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1 INTRODUCAO

Um dos testes atuais para diagndstico de aspergilose invasiva se baseia na
deteccdo de galactomanana a partir da técnica de ELISA sanduiche. Embora estes
testes imunologicos apresentem alta sensibilidade podem sofrer indmeras
interferéncias (Pagano et al, 2007; Xavier et al, 2011). Assim, para conhecimento da
quantidade minima de propagulos fungicos de Aspergillus (se¢do Fumigati), capaz
de interferir como contaminante ambiental em um teste imunolégico é necessario
determinar a concentracdo de propagulos detectaveis pelo teste a fim de promover
um correto diagndéstico sem a interferéncia ambiental.

2 REFERENCIAL TEORICO

A aspergilose é uma doencga de carater oportunistico causada por fungos do
género Aspergillus (secdo Fumigati). Seu diagnostico laboratorial € determinado a
partir de amostras clinicas de facil obtencao tais como soro sanguineo, secre¢des e
fragmentos de tecidos. No entanto, por se tratar de fungo de facil disseminacéo, o
diagnostico pode ser comprometido pela contaminagdo ambiental da amostra. Com
o auxilio de técnicas micoldgicas e Opticas de quantificacdo o estudo objetivou
detectar a concentracdo de conidios capaz de interferir no diagnostico (Menezes,
2008; Xavier et al, 2011).

3 MATERIAIS E METODOS

A padronizacdo do inoculo de baixa concentracdo de Aspergillus (secao
Fumigati) foi realizada a partir de trés cepas oriundas da micoteca do Laboratério de
Micologia-Faculdade de Medicina-FAMED-FURG (dois isolados clinicos e uma cepa
padrdo denominada AF 13703) que foram subcultivadas em &agar Sabouraud
dextrose acrescido de cloranfenicol (Sb+Cl) a 36°C/48h. Posteriormente, foram
adicionadas as culturas 10 mL de solucao salina estéril (0,85%) acrescida de 200uL
de Tween 80 para obtengao dos propagulos fungicos. Apos repouso de 30 minutos
para decantacao, o sobrenadante foi aliquotado em tubos tipo Falcon.

O inéculo foi padronizado de acordo com a técnica espectofotométrica, apds
filtracdo em gaze dupla estéril, a partir da D.Os30 (82-84% de transmitancia). Apos foi
realizada diluicao 1:50 em solugao salina estéril (CLSI, 2002), até uma concentragao
de 0,8x10* a 1x10™ UFC/mL.

A quantidade de conidios foi determinada pela técnica de “Pour Plate”,
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utilizando quatro diluicoes seriadas (10'2a 107°). Uma aliquota de 100uL foi semeada
em duplicata por espalhamento, incubadas a 36°C/48h para se determinar as
unidades formadores de colénias/mL (UFC/mL) e confirmar padronizagéo do inéculo.
Foi realizado um ensaio imunologico comercial Platelia Aspergillus EIA® piloto a
partir das diferentes concentragdes fungicas obtidas.

4 RESULTADOS e DISCUSSAO

Foi possivel observar que a concentracdo minima fangica (CIM) capaz de ser
detectada pelo ensaio imunoldgico comercial foi de 0,8 a 1 conidio/mL e a maxima
de 1350 a 2400 conidios/mL. A contaminacdo ambiental pode ser um forte
interferente j& que apenas um conidio pode promover alteragcdo do resultado
gerando falsos positivos. As reagdes cruzadas com outras infecgdes fungicas podem
estar entre as causas de falso-positivos no Platelia® Aspergillus EIA, (Tanriover et al,
2005). Na mesma linha, a contaminagdo ambiental é frequentemente citada como fator
importante de interferéncia nos resultados do teste e possivel causa de falso-positivos
(Xavier et al, 2011).

Em outros estudos semelhantes, a contaminacdo ambiental é relatada com
extrema relevancia, uma vez que o tempo entre coleta e processamento laboratorial da
amostra clinica pode superar 24h. Devido a capacidade de Aspergillus (sessao
Fumigati) apresentar uma alta velocidade de crescimento e taxa de germinacao rapida
(Araujo, Rodrigues, 2004), seus metabolitos polissacarideos tornam-se detectaveis pelo
teste imunoldgico, alterando os resultados do mesmo, conforme também observado em
nosso estudo.

5 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados evidenciam a necessidade de um rigido controle desde a
coleta, transporte, armazenamento e processamento das amostras, evitando assim
interferéncia nos resultados de testes imunologicos.
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