELL, 2012; VILLA, ROZENTAL, 2016).

Embora o teste de deteccdo de galactomanana sérica pela técnica de ELISA
sanduiche seja considerado uma importante ferramenta diagnostica para Al e
atualmente possa contribuir como fator decisivo para inicio da terapia antifingica
preemptiva em pacientes de risco para a doenca (NUCCI, COLOMBO, 2012), no
Brasil, a realizagdo do mesmo esta ainda restrita a centros de referéncia, ndo sendo
um teste disponivel na rotina de diagndstico laboratorial de todos os hospitais onde
se monitoram pacientes de risco para Al e ndo existindo maiores estudos sobre a

influéncia ambiental no teste.
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Neste sentido, as amostras clinicas necessitam ser encaminhadas para
outros hospitais para realizacdo do exame, o que torna essencial o conhecimento de
fatores, associados ao processo de armazenamento e transporte, que possam
interferir no teste e culminar com resultados falso-positivos, a fim de evita-los para
prover maior fidedignidade a interpretacdo dos resultados. Dentre estes fatores
ressalta-se que a contaminagdo ambiental € citada como causa de falso-positivo no
Platelia® Aspergillus EIA por diversos autores, no entanto ndo ha estudos na
literatura que permitam inferir o grau de contaminacdo necessario para interferir no
teste, ndo sendo possivel afirmar que esta interferéncia esta relacionada a uma
contaminagcdo massiva ou até mesmo ocorra com uma minima quantidade de
propagulos fungicos contaminantes. Este dado € de extrema relevancia
considerando que o tempo entre coleta e processamento laboratorial da amostra
clinica pode superar 24 horas e que Aspergillus fumigatus € um fungo ubiquo,
frequentemente contaminante, com rapida velocidade de crescimento atingindo uma
taxa de germinacdo de 36,5% em apenas 5,5 horas de incubacio (ARAUJO,
RODRIGUES, 2004), o que leva a formacéo rapida de hifas as quais liberam maior
quantidade de GM do que os conidios podendo levar a uma maior interferéncia no
teste de deteccdo de GM em amostras contaminadas.

Monteiro et al., (2016), identificou uma alteracdo significativa em algumas
variaveis bioguimicas nas amostras clinicas utilizadas para o teste GM quando
mantidas a temperatura ambiente (20-25°C), apés um periodo de 72-96hs, o que
pode prejudicar a qualidade da amostra a ser utilizada para o diagnostico, se estas
nao forem processadas nas primeiras 24 horas, corroborando com poucos estudos
onde percebe-se 0s riscos de falso positivos se a amostra clinica utilizada estiver

contaminada no momento da coleta ou durante o transporte ou armazenamento

3.5 Padronizacao de In6culo de Aspergillus e concentracdo de conidios

Poucos estudos avaliaram a estabilidade de curto prazo de amostras clinicas
testadas para GM, com isso, torna-se pioneiro, ao realizar a reprodutibilidade de
testes de GM com indculos fungicos contaminados com Aspergillus secdo Fumigatti,
mimetizando assim uma amostra clinica positiva para detectar, a capacidade do

teste de sofrer efeitos de contaminagdo ambiental.
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Sabemos que por Aspergillus sessdo Fumigati serem fungos oportunistas e
potenciais contaminantes ambientais (CABANA et al., 2015), necessitam de uma
carga conidial um pouco mais robusta para gerar niveis de GM detectaveis ao teste
realizado para diagnéstico em Al.

Testes para padronizacao de in6culos de baixa concentracdo de A. fumigatus
sdo realizados a partir de cepas derivadas de casos clinicos ou do ambiente.
Inicialmente estas cepas devem ser subcultivadas em tubos de ensaio contendo
agar batata-dextrose por até 48hs a 36°C para obtencdo de coldnias jovens, apos
este periodo é realizado uma raspagem da superficie das coldnias para obtencéo de
propagulos fungicos adicionando aliquotas de solucdo salina estéril (0,85%) e
Tween 80. Os in6culos sdo padronizados de acordo com a técnica de leitura
espectrofotométrica e filtracdo, ajustadas em espectrofotometro em filtro de 530nm
para 80 a 82% de transmitancia (0,18-0,20 de absorbancia). Em seguida sera
realizada uma diluicdo de 1:50 em solucédo salina estéril conforme protocolo descrito,
buscando obter uma concentragdo de 0,8x10* a 1x10° UFC/ml (CLSI, 2008).

A confirmacao da quantidade de conidios pode ser determinada pela técnica
de “Pour Plate” e por contagem dos conidios em camara de Neubauer (CLSI, 2008;
TORTORA, FUNKE, CASE, 2005).
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Abstract

Even today, an effective diagnostic test for aspergillosis in penguins is unknown, being the gold standard post-mortem
examinations. The fungal antigen galactomannan (GM) has been used as a biomarker of disease in humans and is detected by
the Platelia Aspergillus EIA (BioRad)®, a commercial kit based on the sandwich ELISA technique. It is standardized for use
in neutropenic patients, however studies have demonstrated its usefulness also possible for birds. The aim of our study was to
evaluate the effectiveness of Platelia Aspergillus EIA® test (BioRad-US) in the diagnosis of aspergillosis in Magellanic
penguins, determining sensitivity, specificity, and positive and negative predictive values for different cut-off points. Were
included in the study, blood serum samples (n = 29) Magellanic penguins in captivity that died by aspergillosis. Detection of
GM was performed following manufacturer’s instructions and the GM index was obtained by dividing the average value of
OD of the duplicate of the clinical sample by duplicate OD of the average value of the cut-off sample provided by the kit.
Through information database results were obtained for the presence of anti-Aspergillus fumigatus antibodies detected by
agar gel immunodiffusion (AGID) for all serum samples. Results were analyzed using chi-square test and Kruskal-Wallis
from SPSS 20.0, IBM®. ROC curve was obtained and from this, rates of sensitivity, specificity, positive and negative
predictive values were also calculated based on four different cutoff points (0.5, 1.0, 1.5 and 2.0). The serum GM index did
not differ between animals of the case and control group (pkw=0.097). In determining the ROC curve for serum GM
detection the value of area under the curve was 0.635. From the values determined by the coordinate of the curve, four
different cut points (0.5, 1.0, 1.5 and 2.0) were analyzed, resulting in sensitivity rates ranging from 86.2 to 34.5% % and
specificity between 87% and 26.1%. By comparing the serum GM index in group case as the presence or absence of
antibodies detected by AGID was found p=0.503. The detection of GM the Platelia Aspergillus EIA® test seems is not be
useful for the diagnosis of aspergillosis in naturally infected penguins.

Keywords: galactomannan, immunoenzimatic test, mycosis, birds.

Aplicabilidade do Platelia EIA® Aspergillus como teste diagndstico da
aspergilose em pinguins

Resumo

Ainda hoje, um teste diagnostico eficaz para aspergilose em pinguins ndo é conhecido, sendo 0 padrdo-ouro 0s exames post-
mortem. O antigeno flngico galactomanana (GM) tem sido utilizado como biomarcador da doenga em humanos, sendo
detectado pelo Platelia Aspergillus EIA (BioRad) ®, um kit comercial que se baseia na técnica ELISA sanduiche. E
padronizado para utilizagdo em pacientes neutropénicos, no entanto estudos tem demonstrado sua possivel utilidade também
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para aves. O objetivo de nosso estudo foi avaliar a eficacia do teste Platelia Aspergillus EIA® (BioRad-US) no diagndstico
da aspergilose em pinguins-de-Magalhdes, determinando sensibilidade, especificidade e valores preditivos positivos e
negativos em diferentes pontos de corte. Foram incluidas no estudo, amostras de soro sanguineo (n=29) de pinguins-de-
Magalhdes em cativeiro que vieram a dbito por aspergilose. A deteccdo de GM foi realizada seguindo instrugdes do
fabricante e o indice de GM foi obtido dividindo o valor da média da DO da duplicata da amostra clinica pelo valor da média
da DO da duplicata da amostra de cut-off fornecida pelo kit. Através de informagdes em banco de dados foram obtidos
resultados sobre a presenca de anticorpos anti-Aspergillus fumigatus, detectada por Imunodifusdo em gel de &gar (IDGA) em
todas as amostras séricas. Os resultados foram analisados utilizando-se teste de qui-quadrado e Kruskal-Wallis a partir do
programa estatistico SPSS 20.0, IBM®. Curva ROC foi obtida e a partir desta, taxas de sensibilidade, especificidade, valores
preditivo positivo e negativo foram igualmente calculados considerando quatro diferentes pontos de corte (0.5, 1.0, 1.5 € 2.0).
O indice de GM sérica ndo diferiu entre os animais do grupo caso e controle (pKW = 0.097). Na determinacéo da curva ROC
para deteccdo de GM sérica o valor da area sobre a curva foi de 0.635. A partir dos valores determinados pelas coordenadas
da curva, quatro diferentes pontos de corte (0.5, 1.0, 1.5 e 2.0) foram analisados, resultando em taxas de sensibilidade
variando de 86.2% a 34.5%, e de especificidade entre 87% e 26.1%. Ao comparar o indice de GM sérica nos animais do
grupo caso quanto a presenca ou ndo de anticorpos detectados pela IDGA foi encontrado p=0.503. A detec¢do de GM pelo
teste Platelia Aspergillus EIA® nao parece ser Util para o diagnéstico da aspergilose em pinguins naturalmente infectados.

Palavras-chave: galactomanana, teste imunoenzimatico, micoses, aves.

1. Introduction

Aspergillus species have been known for decades
as important pathogens of birds, leading to high
mortality rates, including the Spheniscidae family,
being about 90-95% of the cases of aspergillosis
caused by Aspergillus section Fumigati (Cray et al.,
2009b; Cabana, 2013; Xavier et al., 2011). The
diagnosis ante-mortem of invasive aspergillosis (1A)
in birds is limited and traditional techniques, such as
blood tests, biochemical tests and imaging studies
may reveal only nonspecific changes (Xavier et al.,
2011; 2008; 2007). Mycological classic tests have
low sensitivity and / or specificity, and use of
serological tests, although indicated in the literature
(Cabana et al., 2015; Tell, 2005) it is not in routine
use, as the gold standard is still restricted to
histopathological and mycological post-mortem
(Cray et al., 2009a, b). Modern techniques for the
diagnosis of aspergillosis by direct detection of
antigen galactomannan (GM) in clinical samples
have been increasingly used for the diagnosis of 1A
in humans from different species. The GM is a
polysaccharide present in the fungal cell wall of the
genus Aspergillus, a family of derivatives
galactofuranose antigens. Their release into the
bloodstream occurs during the growth of hyphae in
tissue invasion process (Mennink-Kersten et al.,
2004; Nucci and Colombo, 2012). This molecule
can be considered as an important biomarker for the
determination of invasive fungal infections by
Aspergillus spp. in different clinical samples to be
water soluble (Maertens et al., 2007; Xavier et al.,
2011). The Platelia Aspergillus EIA® (Bio-Rad
USA) is a commercially available diagnostic kit
which is based on sandwich ELISA for detection of
galactomannan (Maertens et al., 2007; Xavier et al.,
2011). This test is standard for blood serum and
bronchoalveolar lavage of human and neutropenic
patients, and when performed serially, anticipates
the diagnosis of aspergillosis within one week.
Some limitations are described, and the rates of

false-negative and false-positive results fluctuate
around 10% (Mennink-Kersten et al., 2004; Nucci and
Colombo, 2012).

Although the ELISA sandwich test for GM
detection is considered an important diagnostic tool
for Al in humans. Studies have shown that can also
contribute to the diagnosis of other species such as
dogs, cattle and poultry (Arca-Ruibal et al., 2006;
Billen et al., 2009; Cray et al., 2009a; Franca et al.,
2012; Garcia et al., 2001; Garcia et al., 2008; Guillot
et al., 1999; Jones and Orosz, 2000; Nucci and
Colombo, 2012; Xavier et al., 2011). However, there
are protocols and indications for its use in penguins.

Due to the high incidence of aspergillosis in
penguins determining high mortality rates in these
animals in captivity as well as the difficulty of the
definitive diagnosis of ante-mortem disease in this
species, this study aim to evaluate the effective of
Platelia Aspergillus EIA® test (Bio-Rad-US) the
diagnosis of aspergillosis in naturally infected
Magellanic  penguins,  determining  sensitivity,
specificity, and positive and negative predictive values
for different cut-off points.

2. Material and Methods

They were included in the study, blood serum
samples of Magellanic penguins that died of
aspergillosis during the rehabilitation period in the
Centro de Recuperacdo de Animais Marinhos of Rio
Grande - CRAM-FURG (n=29). The samples are
stored in the mycology laboratory- FAMED-FURG,
and all cases were confirmed from post-mortem
examinations  with  mycological culture and
histopathological examination. As a control group,
were included over 23 serum samples from healthy
Penguins CRAM-FURG, which they  were
rehabilitated and released to their natural habitat. All
samples were aliquoted in biosafety cabinet to prevent
contamination by airborne conidia and found
themselves stored at -20 ° C. A single blood sample
each animal was included and collected venipuncture



of the cephalic vein. All samples were obtained in a
maximum period of 60 days (7-69) before death
(case group) and / or release (control).

The GM detection was performed on all serum
samples animals included in the study according to
the manufacturer’s instructions. In brief, 300ul of
sample was added to 100ul of Platelia Aspergillus
EIA® treatment solution into microtubes and
subsequently arranged in the thermoblock for heat
treatment for six minutes at 120° C. Then the wells
were centrifuged at 10,000xg for 10 minutes. In
sequence the strips were filled with 50ul conjugate
and the sample supernatant and then the plate was
incubated for 90 minutes at 37° C. Then the wells
were centrifuged at 10,000xg for 10 minutes. In
sequence the strips were filled with 50ul conjugate
and the sample supernatant and then the plate was
incubated for 90 minutes at 37° C. The reaction was
terminated by addition of 1.5 N solution of sulfuric
acid and reading the optical density (OD) at 450 nm
with 620 nm reference filter. The tests were
conducted in duplicate and reactions were all
positive control samples used, and the negative
cutoff point provided by the kits diagnostic. The GM
index was obtained by dividing the average value of
OD of the duplicate of the clinical sample by
duplicate OD of the average value of the cut-off
sample provided by the kit. From the database
Laboratério de Micologia, It was obtained
information about the presence of anti-Aspergillus
fumigatus antibodies detected by agar gel
immunodiffusion (AGID) for all serum samples.

Results were analyzed using chi-square test and
Kruskal-Wallis from SPSS 20.0, IBM®. ROC curve
was obtained and from this, rates of sensitivity,
specificity, positive and negative predictive values
were also calculated based on four different cutoff
points (0.5, 1.0, 1.5 e 2.0).

3. Results

The serum GM index did not differ between
animals in the case group and control (pKW =
0.097). The penguins with aspergillosis (n = 29) GM
index ranged from 0.29 to 6.5, with a median of 0.91
and mean of 1.71, while the healthy animals (n = 23)
the median was 0.75 and 1.13 average (varying from
0.31 to 4.83) (Figure 1).

From these values it was determined the ROC
(Receiver Operating Characteristic) for serum GM
detection in the diagnosis of aspergillosis in
penguins, where the x-axis (X) is the true positive
(sensitivity) and the ordinate axis (y) is false positive
(1- specificity) (Figure 2). The analysis of the test
demonstrated a precision index value of the area
under the curve of 0.635 (0.482 to 0.788 CI) (p =
0.097).

From the values determined by the coordinate of
the curve four different cut points (0.5, 1.0, 1.5 and
2.0) were analyzed, resulting in sensitivity rates
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Figura 1: Serum GM indexes in samples from healthy penguins
(0) and from penguins with aspergillosis (1)
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Figura 2: ROC curve of serum GM detection to diagnosis of
aspergillosis in penguins.

Tabela 1: Sensitivity, specificity, positive predictive value (PPV)
and negative predictive value (NPV) of serum GM detection in
the diagnosis of aspergillosis in naturally infected penguins using
different cut-off

Cut Off | Sensitivity | Specifity | PPV (%) | NPV(%)
(%) (%)
2.0 345 91.3 76 51
>15 41.4 82.6 75 47
>1.0 448 60.9 60 51
20.5 86.2 26.1 59 40

ranging from 86.2% to 34.5% and specificity between
91 3% and 26.1% (Table 1).

Of the 52 animals studied, only four had positive
IGA, all of them belonging to the group case.
Comparing the sérum GM index in group case as
presence or absence of antibodies detected by AGID
was no significant difference (p=0.503), mean and
median values of 259 and 176 (+- 2.80),
respectively, in animals with positive AGID, and 1.36
and 0.89 (+- 1.20), respectively, in animals with
antibodies to A. fumigatus.

4. Discussion

This study evaluated for the first time the
applicability of the commercial Aspergillus EIA®
Platelia kit for the diagnosis of aspergillosis in
Magellanic penguins naturally infected, finding no



significant difference in GM ratios between
animals with and without the disease. A single
study the this population with a similar was
described by Cray et al. (2009b), however the
authors included 56 birds with aspergillosis, of
which only three were penguins, it is not possible
to extrapolate the test efficacy results obtained by
the authors for Sphenisciformes family.

In domestic and wild birds this differents
families and orders, including some species of
raptors,  Psittaciformes,  Anseriformes  and
Galliniformes. Described studies regarding the
effectiveness of GM detection to diagnosis of
aspergillosis, and demonstrate sensitivity rates
ranging from 12 to 67% and specificity ranging 73
and 95% using 0.5 as the cutoff point (Arca-Ruibal
et al., 2006; Cray et al., 2009a, b; Dhama et al.,
2013; Franca et al., 2012; Fischer et al., 2014).

These results do not match those found in our
study with penguins, when considering this same
cutoff value was detected high sensitivity rate
(86.2%) but low specificity (26.1%). Similar rates
of the authors mentioned above were found in our
study only using a cutoff point four times (2.0), in
this case the sensitivity was 34.5% and specificity
of 91.3%.

Factors such as different animals species
included in the studies, duration and development
of aspergillosis in these birds, as well as clinical
presentation of the disease (infection site) and
immune response of different species of birds
(Deem, 2003; Tell, 2005) may be related to
conflicting results found in our study compared to
others in the literature.

The high rate of false-positive results found in
our study may be related to colonization of the
respiratory tract by Aspergillus species Fumigati
section, exposure to environmental strains or
mainly to the presence of a cross-reactive antigen
has not been elucidated, which is also suggested by
other authors (Le Loch et al., 2005). On the other
hand, false negative rates in the Platelia Aspergillus
EIA® are generally related to encapsulation of the
infection, immunocomplex formation by anti-
Aspergillus antibodies or prior exposure to
antifungal agents (for prophylaxis) (Xavier et al.,
2011). However, none of these hypotheses can be
extrapolated to our study, whereas all penguins
with aspergillosis included had lesions spread
through the respiratory tract to the post-mortem
examination, not characterizing frame
encapsulation of the infection and were not in
antifungal treatment, moreover, no significant
difference in the GM results comparing animals
with and without antibodies to Aspergillus sp.
(PKW = 0.449). However, the interference factors
in the test for this animal species (penguins) are not
well been elucidated, as well as other animals
(Arca-Ruibal et al., 2006; Fischer et al., 2014).

In attempt to reduce the false-positive rate,
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authors recommend testing in at least two serum

collections (Arca-Ruibal et al., 2006; Cray et al.,

2009a, b; Verweij et al., 1995). In our study, only one

clinical sample per animal was included, being this a

limitation, in that it was not possible to

evaluate the test results when performed as serial
monitoring of serum levels of GM penguins.

Our results show that serum GM detection by
Platelia Aspergillus EIA® does not seem to be useful
for the diagnosis of aspergillosis in naturally infected
penguins, with high rates of false-positive results with
cut-off 0.5 (indicated by the manufacturer) and false
negatives in high cut-off.
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Summary

Serum Galactomannan (GM) detection by Platelia® Aspergillus EIA is a routinely tool to
detect invasive fungal infection by Aspergillus spp. in neutropenic patients. Thus, its
important to recognize and understand the limitations of this test to a better interpretation of it
results. Our study aimed to evaluate the lower concentration of Aspergillus fumigatus
anemophily propagules that could generate a positive GM test. Three serial dilutions of a
standardized inoculum from twelve isolates of A. fumigatus were tested for GM detection
using commercial Platelia® Aspergillus EIA. The median conidia concentration required to a
positive test was 4.8x10%. GM index from those minimal conidia concentrations ranged from
0.519 at the concentration of 1.2x10° to 3.57 at the concentration of 1.2x10°. Our study shows
that a massive contamination, with at least around 500 A. fumigatus conidia, is necessary to
interfere in the GM detection result causing a false-positive and a possible miss interpretation
of the test.

KEY WORDS: Aspergillus fumigatus; invasive aspergillosis; false-positive; diagnostic;
Platelia® Aspergillus EIA.

INTRODUCTION

Galactomannan (GM) is a hydro soluble polysaccharide from the fungi cell wall,
considered an important biological marker of invasive fungal infection by Aspergillus spp.
since it is release occurs especially during the mycelia growth in the process of tissue invasion
12 Thus, serum GM detection by the sandwich ELISA technique (Platelia® Aspergillus EIA)
has been routinely used in order to contribute to an early diagnosis of invasive aspergillosis in
neutropenic patients 3. In fact, studies show that if performed serially (at least twice a week)
the test is able to anticipate the diagnosis of the disease in up to one week in patients at risk °.

However, some limitations of this test are describe, and rates of false negative and
false-positive results fluctuate around 10%. False-negatives may be related to encapsulation

of the infection, immune complex formation by anti-Aspergillus antibodies, or prophylaxis



48

with antifungals. On the other hand, cross-reactions with other fungal infections and the use
of antibiotics with fungal origin such as piperacillin-tazobactam are causes of false positive
results 236 7.8,

In addition, environmental contamination is also cited as an interference factor in the
test and as a possible cause of false positive. Seeing that this interference are subjectively
described, there is no data in the literature that can be used to establish whether it is related to
a massive contamination or even to a small amount of fungal propagules. Thus, the aim of our
study was to evaluate the lower fungal propagules concentration of A. fumigatus which

promote a positive result in Platelia® Aspergillus EIA.

MATERIAL AND METHODS

Twelve isolates of Aspergillus fumigatus from the Mycology Laboratory of the
Faculty of Medicine (FAMED) of the Federal University of Rio Grande (FURG) were used in
the study. They were from cases of aspergillosis in humans (n=3) and in Magellanic penguins
(n=3), as well as environmental isolates (n=3), and standard strains (n=3, AF10, AF71 and
AF13073) kindly provided by Dr. David Denning, Myconostica, National Aspergillosis
Center, UK.

Subcultures of the isolates were carried in potato dextrose agar (PDA) at 25°C for 48
hours to obtain young colonies. Ten microliter of sterile saline solution (0.85%) added with
200ul of Tween 80 were added to the cultures, and a scraping of the surface of the colonies
was carried out to obtain the solution of fungal propagules. After 30 minutes, for
sedimentation of the heavier particles, the suspension was filtered using a sterile double layer
of gauze to retain the higher particles, ensuring that only conidia remained. This conidial
suspension was then adjusted by spectrophotometric reading at 530nm to 80-82%
transmittance (0.09 to 0.11 absorbance), and then, a 1:50 dilution in sterile saline solution was
performed according to the protocol described by CLSI®. Confirmation of the amount of
conidia obtained in each inoculum was determined by the "PourPlate” technique, with colony
form units/mL counts (CFU/mL).

Three serial dilutions (1:10) of the standardized inoculum were tested for detection of
Galactomannan (GM) using commercial Platelia® Aspergillus EIA kit, according to
manufacturer’s instructions. In short, 100uL of Platelia treatment solution (4%
ethylenediaminetetraacetic acid solution) was added to 300uL of the adjusted inoculum
dilutions (101, 102 e 10%), homogenized, and heated to 120°C for six min in a heat block,

followed by centrifugation at 10,0009 for 10min. Next, 50uL of the supernatant and 50uL of
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the horseradish peroxidase labeled monoclonal antibody (EBA-2) were incubated in antibody
precoated microplates for 90min at 37°C. The plates were washed five times and incubated
with 200uL of substrate chromogenic reaction solution for 30+5min in the dark at room
temperature. The reaction was stopped with 1.5 N sulfuric acid solution, and the plates were
read at an optical density (OD) of 450 nm, with a reference filter of 620/630 nm. Positive,
negative, and cut-off controls were incorporate in each assay. GM results were expressed as
optical densities (OD), and samples were consider positive when the ratio between the OD
observed for the sample and the mean cut-off OD was >0.5, referred as GM index. All
experiments were performed in duplicate.

The initial conidial suspension concentration, determined by the Pour-plate was
multiplied by the dilution of origin, in order to calculate the lowest concentration of fungal
particles able to generate a positive result in the Platelia® Aspergillus EIA test, considering
the cutoff point 0.5. The data were compiled and the statistical analysis was performed using
the SPSS® 20.0 program to the descriptive analyzes and Kruskal-Wallis tests.

RESULTS

Standardization of the inoculums resulted in solutions ranging from 1.6x10° to 6.7x10’
CFU/ml. Considering the volume of inoculum used in each well (300ul) for the test, these
values obtained in Pour-plate were multiple by 0.3 and by the corresponding dilution (10 to
107%) to obtain the amount of conidia referring to each well tested. Thus, the median conidia
concentration required to generate a positive result in the Platelia® Aspergillus EIA test was
4.8x10°%, ranging from 4.8x102 to 2x10° (Figure 1).

No significant difference was found in the lowest concentration of conidia responsible
to a positive result in the test according to the origin of the isolates (kw=0.082), with medians
of 3.6x10% in human isolates, 6x10° in penguins, 1.2x10% in environmental and 5.4x10* in the

standard strains.
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Figure 1: Lowest conidial concentration of A. fumigatus responsible for positive results (GM
index > 0.5) in Platelia® Aspergillus EIA according to their origin (n=12) (S: standard strains;

P: strains from aspergillosis in penguins; H: strains from human; E: environmental strains.)

GM index from those minimal conidia concentrations ranged from 0.519 in
environmental strain at the concentration of 1.2x10° to 3.57 in a strain from penguin

aspergillosis at the concentration of 1.2x10° (Figure 2).
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Figure 2: GM index according to the lowest conidial concentration of A. fumigatus

GM index

responsible for positive results in Platelia® Aspergillus EIA (n=12) (S: standard strains; P:
strains from aspergillosis in penguins; H: strains from human aspergillosis; E: environmental

strains.)
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DISCUSSION

The interference of environmental contamination in the Platelia® Aspergillus EIA test
is describes by several authors % 1% ! However, the concentration of fungal propagules
required for such interference in the test is still unknown. Thus, our study demonstrated in a
pioneering way that at least about 500 conidia of A. fumigatus are necessary to generate a
positive result in the test (GM index above 0.5).

The wide variation in the minima conidia responsible for a positive result, found in our
study, could be associated with the variation in speed germination of the different strains,
since is know that hyphae release more GM than conidia ' ' Another possibility is
associated with the difference in the production of B-D-galactofuranosidase (Galf) by the
isolates, which is direct related to GM variability 2. This difference in GM indexes has
already been described in Aspergillus such intra species as inter-species, including in the same
strains of A. fumigatus used in our study 2 4 1314,

The values of 4.8x10% to 2x10° conidia found in our study indicate that there is a need
of a massive contamination for the interference in the test result, suggesting that
environmental contamination by anemophily propagules, which can occurs during the
execution of the test, does not allow a false-positive result, since it is not common to find this
great value of conidia concentration in indoor facilities. On the other hand, if a sample being
contaminated at the time of collection, the period until its processing, associated with
conditions of transportation and storage (which could be up to 72hs) could allow the
germination of the conidia in the samples promoting a greater release of GM and then,
possibly resulting in a false-positive test. In fact, Monteiro et al.!! described that a significant
change in biochemical variables of the clinical samples used for GM test can occur when kept
at room temperature (20-25°C), after a period of 72-96hs, which may impair the quality of the
sample to be used for diagnosis, suggesting that it should be processed within the first 24
hours.

The data found in our study contribute to the interpretation of the Platelia®
Aspergillus EIA results, showing that if the GM test is performed within the first 24 hours
after sample collection, adopting all standards suggested by the manufacturer and following
the basic laboratory safety standards, the risk of a false-positive result due to environmental

contamination is low.
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5 Conclusdes e Consideragfes Finais

O indice de GM sérica nao diferiu entre os animais do grupo caso e controle
(pxw=0,097). A partir dos valores determinados pelas coordenadas da curva ROC,
quatro diferentes pontos de corte (0,5, 1,0, 1,5 e 2,0) foram analisados, resultando
em taxas de sensibilidade variando de 86,2% a 34,5%, e de especificidade entre
87% e 26,1%. Contudo, a deteccdo de GM pelo teste de ELISA sanduiche (Platelia
Aspergillus EIA®) ndo parece ser Util para o diagndéstico da aspergilose em pinguins,
determinando altas taxas de resultados falso-positivo ao considerar o ponto de corte
indicado pelo fabricante, ou de falso-negativo quando no uso de ponto de corte mais
elevado;

Sao necessarios pelo menos cerca de 500 conidios de A. fumigatus para
interferir no resultado do Platelia Aspergillus EIA®, sendo que a concentracdo média
de conidios necessaria para gerar um resultado positivo foi de 4,8x103, o que
demonstra que ha necessidade de uma contaminacdo massiva, provavelmente nao
sendo a contaminacdo ambiental por propagulos anemofilos responsavel por
resultados falso positivos no teste;

Embora a menor concentracdo de conidios capaz de gerar indices de GM
>0,5 tenha variado de 4.8x102 to 2x108 no foi encontrada diferenca significativa de

acordo com a origem dos isolados testados.
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