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Lista de abreviaturas utilizadas 

 

TC: Tomografia computadorizada 

FDA: Food and Drug Administration 

ELISA: Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay 

AI: Aspergilose Invasiva 

GM: Galactomanana 

GM-ODI: Índices de densidade óptica da galactomanana 

AIDS: Síndrome da Imunodeficiência Adquirida 

DNA: Ácido desoxirribonucleico 

LDH: Lactato desidrogenase 

BT: Bilirrubina Total 

Hb: Hemoglobina 

TA: Temperatura Ambiente 

APNC: Aspergilose pulmonar necrosante crônica  

LBA:  Lavado broncoalveolar  

TC: Tomografia computadorizada 

IgE: Imunoglobulina E 

PCR: Reação em cadeia da polimerase 

Re: Refrigerada 

ABPA: Aspergilose bronco-pulmonar alérgica 

rRNA: Ácido ribonucleico ribossomal 

ITS: internally transcribed spacer 
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Resumo da Dissertação 

 

Introdução: A dosagem de galactomanana (GM) sérica tem sido o pilar central 

para o diagnóstico presuntivo de aspergilose invasiva (AI), servindo como guia 

para a terapia antifúngica preemptiva. No entanto, pouco se sabe sobre as 

variáveis pré-analíticas que possam interferir em seus resultados.  

Objetivos: Avaliar o impacto das variáveis pré-analíticas temperatura e tempo 

de armazenamento de amostras clínicas nos resultados do teste comercial 

Platelia Aspergillus. Ainda, buscou-se verificar o efeito da hemólise e 

hiperbilirrubinemia sobre o teste.  

Material e Métodos: Foram obtidas amostras de soro (14 ml) de 42 voluntários 

adultos saudáveis. Sete tubos de coleta foram obtidos de cada indivíduo, para 

a realização das seguintes análises, visando documentar a presença de 

hemólise: GM, bilirrubina total (BT), lactato desidrogenase (LDH) e 

hemoglobina (Hb). As análises foram realizadas em diferentes momentos: 

imediatamente e após 48h, 72h e 96h de armazenamento, utilizando-se duas 

faixas de temperatura – refrigerado (Re) e temperatura ambiente (TA). A fim de 

determinar se as mesmas alterações ocorreriam em amostras sabidamente 

positivas, contaminou-se amostras de 21 voluntários sadios com 50 μl de uma 

mistura de controles positivos e cultura de cepa-padrão pura de A. fumigatus. 

Para avaliar o efeito de altas concentrações de BT e Hb em amostras negativas 

e positivas para GM, realizou-se duas curvas de concentração, utilizando 

padrões comerciais destes analitos. 

Resultados: Em nosso estudo não encontramos nenhuma influência do tempo 

de armazenamento (até 96h) e temperaturas (Re e TA) sobre os resultados 
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GM. No entanto, a BT (coeficiente de correlação de Spearman 0,657; p = 

0,020) e Hb (coeficiente de correlação de Spearman -0,886; p = <0,0001) 

influenciaram nas leituras GM em amostras sabidamente positivas para GM.  

Conclusões: Conclui-se que o teste Platelia GM não sofre grande influência de 

variáveis pré-analíticas, tais como condições de armazenamento, hemólise e 

icterícia. No entanto, excesso de Hb e BT nas amostras podem interferir nos 

resultados de GM positivas (altas concentrações de hemoglobina podem 

aumentar os índices de densidade óptica da galactomanana - GM-ODI - em até 

28% e altas concentrações de bilirrubina podem reduzir os GM-ODI em até 

48,9%). Estes resultados podem facilitar a logística e a implementação de 

procedimentos operacionais padrão em laboratórios clínicos. 

 

Palavras-chave: galactomanana, aspergilose, hemólise, imunoensaios. 
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1. Introdução 

 

1.1 Doenças fúngicas 

As doenças fúngicas cresceram em importância na prática clínica ao 

longo das últimas décadas. A causa para este fenômeno é multifatorial 

(Bouchara e cols., 1995; Blanco e cols., 1998; Latgé, 1999; Latgé, 2001 

Rementería e cols., 2005), sendo que um aumento na proporção de indivíduos 

sob risco está ocorrendo, devido a variados regimes de imunossupressão (uso 

de drogas citotóxicas, terapia com corticosteroides e transplante de medula e 

órgãos sólidos). Com os avanços ocorridos na área médica, como o surgimento 

de novas drogas (anticâncer, antirretrovirais, antibióticos), vacinas e novos 

métodos diagnósticos, muitos pacientes criticamente enfermos acabam 

sobrevivendo por mais tempo, aumentando, desta maneira, o risco de doenças 

fúngicas nestes doentes. A emergência de síndromes associadas a estados de 

imunodepressão, como a Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (AIDS), 

também resultou em um aumento na incidência das infecções causadas por 

fungos (Slavin e cols., 2004; Richardson, 2005; Perloth e cols., 2007).  

Os fungos são ubíquos no ambiente, existindo no solo, na água e em 

restos orgânicos. Mais de 300 espécies de fungos já foram documentadas 

como causadoras de doenças em humanos. No entanto, apenas 90% das 

infecções são atribuídas a poucas dezenas de espécies (Taylor e cols., 2001; 

Mitchel, 2000). 

Entre todas as doenças fúngicas, a aspergilose é a infeção oportunista 

mais comum em todo o mundo, sendo provocada por espécies do gênero 

Aspergillus. Entre elas, encontramos Aspergillus flavus, A. niger, A. nidulans, A. 
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terréus, além da mais comum, o A. fumigatus (Alastruey-Izquierdo e cols., 

2013; Snelders e cols., 2012). 

 

1.1.1 Aspergilose 

Existem mais de 200 espécies de Aspergillus dentro da família 

Aspergillaceae e, entre estas, apenas 34 são apontadas como causadoras de 

doenças em humanos (Barnes e Marr, 2006). O termo aspergilose engloba 

todas as doenças provocadas por fungos do gênero Aspergillus (Oliveira, 

2014). 

Ao crescer em matéria orgânica, os Aspergillus spp. apresentam 

conídios que se destacam e podem ser levados pelo ar. Os conídios inalados 

entram pela árvore respiratória e germinam, originando hifas nos pulmões, 

podendo invadir outros tecidos ou órgãos (Raja e Singh, 2006). No entanto, a 

capacidade de invasão dos esporos vai depender da virulência do fungo, das 

defesas do hospedeiro ou ainda das circunstâncias da exposição (Richardson e 

Warnock, 2003). 

Entre todas as espécies patogênicas ao homem, A. fumigatus responde 

por aproximadamente 65% das infecções invasivas, sendo a espécie mais 

encontrada em infecções pulmonares. Já as demais espécies são causas 

menos frequentes de infecções invasivas e pulmonares (Perfect e cols., 2001; 

Burgos e cols., 2008; Jiang e cols., 2013). 

Entre todas as condições clínicas oriundas das infecções por 

Aspergillus, podemos destacar quatro síndromes: aspergiloma, reações de 

hipersensibilidade (como a aspergilose broncopulmonar alérgica), aspergilose 
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pulmonar necrosante crônica e AI (Franquet e cols., 2001; Kousha e cols., 

2011). 

 

1.1.1.1 Principais formas de Aspergilose 

 

Aspergiloma 

O aspergiloma é referido como o desenvolvimento do fungo dentro de 

uma cavidade preexistente e em comunicação com a árvore respiratória 

superior, permitindo, por um lado, a chegada dos esporos, e, por outro, o 

arejamento da cavidade (Sidrim e cols., 2012). Nesta cavidade, o fungo 

encontra condições nutricionais favoráveis, as quais permitirão o crescimento 

fúngico, originando quantidades abundantes de hifas e até mesmo cabeças 

aspergilares. Estas podem permanecer durante anos nas paredes das 

cavidades que as contêm, não apresentando nenhuma interferência para as 

funções pulmonares do paciente (Hope e cols., 2005; Kousha e cols., 2011; 

Richardson e Warnock, 2003; Sidrim e cols., 2012). 

 

Aspergilose bronco-pulmonar alérgica (ABPA) 

A ABPA é definida como uma forma de hipersensibilidade pulmonar, 

associada à destruição das vias aéreas, em resposta ao Aspergillus spp. 

Nesta, ocorre o desenvolvimento de anticorpos do tipo Imunoglobulina E (IgE)  

contra os antígenos de superfície dos conídios. Caracteriza-se por episódios de 

asma aguda responsiva a corticosteroide ou por asma corticoide dependente, 

com sintomas não usuais de febre e hemoptise, com destruição da via aérea. 

Quando tratada inadequadamente, o dano pulmonar permanente pode 
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progredir para fibrose (Barnes e Marr, 2006; Walsh e cols, 2008; Richardson e 

Warnock, 2003). 

A ABPA está presente em 2% a 28% dos pacientes asmáticos e em 2% 

a 15% dos portadores de fibrose cística (Vlahakis e Aksamit, 2001). Esta é 

caracterizada por asma com dispneia contínua, febre, infiltrados pulmonares 

duráveis e excesso de eosinófilos, tanto no sangue como na expectoração 

(Walsh e cols., 2008). Esta forma de aspergilose apresenta um prognóstico 

reservado, dada a progressiva perturbação da função respiratória (Sidrim e 

cols., 2004; Walsh e cols., 2008).  

 

Aspergilose pulmonar necrosante crônica (APNC) 

A APNC é um processo indolor, de cavitação e infeccioso do 

parênquima pulmonar secundário ao local de invasão dos Aspergillus, 

geralmente A. fumigatus (Saraceno e cols., 1997). Em contraste com a AI, a 

APNC possui um desenvolvimento lento e progressivo, que pode durar 

semanas ou meses, e a invasão vascular ou disseminação para outros órgãos 

é incomum. Esta síndrome é rara, e a literatura disponível é baseada em 

poucos relatos de casos (Stojnic e cols., 2014; Kim e cols., 2000; Saraceno e 

cols., 1997; Denning e cols., 2003).  

 

Aspergilose invasiva (AI) 

Entre todas as formas de infecção por Aspergillus, a AI pode ser 

considerada a mais importante. Ela é uma das maiores causas de mortalidade 

em pacientes imunossuprimidos, pois estes são pouco capazes de desenvolver 

uma resposta imune humoral satisfatória (Hope e cols., 2005). Desta forma, a 
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detecção precoce é fundamental na aplicação terapêutica adequada 

(Meersseman e cols., 2007; Freifield e cols., 2011; Salman e cols., 2011; Torelli 

e cols., 2011). 

A AI é caracterizada pelo desenvolvimento de formas aspergilares no 

parênquima pulmonar de pacientes imunodeprimidos (Dagenais e Keller, 2009; 

Kousha e cols., 2011; Raja e Singh, 2006). O fungo se espalha do local da 

infecção primária para outros tecidos, sem considerar os limites teciduais. As 

hifas possuam a capacidade de invadir o lúmen e a parede dos vasos 

sanguíneos, podendo provocar trombose, infarto, necrose e hemorragias 

(Richardson e Warnock, 2003).  

A precocidade do tratamento antifúngico é um fator prognóstico 

importante para AI (Caillot e cols., 2001). Um dos principais fatores para as 

altas taxas de mortalidade (30 a 50%) (Herbrecht e cols., 2002; Hachem e 

cols., 2009; Lortholary e cols., 2011) é a dificuldade de fazer um diagnóstico 

preciso, confiável e rápido (Desoubeaux e cols., 2014).   

 

1.1.1.2 Epidemiologia 

Os fungos do gênero Aspergillus apresentam distribuição mundial, com 

algumas espécies ocorrendo em maior número em países de clima quente e 

subtropical (Guarro e cols., 2010).  

A inalação de esporos de Aspergillus é o modo normal de infecção em 

seres humanos. O período de incubação é desconhecido. Menos 

frequentemente, a infecção segue a implantação traumática de esporos como 

na infecção da córnea, ou inoculação direta de pensos contaminados. A 

inalação de aerossóis de água contaminada durante o banho do paciente 
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também tem sido sugerido como uma potencial fonte de infecção (Richardson e 

Warnock, 2003). 

Um estudo prospectivo com receptores de transplantes, realizado entre 

2001 e 2006, verificou que a AI foi o tipo mais comum de infecção fúngica entre 

os receptores de transplante de células-tronco (Kontoyiannis e cols., 2012) e foi 

o segundo mais comum tipo de infecção fúngica entre os receptores de 

transplantes de órgãos sólidos (Pappas e cols., 2010).  

 

1.1.1.3 Diagnóstico da Aspergilose 

A aspergilose é uma doença de diagnóstico difícil, por vezes tardio, 

fatores estes que acabam dificultando o sucesso do tratamento (Garcia e cols., 

2001; Tell, 2005). Embora existam variados métodos disponíveis, a utilização 

de um único teste muitas vezes não é o suficiente para um diagnóstico 

definitivo. Desta forma, o diagnóstico de aspergilose exige prudência ao se 

avaliar o isolamento de uma espécie de Aspergillus das amostras clínicas 

(Murray e cols., 2009). 

 

Exame direto 

O diagnóstico laboratorial da infeção fúngica é muito dependente da 

coleta adequada da amostra. O exame microscópico direto de fragmentos 

teciduais e amostras clínicas é considerado um dos mais rápidos para o 

diagnóstico das infeções fúngicas, mas podem ocorrer resultados falso-positivo 

e falso-negativo (Murray e cols., 2009).  

O exame direto consiste em avaliar a amostra clínica microscopicamente 

entre a lâmina e a lamínula, utilizando corantes para a visualização de 

http://www.cdc.gov/fungal/diseases/aspergillosis/statistics.html#six
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estruturas fúngicas (Fukuda e cols., 2003; Maertens e cols., 2001). Fragmentos 

teciduais, escarro e lavado broncoalveolar (LBA) podem ser analisados através 

da adição de uma solução 20% de hidróxido de potássio, com ou sem corantes 

(Xavier e cols., 2009). A microscopia é menos sensível que a cultura, sendo 

que um exame direto negativo não exclui a possibilidade de uma infeção 

fúngica (Murray e cols., 2009). 

 

Cultivo 

O diagnóstico microbiológico da AI foi, durante muitos anos, embasado 

na identificação do crescimento desse fungo em cultura. No entanto, sabe-se 

que este método apresenta pouca sensibilidade e não permite distinguir entre 

infecção e colonização (Zmeili e Soubani, 2007; Houbraken e cols., 2010; 

Torelli e cols., 2011; Hadrich e cols., 2011).   

Nas culturas de secreções respiratórias, a recuperação de Aspergillus 

apresenta sensibilidade diagnóstica muito baixa: para escarro (8-34%) e para 

LBA (45-62%) dos pacientes com AI, respectivamente. Cultivos de sangue, 

líquor e medula óssea raramente são positivos para Aspergillus spp. (Xavier e 

cols., 2009). Apesar disso, a cultura, juntamente com a detecção 

histopatológica do fungo em amostras de biópsia, constituem os métodos 

padrão ouro para o diagnóstico da infecção por Aspergillus (Herbrecht e cols., 

2002).  

Segundo Horvath e Dummer (1996), as culturas de amostras 

respiratórias têm um baixo valor preditivo positivo (72%), podendo diminuir 

ainda mais em pacientes que estão recebendo agentes antifúngicos (Perfect e 

cols., 2001; Simoneau e cols., 2005). Outra desvantagem das culturas é o 
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atraso na identificação das espécies, especialmente aqueles fungos que 

apresentam esporulação lenta, o que pode retardar a seleção do antifúngico 

apropriado (Balajee e cols., 2009). 

Por serem fungos anemófilos e ubíquos, a interpretação do cultivo 

micológico deve ser realizada com cautela, sem se descartar a hipótese de 

haver uma contaminação da amostra, nem de ser o verdadeiro (Xavier e cols., 

2009). Nesses casos o diagnóstico definitivo requer a associação de outros 

exames, como o quadro clínico do paciente, a histopatologia e a sorologia 

(Badiee e Alborzi, 2010). 

 

Radiologia 

Quando a visualização direta do fungo e das lesões não é possível, 

podem ser usados exames radiográficos e tomografia computadorizada (TC). 

No entanto, os exames de imagens podem apresentar alterações que devem 

ser correlacionadas com o quadro clínico e exames laboratoriais (cultura e 

sorologia) (Richardson e Johnson, 2000).  

O diagnóstico da AI através da radiologia é de difícil realização, pois não 

existe um tipo específico de lesão que caracterize esta patologia, podendo 

ainda ser confundida com outras patologias, como o câncer (Silva, 2010). 

Desta forma, nos últimos anos, a TC de alta resolução tornou-se uma 

importante ferramenta diagnóstica em pacientes com doença fúngica, onde a 

observação de microcalcificações e imagem de densidade metálica no interior 

dos seios da face podem ser consideradas como sugestivas de doença fúngica 

(Munõz e cols., 2006) 
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Histopatologia 

O exame histopatológico, demonstração do agente fúngico nos tecidos, é 

fundamental para realizarmos o diagnóstico de micoses oportunistas, dando 

embasamento para o exame de cultivo, provando que o isolado fúngico não 

corresponde a um contaminante. A associação da cultura com a histopatologia 

é geralmente considerada o padrão-ouro de diagnóstico nas micoses 

oportunistas (Xavier e cols., 2009), nas quais ocorre a demonstração de 

invasão tecidual pelo microrganismo (Ascioglu e cols., 2002; Hachem e cols., 

2006).  

 

Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

Diversos testes baseados na técnica de PCR foram propostos para o 

diagnóstico precoce da infeção invasiva por Aspergillus spp. (Aguirre e cols., 

2004; Henry e cols., 2000), a fim de melhorar o prognóstico da AI em pacientes 

de alto risco (Maertens e cols., 2001; Buchheidt e cols., 2001). A PCR 

apresenta um excelente desempenho, chegando a ser 19,4 vezes mais 

sensível que a cultura e minimizando, desta forma, a quantidade de resultados 

falsos-positivos no diagnóstico da AI (Badiee e Alborzi, 2010).  

Os alvos para a amplificação incluem o Ácido desoxirribonucleico (DNA) 

mitocondrial, o gene 18S no Ácido ribonucleico ribossomal (rRNA) e a região 

ITS (internally transcribed spacer) do rRNA (Ferns, 2006; Hebart e cols., 2000).  

Desta forma, PCR em tempo real possui como vantagens práticas uma 

combinação de velocidade, simplicidade, reprodutibilidade e capacidade 

quantitativa (White e Barnes, 2010).  
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Diagnóstico imunológico 

Testes de diagnósticos rápidos, sensíveis e específicos são 

fundamentais para o diagnóstico de algumas doenças fúngicas. Desta forma, 

os testes para a detecção de antígenos e anticorpos se tornam cada vez mais 

importantes, melhorando o prognóstico destes doentes e também fornecendo 

um meio de monitorização da doença  (Murray e cols., 2009).  

Entre os principais métodos imunológicos para o diagnóstico da AI estão 

a detecção de componentes da parede celular fúngica (antígenos de GM e 1,3-

β-D-glucano), os quais são antígenos circulantes, podendo ser detectados no 

sangue de pacientes, sendo extremamente úteis no diagnóstico. Entre estes, o 

teste de GM apresenta destacado desempenho e é amplamente utilizado como 

uma evidência indireta da infecção por Aspergillus (Marr e cols., 2005). 

 

Detecção de (1→3)- β -D-glucana  

A glucana é um componente da parede celular fúngica. A (1→3)- β -D-

glucana é liberada durante a infecção e pode ser detectada no plasma de 

pacientes com várias infecções fúngicas (candidíase, aspergilose e 

pneumocistose) (Hope e cols., 2005). Já que o homem carece de glucanases 

para degradá-la, assim, sua eliminação é muito lenta. Portanto, um teste 

positivo pode ser usado como marcador de infecção fúngica, mas não permite 

identificar a espécie (Barnes e Marr, 2006; Walsh e cols., 2008).  
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Teste de galactomanana por Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) 

sanduíche 

A GM é um polissacarídeo termoestável e hidrossolúvel, que compõe a 

parede celular de diversos fungos, especialmente os do gênero Aspergillus. 

Após sua descoberta, a GM tem sido muito utilizada como um biomarcador 

para a presença de Aspergillus em diversas amostras clínicas, como soro, 

urina, líquor e líquido pericárdico (Aquino e cols., 2007). Estes antígenos 

circulantes termoestáveis são libertados durante a fase de crescimento do 

fungo e a invasão de tecidos; assim, infere-se que pacientes sob risco de AI 

que possuam teste de GM positivo tenham maior chance de verdadeiramente 

terem AI, ao invés de colonização fúngica (Bardalaye e Nordin, 1977). 

O teste de GM está disponível na Europa desde a década de 90, sendo 

que foi aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA) para uso nos 

Estados Unidos em 2003 (Wheat, 2005). Para seu melhor desempenho, 

recomenda-se que o teste seja realizado de forma seriada. Desta forma, a GM 

antecipa o diagnóstico de AI em 6-14 dias em indivíduos neutropênicos (Singh, 

2005). 

O teste GM consiste em um ELISA sanduíche, o qual utiliza um 

anticorpo monoclonal de rato (IgM EB-A2), que reconhece os epítopos β (1,5) 

galactofuranose da molécula de galactomanana e requer ao menos quatro 

destes epítopos livres para efetuar sua ligação e formar o complexo antígeno-

anticorpo (Stynen e cols., 1992; Mennink-Kersten e cols., 2004).  

Esta metodologia está disponível comercialmente (Platelia Aspergillus 

Ag; Bio-Rad, Hercules, CA), e é capaz de detectar baixas concentrações do 

antígeno fúngico em amostras clínicas (0,5-1 ng/mL) (Von Eiff e cols., 1995; 
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Quindós, 2006; Aquino e cols., 2007). Com base na cinética da infecção 

fúngica in vivo, somente quantidades muito limitadas (nanogramas) de 

antígeno galactomanana e de DNA fúngico entram na corrente sanguínea 

vindos do sítio primário da infecção, usualmente os pulmões. Este teste fornece 

resultados rápidos (aproximadamente 3 horas), e encontra-se validado como 

ferramenta diagnóstica para amostras de soro de pacientes neutropênicos. Em 

pacientes com AI, a GM pode ser detectada tanto no soro, como no lavado 

broncoalveolar, na urina, no líquor e no líquido pericárdico, porém o ensaio 

disponível não foi tão bem estudado para esses espécimes clínicos (Upton e 

cols., 2005; Quindós, 2006). 

Quando associada à TC de alta resolução, a GM tem sido o pilar central 

para o diagnóstico presuntivo de AI, servindo como guia para a terapia 

antifúngica preemptiva (Walsh e cols., 2008). Devido a provável liberação 

intermitente do antígeno, o teste deve ser realizado ao menos duas vezes por 

semana, podendo-se haver maior presunção diagnóstica ao apresentar 

resultados positivos em pelo menos duas amostras consecutivas. (Upton e 

cols., 2005; Aquino e cols., 2007; Walsh e cols., 2008). O ensaio da GM 

permite um diagnóstico precoce de modo mais fácil e rápido, antecipando-se à 

sintomatologia clínica, e por vezes às imagens radiológicas, permitindo uma 

intervenção mais precoce do que aquela realizada com tratamento empírico 

antifúngico (Quindós, 2006). 

 O ponto negativo do teste da GM disponível comercialmente (Platelia® 

Aspergillus) é o elevado índice de resultados falso-positivos (5-14%) (Sigh e 

cols., 2005). Esse fato tem sido observado, sobretudo em indivíduos 

transplantados de medula óssea, e em indivíduos neutropênicos (Burns e 
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Yoshikawa, 2002; Lippi e cols., 2005; Rother e cols., 2005). Resultados falso-

positivos ocorrem amiúde devido a desenvolvimento da doença enxerto versus 

hospedeiro, mucosite decorrente do uso de agentes quimioterápicos citotóxicos 

(Verweij e cols., 1995), presença de anticorpos autorreativos, infecção por 

outros fungos como os dos gêneros Penicillium e Paecilomyces, transfusões 

sanguíneas, uso de antibióticos de origem fúngica e contaminação laboratorial 

(Verweij e cols., 1995; Hamaki e cols., 2001; Burns e Yoshikawa, 2002; Kwak e 

cols., 2004; Singh e cols, 2005; Ismail e cols., 2005; Rother e cols, 2005; 

Tanriover e cols., 2005; Aubry e cols, 2006; El Saleeb e cols., 2007; Mikulska e 

cols, 2012; Barton e cols., 2013).   

 Segundo Aquino e cols. (2007), o teste de GM apresenta uma taxa de 

resultados falso-negativos entre 8 e 10% e está relacionada a quadros de 

encapsulação da infecção, presença de anticorpos anti-Aspergillus formando 

imunocomplexos, os quais impedem a ligação do antígeno no anticorpo IgM 

EB-A2, ou exposição a agentes antifúngicos com ação contra Aspergillus 

(como no caso de profilaxia). 

Quanto à sensibilidade e especificidade de GM no soro, estima-se que 

estas sejam de 79% e 81-86%, respectivamente, quando se utiliza índice de 

densidade óptica de 0,5 como o ponto de corte para a positividade (Pfeiffer e 

cols., 2006; Leeflang e cols., 2008). Especificamente, o tratamento prévio de 

antibióticos beta-lactâmicos (de origem fúngica) diminui a especificidade do 

teste, enquanto que um regime de antifúngico diminui a sua sensibilidade 

(Hachem e cols., 2009).  
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Analisando as possíveis limitações do ensaio GM, pouca atenção tem 

sido dada para as etapas de preparação pré-analíticas do ensaio, levando a 

conclusões imprecisas ou errôneas em estudos anteriores (Vergidis, 2014).  

 

1.2 Importância das variáveis pré-analíticas em exames laboratoriais 

O processamento laboratorial de uma amostra é constituído por uma 

sequência de procedimentos, que começa com a prescrição dos exames por 

um médico, e termina com a interpretação - também por médicos - dos 

resultados do exame (Lima-Oliveira e cols., 2009). Estes procedimentos são 

subdivididos em três fases: fase pré-analítica, analítica e pós-analítica (Da Rin, 

2009; Guder, 2014). As variáveis pré-analíticas estão intrinsecamente 

relacionadas ao desempenho de testes laboratoriais. Os erros nesta fase são 

os mais comuns, correspondendo por 46-68% de todos os erros (Plebani, 

2006). 

Erros pré-analíticos, devido a substâncias interferentes endógenos são, 

talvez, uma das causas mais comuns de erros que ocorrem em testes de 

laboratório. As substâncias interferentes endógenos podem causar não apenas 

a interferência espectral, mas também interferências químicas em alguns 

ensaios. (Dasgupta e Sepulveda, 2013) 

A hemólise é um exemplo importante, uma vez que esta é provocada 

principalmente pela manipulação inadequada durante a coleta/processamento 

das amostras (Lippi, 2005), tal como o uso prolongado de estase venosa 

(Burns e Yoshikawa, 2002), atraso de separação de sangue a partir do soro 

(Lippi, 2005) e de coleta de sangue por meio de cateteres intravenosos (Grant, 

2003). 
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1.2.1 Temperatura e tempo de armazenamento 

O conhecimento sobre o tempo de estabilidade das amostras é 

fundamental para o processamento correto destas, principalmente para 

laboratórios que enviam suas amostras para laboratórios de apoio em outros 

estados. Existem poucos estudos publicados sobre a estabilidade dos analitos, 

onde há um atraso antes da centrifugação. Outros estudos examinaram a 

estabilidade de vários analitos no sangue total, no entanto, as condições a que 

as amostras foram expostas têm sido geralmente dentro dos limites definidos 

pelo fabricante (Tanner e cols., 2008). 

 

1.2.2 Hemólise  

 A hemólise é definida como o rompimento da membrana da hemácia, 

causando a liberação da Hb e de outros componentes intracelulares para o 

plasma. Este quadro responde por quase 60% dos espécimes rejeitados em 

laboratórios, podendo representar até 3% de todas as amostras laboratoriais 

(Kroll e Elin, 1994; Burns e Yoshikaw, 2002; Lippi e cols., 2005; Ismail e cols., 

2005; Oren e cols., 2012).   

A hemólise pode ocorrer tanto in vivo quanto in vitro. A hemólise in vivo 

sugere uma condição clínico-patológica, enquanto que in vitro representa erros 

no procedimento de coleta, processamento, transporte ou armazenamento da 

amostra (Burns e Yoshikawa, 2002; Ismail e cols., 2005; Lippi e cols., 2005; 

Rother e cols., 2005).  Ela é a condição mais indesejável e comum de 

interferência nos testes clínico-laboratoriais, pois influencia a precisão e a 

confiabilidade desses testes de diversas formas. A Hb livre, por exemplo, 

apresenta alta absorbância em comprimentos de onda que variam entre 415 
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nm e 570 nm. Dessa forma, a sua liberação como resultado da ocorrência de 

lise dos eritrócitos, provoca elevação aparente na concentração dos analitos 

medidos nessa escala de comprimento de onda, devido ao aumento da 

absorbância medida dessas amostras (Burns e Yoshikawa, 2002; Ismail e cols., 

2005; Lippi e cols., 2005; Rother e cols., 2005).  

A Hb contém outros componentes que também podem interagir ou 

competir com os reagentes do ensaio, bem como elevar a quantidade do 

analito dosado, tais como proteínas estruturais, enzimas, lipídios e carboidratos 

presentes no plasma ou soro analisado (Lippi e cols., 2005).  

 

1.2.3 Hiperbilirrubinemia 

As concentrações elevadas de bilirrubina são outra fonte de interferência 

endógena. Tais aumentos podem ser encontrados em uma variedade de 

condições, incluindo a doença hepática aguda ou crônica, cirrose biliar, 

alcoolismo ou como uma resposta fisiológica a vários fármacos (Kroll e 

McCudden, 2013). 

A bilirrubina absorve luz entre 340 nm e 500 nm, podendo elevar as 

leituras de absorbância de procedimentos que usam espectrofotometria. Além 

disso, a bilirrubina pode interferir em alguns testes, agindo como uma 

substância redutora.  Os ensaios que utilizam reações oxidase/peroxidase 

podem apresentar resultados mais baixos porque bilirrubina reage com o H2O2, 

formado no sistema de ensaio (Dasgupta e Sepulveda, 2013). 

Hiperbilirrubinemia ocorre em 20% das amostras de pacientes 

hospitalizados (Glick e cols., 1989). A bilirrubina se origina a partir da 

degradação da hemoglobina e é considerada uma molécula tóxica. Esta pode 
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atuar in vitro, inibindo as enzimas hidrolíticas e a desidrogenase (Dasgupta e 

Sepulveda, 2013). 

A bilirrubina pode interferir em ensaios através de dois mecanismos 

diferentes, químico e espectral. A interferência espectral ocorre porque 

bilirrubina tem dois picos de absorção em um comprimento de onda de 400 nm 

e 540 nm. Qualquer teste que tenha absorbância nestes comprimentos de 

onda, ou próximo destes, podem estar sujeitos a interferências (Kroll e 

McCudden, 2013).  

Já a interferência através de mecanismos químicos ocorre devido à sua 

interação com o peróxido de hidrogênio (H2O2). Desta forma, a BT pode causar 

interferência em  métodos que utilizam peroxidase, sendo um dos mecanismos 

possíveis a sua atividade como substrato desta enzima. É também possível 

que ambas as formas de interferência ocorram simultaneamente. 

Independentemente dos mecanismos, níveis elevados de bilirrubina em 

amostras de pacientes podem produzir resultados errados, e devem ser 

avaliadas com atenção (Kroll e McCudden, 2013). 
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2. Objetivos 
 

2.1 Objetivo geral 

- Avaliar o efeito das variáveis pré-analíticas sobre os resultados do teste 

comercial Platelia Aspergillus.  

2.2 Objetivos específicos 

- Em relação ao teste comercial Platelia Aspergillus: 

 - Avaliar a influência da temperatura de armazenamento das amostras 

(sem separação do plasma) na hemólise da amostra e 

consequentemente nos resultados do teste. 

- Avaliar a influência do tempo de armazenamento da amostra (sem 

separação do plasma) na hemólise da amostra e consequentemente nos 

resultados do teste. 

- Avaliar a influência da concentração da hemoglobina e da bilirrubina 

nos resultados do teste. 
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Abstract  

Invasive aspergillosis (IA) is associated with a high morbidity and mortality. 

Since Aspergillus species are infrequently recovered in culture, presumptive 

diagnosis of IA is usually based on galactomannan (GM) detection. Several 

factors are known to cause false-positive results in the GM test but little is 

known on the influence of pre-analytical variables interfering in GM detection. 

Here we studied the influence of temperature and duration of sample storage in 

GM results. We also evaluated the effect of hemolysis and hyperbilirubinemia 

on GM optical indices. We found no influence of storage time (up to 96h) and 

temperatures (refrigerated and room temperature) on GM results. However, 

bilirubin (Spearman correlation co-efficient 0.657; p=0.020) and hemoglobin 

(Spearman correlation co-efficient -0.886; p=<0.0001) content influenced GM 

readings in samples known for being GM positive at baseline. We conclude that 

the Platelia GM test does not suffer major influence of pre-analytical variables 

such as storage conditions, hemolysis and hyperbilirubinemia. Hemolyis seems 

to interfere with GM readings in GM-positive samples. These findings may 

facilitate logistics and the implementation of standard operational procedures in 

clinical laboratories. 

Key-words: Galactomannan; aspergillosis; hemolysis; jaundice.  
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Introduction 

Invasive aspergillosis (IA) is a major cause of morbidity and mortality in 

immunocompromised patients1. Most cases of IA are currently diagnosed based 

on the detection of galactomannan (GM)2, a heat-stable and water-soluble 

polysaccharide that is present in the cell wall of a variety of fungi, particularly 

Aspergillus species. GM testing in patients with IA is mostly limited by the 

occurrence of false-positive results, which have been associated with several 

host-related factors, including antibiotic use, mucositis, dietary factors, and 

dialysis, as well as cross-reaction with other fungi3,4. Limited information is 

available on the importance of pre-analytical variables as a potential cause of 

false-positive serum GM results. Pre-analytical variables are known to closely 

relate to the performance of laboratory tests. One of the most cited interfering 

agents is hemolysis, which affects about 3% of all laboratory samples in clinical 

laboratories5-7. This may be related to a clinical and pathological condition, 

errors in the collection procedure, processing, transportation or inappropriate 

sample storage8-10. In an attempt to study the potential impact of pre-analytical 

variables as a cause of false-positive GM result, here we investigated the effect 

of different storage conditions on GM readings.  
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Methods 

Seven blood collection tubes (2 ml per tube; BD Vacutainer® SST® II 

Advance®, Becton Dickinson and Company, USA) were taken from adult 

healthy volunteers. Serum was separated and the following analyses were 

performed, as hemolysis markers: lactate dehydrogenase (LDH), hemoglobin 

(Hb) and total bilirubin. Samples were stored at two different temperatures: 2-

8°C (refrigerated) and 20-25°C (room temperature). Temperatures were 

controlled by the use of a refrigerator and a microbiological incubator, 

respectively and checked continuously with calibrated thermometers. 

Laboratorial analyses (which also included GM optical density determination) 

were performed at predetermined times: at baseline (immediately after blood 

was taken) and after 48h, 72h and 96h of storage (Figure 1). 

GM was tested using Platelia Aspergillus Ag kit (Bio-Rad, California, 

USA) following strictly the manufacturer's instructions. Plates were read in 

iMark™ Microplate Absorbance Reader (Bio-Rad, California, USA). The optical 

density (OD) results were translated in GM-OD index (GM-ODI), relative to the 

mean optical density of the cut-off controls (GM-ODI was the result of the 

sample OD, divided by mean OD of the cut-off control serum). The positivity 

threshold for GM was ≥0.5, as recommended by the manufacturer. Bilirubin 

concentrations were determined with a colorimetric test (Bioclin, Belo Horizonte, 

Brazil) and LDH was determined with kinetic test (Bioclin, Belo Horizonte, 

Brazil), both measured in the BS-120 Chemistry Analyzer (Mindray, Shenzhen, 

China). Serum hemoglobin was determined using a kit for manual measurement 
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(colorimetric test, Bioclin, Belo Horizonte, Brazil), with later reading in UV-VIS 

Spectrophotometer UV-1800 (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan). 

In order to study the effect of pre-analytical factors in samples known to 

be positive for GM, half of the samples from healthy volunteers were spiked with 

50 μL of a pool of positive GM controls, as follows. In summary, 20 mL of 

positive controls from the GM kits (Platelia Aspergillus Ag - Bio-Rad, California, 

USA) were mixed up with 30 μL of a pure culture of a reference A. fumigatus 

strain (Afu72, given by David Denning - University of Manchester) [previous 

experiments showed that positive GM controls alone were unable to generate 

consistently positive GM results, when added to the sera of healthy individuals]. 

This pool allowed contaminating negative samples with a constant amount of 

GM in an array that was similar to serum. The pool was left with a GM-ODI of 

>6.9. To prevent external contamination, all procedures were performed in a 

laminar flow hood. 

To evaluate the effect of high concentrations of bilirubin and Hb on 

samples being both positive and negative for GM, two concentration curves of 

these analytes were built, using bilirubin standard (10 mg/dL) and Hb standard 

(11.6 g/dL) (Bioclin, Belo Horizonte, Brazil). For the construction of bilirubin 

curves, 6 tubes were successively numbered and received 200 μL of negative 

serum control (from the GM kit). Then, tubes were organized as followed: Tube 

0: 400 μL of sterile saline; Tube 1: 350 μL of saline and 50 μL of bilirubin 

standard; Tube 2: 300 μL of saline and 100 μL bilirubin; Tube 3: 200 μL of 

saline and 200 μL of bilirubin; Tube 4: 100 μL of saline and 300 μL of saline and 

bilirubin; Tube 5: 400 μL of bilirubin. The same curve was performed using 200 

μL of positive serum control (from GM kit), resulting in 6 additional tubes, as 
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before. The final volume of each tube was 600 μL. Of these, 300 μL were used 

for analysis of GM and 300 μL were reserved for the determination of bilirubin 

concentrations. For the Hb curves, we used the same number of tubes and 

volumes as for bilirubin. However Hb standards were previously diluted at 1:2, 

due to their high initial concentration.  

Descriptive statistics were used to summarize the data. For statistical 

analysis, samples from every individual were compared with baseline results 

(paired samples). The Kolmogorov–Smirnov and the Shapiro–Wilk tests were 

used to test for data normality. Wilcoxon Signed Rank Test was used to test the 

results in the samples compared with baseline sample from each patient. P 

values of <0.05 were defined as statistically significant based on a 2-tailed test. 

All calculations were carried out using SPSS version 15.0. 

This study was approved by ethics committee of the participating 

institutions and the volunteers were only included after signing the informed 

consent form. 
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Results 

A total of 294 serum samples from 42 healthy volunteers were studied. 

These individuals were mostly women (71.4%) and median age was 23.5 years-

old (11.25, interquartile range). Among the 21 volunteers included as negative 

controls, the mean (± standard deviation, sd) of GM-ODI was 0.18 ±0.07. For 

the 21 volunteers who had samples spiked with GM/A. fumigatus culture, mean 

(±sd) GM-ODI was 2.99 ±1.26. 

Regarding samples that were GM negative at baseline, there was no 

significant difference in GM-ODI in any of the three moments of analysis (48h, 

72h, and 96h), in comparison to baseline, regardless of the incubation 

temperature (Table 1). However, storing samples at room temperature resulted 

in a significant alteration in Hb and bilirubin concentrations, after 72h and 96h. 

LDH values increased significantly over time, regardless of the storage 

temperature. 

For baseline GM-positive samples there was no significant change in 

GM-ODI over the periods of study {Table 2). However there was a significant 

difference in Hb values after 72h and 96h, for samples stored at room 

temperature. As before, LDH values varied in function of incubation time, in 

spite of the storage temperature.  

Hb studies revealed that hemolysis was more pronounced in samples 

stored at room temperature, for both samples that were baseline GM-negative 

and GM-positive. However, that was not been sufficient to cause a significant 

change in GM optical indices. 

Figure 2 shows the influence of Hb and bilirubin in the GM-ODI for GM-

positive serum samples at baseline. Hb curve showed a significantly positive 
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correlation with GM-ODI (Spearman correlation co-efficient 0.657; p=0.020), 

while bilirubin had a significantly negative correlation with GM-ODI (Spearman 

correlation co-efficient -0.886; p=<0.0001). For GM-negative samples at 

baseline, no significant correlation was found in either curves, both for Hb 

(Spearman correlation co-efficient 0.504; p=0.095) and bilirubin (Spearman 

correlation co-efficient -0.339; p =0.198). 
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Discussion 

This is the first study to document the effects of pre-analytical variables 

(hemolysis, temperature and storage time) in serum samples subjected to GM 

testing. Our data showed that Platelia GM test was highly robust, allowing for 

the analysis of samples stored for up to 5 days in room temperature. 

Furthermore, we showed that the presence of hemoglobin and bilirubin may 

interfere in serum GM-ODI for baseline GM-positive but not GM-negative 

samples.  

Few studies have evaluated the short-term stability of samples tested for 

GM. When evaluating the repeatability of GM results after short-term storage11-

13, these studies found an ODI signal loss in 68-85% of samples. In our study, 

storage of serum samples  at room temperature for up to 96h resulted in a 

decrease of 57% (for GM-negative samples) and 62% (GM-positive samples) in 

GM-ODI. Despite this reduction, no significant difference in GM results was 

found in any of the collection times and temperatures. By testing samples with 

optical indices very close to positivity (0.5), Johnson et al. found that 65.2% of 

positive GM samples turned negative, when the test was repeated on the same 

sample13. Loss of signal in the GM test is more common for samples that are 

close to the cut-off for test positivity (i.e., 0.5) in comparison to samples with 

high OD-values (≥1.0)14. Conversely, other studies have evaluated the stability 

of GM in frozen samples, stored for long periods. In these studies, GM positivity 

was reduced by 20-68% simply by the effect of long-term storage13-17. However, 

these data need to be evaluated carefully, as they may be related to low initial 

GM content. In contrast, other studies found that GM readings remained stable 

over time18,19.  
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When analyzing the impact of baseline GM status on Hb and bilirubin 

curves, we noticed that GM-positive samples suffered more influence of the 

presence of large amounts of these analytes. Due to the influence of hemolysis 

in the accuracy and reliability of many laboratorial tests, this has been 

considered the most undesirable and common interference condition in clinical 

laboratory tests. Free hemoglobin, for example, has a high absorbance at 

wavelengths ranging between 415 and 570 nm. Thus, their release as a result 

of the occurrence of hemolysis can potentially increase in the concentration of 

the analytes measured in this wavelength range due to the increase in 

measured absorbance of these samples10,20. Therefore, hemolysis and 

hyperbilirubinemia can directly influence GM results, particularly in GM-positive 

samples. Although the package insert for Platelia kit informs that values of 

bilirubin (20 mg/L of bilirubin) and Hb (500 mg/dL) do not influence the results, 

these experiments have never been published. Even though we observed an 

effect of Hb and bilirubin curves in samples kept at room temperature, this 

alteration was not sufficient to cause a change in GM-ODI, both in GM-positive 

and GM-negative samples. 

 

Conclusions 

This study provides some important information to facilitate clinical 

laboratories to organize the logistics of GM testing. In particular, we now know 

that GM readings are not affected by storage of samples for up to 5 days in 

room temperature. Moreover, the assay was not affected by the presence of 

hemoglobin or bilirubin in serum samples that were negative for GM. However, 

both hemolysis and jaundice may have an influence on GM readings in 
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individuals who are GM positive. High hemoglobin concentrations can increase 

GM-ODI by up to 28% and high bilirubin concentrations can reduce GM-ODI by 

up to 48.9%. These data may be clinically useful when interpreting GM results 

in patients at risk for IA. 

 

Acknowledgements 

We are in debt with Tatiane Caroline Daboit, Cintia Tusset, Elias da Rosa 

Hoffmann e Jaqueline da Silva Oliveira for their help in the conduction of this 

study. Dr Pasqualotto receives a grant from CNPq (Brazilian government). 

Galactomannan kits were kindly provided by Pfizer (Laurent Baes). Acquisition 

of other reagents was made possible due to a grant from CAPES (PNPD). 



39 
 

 

References 

1. Meersseman W, Lagrou K, Maertens J, Van Wijngaerden E. Invasive 

aspergillosis in the intensive care unit. Clin Infect Dis. 2007; 45 (2): 205-216. 

2. Marr KA, Schlamm HT, Herbrecht R, et al. Combination antifungal therapy 

for invasive aspergillosis: a randomized trial. Ann Intern Med.  2015; 162 (2): 

81-89.  

3. Aquino VR, Goldani LZ, Pasqualotto AC. Update on the contribution of 

galactomannan for the diagnosis of invasive aspergillosis. Mycopathologia. 

2007; 163 (4): 191-202.  

4. Mennink-Kersten MA, Donnelly JP, Verweij PE. Detection of circulating GM 

for the diagnosis and management of invasive aspergillosis. Lancet Infect 

Dis. 2004; 4 (6): 349-357.  

5. Stynen D, Sarfati J, Goris A, et al. Rat monoclonal antibodies against 

Aspergillus galactomannan. Infect Immun. 1992; 60 (6): 2237-2245. 

6. Stevens DA, Kan VL, Judson MA, et al. Practice guidelines for diseases 

caused by Aspergillus. Infectious Diseases Society of America. Clin Infect 

Dis. 2000; 30 (4): 696-709.  

7. Vergidis P, Razonable RR, Wheat LJ, et al. Reduction in False-Positive 

Aspergillus Serum Galactomannan Enzyme Immunoassay Results 

Associated with Use of Piperacillin-Tazobactam in the United States. J Clin 

Microbiol. 2014; 52 (6): 2199-2201.  

8. Lippi G, Salvagno GL, Montagnana M, Brocco G, Guidi GC. Influence of 

short-term venous stasis on clinical chemistry testing. Clin Chem Lab Med.  

2005; 43 (8): 869-875. 



40 
 

 

9. Rother RP, Bell L, Hillmen P, Gladwin MT. The clinical sequelae of 

intravascular hemolysis and extracellular plasma hemoglobin: a novel 

mechanism of human disease. J Am Med Assoc. 2005; 293 (13): 1653-

1662.  

10. Burns ER, Yoshikawa N. Hemolysis in serum samples drawn by emergency 

department personnel versus laboratory phlebotomists. Lab Med.  2002; 33 

(5): 378-380.  

11. Oren I, Avidor I, Sprecher H. Lack of intra-laboratory reproducibility in using 

Platelia Aspergillus enzyme immunoassay test for detection of Aspergillus 

galactomannan antigen. Transpl Infect Dis. 2012; 14 (1): 107-109.  

12. Bizzini A, Marchetti O, Meylan P. Response to: lack of intralaboratory 

reproducibility in using Platelia Aspergillus enzyme immunoassay test for 

detection of Aspergillus galactomannan antigen. Transpl Infect Dis.  2012; 

14 (3): 218-219.  

13. Johnson GL, Sarker SJ, Hill K, et al. Significant decline in galactomannan 

signal during storage of clinical serum samples. Int J Mol Sci.  2013; 14 (7): 

12970-12977.  

14. Dufresne SF, Beauchemin S, Lavallée C, Laverdière M. Instability of 

Aspergillus galactomannan in stored clinical samples. J Clin Microbiol. 2014;  

52 (12): 4435-4436.  

15. Kimpton G, Lewis White P, Barnes RA. The effect of sample storage on the 

performance and reproducibility of the galactomannan EIA test. Med Mycol. 

2014; 52 (6): 618-626.  



41 
 

 

16. Pedroza KC, Matos SB, Moura DL, et al. Reproducibility of positive results 

for the detection of serum galactomannan by Platelia Aspergillus EIA. 

Mycopathologia. 2013; 176 (3-4): 295-297.  

17. Pereira CN, Del Nero G, Lacaz CS, Machado CM. The contribution of 

galactomannan detection in the diagnosis of invasive aspergillosis in bone 

marrow transplant recipients. Mycopathologia. 2005; 159 (4): 487-493. 

18. Wheat LJ, Nguyen MH, Alexander BD, et al. Long-term stability at -20°C of 

Aspergillus galactomannan in serum and bronchoalveolar lavage 

specimens. J Clin Microbiol. 2014; 52 (6): 2108-2111.  

19. Guigue N, Lardeux S, Alanio A, Hamane S, Tabouret M, Bretagne S. 

Importance of operational factors in the reproducibility of Aspergillus 

galactomannan enzyme immune assay. PLoS One. 2015; 10 (4): e0124044.  

20. Ismail A, Shingler W, Seneviratne J, Burrows G. In vitro and in vivo 

hemolysis and potassium measurement. Br Med J. 2005; 330 (7497): 949.  



42 
 

 

Table 1 - Effect of incubation time at different temperatures on variables such as galactomannan, bilirubin, LDH and hemoglobin, in 

serum of healthy volunteers who had initially tested negative for GM. All comparisons are made in relation to baseline (time zero) 

results. 

   Difference from baseline 

 Baseline Temp 48h p value         72h p value 96h p value 

GM 

(mean ± sd; ODI) 
0.18 ± 0.07 

Refrig 0.18 ± 0.06 0.467 0.18 ± 0.08 0.925 0.16 ± 0.04 0.107 

RT 0.20 ± 0.09 0.851 0.18 ± 0.08 0.958 0.15 ± 0.04 0.150 

Bilirubin 

(mean ± sd; mg/dL) 
0.49 ± 0.34 

Refrig 0.49 ± 0.34 0.955 0.48 ± 0.34 0.410 0.47 ± 0.33 0.350 

RT 0.50 ± 0.34 0.155 0.52 ± 0.33 0.006 0.51 ± 0.33 0.044 

LDH 

(mean ± sd; mg/dL) 

295.53 ± 

93.35 

Refrig 447.72 ± 134.81 0.000 480.95 ± 168.01 0.000 497.38 ± 153.25 <0.0001 

RT 497.57 ± 202.03 0.000 574.10 ± 224.10 0.000 634.57 ± 283.70 <0.0001 

Hemoglobin 

(mean ± sd; g/L) 
0.40 ± 0.36 

Refrig 0.40 ± 0.25 0.505 0.43 ± 0.34 0.107 0.43 ± 0.41 0.176 

RT 0.45 ± 0.32 0.167 0.46 ± 0.32 0.043 0.48 ± 0.38 0.012 

Legend: LDH, lactate dehydrogenase; ODI, optical density index; Refrig, refrigerated (2-8oC); RT, room temperature (20-25oC); sd, 

standard deviation; Temp, temperature. 



43 
 

 

Table 2 - Effect of incubation time at different temperatures on variables such as galactomannan, bilirubin, LDH and hemoglobin, in 

serum of healthy volunteers who initially tested positive for GM (spiked serum samples). All comparisons are made in relation to 

baseline results. 

   Difference from baseline 

 Baseline Temp 48h p value 72h p value 96h p value 

GM 

(mean ± sd; ODI) 
2.99 ± 1.26 

Refrig 2.68  ± 1.12 0.073 2.66 ± 1.13 0.065 2.66 ± 1.03 0.056 

RT 2.63 ± 1.13 0.063 2.69 ± 0.96 0.113 2.61 ± 1.12 0.089 

Bilirubin 

(mean ± sd; mg/dL) 
0.58 ± 0.43 

Refrig 0.60 ± 0.44 0.666 0.57 ± 0.42 0.431 0.56 ± 0.44 0.121 

RT 0.59 ± 0.45 0.102 0.59 ± 0.44 0.312 0.60 ± 0.45 0.640 

LDH 

(mean ± sd; mg/dL) 
432.62 ± 129.08 

Refrig 534.43 ± 168.33 0.030 547.67±156.89 0.006 642.76±184.54 <0.0001 

RT 636.29 ± 196.76 <0,0001 658.29±219.58 <0.0001 756.52±229.79 <0.0001 

Hemoglobin 

(mean ± sd; g/L) 
0.29 ± 0.16 

Refrig 0.31 ± 0.17 0.299 0.32 ± 0.19 0.167 0.32 ± 0.18 0.020 

RT 0.35 ± 0.19 0.054 0.35 ± 0.19 0.020 0.40 ± 0.23 0.001 

Legend: LDH, lactate dehydrogenase; ODI, optical density index; Refrig, refrigerated (2-8oC); RT, room temperature (20-25oC); sd, 

standard deviation; Temp, temperature. 
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Figure 1 - Study design: Study design: seven blood collection tubes were taken 

from healthy adult volunteers. Samples were stored at two different 

temperatures, 2-8°C (refrigerated) and 20-25°C (room temperature). 

Laboratorial analyses were performed at baseline and after 48h, 72h and 96h of 

storage. Also, half of the samples from healthy volunteers were spiked with 50 

μL of a pool of positive GM control (20 mL of positive controls from the GM kits 

mixed with 30 μL of culture of A. fumigatus strain (Afu72, given by David 

Denning -  University of Manchester). In each analysis were performed GM 

optical density determination, lactate dehydrogenase, hemoglobin and total 

bilirubin. 
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Figure 2 - Effect of concentration curves of hemoglobin and bilirubin on the 

GM-ODI results: 1A - bilirubin concentration curve (points 1 to 6 of the x-axis); 

1B - negative GM-ODI measured in the respective 6 points of bilirubin curve 

(1A); 2A - bilirubin concentration curve (points 1 to 6); 2B - positive GM-ODI 

measured in in the respective 6 points of bilirubin curve (2A); 3A - hemoglobin 

concentration curve (points 1 to 6); 3B - negative GM-ODI measured in in the 

respective 6 points of hemoglobin curve (3A); 4A - hemoglobin concentration 
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curve (points 1 to 6); 4B - negative GM-ODI measured in in the respective 6 

points of hemoglobin curve (4A). 
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4. Considerações finais 

Este estudo fornece algumas informações importantes, que podem 

auxiliar os laboratórios clínicos na organização da logística para os testes GM. 

Entre as análises realizadas, observamos que os parâmetros bioquímicos 

utilizados para avaliar a hemólise sofreram variações de acordo com o 

armazenamento. Entre eles, o LDH apresentou a maior variação (em todos os 

tempos e temperaturas). Ao analisarmos os três analitos em conjunto (LDH, BT 

e HB), verificamos que há um aumento da hemólise com o armazenamento. No 

entanto, este aumento não é suficiente para provocar alterações nos valores de 

GM. Assim, sabemos agora que as leituras GM não são afetadas pelo 

armazenamento das amostras por até 5 dias, mesmo em TA, bem como pela 

variação sofrida nos valores Hb ou BT quando as amostras de soro são 

armazenadas por estes períodos.  

Por fim, ao analisarmos os resultados de GM nas curvas de Hb e BT, 

percebemos que as amostras positivas para GM podem sofrer alteraração na 

presença de grandes quantidades destes dois analitos. O excesso de  Hb pode 

aumentar GM-ODI em até 28% e o excesso de BT pode reduzir a ODI-GM em 

até 48,9%. Desta forma, nossos dados são clinicamente úteis na interpretação 

dos resultados de GM em pacientes com risco de AI.  

Desta forma, concluímos que, se estivermos atentos a algumas variáveis 

pré-analíticas, como hemólise e hiperbilirrubinemia, o teste de GM é altamente 

robusto e pode ser analisado em amostras com até 5 dias de armazenamento, 

proporcionando resultados seguros e não invasivos.   
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Impacto de variáveis pré-analíticas na determinação 
de galactomanana sérica 

Alexandre A. Monteiro1,2, Elias da R. Hoffmann¹, Marilia R. Zandoná¹, Jaqueline da S. Oliveira2,3, Cintia Tusset¹, Tatiane C. Daboit1,4, 
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INTRODUÇÃO 
 

 Galactomanana (GM ) é um polissacarídeo 

termoestável e hidrossolúvel, componente da parede 

celular de fungos do gênero Aspergillus.  

 Liberado durante o crescimento das hifas, este tem 

sido utilizado como um biomarcador para detectar a 

presença de Aspergillus em amostras clínicas. 

 Recentemente foi desenvolvido um ensaio de ELISA 

para detecção da GM. 

 Em associação com tomografia computadorizada, a 

dosagem de GM sérica tem sido o pilar central para o 

diagnóstico presuntivo de aspergilose invasiva, servindo 

como guia para a terapia antifúngica preemptiva.  

 No entanto, pouco se sabe sobre as variáveis pré-

analíticas que possam interferir em seus resultados. 

OBJETIVOS  
 

 Avaliar o impacto da temperatura e do tempo de 

armazenamento de amostras clínicas nos resultados do 

teste comercial Platelia Aspergillus.   

MATERIAIS E MÉTODOS 
 

 Foram obtidas amostras de soro (14 ml) de 20 

voluntários adultos saudáveis. Sete tubos de coleta 

foram obtidos para cada indivíduo, para a realização das 

seguintes análises, visando documentar a presença de 

hemólise: GM, bilirrubina total (BT), lactato 

desidrogenase e hemoglobina (Hb).  

 As análises foram realizadas em diferentes momentos: 

imediatamente e após 48h, 72h e 96h de 

armazenamento, utilizando-se duas faixas de 

temperaturas (2-8
 

C e 20-25
 

C). 

 A fim de determinar se as mesmas alterações 

ocorreriam em amostras sabidamente positivas, 

contaminou-se amostras de soro com 10 μl de culturas 

de cepas-padrão puras de A. fumigatus, A niger e A. 

flavus.  

 Para avaliar o efeito de altas concentrações de BT e 

Hb em amostras negativas e positivas para GM, realizou-

se duas curvas de concentração, utilizando padrões 

comerciais destes analitos. 

CONCLUSÃO 
 

 Os resultados deste estudo piloto permitem inferir que 

o teste da GM não é afetado pelo armazenamento da 

amostra por até 96h em temperatura ambiente, 

informação esta que pode auxiliar nos aspectos logísticos 

relacionados ao teste.  

 Ainda, o ensaio mostrou que a teste não foi afetado 

pela presença de hemólise ou icterícia.  

Apoio: Pfizer 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Durante os tempos e temperaturas analisados, apenas 

os resultados de LDH se alteraram com o 

armazenamento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Por fim, nas duas curvas realizadas (BT e Hb), 

mesmo nas maiores concentrações obtidas (7,2 

mg/dL de BT e 3,3 g/dL de Hb), não houve 

diferença significativa nos resultados de GM. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Amostras negativas (n = 15) Amostras positivas (n = 5) 

Tempo / Temperatura Galactomanana (Índice) Tempo / Temperatura Galactomanana (Índice) 

0h / 20-25°C 0,17 0h / 20-25°C 10,57 

48h / 20-25°C 0,19 48h / 20-25°C 10,60 

72h / 20-25°C 0,19 72h / 20-25°C 10,60 

96h / 20-25°C 0,15 96h / 20-25°C 10,60 

48h / 2-8°C 0,18 48h / 2-8°C 10,62 

72h / 2-8°C 0,18 72h / 2-8°C 10,62 

96h / 2-8°C 0,15 96h / 2-8°C 10,58 
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0,0 g/dL 0,6 g/dL 1,2 g/dL 2,0 g/dL 2,7 g/dL 3,3 g/dL 0,6 
mg/dL 

1,4 mg/dL 2,2 mg/dL 3,8 mg/dL 4,9 mg/dL 7,2 mg/dL 

RESULTADOS 
 

 Dentre as amostras negativas, não houve diferença 

significativa nas médias dos valores de GM em qualquer 

um dos tempos e temperaturas.  

 Entre as amostras positivas, também não houve 

diferença significativa nas nas médias dos valores de 

GM. 

BT (Médias) - Amostras negativas (n=15) 
0h 48h 72h 96h 
25° 4° 25° 4° 25° 4° 25° 
0,53 0,52 0,55 0,50 0,55 0,50 0,53 

BT (Médias) - Amostras positivas (n=5) 
0h 48h 72h 96h 
25° 4° 25° 4° 25° 4° 25° 
0,53 0,52 0,55 0,50 0,55 0,50 0,53 

LDH (Médias) - Amostras negativas (n=15) 
0h 48h 72h 96h 
25° 4° 25° 4° 25° 4° 25° 
291 395 413 432 471 422 523 

LDH (Médias) - Amostras positivas 
0h 48h 72h 96h 
25° 4° 25° 4° 25° 4° 25° 
291 395 413 432 471 422 523 

HEMOGLOBINA (Médias) - Amostras negativas 
0h 48h 72h 96h 
25° 4° 25° 4° 25° 4° 25° 
0,15 0,16 0,19 0,17 0,19 0,13 0,15 

HEMOGLOBINA (Médias) - Amostras positivas 
0h 48h 72h 96h 
25° 4° 25° 4° 25° 4° 25° 

0,01 0,00 0,00 0,01 0,01 0,01 0,01 


