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1. INTRODUCAO

7z

A aspergilose é uma infeccdo micotica oportunistica que acomete trato
respiratorio superior como sitio primario, podendo atingir trato respiratorio inferior,
ocasionando quadros mais graves (CABANA et al., 2007).

O desenvolvimento da aspergilose relaciona-se com o tamanho do inoculo
fungico e principalmente com a imunossupressdo do hospedeiro. Caracteristicas
anatdbmicas tornam as aves mais susceptiveis a infeccdo por Aspergillus spp.
(XAVIER, 2007), com maior frequéncia de A. fumigatus (XAVIER, 2007,
OLIVEIRA et al., 2013).

A enfermidade é frequente em pinguins em cativeiro, sendo associada a
altas taxas de mortalidade nesses animais e interferindo no seu processo de
reabilitacdo, j& os de vida livre raramente desenvolvem a doenca. Quando em
reabilitacdo, essas aves encontram-se debilitadas devido ao esforco fisico
proveniente de sua migracéo e fatores como manejo diario, interferem, tornando-
as mais pré-dispostas a desenvolver a enfermidade ou potencializar alguma
infeccdo ja existente (CABANA et al., 2007; XAVIER, 2007).

O grande desafio no manejo das enfermidades causadas por Aspergillus
sp. € a obtencdo de diagnostico precoce, para tanto, utilizam-se exames como
cultura fungica, exames histopatoldgicos ou sorologia (XAVIER et al., 2011). Nos
pinguins, a maioria dos casos de aspergilose € confirmada utilizando exames
post-mortem (XAVIER et al., 2007).

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

Este polissacarideo € detectado pela técnica de ELISA sanduiche, através
do teste comercial PlateliaAspergillus® (BioRad- Fran¢a) detectando niveis baixos
da GM circulante no plasma sanguineo ou outros fluidos corporais (CRAY et al.,
2011; AQUINO et al., 2007; ARCA-RUIBAL et al., 2006; MENNINK-KERSTEN et
al., 2004).

A principal aplicabilidade do método de ELISA sanduiche disponivel
comercialmente esta no monitoramento dos niveis séricos de GM em pacientes
de risco para Al (XAVIER et al, 2011; MENNINK- KERSTEN et al., 2004). Quando
monitorada de forma seriada, a GM, antecipa o diagndstico de Al em um intervalo
de 6 a 14 dias em individuos neutropénicos (SINGH, 2005).

Nesse contexto, 0 monitoramento soroldgico através da técnica de ELISA
sanduiche apresenta-se como uma ferramenta util para o diagnéstico precoce da
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doenca também em pinguins (XAVIER et al., 2011; XAVIER, 2007; ABUNDIS-
SANTAMARIA, 2003).

Esse trabalho tem por objetivo descrever a utilizacdo do teste de ELISA
sanduiche para deteccdo de GM em amostras clinicas de lavado
traqueobronquico de um grupo de pinguins-de-Magalhdes (Spheniscus
magellanicus) com quadro clinico de aspergilose, como tentativa de preconizar
posteriormente um cutt-off para referéncia do diagnostico da doenca.

2.METODOLOGIA

Durante o periodo quatro meses no ano de 2015, foram realizados testes
de ELISA sanduiche para deteccdo do antigeno GM em 30 amostras de LTB de
pinguins-de-Magalhdes com quadro clinico de aspergilose.

Foram realizados ensaios imunoenzimaticos a partir das amostras ja
estocadas a -20°C junto ao Laboratério de Micologia da Faculdade de Medicina-
FAMED/FURG. Os testes foram realizados em microplacas de 96 pocos tipo
sanduiche, utilizando-se apenas 2-3 tiras por teste. Todo protocolo foi realizado
através do kit comercial PlateliaAspergilluselA®, Bio-Rad,seguindo as instrucdes
do fabricante.

As amostras utilizadas para o teste de GM eram provenientes de animais
que vieram a Obito, suspeitos ou diagnosticados com aspergilose através de
exames histopatolégicos e cultura fangica, os quais possuiam também teste de
imunodifusédo em gel de agar (IDGA) positivo, entre 7-30 dias anterior ao 6bito.

O teste de IDGA detecta anticorpos em amostras clinicas de animais e
humanos e foi utilizado como parte de estudo anterior para triagem dos animais
em reabilitacdo predispostos a aspergilose.

Os animais utilizados no estudo apresentaram também sinais clinicos
respiratorios compativeis com aspergilose e culturas de lavado tragueobrénquico
compativeis com A. fumigatus.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 30 amostras de LTB analisadas, vinte e seis (86,66%) foram positivas
(com valores acima de 0,5- segundo protocolo do kit comercial), ocorrendo em
apenas quatro delas resultados negativos (valores abaixo de 0,5- média 0,37). Os
valores obtidos até agora corroboram com o que foi observado por Xavieret al.
(2011), Xavier (2007) e Abundis-Santamaria (2003), que afirmaram ser o teste de
ELISA eficaz para deteccédo precoce da doenga em outras espécies. Foi possivel
ainda, observar a eficacia de amostras de LTB como utilizaveis para deteccéo in
vivo da doenca nos pinguins, conforme foi descrito anteriormente por Aquino et al
(2007), Mennink-Kersten et al. (2004) e Hopwood et al. (1995) em humanos.

Em pinguins, existem poucos estudos a respeito de métodos diagnosticos
in vivo para aspergilose, sendo descritos estudos através da deteccdo de
antigeno galactomanana, anticorpos circulantes e deteccdo de antigeno [-
glucana (BURCO et al., 2012; CRAY et al., 2009 a , b; GERMAN et al., 2002),
justificando assim a nossa pesquisa e interesse em definir cutt-off para esta
espécie animal.

Contudo, existem estudos que corroboram com a eficacia da deteccao de
GM para diagnostico em aves, como 0 nosso estudo. Cray et al., (2009 a, b) e
Arca-Ruibal et al., (2006) testaram a eficacia da deteccdo de GM sérica para
diagnéstico da aspergilose em falcbes pelo mesmo método aqui utilizado,
utilizando soro sanguineo como amostra e obtiveram uma sensibilidade de 12% e
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especificidade de 95% e sensibilidade 67% e especificidade 73%
respectivamente.

Em nosso estudo, estas variaveis também serdo testadas no momento da
utiizacdo de grupo controle negativo para comparacdo e determinagdo de
sensibilidade e especificidade. Porém os resultados preliminares do estudo
mostraram-se promissores, apenas ao avaliar a frequéncia e possibilidade de
utiizacdo de amostras clinicas de LTB nesta espécie em cativeiro, nao
considerando, neste caso, possiveis reagdes cruzadas.

4. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos nos testes ELISA neste estudo, conclui-se
que amostras clinicas de facil obtencdo, como LTB, podem ser utilizadas para
diagndstico in vivo da aspergilose em pinguins. Tal afirmativa pode ser justificada
baseando-se em estudos anteriores em aves e principalmente partindo de
estudos na espécie humana, uma vez que o kit comercial atualmente possui
instruc6es do fabricante para utilizagdo desse tipo de amostra clinica.

Porém, para confirmar tal afirmativa, necessita-se de maiores estudos com
grupos controle negativos e avaliagdo de reacdes cruzadas e interferéncia
ambiental.
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