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Silva, LRF - Otimizacao e Validacdo da Metodologia de ELISA Indireto para o
Imunodiagnostico da Paracoccidioidomicose causada por Paracoccidioides

brasiliensis

Resumo

O diagnostico de certeza de processos infecciosos como na paracoccidioidomicose
(PCM) deriva da demonstracdo e do reconhecimento do agente etiolégico em
preparados histologicos, exame direto ou em cultivo. No entanto, em algumas
situacdes, a pesquisa de anticorpos e antigenos especificos circulantes no soro de
pacientes assume grande importancia no diagnostico indireto da infeccao.
Historicamente, na PCM, a sorologia, além de importante auxilio diagnéstico, tem a
funcdo de monitorar o curso da doenca durante e apds o tratamento através do
acompanhamento dos titulos de anticorpos antifungicos especificos. O Manual da
Vigilancia da Paracoccidioidomicose do Estado de S&o Paulo preconiza, para o
imunodiagndstico de pacientes com suspeita clinica desta patologia, a utilizacdo do
teste de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) como triagem. Apesar desta
recomendacdo, esta realidade ndo € observada na pratica laboratorial, a técnica
frequentemente utilizada é a imunodifusdo dupla em gel de agarose (ID). O teste de
ELISA tem sido utilizado para a detecgéo de anticorpos em quase todas as micoses
sistémicas, sendo em todas. Em relacdo ao imunodiagndstico da PCM, a técnica de
ELISA oferece ainda porcentagens de reatividade cruzada, porém, por ser um
ensaio mais rapido, sua utilizacdo como teste de triagem é de grande valia. Neste
sentido, o objetivo deste trabalho foi otimizar e validar a metodologia de ELISA
indireto para uso como método de triagem dos soros com suspeita clinica para PCM.
A concentracdo proteica de antigeno para a sensibilizacdo das placas foi de 10,0
pHg/poco e as diluicdes de soro e conjugado foram de 1:100 e 1:3.000,
respectivamente. O antigeno de escolha foi o filtrado de cultura de P. brasiliensis do
isolado B-339. Para a validacdo da técnica foram utilizadas 166 amostras do grupo
controle, sendo elas 111 de pacientes aparentemente sadios e 55 de pacientes com
PCM confirmada. Para avaliar o desempenho da técnica, foram utilizadas 205

amostras de pacientes com suspeita clinica para PCM. A analise dos resultados do



grupo controle demonstrou sensibilidade de 67% e 96% e especificidade de 100% e
95% para a ID e ELISA indireto, respectivamente. A comparacao das duas técnicas,
sendo ID padrao ouro, resultou em co-positividade de 100% e co-negatividade de
70%. A concordéancia entre as técnicas foi classificada como boa, segundo indice
kappa. A andlise das amostras de soros de pacientes com outras doencas
pulmonares (aspergilose, histoplasmose e tuberculose) demonstrou 50% de reagao
cruzada. Os resultados demonstram que, a metodologia de ELISA indireto, devido
sua alta sensibilidade, pode ser aplicada como teste de triagem soroldgica;
conferindo assim maior rapidez na liberacdo dos laudos de pacientes com auséncia

de reatividade para P. brasiliensis.

Palavras-chave: Paracoccidioidomicose, Paracoccidioides brasiliensis,
Imunodiagnéstico, Imunodifusédo Dupla, ELISA.



Silva, LRF - Optimization and Validation Methodology of Indirect ELISA for the
immunodiagnosis of paracoccidioidomycosis caused by Paracoccidioides

brasiliensis
Abstract

The definitive diagnosis of infectious processes as in paracoccidioidomycosis (PCM)
derives from the demonstration and recognition of the etiologic agent in histological
preparations, direct examination or culture. However, in some situations, the search
for circulating antigens and specific antibodies in the serum of patients is of great
importance in the indirect diagnosis of infection. Historically, the PCM, serology, and
an important diagnostic aid, has the function of monitoring the course of disease
during and after treatment through monitoring of titers of specific antibodies
antifungal. The Manual of Surveillance Paracoccidioidomycosis from the State of S&o
Paulo advocates for immunodiagnosis of patients with clinical suspicion of this
pathology, the use of ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) as screening.
Despite this recommendation, this reality is not observed in laboratory practice, the
commonly used technique is the double immunodiffusion in agarose gel (ID). The
ELISA method has been used to detect antibodies in nearly all systemic mycoses, if
not all. Regarding the immunodiagnosis of PCM, the ELISA technique also provides
percentages of cross-reactivity, however, because it is a faster test, its use as a
screening test is of great value. Accordingly, the aim of this work was to optimize and
validate the methodology of indirect ELISA for use as a screening of sera with clinical
suspicion for PCM. The protein antigen concentration for sensitization of the plates
was 10.0 mg/well and the dilutions of serum and conjugate were 1:100 and 1:3,000,
respectively. The antigen of choice was filtered culture isolate of P. brasiliensis B-
339. 166 samples from the control group were used for the validation of the
technique, they are 111 apparently healthy patients and 55 patients with PCM
confirmed. To evaluate the performance of the technique, 205 samples of patients
suspected to PCM were used. The results of the control group demonstrated 67%
sensivity and 96% and specificity of 100% and 95% for ID and indirect ELISA,
respectively. The comparison of the two techniques, and ID gold standard resulted in

co-positivity 100% and co-negativity of 70%. The agreement between the techniques



was rated as good, according to kappa index. The analysis of serum samples from
patients with other lung diseases (aspergillosis, histoplasmosis and tuberculosis)
showed a 50% cross-reactivity. The results show that the methodology of indirect
ELISA, due to its high sensitivity, can be used as serological screening test; there by

giving more speed in the release of reports of patients with absence of reactivity to P.
brasiliensis.

Keywords: Paracoccidioidomycosis, Paracoccidioides brasiliensis,
Immunodiagnostic, Double Immunodiffusion, ELISA.
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1. Introducéao

A paracoccidioidomicose (PCM) foi descrita pela primeira vez por Adolpho
Lutz em 1908 (Lutz, 1908 a,b), no Instituto Bacterioldégico de Séo Paulo, Brasil, como
uma nova doenca granulomatosa; ao verificar, em lesdes bucais de dois pacientes, a
existéncia de fungos de natureza dimoérfica distintas de Coccidioiddes immitis,

agente causal da doenca de Posadas-Wernicke (Lacaz, 1982; Lacaz, 2002).

Apés a descricdo das caracteristicas clinico-patolégicas das formas muco
cutaneas da enfermidade, seguiu-se longo periodo de andlise e estudo das les@es,
frequentemente relatadas pelos pacientes acometidos pela patologia, na tentativa de
isolamento do agente causal. Em 1912, Alfonso Splendore classificou o agente
etiolégico da paracoccidioidomicose dentro do género Zymonema, propondo a

denominacéo de Zymonema brasiliensis (Lacaz, 1982; Lacaz, 2002).

Em 1930, Floriano Paulo de Almeida classificou definitiva e consensualmente
0 agente etiolégico da PCM, criando o género Paracoccidioides dentro do Reino
Fungi, classificando-o como Paracoccidioides brasiliensis (P. brasiliensis),
revalidando a espécie, criada por Splendore (Almeida, 1930; Lacaz, 1982; Lacaz,
2002; Biblioteca Virtual Adolpho Lutz, 2010).

Segundo Lacaz (2002), com a observacao e o relato de casos isolados da
doenca em outros paises da América do Sul, a mesma passou a ser chamada de
Blastomicose Sul-Americana, Doenca de Lutz, Doenca de Lutz-Splendore-Almeida.
Porém, a oficializacdo do termo paracoccidioidomicose foi estabelecida em 1971, em
Medellin, Colébmbia, durante reunido de micologistas do continente americano,

sendo mundialmente aceita desde entéo (Lacaz, 2002).

Os artigos cientificos disponiveis nas bases de dados até 2007 descrevem o
fungo P. brasiliensis como Unico agente etiolégico da paracoccidioidomicose.
Entretanto a partir de 2008, estudos tém sugerido que outra espécie,

Paracoccidioides lutzii (P. lutzii), esteja envolvida no desenvolvimento da micose



(Restrepo, 1985; Carrero et al., 2008; Theodoro et al., 2008; Teixeira et al., 2009;
Salgado-Salazar et al., 2010; Teixeira et al., 2013).

A partir da década de 90, iniciaram-se estudos sobre a variabilidade genética
de P. brasiliensis através de analises de polimorfismos de sequéncias génicas por
métodos moleculares. Neste sentido, Matute et al. (2006) demonstraram a existéncia
de um complexo que compreende pelo menos trés (3) espécies cripticas dentro de
P. brasiliensis: espécie S1 (presente no Brasil, Argentina, Paraguai, Peru e
Venezuela); espécie PS2 (presente no Brasil e Venezuela) e espécie PS3 (restrita a
Colémbia). Estudos recentes de Theodoro et al. (2012) e Teixeira et al. (2013)
sugerem a existéncia de uma quarta espécie, PS4, aparentemente restrita a

Venezuela.

Carrero et al. (2008) propuseram a existéncia de uma nova espécie
constituida por isolados que ndo poderiam ser incluidos nos grupos citados (S1,
PS2, PS3), por demonstrar extrema divergéncia entre os genes codificadores de
proteinas, quando comparados aos demais. Fato que, corroborou para que o isolado
Pb01, também estudado por Theodoro et al. (2008), e seus semelhantes fossem

denominados de “Pb01-like”.

Teixeira et al. (2009) identificaram 17 novos isolados “Pb01-like” na regido
Centro-Oeste do Brasil e propuseram que estes fossem considerados uma nova
espécie dentro do género Paracoccidioides, onde o clado “Pb01-like” seria

denominado Paracoccidioides lutzii.

Salgado-Salazar et al. (2010) realizaram analises de genes mitocondriais e
apoiaram a descricdo formal de P. lutzii como uma segunda espécie fungica

pertencente ao género Paracoccidioides.

Desta forma, com a especiacao dentro do género associada ao conjunto de

informacgdes obtidas através de analises moleculares e/ou filogenéticas ficou clara a



existéncia de uma segunda espécie: Paracoccidioides lutzii sp, descrita por Teixeira
et al. (2013).

Entretanto, é importante salientar que o significado da ocorréncia de espécies
cripticas em Paracoccidioides necessita de maiores esclarecimentos e estudos,
especialmente aqueles relacionados a eco-epidemiologia, caracteristicas
fenotipicas, genotipicas, perfil antigénico, diagnostico clinico e laboratorial,
manifestacbes clinicas e resposta aos tratamentos antifungicos (Machado et al.,
2013).

P. brasiliensis é um fungo termo-dimérfico, ou seja, em temperatura ambiente
(17-28 °C) se encontra em fase miceliana ou infectante. Macroscopicamente,
apresenta-se sob a forma de coldnias brancas, aderentes ao meio.
Microscopicamente, observam-se hifas delgadas, hialinas, septadas, multinucleadas
e ramificadas com producdo de clamidésporos terminais ou intercalares (Restrepo,
1985). Por outro lado, quando cultivado entre 35-37 °C ou em vida parasitaria se
encontra em forma de levedura; macroscopicamente, exibe coldnias de coloragcao
creme, chamadas de cerebriformes ou leveduriformes e; microscopicamente,
demonstra a presenca de células arredondadas ou ovais, multinucleadas, com

parede celular espessa, birrefringente, rodeada por multibrotamentos (Lacaz, 1994).

A hip6tese mais aceita € que a infeccdo humana causada por espécies
fungicas pertencentes ao género Paracoccidioides se dé principalmente pela
inalacdo de conidios presentes em solos, colecdes hidricas e plantas. Por esse
motivo, trabalhadores em contato direto com ambientes propicios para o
crescimento do patdbgeno como agropecuaristas, jardineiros, madeireiros,
caminhoneiros que transportam produtos agricolas, entre outros, estariam mais
suscetiveis a exposicao, infeccdo e doenca pelo fungo (Colombo et al., 2011; Bocca
et al., 2013).

Pouco se sabe ainda sobre o real habitat do fungo. Em 1965, Grose e

Tamsitt, na Coldmbia, isolaram-o das fezes de um morcego (Artibeus lituratus) e, em



1989, Gezuele isolou o microorganismo das fezes de um pinguim oriundo da
Antartida.

Naiff et al. em 1986 demonstraram P. brasiliensis em 6rgéos de tatu (Dasypus
novemcinctus). Bagagli em 1998 descreveu alta incidéncia de PCM-infeccdo em

tatus encontrados na regiao de Botucatu, Sao Paulo.

O céao (Canis lupus familiaris) tem demonstrado algum tipo de relagédo com a
eco-epidemiologia de Paracoccidioides spp. Fagundes et al. (2002) encontraram
uma positividade de 26,5% em estudo soroepidemiolégico com 275 caes de areas
rurais da regido de Botucatu (SP), utilizando ELISA com exoantigeno de P.
brasiliensis. Ricci et al. (2004) relataram o primeiro caso de PCM-doenca em céo. O
animal apresentou aumento dos linfonodos cervicais e a confirmacao da doenca foi
feita por meio de exames histopatolégico, de imunohistoquimica e de biologia
molecular (PCR) embora ndo tenha ocorrido isolamento do fungo. Recentemente,
Farias et al. (2011) descreveram um caso de PCM em uma cadela que apresentava
linfoadeno e hepatoesplenomegalia. O diagndstico foi confirmado por cultura,
imunohistoquimica e histopatologia.

O isolamento de P. brasiliensis a partir de amostras de solo tem sido
apontado como um fendmeno raro. Os primeiros casos descritos ocorreram em 1966
e 1967 por Negroni na Argentina. Recentemente Arantes et al. (2012) isolaram
Paracoccidioides spp do solo de tocas de tatu na cidade de Botucatu, interior de S&o

Paulo, regido endémica para a doenca.

Segundo Gonzales Ochoa (1956), o mecanismo de infeccdo da PCM ocorre
pela via aérea superior, por meio da inalacdo de propagulos fungicos diminutos
denominados de conidios. Uma vez inalados, sob os efeitos da temperatura
corpérea do hospedeiro, alguns sistemas enzimaticos do patégeno sdo ativados
permitindo a transformacé&o da forma infectante em parasitaria (San-Blas e San-Blas,
1984; Franco, 1986).



Uma vez inalado, o agente etiolégico da PCM, pode ser destruido no
parénquima pulmonar por células fagociticas inespecificas ou multiplicar-se e
produzir foco de infeccdo, o qual € drenado para o linfonodo regional localizado no
hilo pulmonar, produzindo uma lesédo linfatica satélite, caracterizando assim, o
complexo primario da doenca. No entanto, estas lesGes podem regredir
espontaneamente em individuos imunocompetentes, com destruigéo total ou parcial
do patégeno (Lopez e Restrepo, 1983; Benard, 2008). Importante salientar ndo ser
rara a observacao da existéncia ou deteccéo de cicatriz imunoldgica, sendo este um

dos fatores que caracterizam a forma subclinica desta micose (Lacaz et al., 1959).

Eventualmente, as células fungicas contidas no complexo primario podem
disseminar-se por via hematogénica e/ou linfatica, atingindo Orgdos e tecidos
adjacentes, causando a forma juvenil ou aguda da doenga (Londero e Del Negro,
1986; Benard, 2008). No entanto, muitos individuos permanecem com o complexo
primario cicatricial, contendo leveduras viaveis, denominados de focos quiescentes,
gue podem evoluir para PCM crbnica anos apos a infeccao (Franco, 1986; Benard,
2008).

San-Blas e San-Blas (1977, 1994) verificaram que polissacarideos como a-
(1,3) glucana (presente na parede celular da levedura) e B-(1,3) glucana (presente
na parede celular do micélio) estéo relacionados ao dimorfismo fungico e a viruléncia
deste patégeno. Os mesmos autores, ao estudarem diferentes isolados de P.
brasiliensis, sugeriram que a a-(1,3) glucana protege o fungo contra enzimas
digestivas produzidas pelos leucdcitos e macrofagos do hospedeiro. Segundo San-
Blas (1982), o parasitismo por P. brasiliensis ocorre quando este se transforma em
levedura no inicio do processo infeccioso, evadindo-se, assim, da acdo de enzimas
fagociticas, uma vez que os fagocitos humanos séo capazes de produzir apenas -

glucanases, as quais digerem somente a 3-(1,3) glucana.

Deve-se ressaltar que P. brasiliensis apresenta fatores inerentes envolvidos
no aumento de sua viruléncia. Neste sentido destacam-se moléculas de parede

celular como os lipideos e os polissacarideos (San-Blas, 1982), além da



glicoproteina de 43 kDa, a gp43, reconhecida por ser o antigeno imunodominante do
patégeno, a qual atua como receptor de laminina, facilitando o processo de invaséo
com consequente disseminacgao tecidual (Lopes et al., 1994; Vicentini et al., 1994).

Atualmente, além das préprias manifestacdes clinicas da PCM sao levados
em consideracdo também, os parametros imunolégicos da enfermidade (Franco et
al., 1987; Mendes, 1994, Bocca et al., 2013). A classificagdo proposta por Franco et
al. (1989) apresenta trés diferentes formas de PCM: PCM-infeccéo, PCM-doenca e
PCM-residual (sequela).

A PCM-infeccao é considerada a forma assintomatica desta patologia, pois &
observada em individuos que apresentam positividade em testes cutaneos frente a
paracoccidioidina. Nestes individuos observam-se intensas reacdes intradérmicas e
a imunidade celular apresenta-se preservada (Franco, 1986; Shikanai-Yasuda et al.,
2006).

A PCM-doenca é dividida em duas formas: aguda (juvenil) e cronica (adulta).
A forma aguda acomete predominantemente criancas, adolescentes e adultos
jovens (menores de 30 anos), de ambos o0s sexos, apresentando quadros mais
severos, manifestacdes clinicas decorrentes do rapido e progressivo envolvimento
do sistema mononuclear fagocitario, e elevados niveis de anticorpos circulantes anti-
P. brasiliensis (Franco, 1986; Del Negro et al., 1994; Shikanai-Yasuda et al., 2006;
Bocca et al., 2013).

A forma crbnica acomete principalmente adultos do sexo masculino em idade
produtiva, 40 a 50 anos. Representa 90% dos casos, e a doenca desenvolve-se a
partir de um foco quiescente (Del Negro et al.,, 1994), caracterizando-se por
apresentar curso de evolugdo lento. Acredita-se que a reativacdo ocorra
possivelmente por um déficit imunoldgico, manifestando-se anos apds o contato do
hospedeiro com o agente etiolégico, podendo comprometer um udnico 0Orgao
(unifocal) ou disseminar-se para outros 6rgaos (multifocal) (Franco, 1986; Shikanai-
Yasuda et al., 2006). O pulméao, 6érgao acometido com maior frequéncia, da origem a
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manifestacbes clinicas de maneira insidiosa. Lesdes de mucosa oral, faringe e
laringe sdo muito comuns. Podem ocorrer também lesdes cutaneas inicialmente

papulares que evoluem para ulceracdes (Franco et al., 1987, Bocca et al., 2013).

A PCM-residual € marcada por sequelas, acometendo 60% da populacdo das
areas endémicas, comprometendo principalmente os tecidos: pulmonar, onde 0s
propagulos fungicos induzem fibrose (enfisema e dispnéia); adrenal (Sindrome de
Addison), laringeo (estenose e rouquiddo), digestivo, encefélico (hipertenséo
intracraniana), etc (Restrepo, 1992; Shikanai-Yasuda et al.,, 2006; Mendes et al.,
2008).

Diferente de outros fungos patogénicos, P. brasiliensis é sensivel a maioria
das drogas antifungicas. Desta forma, varios antifungicos podem ser utilizados para
o tratamento desses pacientes, tais como, sulfamidicos (sulfadiazina, associacao
sulfametoxazol-trimetoprim), anfotericina B e azdlicos (cetoconazol, fluconazol,
itraconazol) (Shikanai-Yasuda et al., 2006; Mendes et al., 2008).

Segundo o Consenso Brasileiro em Paracoccidiodomicose, todos 0s casos
confirmados e provaveis da doenca devem ser tratados. A conduta terapéutica deve
obrigatoriamente incluir medidas de suporte as complicacdes clinicas associadas ao
envolvimento de diferentes 6rgados pela micose, aporte nutricional adequado, além
da terapéutica antifungica especifica. Os pacientes deverao ser acompanhados
periodicamente até apresentarem os critérios de cura (Shikanai-Yasuda et al., 2006;
Mendes et al., 2008).

A PCM apresenta distribuicdo geografica restrita a paises da América Latina,
com maior incidéncia e prevaléncia na Coldmbia, Venezuela e Brasil (Wanke e
Londero, 1994; Calle et al., 2001; Colombo et al., 2011).

Estima-se que, aproximadamente, 10 milhdes de pessoas estejam infectadas

por P. brasiliensis nas regiées endémicas da América Latina, no entanto, a maioria



nao apresenta sintomas clinicos (Brummer et al., 1993; Restrepo, 2000; Colombo et
al., 2011).

O Brasil concentra aproximadamente 80% dos casos registrados na América
Latina. As regibes com maior prevaléncia s&o: Sul, Sudeste e Centro-Oeste,
especialmente os Estados do Parana, Sao Paulo, Minas Gerais, Goids, Mato Grosso
do Sul e Mato Grosso (Franco et al., 1989; Wanke e Londero, 1994; Calle et al.,
2001; Restrepo et al., 2001; Barrozo et al., 2009; Wanke e Aidé, 2009; Barrozo et al.,
2010; Colombo et al., 2011). Tem chamado atencdo a ocorréncia de casos em areas
de colonizacdo mais recente, submetidas a desmatamento, como em partes da
Amazobnia, atingindo areas dos estados do Maranhdo, Tocantins, Para, Rondoénia,
Acre e Amazonas, onde a PCM pode ser considerada uma micose sistémica

emergente (http://portal.saude.gov.br/portal/saude/profissional/area).

Entretanto, pelo fato de ndo ser doenca de notificacdo compulsoria, ndo é
possivel determinar a real incidéncia e prevaléncia desta micose no pais (Coutinho
et al., 2002; Shikanai-Yasuda et al., 2006; Colombo et al., 2011). Soma-se a nao
obrigatoriedade de notificacdo, o fato de que os poucos dados disponiveis baseiam-
se, principalmente em inquéritos epidemiolégicos bem como na experiéncia de
servicos de referéncia no atendimento de pacientes com a doenca (Lacaz et al.,
1959; Londero, 1982; Marques et al., 1983; Wanke e Londero, 1994; Mangiaterra et
al., 1996; Fava e Fava Netto, 1998; Silva-Vergara e Martinez, 1998; Blotta et al.,
1999; Rodrigues, 2004; Fornajeiro et al., 2005).

O Estado de Sao Paulo configurou por muitos anos, como responsavel pela
maior frequéncia de relatos da doenca (Marques et al., 1983; Blotta et al., 1999;
Santo, 2008; Kamikawa et al., 2012). Contudo, deve-se salientar que o Estado de
Rondobnia vem consolidando-se como regido emergente para o processo infeccioso
causado por Paracoccidiodes spp. Segundo comunicagcdo pessoal de Durlacher e
Lima, no periodo de 1998 a 2005, foram relatados mais de 1170 casos da micose

neste Estado.



Kamikawa et al. (2012) demonstraram que 60% dos municipios do Estado de
Sdo Paulo apresentam ao menos um paciente com anticorpos circulantes anti-P.
brasiliensis, detectados pela técnica de imunodifusdo dupla em gel de agarose (ID).
Segundo os autores, a maior parte dos pacientes sorologicamente reagentes para P.
brasiliensis concentra-se nas macro-regidoes de Campinas, Sado Paulo, Grande Sao
Paulo, Sorocaba e Sao Joao da Boa Vista. Os autores chamam a atengéao para o
fato das maiores taxas de reatividade terem sido observadas nos municipios de
Piracicaba, Franca, Aracatuba e Presidente Prudente. Por outro lado, salientam que
estes dados nao refletem a real magnitude da micose no Estado de S&o Paulo visto
que nao foram incluidas no estudo os servi¢cos de referéncia de Botucatu, Ribeirdo

Preto, Araraquara e Bauru.

Segundo Pinto et al. (2012), no periodo de 2008 a 2011, 117 casos novos da
micose foram “notificados” a Divisdo de Tuberculose e outras Pneumopatias do
Centro de Vigilancia Epidemiolégica Prof. Alexandre Vranjac de S&o Paulo.
Entretanto, segundo os autores, estes dados estdo subnotificados visto que das
doze unidades de referéncia para atendimento da PCM, apenas quatro notificaram o
sistema de vigilancia estadual.

O diagndstico considerado como padrdao ouro na PCM € o isolamento do
agente etiolégico em cultura e/ou a identificacdo do fungo em exame a fresco (Lacaz
et al., 2002; Shikanai-Yasuda et al., 2006; Mendes et al., 2008). Para o isolamento
de P. brasiliensis, recomenda-se o emprego de meios de cultura enriqguecidos com
extrato de levedura, contendo antibidticos ou ainda agar infusdo de cérebro e
coracao [BHI] (Lacaz, 1977; Mendes-Giannini e Melhem, 2001; Lacaz et al., 2002).

O material biolégico semeado € incubado a 25-30 °C e seu crescimento é
lento (15 a 30 dias) sob a forma de micélio aéreo curto apresentando coldnias
irregulares brancas ou amarronzadas, cotonosas ou glabrosas. Contudo, para o
diagnoéstico definitivo e a identificagcdo correta do microrganismo € necessario
realizar a reversdo da cultura da fase miceliar para leveduriforme. Nesta fase, a

levedura pode ser cultivada em meio Kelley a base de agar-hemoglobina, incubando
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a temperatura de 35-37 °C (Lacaz, 1977; Brummer et al., 1993; Lacaz, 1994,
Ferreira e Avila, 2001; Mendes-Giannini e Melhem, 2001; Lacaz et al., 2002).

No exame a fresco, na maioria das vezes, as leveduras de P. brasiliensis
podem ser visualizadas ao microscopio 6ptico. Para a pesquisa do agente etiolégico
da PCM, normalmente empregam-se secrecdes do trato respiratorio, raspado e
crostas de lesdes ulceradas, fragmento de biopsia, aspirado de linfonodos, urina,
liquido cefalorraquidiano (LCR), entre outros. Em material de puncéo ganglionar, por
exemplo, visualizam-se células globosas, ovais ou elipticas com 5 a 25 um de
didmetro, inclusdes citoplasmaticas e multibrotamentos com parede de duplo
contorno refringente. Nos casos onde a biopsia é possivel, coloracfes especiais
como o Gomori-Groccott ou acido periédico de Schiff podem auxiliar no diagndstico
por meio da observacao no interior dos granulomas de células tipicas multibrotantes.
As células em multiplo brotamento sdo esféricas (10 a 20 um de didmetro) e os
brotos encontram-se dispostos ao redor da célula mae (Brummer et al., 1993; Lacaz,
1994, Lacaz et al., 1998; Lacaz et al., 2002).

O diagnéstico micolégico e/ou histopatolégico da paracoccidioidomicose
merece especial atencdo, pois em algumas ocasifes formas teciduais de P.
brasiliensis podem se assemelhar a leveduras de Histoplasma capsulatum (Lacaz,
1994), Coccidioides immitis (Greer, 1990), Blastomyces dermatitidis (Salfeder, 1979;
Figueroa et al., 1994), Candida spp e Cryptococcus spp (Mendes et al., 2008). Desta
forma, para evitar a liberacdo equivocada de resultados, recomenda-se a realizacéo

do diagndstico diferencial.

Outro aspecto que pode interferir de forma significativa no resultado final da
analise micoldgica e/ou histopatologica diz respeito a integridade da amostra. Diante
do exposto, a amostra a ser avaliada deve ser cuidadosamente coletada,
armazenada e transportada, permitindo que o agente etiolégico seja corretamente

cultivado, isolado e quando possivel identificado (Ferreira-da-Cruz et al., 1990).
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Importante salientar que a PCM principalmente em sua forma pulmonar deve
ser diferenciada de outras micoses bem como da tuberculose. Os achados clinicos e
radiolégicos sao inespecificos; no entanto, calcificacdo extensa, efusdo pleural e
localizacdo apical sdo sugestivas de histoplasmose e tuberculose. O diagndstico
diferencial com leishmaniose também assume grande importancia, uma vez que as
regides endémicas para esta patologia coincidem muitas vezes com as da PCM,
sendo que as lesdes orais, cutaneas e de fossas nasais sdo bastante semelhantes.
O comprometimento do sistema linfatico simula Doenca de Hodgkin e outras

doencas malignas (Mendes-Giannini e Melhem, 2001).

E evidente o fato de que o diagndstico de certeza de processos infecciosos
derive da demonstracdo e do reconhecimento do agente etioldgico em preparados
histoldgicos, exame direto ou em cultivo. Tais procedimentos sdo entendidos como
técnicas diretas de diagndstico. No entanto, em algumas situacfes entre as quais se
pode citar o estado fisico ou clinico dos pacientes, torna-se impossivel 0 acesso ao
local da lesédo, impedindo assim a coleta do material bioldgico (Ferreira-da-Cruz et
al., 1990), associa-se ainda a esta observacdo, o longo tempo necessario para o

isolamento do fungo.

Nestes casos, a pesquisa de anticorpos e antigenos especificos circulantes
no soro de pacientes assume grande importancia no diagnostico indireto da
infeccdo. As técnicas indiretas sdo aquelas que permitem inferir o diagnostico com
certo grau de certeza, otimizando o tempo utilizado para se obter resultados, aliando
sensibilidade a especificidade. Os ensaios imunoldgicos constituem-se, na pratica,
na mais importante dessas técnicas auxiliares (Kaufman e Reiss, 1986; Mendes-
Giannini et al., 1989; Ferreira-da-Cruz et al., 1990; Freitas-da-Silva e Roque-
Barreira, 1992; Figueroa et al., 1994; Hamilton, 1998; Do Valle et al., 2001;
Camargo, 2008), sendo que em alguns casos, o resultado sorologico é a primeira
indicacdo da infeccdo micética nos pacientes, principalmente naqueles que ainda

nao apresentam lesdes clinicas aparentes (Mendes-Giannini et al., 1984).
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Apesar de técnicas sorolégicas como imunodifusdo dupla em gel de agarose
[ID] (Da Silva et al., 1989; Ferreira-da-Cruz et al., 1990; Del Negro et al., 2000; Do
Valle et al., 2001; Camargo, 2008), contraimunoeletroforese [CIE] (Fiorillo e
Martinez, 1984; Bueno et al., 1997; Del Negro et al., 2000), Enzyme Linked
Immunosorbent Assay [ELISA] (Camargo et al., 1984; Mendes-Giannini et al., 1984;
Rodrigues et al., 1984; Cano et al., 1986; Gomez et al., 1998; Hamilton, 1998; Ortiz
et al.,, 1998; Del Negro et al., 2000; De Almeida et al.,, 2002; Diez et al., 2003;
Marques-da-Silva et al., 2003; Silva et al., 2008; Sylvestre et al.,, 2014) e
immunoblotting [IB] (Do Valle et al., 2001; Silva et al., 2006; Bertoni et al., 2012;
Perenha-Viana et al., 2012; Passos, 2012), serem empregadas para o diagndstico
presuntivo e/ou confirmatério da PCM visando a pesquisa de anticorpos e/ou
antigenos circulantes, os indices de resultado falso-positivos e falso-negativos ainda
sdo muito elevados, especialmente nas técnicas de maior sensibilidade como as
imunoenziméaticas (ELISA e IB); estando portanto, a especificidade e sensibilidade
dos ensaios imunolégicos, diretamente relacionados ao antigeno (Ag) ou a
preparacao antigénica empregada (Puccia e Travassos, 1991; Do Valle et al., 2001,
Silva et al., 2006).

Segundo Siqueira (1982) e Mendes-Giannini et al. (1994) as técnicas
sorologicas utilizadas nos centros especializados podem apresentar em torno de
90%, chegando a 100% de sensibilidade dependendo do ensaio, da preparacéo

antigénica utilizada, da forma clinica da doenca e do inicio do tratamento.

P. brasiliensis apresenta uma multiplicidade de componentes antigénicos em
sua constituicdo (Yarzabal, 1971), alguns préprios da espécie e outros comuns aos

demais fungos.

Segundo Restrepo et al. (1984), estes antigenos podem ser extraidos da
parede celular do fungo, obtidos do conteudo -citoplasmatico (somatico ou
citoplasmatico) ou ainda do filtrado de cultura (metabdlico ou exocelular). Contudo,
dados da literatura demonstram grande variabilidade na metodologia de producéo de
antigenos de P. brasiliensis pelos diferentes centros de pesquisa (Cano e Restrepo,
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1987; Camargo et al., 1988; Del Negro et al., 1991; Kloth et al., 2001; Silva et al.,
2006; Vicentini-Moreira, 2008). Pode-se dizer, portanto, que a falta de protocolo
padronizado para a obtencdo de antigenos interfere diretamente na acuracia e na

reprodutibilidade dos diferentes ensaios soroldgicos (Vicentini-Moreira, 2008).

Historicamente, na paracoccidioidomicose, a sorologia, além de importante
auxilio diagnostico, tem a funcdo de monitorar o curso da doenca durante e apés o
tratamento; a técnica utilizada, portanto, ha que aliar sensibilidade a especificidade,
para que o valor preditivo seja maximo e reprodutivel (Silva et al., 2006; Vicentini-
Moreira, 2008; Vicentini et al., 2011). Para tanto, o substrato antigénico € parte
fundamental da técnica, e, nesse sentido, o mais importante avanco foi a
identificacdo e purificacdo da glicoproteina de 43 kDa, gp43, como antigeno
exocelular, imunodominante e relatado como especifico de P. brasiliensis (Puccia et
al.,1986).

A gp43, porém, ndo € uma molécula totalmente especifica, na medida em que
sua fracdo glicidica contém epitopos capazes de serem reconhecidos por soros de
pacientes portadores de outras doencas fangicas, principalmente soros contendo
anticorpos anti-Histoplasma capsulatum (Camargo et al., 1984; Mendes-Giannini et
al., 1984; Puccia e Travassos, 1991; Silva et al., 2006; Vicentini-Moreira, 2008).

A técnica sorologica de maior importancia utilizada rotineiramente para o
diagnostico da PCM é a imunodifusdo dupla em gel de agarose, tendo Ferri (1961)
como pioneiro no emprego da mesma. A ID apresenta especificidade e valor
preditivo proximos a 100%, sensibilidade variando de 70 a 90%, baixo custo
operacional; sendo de facil execucdo, ndo necessitando de automacado, além de
permitir a avaliacdo da eficacia terapéutica através do acompanhamento dos titulos
de anticorpos antifungicos especificos (Cano e Restrepo, 1987; De Camargo e De
Franco, 2000; Elias Costa et al., 2000; Do Valle et al., 2001; Mendes-Giannini e
Melhem, 2001; Camargo, 2008; Teles e Martins, 2011).
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O emprego de preparagdes antigénicas distintas na realizagdo do ensaio de
ID é relatado por inUmeros trabalhos da literatura (Silva, 2005; Camargo, 2008;
Vicentini-Moreira, 2008). Entretanto, devido a simplicidade na producéo aliada a alta
estabilidade, a maioria dos grupos tem optado por utilizar exoantigeno bruto obtido a
partir de células leveduriformes de P. brasiliensis, obtendo indices de sensibilidade e
especificidade de 94% e 100%, respectivamente (Cano e Restrepo, 1987; Camargo
et al., 1988; Marques-da-Silva et al., 2005; Camargo, 2008).

Quando se utiliza como antigeno o filtrado de cultura obtido a partir de células
leveduriformes de P. brasiliensis frente a soros de pacientes com suspeita clinica da
doenca, € possivel detectar até trés linhas de precipitacdo na ID. O aparecimento de
uma linha préxima ao orificio do antigeno € observado em aproximadamente 95 a
98% dos soros de pacientes portadores de doenca ativa, sendo a mesma, a Ultima a
desaparecer ap0s a instauracdo da terapia antifingica. O numero de linhas
observadas esta relacionado a severidade da doenca (Siqueira, 1982; Mendes-
Giannini et al., 1994).

A mistura antigénica chamada Ag7 composta por aproximadamente 90% de
gp43, tem fornecido resultados com sensibilidade de 84,3% e especificidade de
98,9% em diferentes centros de diagndstico, no entanto, apresenta menor valor
preditivo na avaliacdo do acompanhamento sorolégico durante e depois do

tratamento (Marques, 2003).

Del Negro et al. (2000) avaliaram por ID soros de 43 pacientes com PCM
ativa frente ao antigeno de filtrado de cultura de P. brasiliensis, demonstrando 95,3%
de reatividade.

Silva et al. (2006) avaliaram por ID, 75 amostras de soros de pacientes com
PCM comprovada frente a diferentes preparagfes antigénicas, demonstrando 90%
de reatividade para antigeno somatico e componentes sollveis da superficie externa

da parede celular de P. brasiliensis; 86,6% para cell-free antigen; 83,3% para
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antigeno metabdlico; 80% para antigeno 113 NGTA e 76,6% para antigeno 113
Negroni.

Do Valle et al. (2001) avaliaram por ID soros de 245 pacientes na fase de pré-
tratamento frente a antigeno de filtrado de cultura de leveduras concentradas e
dialisadas a partir de um pool de isolados de P. brasiliensis, demonstrando 90,2% de

sensibilidade.

As técnicas imunoenzimaticas como, por exemplo, ELISA e immunoblotting
possuem alta sensibilidade e foram usadas inicialmente para caracterizar a resposta
humoral geral aos antigenos de P. brasiliensis (Blotta e Camargo, 1994; Camargo et
al., 1994; Mendes-Giannini et al., 1994).

Segundo Mendes-Giannini et al. (1989), a determinacdo da resposta IgG anti-
gp43 é utilizada ndo apenas para o diagndéstico confirmatério da PCM, mas também
como um mecanismo para o acompanhamento da eficacia do tratamento ao qual o
paciente foi submetido. Os autores verificaram que empregando provas mais
sensiveis, como 0s ensaios imunoenzimaticos, foi possivel detectar a presenca de
anticorpos anti-gp43 em todos os pacientes no momento do diagnéstico clinico.
Observou-se ainda, que pacientes com a forma aguda da doenca possuiam indices
elevados de IgG. Anticorpos da classe IgM anti-gp43 foram detectados em 100%
dos pacientes portadores da forma aguda e em apenas 46,6% dos pacientes com a
forma cronica. A detecgcdo de anticorpos circulantes anti-gp43 diminuiu com a

melhora clinica promovida pelo uso de medicamentos especificos.

O Manual da Vigilancia da Paracoccidioidomicose do Estado de S&o Paulo
preconiza, para o0 imunodiagnostico de pacientes com suspeita clinica desta
patologia, a utilizacdo do teste de ELISA, como triagem sorologica, seguida de
imunodifusdo dupla em amostras reagentes. Em caso de resultados discordantes
entre estas metodologias, recomenda-se a realizacdo do immunoblotting (Mendes et
al., 2008). Apesar desta recomendacgédo, esta realidade ndo é observada na pratica

laboratorial, e como ja mencionado, na grande maioria dos laborat6rios de mico-
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sorologia, a técnica frequentemente utilizada é a imunodifusdo dupla em gel de

agarose.

Por meio da técnica de IB, Camargo et al. (1989) e Restrepo (1992)
verificaram que anticorpos IgG anti-P. brasiliensis reagem com quatro principais
componentes fungicos de 70, 52, 43 e 20-21kDa, presentes no antigeno Ag7, obtido
a partir do isolado B-339; predominando a glicoproteina de 43kDa (gp43),

reconhecida por 100% dos soros de pacientes com PCM.

Apesar do immunoblotting ser uma metodologia extremamente sensivel, a
mesma permanecia, até pouco tempo, inacessivel a rotina diagnéstica da PCM,
sendo seu emprego frequentemente relacionado ao estudo de imuno-caracterizacéo
de antigenos de P. brasiliensis (Restrepo, 1992; Elias Costa et al., 2000; Passos,
2012).

Segundo Del Negro et al. (1995), casos de pacientes que nao apresentam
reatividade para P. brasiliensis pelas provas de imunodifusdo dupla e
contraimunoeletroforese (CIE), quando avaliados por IB, reagem frente as moléculas
de 43 e 70kDa, consideradas marcadores sorologicos da doenca.

Mendes-Giannini et al. (1989) avaliaram por IB, pacientes com PCM juvenil e
verificaram que 100% das amostras obtidas antes do inicio da terapia antifingica
reconheceram a fracéo purificada de 43kDa. A partir do décimo més de tratamento,
a deteccdo da mesma era observada com menor frequéncia, tornando-se
indetectavel apos 24 meses. Os autores constataram, ainda, que 100% dos soros de
pacientes com PCM cronica, que ndo se encontravam em vigéncia terapéutica,
reagiram frente a gp43 e que nenhuma amostra de paciente considerado

clinicamente curado reconheceu esta mesma fragao.

Perenha-Viana et al. (2012) avaliaram a seguranca e sensibilidade soroldgica
da metodologia de western blot (WB) visando o diagndstico rapido e eficaz da PCM.

O desempenho da técnica foi avaliada frente 517 amostras de soro de pacientes
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com suspeita clinica da doenca, empregando exoantigeno bruto da cepa B-339 de
P. brasiliensis. Os resultados soroldgicos foram comparados aqueles obtidos pela
reacao de imunodifusdo dupla em gel de agarose (ID), considerada o padréo ouro
sorologico. Do total de amostras avaliadas, 250 (48,4%) apresentaram reatividade
ao patégeno por WB enquanto por ID a reatividade foi de 27%. Dentre as 337
amostras com auséncia de reatividade por ID, 29% foram reconhecidas pela
preparacdo antigénica, comprovando uma maior sensibilidade da técnica quando
comparada a ID. Neste estudo, a metodologia de western blot apresentou uma
sensibilidade maior (95,5% para soros diluidos a 1:50 e 91,8% para os diluidos a
1:400) quando comparada a sensibilidade de 80% (soro puro) da imunodifusdo
dupla. Entretanto, a especificidade do western blot foi inferior (54,5% para soros
diluidos a 1:50 e 63,5% para os diluidos a 1:400) aquela obtida pelo teste padrao
ouro sorolégico (93,6%).

Resultados apresentados por Passos (2012) avaliando os parametros
intrinsecos dos ensaios de ID e IB, frente a 36 amostras de soro de pacientes com
PCM ativa e 49 soros de doadores de sangue, demonstraram para ID sensibilidade
de 81% e eficiéncia de 92%. Para o IB, a sensibilidade foi de 94% e eficiéncia de
98%. Para ambas as técnicas a especificidade foi de 100%. A andlise de
concordancia (indice kappa de Cohen) entre ambas foi considerada boa (k=0,76). A
autora concluiu que as metodologias sdo complementares para o diagndstico
presuntivo, prognostico da doenca e possivel deteccdo precoce do processo

infeccioso.

Importante salientar, que os trabalhos relacionados a utilizacdo da
metodologia de ELISA encontrados em bases de dados bibliograficos como PubMed
e Scielo, direcionados a pesquisa de anticorpos circulantes anti-Paracoccidioides
brasiliensis apresentam falta de padronizacédo, especialmente quanto a preparacao
antigénica utilizada. Neste sentido, dados da literatura revelam o emprego de
misturas de antigeno bruto, parcialmente purificado ou purificado (glicoproteina de
43 kDa ou gp43). Além disso, poucos trabalhos correlacionam informagdes entre os

resultados obtidos e a metodologia empregada.
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O teste de ELISA tem sido utilizado para a deteccdo de anticorpos em quase
todas as micoses sistémicas, sendo em todas. Apesar disso, em relacdo ao
imunodiagndstico da paracoccidioidomicose, a técnica, devido sua elevada
sensibilidade e baixa especificidade, ainda oferece grande porcentagem de
reatividade cruzada, principalmente frente a soros de pacientes com histoplasmose,
candidiase, Doenca de Jorge Lobo e, também, frente a soros de pessoas
aparentemente sadias, residentes em areas endémicas para PCM (Maluf et al.,
2003; Albuquergue et al., 2005).

Pons et al. (1976) foram os pioneiros no emprego da metodologia de ELISA
visando a deteccdo de anticorpos anti-P. brasiliensis. Desde entdo, esta técnica
sorologica tem sido o alvo de inumeras publicacbes visando a deteccdo de
anticorpos seéricos anti-P. brasiliensis (Camargo, 2008) bem como de antigenos
circulantes (Freitas-da-Silva e Roque-Barreira, 1992; Gomez et al., 1998; Marques-
da-Silva et al., 2004 a,b).

Segundo Camargo (2008) o emprego de antigenos distintos tem conferido
geralmente alta sensibilidade, mas ndo necessariamente alta especificidade a
reacao de ELISA.

Mendes-Giannini et al. (1984) contribuiram substancialmente para o
desenvolvimento da metodologia de ELISA visando a pesquisa de anticorpos séricos
anti-P. brasiliensis, os autores padronizaram um ensaio de ELISA de absorcéo para
o imunodiagnéstico da PCM empregando como antigeno filtrado de cultura de trés
isolados de P. brasiliensis (113, 150 e 666), obtendo 100% de sensibilidade e 88%
de especificidade. Os autores demonstraram, entretanto, a ocorréncia de reatividade
cruzada frente a soros de pacientes portadores de micoses como histoplasmose e
Doencga de Jorge Lobo. Buscando eliminar ou minimizar esses indices de resultados
falso-positivos, as amostras de soros foram primeiramente absorvidas com antigeno

de Histoplasma capsulatum.
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Camargo et al. (1984) avaliaram a metodologia de ELISA para deteccdo e
quantificacdo de anticorpos seéricos anti-P. brasiliensis utilizando antigeno
metabdlico obtido a partir de células leveduriformes. Segundo os autores, o
tratamento prévio com células inativadas de Candida albicans diminuiu a reatividade
cruzada frente a soros de pacientes portadores de outras doencas fungicas. Os
autores avaliaram o ensaio de ELISA frente a amostras de soro de pacientes com
PCM e com outras micoses sistémicas, e fixando um cut-off de 0,150, demonstraram
sensibilidade de 95%, sugerindo que o teste poderia fornecer novas perspectivas

para o diagnostico sorolégico da paracoccidioidomicose.

Melhores resultados foram obtidos empregando magnetic-ELISA utilizando
antigeno somaético, verificando-se 14,2% de reatividade cruzada com soro de
pacientes com histoplasmose, no qual a taxa de densidade 6ptica (DO) dos soros
positivos para PCM esteve entre 0,800 e 2,600 (Camargo et al., 1984b), indicando
também melhores resultados no seguimento sorolégico dos pacientes quando

comparado a outros testes, como fixacdo de complemento (Campos et al., 1990).

A sensibilidade e a especificidade dos métodos soroldgicos esta intimamente
relacionada ao tipo de preparacdo antigénica utilizada na conducdo da reacdo bem
como o cut-off adotado e, especificamente para ensaios imunoenzimaticos, como o
ELISA (Camargo et al., 1984).

Em 1986, Cano et al. avaliaram o desempenho do ensaio de ELISA
empregando antigeno citoplasmatico de P. brasiliensis, demonstrando que 66% dos
soros analisados reagiram a titulos maiores ou iguais a 1:128. Apenas 4 a 5% dos
soros de doadores normais, pacientes com histoplasmose e outras micoses

sistémicas reagiram a essa diluicdo, conferindo 95% de especificidade ao teste.

Sene (2001) avaliou o desempenho (sensibilidade, especificidade, valor
preditivo positivo, valor preditivo negativo e eficiéncia) de trés ensaios soroldgicos
(imunofluorescéncia indireta, imunodifusdo dupla em gel de agarose e ELISA) para a

pesquisa de anticorpos circulantes anti-P. brasiliensis antes e apés a introducéao do
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tratamento de pacientes portadores das formas aguda e crbnica da doenca,
empregando como antigeno uma mistura de filtrado de cultura e antigeno somaético,
segundo especificacdes de Silva et al. (1991). O autor observou para 0S SOros
obtidos de pacientes com as diferentes formas clinicas de PCM tanto na fase pré
quanto na fase poés-tratamento que a metodologia de ELISA apresentou indice mais
elevado de sensibilidade, valor preditivo positivo, valor preditivo negativo e eficiéncia
(100%, 95%, 100% e 97,4%) quando comparado aos mesmos parametros obtidos
por imunofluorescéncia (92,3%, 87,5%, 92,0%, 88,6%) e imunodifusdo (94,9%,
97,4%, 95,0% e 96,2%). A especificidade das trés metodologias avaliando-se
amostras de soro de individuos doadores de sangue foi de 93,3%, 100% e 100%,
respectivamente para imunofluorescéncia, imunodifusdo e ELISA. Ja frente a
amostras de soro de pacientes portadores de outras micoses a especificidade foi de
60%, 90% e 80%, respectivamente. Observou-se ainda, que durante o tratamento a
maior correlacao foi observada entre imunodifuséo e ELISA (r = 0,61591, p < 0,05).

Segundo Albuquerque et al. (2005), o tratamento da proteina de 43 kDa com
metaperiodato de sédio ou ainda, a absorcdo da mesma com células de Candida
albicans ou Histoplasma capsulatum, ndo sdo suficientes para elevar a
especificidade da metodologia, registrando que a mesma ndo excedeu 84%,
provavelmente devido a maior exposicéo de epitopos de carboidrato constituintes da
gp43 apos o acoplamento em placas de poliestireno. Interessante enfatizar que
apesar da reatividade cruzada, a reacdo de ELISA, normalmente, tem apresentado
bons resultados especialmente na diferenciacdo dos niveis de anticorpos produzidos
nas diferentes formas clinicas bem como no seguimento sorologico de pacientes

com PCM durante o tratamento (Del Negro et al., 2000; Mamoni et al., 2001).

Fernandes et al. (2011) avaliaram a capacidade antigénica dos antigenos
recombinantes rPb27 e rPb40 de P. brasiliensis isoladamente ou associados
empregando-se como ensaio soroldgico o ELISA frente a 109 amostras de soro de
pacientes com PCM, 18 amostras de soro de pacientes com outros tipos de micoses
(histoplasmose, criptococose, aspergilose, cromoblastomicose), 62 soros de

pacientes com outros tipos de doencas (parasitarias e/ou bacterianas) e 23 amostras
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de soro de individuos saudaveis. Os resultados obtidos revelaram indices de
sensibilidade de 54%, 89% e 96% para rPb40, rPb27 e associacao rPb27+ rPb40,
respectivamente. Nao houve diferenca percentual de especificidade (100%) frente a
amostras de individuos saudaveis para todas as condi¢cdes avaliadas. Entretanto, o
maior indice de especificidade foi observado quando empregou-se a combinacéo de
ambos os antigenos recombinantes frente a soros de pacientes portadores de
infeccdo causadas por outras espécies fungicas (75% para rPb40, 78% para rPb27 e
100% para rPb40+rPb27).

Pereira (2012) avaliou o desempenho da metodologia de ELISA frente a 145
amostras de soro de 83 pacientes com paracoccidioidomicose confirmada, 13
amostras de soro de pacientes reagentes por imunodifusdo dupla para
histoplasmose (11) e aspergilose (2) e 49 amostras de soro de individuos doadores
de sangue, empregando como antigeno filtrado de cultura obtido a partir do isolado
192 de P. brasiliensis, cultivado em caldo NGTA a 37 °C, sob agitacdo constante
(100 rpm) durante 30 dias. A autora verificou que a sensibilidade da técnica frente a
amostragem avaliada foi de 93,9%, especificidade de 89,7% para as amostras de
doadores de sangue e 23,1% para 0s soros de pacientes com outras micoses
pulmonares, valor preditivo positivo de 88,5%, valor preditivo negativo de 90,3% e

acuracia de 86,2%.

Recentemente Sylvestre et al. (2014) avaliaram a performance do teste de
ELISA empregando como preparagao antigénica filtrado de cultura obtido a partir da
cepa B-339 de P. brasiliensis frente a 200 amostras de soro de pacientes com
paracoccidioidomicose e 200 amostras de soro de individuos sadios, doadores de
banco de sangue. Foram avaliados dois cut-off distintos, ou seja, 0,710 e 0,850,
observando-se valores de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor
preditivo negativo e acuracia de 96%, 95%, 95%, 96% e 95,5% para o primeiro

ponto de corte e de 96,9%, 95,1%, 95%, 97% e 96% para o segundo ponto de corte.

Neste mesmo estudo os autores observaram, avaliando soros de pacientes

com outras doencas pulmonares, elevada prevaléncia de resultados falso-positivos,
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principalmente quando a densidade oOptica de 0,710 foi utilizada como cut-off,
encontrando 41,4% de reatividade cruzada para tuberculose, 35,8% para

histoplasmose e 43,5% para bola fungica aspergilar.

Camargo et al. (1994) avaliaram a aplicabilidade da reacdo de ELISA de
captura empregando anticorpos monoclonais anti-gp43 para deteccdo de
imunoglobulina G anti-gp43. Os autores obtiveram indices de sensibilidade e
especificidade superiores aos obtidos por outros ensaios enzimaticos, ou seja, 100%
e 96,7%, respectivamente. Contudo, o emprego desta metodologia na rotina
laboratorial implica em profissionais especificamente qualificados no preparo dos
constituintes do método, como antigeno purificado e anticorpo monoclonal, apesar

de pouco tempo requerido para o resultado.

No mesmo estudo, a gp43 foi analisada também por ELISA indireto, utilizando
amostras de soro de pacientes com PCM comprovada e soros de pacientes
portadores de outras infeccbes fangicas, demostrando que as amostras de soro,
principalmente, histoplasmose e Doenca de Jorge Lobo reagem na mesma faixa das
amostras de pacientes com PCM ativa. Esses resultados contraditorios podem ser
explicados pela forma como a gp43 € apresentada para os anticorpos nos diferentes
ensaios. Quando a gp43 é fixada em substratos sélidos, em placas de ELISA, por
exemplo, ocorrem mudancas conformacionais na molécula, fazendo com que o0s
epitopos sejam reconhecidos por soros de pacientes portadores de outras
infeccgdes fungicas que ndo paracoccidioidomicose, e quando a molécula estd em
solugdo, como no ELISA de captura, a gp43 assume diferentes conformacoes,
apresentando epitopos mais reativos com anticorpos especificos. A deglicosilacdo
da gp43 frequentemente elimina a reacdo com soros de pacientes com outras

doencas fungicas (Travassos, 1994).

E indiscutivel que o ensaio de ELISA de captura representou um avanco na
deteccdo de anticorpos especificos, uma vez que utiliza anticorpos monoclonais
especificos contra gp43, no entanto, a dificuldade de obtencdo destes

imunobioldgicos torna o ensaio inviavel para muitas instituicdes. Além disso, deve-se
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salientar que o ensaio de ELISA de captura apresenta custo superior quando
comparado ao método convencional/classico. Em contrapartida, o ensaio de ELISA
convencional tem-se mostrado uma metodologia excelente para a deteccdo de
anticorpos em resposta a PCM para muitos laboratorios, devido a sua féacil
execucgdo, a nado necessidade do emprego de anticorpo monoclonal, por fornecer
resultados quantitativos, por permitir automacdo, e ter capacidade de detectar
nanogramas de anticorpos por mililitro de soro apresentando alta sensibilidade,
variando de 95 a 100% (Camargo et al., 1984; Mendes-Giannini et al., 1994).

A partir do sucesso obtido com metodologias direcionadas a deteccédo de
antigenos circulantes em outras doencas fungicas, tais como candidiase (Matthews
e Burnie, 1988), criptococose (Snow e Dismukes, 1975), aspergilose (Weiner e
Coats-Stephens, 1979) e histoplasmose (Wheat et al., 1986), foram conduzidas
investigagBes com o intuito de detectar antigenos circulantes de P. brasiliensis nos

fluidos biologicos de pacientes com a doenca.

Freitas-da-Silva e Roque-Barreira (1992) avaliaram a detec¢do de antigenos
circulantes de P. brasiliensis (antigenemia) em pacientes portadores de PCM através
de um ELISA de competicdo, capaz de detectar 6ng de antigeno por mililitro de soro.
Vinte e sete (30,68%) das 88 amostras de soro testadas mostraram-se reativas
principalmente nos soros de pacientes com a forma aguda da doenca. Segundo 0s
autores, o seguimento de um caso mostrou correlacdo entre os niveis de antigenos
detectados no soro e a evolucdo da doenca. Reacdes falso-positivas foram
observadas frente a soros de pacientes com histoplasmose, criptococose e
aspergilose.

O emprego de anticorpos monoclonais para o imunodiagnoéstico da PCM, foi
avaliado inicialmente pela metodologia de ELISA de inibicdo empregando anticorpos
monoclonais da classe IgG de camundongos BALB/c direcionados a uma proteina
de 87 kDa, derivada de filtrado de cultura de leveduras de P. brasiliensis, revelando
sensibilidade de 100% na deteccéo de antigenos em pacientes portadores da forma

aguda e, 83,3% e 60% respectivamente para pacientes portadores das formas
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cronica unifocal e multifocal, detectando concentracdo média de antigenos de 15
pMg/mL de soro. Entretanto, a reatividade cruzada foi elevada frente a soros de
pacientes acometidos por outras micoses tais como aspergilose e histoplasmose.
Neste trabalho, avaliou-se também a presenca deste antigeno na urina de pacientes
com a doencga ativa, encontrando-se uma concentragdo média de 8,37 pg/mL
(Goémez et al., 1997).

O emprego do ELISA de inibicdo também gerou resultados satisfatorios em
relacdo ao seguimento sorolégico dos pacientes, pois se obteve correlacdo
significativa entre o declinio da concentracdo de antigeno circulante nos fluidos
biologicos dos pacientes com PCM, de ambas as formas clinicas, e a melhora ou

mesmo cura clinica (Gomez et al., 1998).

Marques-da-Silva et al. (2003; 2005; 2006) empregaram o ELISA de inibigéo
para avaliar a antigenemia de pacientes com paracoccidioidomicose, utilizando
anticorpos monoclonais direcionados as proteinas consideradas marcadores
sorolégicos da doenca, gp43 e gp70, em espécimes clinicos tais como soro, lavado
broncoalveolar e liquido cefalorraquidiano. A gp43 esteve presente em 100% dos
soros de pacientes com a forma aguda e cronica unifocal da doenca em
concentracbes médias de 18,23 ug/mL e 7,64 ug/mL, respectivamente. Na forma
cronica multifocal 95,31% dos pacientes analisados demonstraram concentragao
média de gp43 circulante de 8,64 ug/mL. Amostras de liquido cefalorraquidiano e
lavado broncoalveolar também foram 100% reativas neste ensaio com
concentragbes médias de 19,26 ug/mL e 16,06 pg/mL, respectivamente, provando
serem espécimes viaveis para o diagnéstico da PCM. Em relacdo a antigenemia de
gp70 avaliada por esta metodologia, niveis mais altos foram observados no soro
(11,86 upg/mL), seguido de lavado broncoalveolar (7,5 pg/mL) e liquido
cefalorraquidiano (6,78 ug/mL), onde esteve presente em 100% das amostras
testadas, com excecdo de soros de pacientes com a forma crbnica multifocal
(98,43%).
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A sensibilidade destes ensaios variou de acordo com o espécime clinico
utilizado ficando em torno de 90 a 100%. Contudo, a especificidade foi de 100%. O
sucesso deste método foi também obtido no seguimento de pacientes em tratamento
com itraconazol, nos quais 0s niveis de antigenos circulantes declinaram de forma
correlacionada com a diminuicdo dos niveis de anticorpos, sendo que apos 12
meses de tratamento os niveis de gp43 foram menores que 5,0 ug/mL e os de gp70
indetectaveis (Marques-da-Silva et al., 2004 a,b). Entretanto, apesar dos resultados
promissores, tanto no diagndstico como no seguimento de pacientes apds a
instituicdo do tratamento, a viabilidade de uso na rotina clinica € desconhecida
(Wheat, 2006).

Importante salientar que a despeito da importancia das técnicas sorologicas
no imunodiagnodstico da paracoccidioidomicose, seja ele presuntivo e/ou
confirmatorio, o diagnéstico do processo infeccioso provocado por P. brasiliensis
deve sempre ser baseado em critérios clinicos, epidemiolégicos e laboratoriais
como: exames de imagem (raio-X de pulm&o e/ou tomografia computadorizada),
exames micoldgicos (direto, isolamento e cultura) e anatomopatolégico quando

possivel.

Como mencionado anteriormente, ha uma grande heterogeneidade de
protocolos relacionados a metodologia de ELISA visando o imunodiagnéstico da

paracoccidioidomicose, descritos na literatura.

Sendo a metodologia de ELISA mais rapida e sensivel que a ID (padréo ouro
sorolégico), podendo ser aplicada segundo algoritmo publicado no Manual de
Controle e Vigilancia da Paracoccidioidomicose para a triagem de amostras
bioldgicas de individuos com suspeita clinica da referida micose, o Laboratério de
Imunodiagnostico das Micoses do Centro de Imunologia do Instituto Adolfo Lutz de
Séo Paulo, Laboratorio de Referéncia Estadual para o imunodiagnostico da
paracoccidioidomicose, propde otimizar e validar a metodologia de ELISA indireto,
tornando-a adequada as condi¢cdes do laboratorio, propondo a implantacdo desta

técnica em sua rotina diagnostica.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Otimizar e validar a metodologia de ELISA indireto para o imunodiagnostico
da paracoccidioidomicose causada por P. brasiliensis, em amostras de soro de
pacientes com suspeita clinica para a doenca, encaminhadas ao Laboratério de
Imunodiagnéstico das Micoses, Centro de Imunologia, Instituto Adolfo Lutz (IAL),

Sao Paulo.

2.2. Objetivos especificos

Avaliar o desempenho e a aplicabilidade do ensaio de ELISA indireto frente a

dois antigenos (Ag) distintos, ou seja, AgPbB-339 e AgPb113 de P. brasiliensis;

Avaliar os parametros intrinsecos (sensibilidade, especificidade, valores

preditivos positivo e negativo, eficiéncia) do ensaio de ELISA indireto;
Avaliar o indice de concordancia (indice kappa de Cohen) entre a reacdo de

imunodifusdo dupla em gel de agarose (ID), método classico de sorodiagndstico, e 0
ensaio de ELISA indireto.
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3. Casuistica e Métodos

3.1. Soros humanos

Foram avaliadas, quanto a presenca de anticorpos circulantes dirigidos a P.

brasiliensis, um total de 425 amostras de soro de 425 individuos assim distribuidas:

3.1.1. Soros controle negativo (Casos descartados):

. 54 amostras de soro de individuos aparentemente sadios, doadores de
banco de sangue e residentes em regido endémica para PCM (Botucatu, SP),
gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Rinaldo Péncio Mendes do Departamento de
Moléstias Infecciosas e Parasitarias da Faculdade de Medicina da Universidade
Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, UNESP, Botucatu, SP;

o 46 amostras de soro de individuos aparentemente sadios, doadores de
banco de sangue e residentes em regido ndo endémica para PCM (Santos, SP),
gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Rinaldo Péncio Mendes do Departamento de
Moléstias Infecciosas e Parasitarias da Faculdade de Medicina da Universidade
Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, UNESP, Botucatu, SP;

o 11 amostras de soro de individuos aparentemente sadios, doadores de
banco de sangue e residentes em regido ndo endémica para PCM (Sao Paulo, SP).

3.1.2. Soros controle positivo (Casos confirmados):
o 55 amostras de soro de pacientes com paracoccidioidomicose
confirmada por cultura ou por exame histopatologico, encaminhadas ao Laboratério

de Imunodiagnostico das Micoses, Centro de Imunologia, IAL, Sdo Paulo, para

acompanhamento sorologico.
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3.1.3. Soros de pacientes com outras doencas pulmonares:

o 38 amostras de soro de pacientes com confirmagéo sorolégica (ID) de
histoplasmose (19) e aspergilose (19), encaminhadas ao Laboratorio de
Imunodiagnéstico das Micoses, Centro de Imunologia, IAL, S&o Paulo, para

acompanhamento sorologico;

o 16 amostras de soro de pacientes com tuberculose ativa, gentilmente
cedidas pelo Prof. Dr. Rinaldo Péncio Mendes do Departamento de Moléstias
Infecciosas e Parasitarias da Faculdade de Medicina da Universidade Estadual
Paulista Julio de Mesquita Filho, UNESP, Botucatu, SP.

Todas as amostras ndo apresentaram reatividade para P. brasiliensis pelo

ensaio de imunodifuséo dupla.

3.1.4. Soros de pacientes com suspeita clinica de paracoccidioidomicose

(Casos suspeitos):

. 205 amostras de soro de pacientes com suspeita clinica de
paracoccidioidomicose, encaminhadas ao Laboratdrio de Imunodiagnostico das
Micoses, Centro de Imunologia, IAL, S&o Paulo, para a pesquisa de anticorpos anti-

P. brasiliensis.

3.2. Consideracdes éticas

A realizacdo deste estudo foi aprovada pela Comissédo Técnico Cientifica do
Instituto Adolfo Lutz - Projeto CTC-IAL#90D/2012 e pelo Comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos do Instituto Adolfo Lutz — Plataforma Brasil — CAAE
(Certificado de Apresentacdo para Apreciacdo Etica) n° 14035113.6.0000.0059 e
parecer n® 277.392 de 20/06/2013.
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3.3. Paracoccidioides brasiliensis

Para a producéo e obtencdo de antigenos de P. brasiliensis foram utilizadas a
cepa B-339 (ATCC 32069) e a amostra 113, ambas isoladas de pacientes com

paracoccidioidomicose.

3.3.1. Meio de cultura para obtencéo de antigenos

Para a obtencdo dos antigenos de P. brasiliensis, foi utilizado o meio de

cultura NGTA (neopeptona-glicose, tiamina e asparagina).

3.3.2. Manutencéao das amostras de P. brasiliensis

As amostras fungicas foram mantidas sob a forma de micélio, em agar batata,

a temperatura ambiente (25 °C).

A fim de garantir a qualidade da preparacdo antigénica, bem como
objetivando minimizar e/ou evitar a ocorréncia de alteracdes fenotipicas, genotipicas
e perda da viruléncia das mesmas, a reversdo da fase infectante (micélio) para a

parasitaria (levedura) se deu apenas no momento de producéo dos antigenos.

3.4. Antigenos de P. brasiliensis

Para a obtencdo dos antigenos, foi utilizada a metodologia proposta por
Garcia et al. (1993) e modificada por Silva et al. (2006).

Desta forma, 16,0 g de neopeptona (Difco Laboratories, Inc., USA) foram
dissolvidos em 32,0 mL de &gua bidestilada aquecida a 45 °C, até a total dissolucao
do reagente. A solucgéo foi dialisada contra agua destilada, durante 5 horas a 70 °C e

por uma noite a 4 °C.
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Ao conteudo da membrana foi acrescido 600,0 mL de 4gua destilada, 10,0 g
de glicose (Difco Laboratories, Inc.,Baltimore, Maryland, USA), 100,0 mg de cloreto
de tiamina (Sigma-Aldrich Co, St Louis, MO, USA) e 200,0 mg de asparagina
(Sigma-Aldrich Co, St Louis, MO, USA). O pH foi ajustado entre 6,8-7,0, o volume de
agua completado para 1.000,0 mL e o meio distribuido em frascos tipo Erlenmayer
(500,0 mL), e esterilizado em autoclave a 120 °C por 15 minutos. Para o preparo do
exoantigeno, o crescimento fungico de trés (3) a quatro (4) tubos contendo culturas
de sete (7) dias, crescidas a 35 °C foram inoculados em frascos tipo Erlenmayer
contendo 200,0 mL do meio e colocados em incubadora com plataforma de agitag&o
circular, por 20 dias, a 36 °C, com rotacdo constante de 50 rpm. Apdés este periodo,
o crescimento foi interrompido pela adicdo de thimerosal (Sigma-Aldrich Co, St
Louis, MO, USA) diluido 1:5.000 ficando as culturas em repouso por cinco (5) dias a
4 °C. Nesta etapa, foi efetuada a analise da viabilidade das células leveduriformes,
inoculando aproximadamente 1,0 mL do sobrenadante em agar Fava Netto e agar

infus@o de cérebro e coracado a 25 e 36 °C.

As células leveduriformes foram separadas por filtragdo em papel de filtro. O
perfil eletroforético do sobrenadante foi avaliado por SDS-PAGE e a
imunoreatividade dos antigenos avaliada por imunodifusdo dupla em gel de agarose.

Os sobrenadantes foram aliquotados e armazenados a 4 °C até o momento do uso.

3.5. Quantificacdo de proteinas

A concentracdo protéica dos filtrados de cultura PbB-339 e Pb113 foi
determinada pelo método de Bradford (1976) através do equipamento Nano Drop
1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, DE, USA). Foram realizadas trés
dosagens para cada antigeno e a concentracao foi determinada pela média dos
valores encontrados. Conhecida a concentragdo dos antigenos, foi calculado o

volume de solucéo utilizada para sensibilizar a placa.
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3.6. Analise das glicoproteinas imunodominantes dos antigenos por SDS-
PAGE e posterior Western blot

Os procedimentos para eletroforese vertical em gel de poliacrilamida
contendo duodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) (Sigma-Aldrich Co.,St. Louis,
Missouri, USA) foram conduzidos segundo metodologia proposta por Laemmli, 1970,
com gel de separacao linear a 10% e gel de empilhamento a 3% de acrilamida com
espessura de 1,5 mm; empregando equipamento Mini-Protean Il Electrophoresis

Cell (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, California, USA).

As preparacfes antigénicas dos diferentes antigenos foram denaturadas por
aguecimento a 100 °C por trés (3) minutos em tampéao de ruptura (62 mM de Tris-
HCI pH 6,8 contendo 0,2% (p/v) de SDS, 50 mM de 2-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich
Co., St. Louis, Missouri, USA), 0,005% de azul de bromofenol (Sigma-Aldrich Co., St.
Louis, Missouri, USA) e 10% (v/v), de glicerol (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, Missouri,

USA), em agua deionizada).

Foi aplicado 400 pyL de antigeno em cada gel para visualizagcdo do padrao
proteico de migracdo dos mesmos.

A corrida eletroforética foi realizada com diferenca de potencial de 80 V para
percorrer 0 gel de empilhamento e 100 V para percorrer o gel de separagéo,
empregando-se fonte (Hoefer Power Supply, modelo SX 250, Hoefer Pharmacia

Biotech Inc, Sdo Francisco, Califérnia, USA).

Para cada corrida eletroforética foi utilizado padrédo de baixo peso molecular
(PPM) de ampla gama (broad range), composto de: MBP-3-galactosidase (175.000
Da), MBPparamiosina (83.000 Da), desidrogenase glutamica (62.000 Da), aldolase
(47.500 Da), triose-fosfato-isomerase (32.500 Da), B-lactoglobulina A (25.000 Da)
[New England Biolabs Inc., Woburn, Massachussetts, USA].

31



Ao término da corrida, foi realizada a transferéncia eletroforética das proteinas
contidas nos géis de poliacrilamida para membranas de nitrocelulose, conforme
metodologia descrita por Towbin et al. (1979), usando equipamento Trans-Blot

System (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, Califérnia, USA).

3.7. Ensaio de Immunoblotting (IB)

O protocolo do ensaio de immunoblotting utilizado neste estudo foi otimizado
por Passos (2012) a partir dos protocolos desenvolvidos conforme Towbin et al.
(1979) e Vicentini (1997).

Apos a eletroforese, os géis foram apostos sobre membranas de nitrocelulose
de 0,22 ym (Sigma-Aldrich Co. St. Louis, Mo, USA), recobertos com papel de filtro e
comprimidos com esponjas de poliuretano. Todo o material utilizado foi previamente
embebido em tampao de transferéncia constituido por 25 mM de Tris-HCI 25, glicina
192 mM e metanol 20% (v/v), sendo em seguida, encaixados em placas acrilicas

perfuradas e mergulhadas na cuba de eletroforese contendo 0 mesmo tampao.

A transferéncia foi realizada empregando-se voltagem constante de 30 V por
18 horas, em banho de gelo. Ap6s a transferéncia, para verificar a eficacia do
processo, as membranas foram coradas com Ponceau-S (Sigma-Aldrich Co. St.

Louis, Mo, USA) por um (1) minuto e descoradas em agua destilada.

As membranas de nitrocelulose 0,22 pm (Bio-Rad Laboratories, Inc.,
Hercules, Califérnia, USA) contendo as proteinas transferidas foram identificadas,
cortadas em tiras, de aproximadamente 0,5 cm, depositadas em canaletas e
incubadas por 1 hora, a temperatura ambiente, em solucdo PBS-L 5%, em
plataforma agitadora para blotting (Bioficina Industria e Comércio de Aparelhos

Laboratoriais, Sao Paulo, Brasil).

As fitas contendo as preparacbes antigénicas de P. brasiliensis foram

incubadas com 2,0 mL de anticorpo policlonal anti-exoantigeno de P. brasiliensis,
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diluido na propor¢cdo de 1:100 em tampdo PBS-L 3%. Esta etapa do ensaio foi
realizada a temperatura ambiente sob agitacdo constante, por 2 horas. Finalizado o
periodo de incubacao, as fitas de nitrocelulose foram lavadas seis (6) vezes, por dez

(10) minutos cada, em solucdo PBS-T.

Posteriormente, as membranas foram incubadas com 2,0 mL de anti-IgG de
coelho conjugado a peroxidase (Sigma-Aldrich Co. St. Louis, Mo, USA), diluido a
1:3.000 em solucdo PBS-L 3%, sendo mantidas por 1 hora e 30 minutos sob
agitacdo constante, a temperatura ambiente, protegidas da luz, e em seguida,
novamente lavadas por seis (6) vezes, dez (10) minutos cada, em solucao PBS-T.

A reacdo foi revelada empregando-se solucdo de 4-cloro-1naftol (Sigma-
Aldrich Co. St. Louis, Mo, USA) e o bloqueio feito por lavagens sucessivas em agua
destilada.

3.8. Ensaio de Imudifusdo Dupla em Gel de Agarose (ID)

Para a pesquisa de anticorpos circulantes anti-P. brasiliensis, o Laboratério de
Imunodiagnédstico das Micoses, emprega rotineiramente a reacdo de imunodifusao

dupla em gel de agarose (ID), proposta por Ouchterlony em 1949.

Resumidamente, laminas de vidro (26x75 mm) foram primeiramente
revestidas com 1,0 mL de solucao de agar a 1% (p/v). Estas foram entdo recobertas
com 3,0 mL de solugcdo de &gar-citrato e deixadas em camara Umida, até a
solidificacdo da agarose. O gel foi escavado com auxilio de molde em forma de
roseta (Bioficina-Industria e Comércio de Aparelhos Laboratoriais, Sdo Paulo,
Brasil), contendo um (1) orificio central e seis (6) laterais, sendo 0 excesso do gel
retirado empregando-se pipeta Pasteur acoplada a bomba de vacuo (DIA-PUMP
Compressor, Fanen, Sdo Paulo, Brasil). Apdés a aplicagdo dos reagentes [antigeno
de P. brasiliensis, anticorpo policlonal anti-antigeno de P. brasiliensis (controle
positivo) e soros de pacientes com suspeita clinica ou com PCM confirmada] nos

orificios, as laminas foram incubadas em camara Umida, a temperatura ambiente,
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por 48 horas. ApOs esse periodo, com o auxilio de negatoscopio, foi realizada a
leitura para verificagéo de linhas de precipitagdo. As laminas de vidro foram lavadas
por 45 minutos em solucéo citrato de sédio 5% (p/v), seguindo-se de sucessivas
lavagens, por 24 horas, em solugcéo salina. Ao fim dessa etapa, os orificios foram
recobertos com solucdo de agar 1% (p/v) e as laminas levadas para secar em estufa
a 60°C (Fanen, Sao Paulo, Brasil). ApGs secagem, as laminas foram coradas pelo
Coomassie Brilliant Blue R (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, Missouri, USA), durante
cinco (5) minutos e em seguida descoradas, utilizando-se solugédo descorante (10%
de acido acético glacial, 45% de alcool etilico, 45% de agua destilada). A leitura
definitiva foi realizada, por pelo menos dois técnicos e os resultados registrados no

livro de registros e banco de dados.

3.9. ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay)

Visando a otimizacdo da metodologia de ELISA indireto empregando as
preparacdes antigénicas validadas e utilizadas desde 1999 pelo Laboratério de
Imunodiagnéstico das Micoses, elaborou-se um protocolo de ensaio a partir das
metodologias propostas por Camargo et al. (1984), por Mendes-Giannini et al.

(1984) e por Cano et al. (1986) com algumas adaptacdes.

Ao verificar que determinados parametros eram comuns aos trés protocolos e
a outros da literatura, optou-se por manté-los no protocolo a ser otimizado para as
condicdes analiticas do Laboratorio de Imunodiagnéstico das Micoses. O Quadro 1

sumariza os parametros que foram mantidos:
Quadro 1: Parametros mantidos durante a otimizacdo do ensaio de ELISA indireto,

segundo propostas de Camargo et al. (1984), Mendes-Giannini et al. (1984) e Cano
et al. (1986).
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Placa Poliestireno, 96 pocos, fundo plano

Tampdo de dilui¢do dos Carbonato-bicarbonato 0,1M pH 9,6

antigenos

Tempo e temperatura de Primeira etapa: 2 ha 37 °C
sensibilizacéo Segunda etapa: 18 ha 4 °C
Tampéo de lavagem PBS-T 0,1%

ngntldade de lavagens 5 (cinco)

apos cada etapa

Tempo e temperatura de 1ha22-23°C

blogueio

Tempo e temperatura de 1ha37e°C

incubacao do soro

Conjugado IgG de cabra anti-lgG humana marcado com peroxidase

Tempo e temperatura de

. . . lha37°C
incubacdo do conjugado

Tempo e temperatura de

incubacao da solucéo 30 mina 37 °C

reveladora

3.9.1. Tampdes

Trés proteinas nao relacionadas e em diferentes concentracbes foram
utilizadas na formulacédo dos tampdes de bloqueio/de diluicdo das amostras de soro
e do conjugado e como o branco da reacdo. Os mesmos foram avaliados em

diferentes concentracoes:

- leite em po6 desnatado (Elegé, BRF-Brasil Foods S.A.) diluido em solucdo
salina tamponada com fosfatos, pH 7,2 - 7,4, acrescida de Tween 20 (PBS-T-L) nas
concentracdes de 1%, 3% e 5%;

- gelatina (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA) diluida em solucdo salina
tamponada com fosfatos, pH 7,2 - 7,4, acrescida de Tween 20 (PBS-T-G) na
concentracéo de 0,25% e;

- soro albumina bovina (BSA - Sigma-Aldrich Co., St. Louis, Missouri, USA)
diluida em solucéo salina tamponada com fosfatos, pH 7,2 - 7,4, acrescida de Tween
20 (PBS-T-BSA) nas concentracdes de 1% e 4%.

O esquema da placa foi montado conforme a figura abaixo:
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AgPb113 AgB-339

PBS-T-L PBS-T-G| PBS-T-BSA PBS-T-L PBS-T-G| PBS-T-BSA
1 2 3 4 5 ] 7 8 g9 10 L 12

19 | 3% | see | 0.25% | 1% | a4sg | 1% | 3% | 5% | 0.25% | 1% | 4%
1% | 3% | 5% | 0.25% | 1% | 4% | 1% | 3% | 5% | 0.25% | 1% | 4%
1% | 3% | 596 | 0.25% | 1% | 4% | 1% | 3% | 5% | 0.25% | 1% | 4%
19 | 3% | 5% | 0.25% | 1% | 4% | 19 | 3% | 5% | 0.25% | 1% | 4%
1% | 3% | 5% | 025% | 1% | 4% | 1% | 3% | 5% | 0.25% | 1% | 4%
1% | 39 | 5% | 0.25% | 1% | 4% | 1% | 3% | 5% | 0.25% | 1% | 4%
1% | 3% | 5% | 0.25% | 1% | 4% | 1% | 3% | 5% | 0.25% | 1% | 4%
1% | 3% | 5% | 025% | 1% | 4% | 1% | 3% | 5% | 0.25% | 1% | 4%

I & M m O O m 1=

PES-T-L - tamnda acnescioo o2 Twesn 20 + lehe em pd desnatado
FES-T-E - lamudo acnescido o2 Twesn 20 + gelatna
PES-T-E5A - t=mpdo acrescido de Tween 20 + sono alouming bovina

Figura 1: Desenho esquematico do protocolo realizado empregando como
preparacao antigénica filtrado de cultura obtido a partir da cepa B-339 (AgPbB-339)
e da amostra 113 (AgPb113) de P. brasiliensis, para a definicdo do melhor tampéao

de bloqueio da reacéo e a sua melhor diluicao.

3.9.2. Adsorcao dos antigenos as placas de poliestireno

As duas preparagdes antigénicas de filtrado de cultura de P. brasiliensis, Pb
B-339 e Pb113, foram avaliadas separadamente nos ensaios de ELISA indireto para

determinar qual possuia a melhor capacidade de adeséo/adsorcéo a placa.

ApOs a determinacdo das concentracbes proteicas, os antigenos foram
diluidos em tampéo carbonato-bicarbonato 0,1M pH 9,6 e as placas sensibilizadas
com trés (3) diluicbes diferentes de cada antigeno. As concentracfes finais de

proteina avaliadas foram 2,5, 5,0 e 10,0 pg/poco (Figuras 2 e 3).
Para avaliar a imunoreatividade das preparacdes antigénicas, foram utilizadas

amostras de soro de pacientes com paracoccidioidomicose confirmada bem como

amostras de soro de individuos saudaveis.
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3.9.3. Diluicdo dos anticorpos primérios (soro)

Assim como feito com os antigenos, os soros foram analisados em trés (3)

diferentes diluicdes, 1:50, 1:100 e 1:200. Neste primeiro momento, 0 anticorpo

secundério, ou seja, lg G de cabra anti-lgG humana conjugada a peroxidase (Sigma-
Aldrich Co. St. Louis, Mo, USA) foi diluido 3.000 vezes. O esquema da placa foi

montado conforme as figuras abaixo:

Diui20
do soro

Figura 2: Desenho esquematico do protocolo

AgPb113
Concantrago de
protsina (Ag) 2,5 pg/poco 5,0 pg/poco 10,0 pg/poco
T [ 2 [S | &[5 [6 T8 a]10 [dF]12
A [Ami|[Am2 [Am3 | Br |AM2|AM3 |AmI| Br |AM3 [AmZ |Am1 | Br
50 5 [Am1 [Am2 [Am3 | B |Am2 [AM3|AMI| g, |AM3 [Am2 [Am1]| Br
C [Am1|Am2 [Am3 | Br |Am2 |AM3 |AMT| g |AM3 |Am2 |Am1]| Br
0 S TAmT [Am2 [AmB | 5, | AM2 |AMB |AmT| g, |Am3 |Am2 |AmT| Br
E |AMT[Am2 |[AM3| g [Am2|AM3|AMT| g |AM3|{Am2 [Am1 ]| Br
B200 I F T AmT [AmZ [Am3 | g |Am2 |AMS [AMT | B; |AM3 [AmZ [Am1 | B
G
H

Am - Amostra
Br - Branco

realizado empregando como

preparacdo antigénica filtrado de cultura obtido a partir da amostra 113 (AgPb113)

de P. brasiliensis, para a definichio da melhor concentragdo proteica do Ag

juntamente com a melhor diluicdo de soro a serem utilizadas no ensaio de ELISA

indireto.
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AgPDbB-339

Concantragio e
protaina (Ag) 2,5 pg/poco 5,0 pg/poco 10,0 pg/poco
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A |AMT|AM2 ([Am3 | Br [AM2 |AM3 |AM1| g |AM3[AmM2Z2 |Am1| Br
0 7B [AmT [Am2 [Am3 | Br |Am2 |AM3 |AMT| g, |AM3 [Am2 [AmT| Br
e C |Am1|Am2 [Am3| Br [Am2 |AM3[AM1| g |AM3|[Am2 |Am1| Br
W20 1 4:100
B0 Sorx D [Am1[Am2 [Am3| g |AM2|AM3|AM1| g |AM3|Am2 |Am1| Br
E Am1 | Am2 |Am3 Br Am2 |Am3 | Am1 Br Am3 Am2 | Am1 Br
1200 T AmT [Am2 [Am3 | g |Am2 |AMS [AMT | B, |AM3 [Am2 [Ami | B
G
H
Am - Amostra
Br - Branco

Figura 3: Desenho esquematico do protocolo realizado empregando como
preparacao antigénica filtrado de cultura obtido a partir da cepa B-339 (AgPbB-339)
de P. brasiliensis, para a definicio da melhor concentragéo proteica do Ag
juntamente com a melhor diluicdo de soro a serem utilizadas no ensaio de ELISA

indireto.

3.9.4. Diluicdo do anticorpo secundério (IgG de cabra anti-lgG humana

conjugada a peroxidase)

Uma vez determinada a melhor concentracéo proteica e a melhor diluicdo de
anticorpo primario (soro), avaliou-se entdo a melhor diluicho de anticorpo
secundario. Desta forma, IgG de cabra anti-lgG humana conjugada a peroxidase foi
diluida em trés (3) diferentes diluicbes, a saber: 1:1.000, 1:3.000 e 1:6.000. O

esquema da placa foi montado conforme a figura abaixo:
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Dilig2o 00 5070 2 CONG. Profseicapogo 02 Ag J3 estadsleciass

AgPb113 AgPbB-339
Dt socopgase | 1:1000 1:3000 1:6000 1:1000 1:3000 1:6000

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 12
A |Aml| C- [Am1| C- |Am1| C- [Am1| C- [Am1| C- |Am1| C-
B [Am1| C- |Am1| C- [Am1| C- |Am1| C- |Am1| C- |Am1]| C-
C [Am2| C- |Am2| C [Am2| C- |Am2| C- |Am2| C |Am2| C-
D [Am2| C- |Am2| C |[Am2| C- |Am2| C- |Am2| C [Am2| C-
E [Am3[ o |AmM3| o [Am3| o [AMm3| o [Am3| . [AM3| o
FIAm3| o [Am3| o [Am3| o [Am3[ o |[AM3| o [AM3| ..
G Br Br Br Br Br Br
H | Br Br Br Br Br Br

Am - Amosira

Br - Branco
C- - Controle negatho

Figura 4: Desenho esquematico do protocolo realizado empregando como
preparacao antigénica filtrado de cultura obtido a partir da cepa B-339 (AgPbB-339)
e da amostra 113 (AgPb113) de P. brasiliensis, para a definicdo da melhor diluicdo
de conjugado a ser utilizada no ensaio de ELISA indireto, ap0s serem estabelecidas

a melhor concentracéo de proteina do Ag e a melhor diluicdo de soro.

3.9.5. Ensaio de ELISA indireto

Assim, placas de poliestireno, de fundo chato contendo 96 pocos (Corning
Inc., New York, USA) foram sensibilizadas com 10,0 pg/poco de filtrado de cultura
(PbB-339 ou Pb113), diluido em tampé&o carbonato-bicarbonato 0,1M, pH 9,6 (100
puL/poco) e incubadas primeiramente por 2 horas a 37 °C e por 18 horas a 4 °C.
Apos cinco (5) lavagens (300 uL/poco) com PBS-T 0,1% (solucéo salina tamponada
com fosfato acrescida de 0,1% de Tween 20), as placas foram bloqueadas com 100
pL/poco de solugdo PBS-T-BSA 1% (solucdo salina tamponada com fosfato
acrescida de 0,1% de Tween 20 e 1% de soro albumina bovina [Sigma-Aldrich Co.,
St. Louis, Missouri, USA]) e incubadas por 1 hora a temperatura ambiente (22-23
°C). Apos cinco (5) lavagens com PBS-T 0,1%, adicionou-se 0s soros dos pacientes
diluidos a 1:100 em PBS-T-BSA 1% (100 pL/pogo) seguindo-se de incubacao por 1
hora a 37 °C. Apo6s o periodo de incubacéo, as placas foram lavadas cinco (5) vezes

com PBS-T 0,1%. Em seguida, adicionou-se anti-lgG humana marcado com
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peroxidase (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, Missouri, USA) diluida 3.000 vezes em
PBS-T-BSA 1% (100 uL/pocgo), seguido de incubacgéo por 1 hora a 37 °C. Apds cinco
(5) lavagens com PBS-T 0,1% adicionou-se 100 pL/poco de solucédo reveladora
composta de TMB (3,3’,5,5 tetrametilbenzidina, Sigma-Aldrich Co., St. Louis,
Missouri, USA) incubando-se por 30 minutos a 37 °C ao abrigo da luz. A reacéo foi
interrompida pela adicdo de acido sulfarico 1IN (50 pL/pogo). Os valores de
densidade oOptica (DO) foram determinados, a 450 nm, em leitora de microplacas

Tecan Sunrise™ (Tecan, Suica).

Os meios de cultura utilizados na obtengcédo e na manutencdo das amostras de
P. brasiliensis e as solucfes e tampdes utilizados nos ensaios soroldgicos estédo
descritos no ANEXO F.

3.9.6. Validagé&o do ensaio de ELISA indireto

Com a otimizacdo finalizada, foram avaliadas, em duplicata para cada
preparacdo antigénica, 111 amostras de soro obtidas de individuos saudaveis
(controle negativo) e 55 amostras de soro de pacientes com paracoccidoidomicose

confirmada (controle positivo).

A patrtir dos resultados obtidos foi definido o melhor antigeno a ser utilizado no
imunodiagnostico da PCM pela reagdo de ELISA indireto e foi construida a curva
ROC - (receiver operating characteristic) para determinacdo do cut-off (ponto de

corte) da reacéo.

3.10. Avaliacdo do desempenho do ensaio de ELISA indireto frente a

amostras de soros de pacientes com suspeita clinica de PCM

Apos a definicdo do cut-off, as amostras de soro de individuos com suspeita
clinica de paracoccidioidomicose foram avaliadas e os resultados comparados aos
resultados obtidos pela técnica de imunodifusdo dupla em gel de agarose, ensaio

padr&o ouro sorologico.
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3.11. Anédlise estatistica

Para a otimizacdo do ensaio de ELISA indireto, a analise estatistica foi
realizada nos resultados de experimentos sobre amostras de trés (3) pacientes com
paracoccidioidomicose confirmada, empregando-se a analise de variancia (ANOVA)
de dois fatores com repeticdo, seguida de comparacdes mdltiplas (teste Tukey),
considerando-se 0,05 como nivel de significancia (a = 0,05). Empregaram-se o0s
softwares Microsoft Office Excel 2010 (Microsoft Corporation, Washington, USA) e
OriginPro 9.0 (OriginLab Corporation, MA, USA).

O cut-off da reagao ELISA indireto foi determinado pela construgéo da curva

ROC. Os pontos de cortes foram determinados pela avaliacdo da curva.

A validacdo do ensaio de ELISA indireto foi realizada pela avaliagcdo de
parametros intrinsecos como sensibilidade, especificidade, valores preditivos

positivo e negativo, e acuracia.

Para a comparacédo de dois testes foi realizado o teste de reprodutibilidade a

partir do indice kappa de Cohen.

3.11.1. Validacdo de um teste diagndstico

Segundo Ferreira e Avila (2001), para a validagdo de um ensaio soroldgico,
h&4 a necessidade de que varios parametros sejam avaliados. Por definicdo, a
validade intrinseca refere-se ao desempenho do ensaio quando comparado a um

ensaio de referéncia, neste caso, a reacao de ID.

Para a avaliacdo dos parametros intrinsecos como, sensibilidade,
especificidade, valores preditivos positivo e negativo e acuracia, a selecdo da
amostragem assume vital importancia. Desta forma, relacionou-se a presenca ou
ndo de anticorpos circulantes anti-P. brasiliensis obtidos nos ensaios de

imunodifusdo dupla em gel de agarose e ELISA indireto (Tabela 1).
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Diante do exposto, foram classificados como doentes pacientes que
apresentaram manifestac6es clinicas compativeis com PCM, nos quais tenham sido
evidenciadas estruturas flangicas caracteristicas da forma parasitaria de P.
brasiliensis em qualquer amostra biologica, por meio de exame micoldgico direto ou

histopatoldgico ou cultura.

O grupo de ndo doentes foi composto por individuos aparentemente

saudaveis, doadores de banco de sangue.

Apés a validacdo da reacdo de ELISA indireto, comparou-se o desempenho
da mesma, com a metodologia padrdo ouro soroldgico, ou seja, ensaio de

imunodifusdo dupla em gel de agarose.

Assim, os termos co-positividade (sensibilidade relativa) e co-negatividade
(especificidade relativa) foram utilizados em substituicdo, respectivamente, a
sensibilidade e especificidade diagnostica ao comparar-se duas metodologias,
sendo uma delas referéncia, pois considerou-se a porcentagem de coincidéncia de
resultados positivos e negativos entre as metodologias e ndo os diagnosticos de
certeza de presenca ou auséncia da doenca.

Tabela 1: Modelo para validacido de teste diagndstico, segundo Ferreira e Avila
(2001).

Doente N3o doente Total
Teste Reagente a(vpe) b FP) a+b (VP+FP)
N&o reagente C(FN) d (VN) c+d (FN+VN)
a+b+c+d
Total a+c (VP+FN) b+d (FP+VN)
(VP+FP+FN+VN)

VP: verdadeiro positivo
FP: falso positivo
VN: verdadeiro negativo

FN: falso negativo
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Sensibilidade Diagnéstica

E a medida da capacidade do teste em detectar todos os individuos com
determinada doenca. E calculada da seguinte forma:

S = al(a+c) ou S = VP/(VP+FN)

Especificidade Diagnostica

E a capacidade do teste em ser negativo quando o individuo ndo possui a
doenca. E calculada da seguinte forma:

E = d/(b+d) ou E = VN/(FP+VN)

Valores Preditivos Positivo e Negativo

O valor preditivo positivo (VPP) de um teste indica a probabilidade de um
individuo ter realmente a doenca quando o resultado deste teste for positivo. Logo, 0
valor preditivo negativo (VPN) é a fracdo de testes normais que significam auséncia
de doenca. Sendo assim, temos:

VPP = (VP/VP+FP) x 100

VPN = (VN/VN+FN) x 100

Prevaléncia

Sabe-se que os valores preditivos (positivo e negativo) dependem nédo s6 da
sensibilidade e da especificidade do teste, como também da prevaléncia da doenca
na populacdo de estudo. A prevaléncia pode ser definida como a porcentagem de
individuos doentes em uma populacdo, assim sendo, temos:

Prevaléncia = (VP+FN)/VP+VN+FP+FN

Acurécia

Refere-se ao grau em que o teste é capaz de determinar o verdadeiro valor
do que esta sendo medido. Informa se os resultados representam a “verdade” ou o
quanto se afastam dela. E calculada da seguinte forma:

Acuracia = (a+d)/(a+b+c+d) ou Acuracia = (VP+VN)/(VP+FP+FN+VN)
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indice kappa de Cohen

Expressa a confiabilidade de um teste que constitui um avanco em relacéo a
taxa geral de concordancia devida a probabilidade. O indice k informa a proporgéo
de concordancia ndo aleatéria entre medidas da mesma varidvel categdrica e seu
valor varia de “menos 1” (completo desacordo) a “mais 1” (concordancia total). Se a
medida concorda mais frequentemente do que seria esperado pela probabilidade,
entdo o indice k € positivo; se a concordancia é completa k = 1. Zero indica 0 mesmo

que leituras feitas ao acaso. A classificacdo pode ser visualizada no quadro a seguir:

Quadro 2: Escala de concordancia do indice kappa.

Valor de kappa Concordancia
< 0,00 Nenhuma
0,00 - 0,20 Fraca
0,21 -0,40 Sofrivel
0,41 -0,60 Regular
0,61-0,80 Boa
0,81-0,99 Otima
1,00 Perfeita

Adaptado de Landis & Koch, Biometrics, 1977

Repetitividade do ensaio de ELISA indireto

As condi¢cdes de repetitividade podem ser caracterizadas quando se utiliza o
mesmo procedimento de medicdo, o0 mesmo observador, 0 mesmo instrumento
usado sob as mesmas condicfes, 0 mesmo local e, repeticdes no menor espaco de
tempo possivel. O numero de replicatas deve expressar a rotina do laboratorio
(http://www.inmetro.gov.br/Sidog/Arquivos/Cgcre/DOQ/DOQ-Cgcre-8_04.pdf).
Acesso em 09/10/2014. No presente estudo, todas as amostras foram avaliadas em

duplicata, simulando assim, as condi¢des da rotina.
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4. Resultados

4.1. Glicoproteinas imunodominantes dos filtrados de cultura PbB-339 e
Pb113

Apbs a preparacédo dos filtrados de cultura obtidos a partir da cepa B-339 e da
amostra 113 de P. brasiliensis, estes foram submetidos ao processo de separacao e
transferéncia eletroforética das fracbes proteicas contidas no gel de poliacrilamida
para membrana de nitrocelulose, pelas metodologias de SDS-PAGE e western blot,
respectivamente e, de immunoblotting para visualizacdo das fracdes glicoproteicas
imunodominantes.

As fracbBes glicoproteicas imunodominantes de ambas as preparacoes
antigénicas podem ser observadas na Figura 5.

kDa
175 —|

83 ——

62 ——|

48—

3|

»— KRR

1 2 3

Figura 5: Glicoproteinas imunodominantes, por immunoblotting, dos exoantigenos
B-339 e 113 de P. brasiliensis, cultivado em caldo NGTA, 36 °C, por 20 dias. 1 -

padrdo de peso molecular; 2 - Ag PbB-339; 3 - Ag Pb113.
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Nota-se que o filtrado de cultura obtido a partir da cepa B-339 de P.
brasiliensis € constituido predominantemente pela glicoproteina de 43 kDa; por outro
lado, o filtrado de cultura obtido da amostra 113 de P. brasiliensis demonstra a

presenca das fractes de 43 e 70 kDa.

4.2. Otimizagao e valida¢&o do ensaio de ELISA indireto

4.2.1. Quantificacdo proteica dos filtrados de cultura PbB-339 e Pb113

O AgPDbB-339 apresentou concentracao proteica de 7,04 pg/pL e o AgPb113

apresentou concentracao proteica de 18,12 pg/uL.

4.2.2. Determinagcéo do tampé&o de bloqueio

A comparacao dos resultados obtidos com os diferentes tampd&es de bloqueio
demonstrou ser o tampdo PBS-T-BSA o0 mais indicado para a conducdo da
metodologia, pois foi o tampao o qual demonstrou menor coloracdo de fundo
(background) e consequentemente, menores valores de DO. Demonstrou-se
também que as concentracbes de 1% e 4% reproduziram valores de DOs

semelhantes, portanto, optou-se por utilizar o tampéo PBS-T-BSA 1%.

4.2.3. Determinacdo do tampé&o de incubacdo das amostras de soro e do

conjugado

A analise dos resultados demonstrou que o tampao PBS-T-BSA 1% escolhido
como tampao de bloqueio da reagdo, poderia ser utilizado também tanto na diluicéo
dos anticorpos primarios (soros) bem como para a diluicdo do anticorpo secundario

(Ig G de cabra anti-lg G humana conjugada a peroxidase).
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4.2.4. Solugéo reveladora

A solugdo reveladora de escolha foi a solugdo composta por 3,3’5,5-

tetrametilbenzidina (TMB) [Sigma-Aldrich Co., St. Louis, Missouri, USA], tampéao
citrato-acetato 0,1M pH 5,5, Dimetilsulfoxido (DMSO) [Sigma-Aldrich Co., St. Louis,

Missouri, USA] e peroxido de hidrogénio (H,0,) 30% [Merck, Darmstadt, Germany].

4.2.5. Solucéao de parada da reacao

A solugdo de parada da reacdo utilizada foi a solugdo de &cido sulfurico

(H2S04) IN.

4.2.6. Determinacdo da concentracdo de proteina e da diluicdo dos soros

para ambas as preparacdes antigénicas

Para a otimizacao do teste de ELISA indireto, foram avaliadas separadamente

trés (03) amostras de soro (Amostra 1, Amostra 2 e Amostra 3) de pacientes com

paracoccidioidomicose confirmada. Os resultados podem ser visualizados a seguir.

4.2.6.1. AgPbB-339

Tabela 2: Resultado obtido, em valores de DO, através do teste de ELISA indireto,

utilizando-se o antigeno PbB-339.

AgPbB-339
Conc. de Ag 2,5 ug/pogo 5,0 ug/pogo
Amostras 1 2 3 1 2 3
Soro 1:50 1,261 0,987 1,159 1,297 1,101 1,279
1,337 1,085 1,134 1,404 1,261 1,273
Soro 1:100 1,204 0,923 1,185 1,392 1,133 1,391
1,283 0,904 1,062 1,442 1,153 1,297
Soro 1:200 0,846 0,602 0,757 0,945 0,737 0,875
0,806 0,636 0,745 0,933 0,881 0,939

10,0 pg/pogo

1
1,382
1,425
1,405
1,481
1,040
1,156

2
1,148
1,334
1,276
1,345
0,906
1,057

3
1,295
1,355
1,440
1,412
0,987
1,037
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A ANOVA de 2 fatores com repeticdo foi aplicado para cada amostra
(Amostras 1, 2 e 3) e estéo indicados nas Tabelas 3,4 e 5.

Tabela 3: ANOVA de 2 fatores com repeticdo realizado a partir do Programa

Microsoft Excel 2010 para a Amostra 1.

ANOVA

Fonte da variagéo SQ gl MQ F valor-P  F critico
Amostra 0,65722 0,32861 121,231 3,1E-07 4,256495
Colunas 0,111703 0,055852 20,60478 0,000437 4,256495

2
2

I 002096 4 0,00524 [ISESE0 0,189045 3,633089
9

Dentro 0,024396 0,002711

Total 0,814278 17
SQ: soma de quadrados; gl: graus de liberdade; MQ: média quadratica

Tabela 4: ANOVA de 2 fatores com repeticdo realizado a partir do Programa

Microsoft Excel 2010 para a Amostra 2.

ANOVA

Fonte da variagdo sQ gl MQ F valor-P  F critico
Amostra 0,449875 2 0,224938 33,73644 6,58E-05 4,256495
Colunas 0,313093 2 0,156547 23,47907 0,000268 4,256495
I 0021739 4 0,005435 [ISHBOOM 0,5465 3,633089
Dentro 0,060008 9 0,006668
Total 0,844715 17

Tabela 5: ANOVA de 2 fatores com repeticdo realizado a partir do Programa

Microsoft Excel 2010 para a Amostra 3.

ANOVA
Fonte da
variagdo 5Q gl mMQ F valor-P  F critico
Amostra 0,595394 2 0,297697 149,8895 1,23E-07 4,256495
Colunas 0,191621 2 0,095811 48,24034 1,55E-05 4,256495
IR 0,009289 4 0,002322 |[IIGERRM 0,386144 3,633089
Dentro 0,017875 9 0,001986
Total 0,81418 17
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A ANOVA revelou néo existir interagcao significativa entre os 2 fatores (diluicao
do soro e concentracdo proteica) nas trés amostras analisadas, pois Fcaculado <

Feritico, O que implica que os fatores podem ser otimizados de forma independente.

Ao analisar as diluicbes de soro (campo “amostra” das Tabelas 3, 4 e 5)

constatou-se que a diluicéo influencia o valor de DO, pois Fcaiculado > Feritico-

Para a Amostra 1 Fcacuiado fOi igual a 121,231 enquanto que Ferico fOi igual a
4,256495, para a Amostra 2 Fcacuado fOi igual a 33,73644 enquanto que Fetco fOI
igual a 4,256495 e, para a Amostra 3 Fcacuado fOi igual a 149,8895 enquanto que
Feritico fOI Igual a 4,256495.

Observou-se que para as trés Amostras as diluicbes de soro 1:50 e 1:100
produziram os maiores valores de DOs (Tabela 2). Realizou-se, entéo, o teste Tukey
para comparacdes multiplas de modo a verificar se as diferencas observadas nos

valores de DOs eram estatisticamente significativas.

Os resultados revelaram que para as trés Amostras as diluicdes de soro 1:50
e 1:100 nao apresentaram diferenca significativa (ANEXO A). A partir desta
observacao, optou-se por utilizar a diluicdo de 1:100, diluicdo esta que utiliza menor

guantidade de soro.

Ao observar a fonte de variacdo das Tabelas 3, 4 e 5 relacionada as colunas
(antigenos), verificou-se que a variacdo da concentracdo proteica do antigeno nao

poderia ser atribuida simplesmente a aleatoriedade uma vez que Fcaiculado > Feritico-

Para a Amostra 1 Fcaculado fOi igual a 20,60478 enquanto que Fiico foi igual a
4,256495, para a Amostra 2 Fcacuado fOi igual a 23,47907 enquanto que Feritco fOI
igual a 4,256495 e, para a Amostra 3 Fcaculado fOI igual a 48,24034 enquanto que
Feritico fOI Igual a 4,256495.
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Em relacdo a concentragcdo antigénica, observou-se que para as trés
Amostras as concentragdes proteicas de Ag de 5,0 e 10,0 pg apresentaram o0s
maiores valores de DOs (Tabela 2). Realizou-se, entdo, o teste Tukey para

comparacdes multiplas.

Os resultados revelaram que para a Amostra 1 as concentragdes proteicas de
Ag de 5,0 e 10,0 pg ndo apresentaram diferenca significativa, diferentemente das
Amostras 2 e 3, as quais apresentaram essa diferenca (ANEXO B). A partir destes

dados, concluiu-se que a utilizagéo de 10,0 ug de Ag/poco seria ideal.

Desta forma, as condicfes otimizadas e estabelecidas para a conducédo do
ensaio de ELISA indireto empregando-se como antigeno filtrado de cultura da
amostra B-339 de P. brasiliensis foram: soro diluido 100 vezes em tampédo PBS-T-

BSA 1% e concentragéo antigénica de 10ug/poco.

4.2.6.2. AgPbl1l3

Tabela 6: Resultado obtido, em valores de DO, através do teste de ELISA indireto,

utilizando-se o antigeno Pb113.

AgPb113
Conc. de Ag 2,5 ug/pogo 5,0 ug/pogo 10,0 pg/pogo
Amostras 1 2 3 1 2 3 1 2 3
Soro 1:50 1,445 1,029 1,238 1,490 1,174 1,311 1,485 1,259 1,386
1,572 1,253 1,340 1,540 1,331 1,385 1,548 1,412 1,386
Soro1:100 1,533 1,099 1,414 1,627 1,296 1,540 1,584 1,413 1,602
1,668 1,151 1,342 1,687 1,381 1,466 1,703 1,454 1,471
Soro1:200 1,211 0,668 0,904 1,374 0,853 1,040 1,349 1,038 1,165
1,340 0,729 0,968 1,374 0,913 1,081 1,434 1,116 1,200

A ANOVA de 2 fatores com repeticdo foi aplicado para cada amostra

(Amostras 1, 2 e 3) e estéo indicados nas Tabelas 7,8 e 9.

Tabela 7: ANOVA de 2 fatores com repeticdo realizado a partir do Programa

Microsoft Excel 2010 para a Amostra 1.
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ANOVA

Fonte da variagdo sQ gl mMQ F valor-P  F critico
Amostra 0,248649333 2 0,124325 27,14183 0,000154 4,256495
Colunas 0,012000333 2 0,006 1,309921 0,316731 4,256495
_ 0,007197333 4 0,001799-0,808981 3,633089
Dentro 0,041225 9 0,004581
Total 0,309072 17

Tabela 8: ANOVA de 2 fatores com
Microsoft Excel 2010 para a Amostra 2.

repeticdo realizado a partir do Programa

ANOVA

Fonte da variagéo sQ gl MQ F valor-P  F critico
Amostra 0,601795 2 0,300897 43,9448 2,27E-05 4,256495
Colunas 0,261115 2 0,130557 19,06736 0,000581 4,256495
IR 0020132 4 0,005033 BSOS 0,590795 3,633089
Dentro 0,061625 9 0,006847
Total 0,944666 17

Tabela 9: ANOVA de 2 fatores com repeticdo realizado a partir do Programa

Microsoft Excel 2010 para a Amostra 3.

ANOVA

Fonte da varia¢do sQ gl mMQ F valor-P  F critico
Amostra 0,533744 2 0266872 94,74187  9E-07 4,256495
Colunas 0,085471 2 0,042735 1517143 0,00131 4,256495
IR 0012763 4 0,003191 [[IISEN0M 0,400183 3,633089
Dentro 0,025352 9 0,002817
Total 0,657329 17

A ANOVA revelou néo existir interagao significativa entre os 2 fatores (diluicao
do soro e concentragdo proteica) nas trés amostras analisadas, pois Fcaculado <

Feritico, O que implica que os fatores podem ser otimizados de forma independente.

Ao analisar as diluigbes de soro (campo “amostra” das Tabelas 7, 8 e 9)

constatou-se que a diluicéo influencia o valor de DO, pois Fcaculado > Feritico-
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Para a Amostra 1 Fcaculado fOI igual a 27,14183 enquanto que Fico foi igual a
4,256495, para a Amostra 2 Fcaculado fOi igual a 43,9448 enquanto que Fitco fOi igual
a 4,256495 e, para a Amostra 3 Fcacuiado fOi igual a 94,74187 enquanto que Friico fOI
igual a 4,256495.

Observou-se que para a Amostra 2 as diluicdbes de soro 1:50 e 1:100
produziram os maiores valores de DOs e menor variabilidade entre os mesmos, ja
para as Amostras 1 e 3 as diluicdes de soro 1:50, 1:100 e 1:200 produziram valores
de DOs semelhantes (Tabela 6). Realizou-se, entdo, o teste Tukey para
comparagdes multiplas de modo a verificar se as diferencas observadas nos valores

de DOs eram estatisticamente significativas.

Os resultados revelaram que para a Amostra 2 as diluicbes de soro 1:50 e
1:100 ndo apresentaram diferenca significativa, podendo-se utilizar uma ou outra. Ja
para as Amostras 1 e 3 as trés diluicbes apresentaram diferenca entre si (ANEXO
Q).

A partir desta observacéo, optou-se por utilizar a diluicao de 1:100 pois, ainda
assim, essa foi a diluicdo a qual apresentou os maiores valores de DOs para as trés
(3) Amostras, segue como ilustracéo a Figura 6, valores obtidos para a Amostra 1.

W Agii3zs
® A3 5
A Ag11310

Do
Y

| I T
3

| X ]

LFiluK-Eo a0 Son

Figura 6: Valores de DOs obtidos no teste ELISA indireto para a Amostra 1

utilizando-se AgPb113.
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Ao observar a fonte de variagdo das Tabelas 7, 8 e 9 relacionada as colunas
(antigenos), verificou-se que para as Amostras 2 e 3 a variacdo da concentracdo
proteica do antigeno ndo poderia ser atribuida simplesmente a aleatoriedade uma

vez que I:calculado > I:crl'tico-

Para a Amostra 2 Fgaiculado fOI igual a 19,06736 enquanto que Fiico foi igual a
4,256495, para a Amostra 3 Fcaculado fOi igual a 15,17143 enquanto que Fiico fOI
igual a 4,256495.

Ja para a Amostra 1 a variacdo da concentracao proteica do Ag néo influencia
nos valores de DOs pois, para a Amostra 1 Fcaiculado < Feritico (1,309921 < 4,256495).

Observou-se que para as Amostras 2 e 3 as concentracdes proteicas de Ag
de 5,0 e 10,0 pg apresentaram os maiores valores de DOs (Tabela 6). Realizou-se,

entdo, o teste Tukey para comparacdes multiplas.

Os resultados revelaram que para a Amostra 1 as concentragdes proteicas de
Ag de 2,5, 5,0 e 10,0 pg ndo apresentaram diferenca significativa, podendo assim
utilizar-se qualquer uma das concentragBes. J& para as Amostras 2 e 3, as
concentracfes proteicas de Ag que nado apresentaram diferenca foram as de 5,0 e
10,0 pg (ANEXO D). A partir destes dados, optou-se por utilizar a concentracéo de
10,0 pg a fim extrapolar e contemplar um nimero maior de amostras que por ventura

pudessem nao apresentar reatividade com uma menor concentracdo de proteina.

Para o AgPb113 concluiu-se que a melhor diluicdo do soro seria de 1:100 e a
melhor concentracdo proteica de Ag de 10,0 pg/poco, condicbes idénticas as

estabelecidas para o antigeno PbB-339.
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4.2.7. Determinagéo da melhor diluicdo do conjugado

A melhor diluicdo do anticorpo secundario, ou seja, IgG de cabra anti-IgG
humana conjugada a peroxidase, foi determinada de modo semelhante ao realizado
para a diluicdo do soro e concentracgdo proteica dos filtrados de cultura, diluindo-se a
1.000, 3.000 e 6.000 vezes em PBS-T-BSA 1%. O tempo de incubacéo estabelecido

foi de uma hora, 37 °C, ao abrigo da luz.

Apl6s a realizagdo dos ensaios ELISA indireto, os valores de DOs
determinados foram analisados a partir do teste de Tukey para comparagbes
multiplas de modo a verificar se as diferencas observadas nas DOs eram

estatisticamente significativas.

Os resultados revelaram que para a Amostra 1 avaliada com o AgPb113 as
diluicdes de conjugado 1:1.000 e 1:3.000 ndo apresentaram diferencga estatistica, p =
1, enquanto que para todas as outras Amostras, independente da preparacao
antigénica utilizada, as trés diluicbes de conjugado, 1:1.000, 1:3.000 e 1:6.000,
apresentaram diferenca significativa, p < 0,05 (ANEXO E).

Tendo em vista que para uma amostra a diluicdo do conjugado poderia ser
1:1.000 ou 1:3.000, realizaram-se ensaios com as amostras de banco de sangue e
amostras de pacientes com paracoccidioidomicose confirmada (controles negativo e
positivo) com estas duas diluicdes e a analise estatistica pode ser visualizada nas

Figuras 7 e 8.
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Figura 7: Valores das densidades Opticas obtidos de amostras de soro controle
negativo (A e B) e positivo (C e D) para paracoccidioidomicose testadas com 10,0
pg/poco de AgPbB-339 e soro diluido a 1:100. Os dois gréaficos superiores referem-
se ao conjugado diluido a 1:3.000; e os dois graficos inferiores referem-se ao

conjugado diluido a 1:1.000.

Observou-se que a mediana da distribuicdo obtida quando se usou o

conjugado diluido a 1:1.000 para o0s controles positivos encontrava-se
significativamente aumentada quando comparada ao conjugado diluido a 1:3.000,
assim como as DOs do 1° quartil. Quanto as medianas dos controles negativos, um
aumento expressivo foi observado para o 3° quartil, de 0,472 para 0,829 podendo
sugerir prejuizo em especificidade do método quando se utilizou o conjugado diluido

a 1:1.000.

O mesmo comportamento pode ser observado com o antigeno Pbl13,

aumento de 0,574 para 0,815 (Figura 8).
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Figura 8: Valores das densidades 6pticas obtidos de amostras de soro controle
negativo (A e B) e positivo (C e D) para paracoccidioidomicose testadas com 10,0
pg/poco de AgPb113 e soro diluido a 1:100. Os dois graficos superiores referem-se
ao conjugado diluido a 1:3.000; e os dois gréficos inferiores referem-se ao
conjugado diluido a 1:1.000.

A interpretacdo dos resultados demonstrou que o conjugado diluido 3.000
vezes apresentou melhor desempenho, independente da preparacdo antigénica
utilizada.

4.2.8. Escolha do filtrado de cultura para a realizagdo do ensaio de ELISA

indireto

A Figura 9 demonstra que, aparentemente, as duas preparagdes antigénicas
de P. brasiliensis, ou seja, filtrado de cultura de PbB-339 e Pb113 apresentaram

desempenho semelhante.
56



|_,_4—‘—'

0,8 - AgQ B 338
—AQ M3
—— Linha de referéncia

Sensibilidade

1- Especificidade

Figura 9: Curva ROC obtida ap0s validacdo dos parametros do ensaio de ELISA

indireto. Comparacao do desempenho entre os antigenos PbB-339 e Pb113.

Contudo, pode-se observar no canto superior esquerdo (expandido na Figura
10), que o AgPbB-339 atinge em menores valores de DOs o grau de sensibilidade
igual a 96%, mantendo-se assim até a especificidade alcancar 95%. Por outro lado,
observa-se também que o AgPb113 ira manter 96% de sensibilidade somente até

guando a especificidade estiver aumentada a 79%.

Desta forma, afim de ndo comprometer o desempenho da metodologia,
estabeleceu-se os valores de DO de 0,410 para o AgPbB-339 e 0,475 para o
AgPb113 como ponto de corte (cut-off) do ensaio de ELISA indireto. Assumindo
assim, 95% de especificidade e 96% de sensibilidade para o AgPbB-339 e 95% de
especificidade e 93% de sensibilidade para o AgPb113.
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Figura 10: Sensibilidade e especificidade: avaliagdo do desempenho dos filtrados de
cultura, AgPbB-339 e AgPb113, através da curva ROC.

A fim de se obter maiores informacdes a respeito do comportamento dos dois

antigenos e, devido ambos apresentarem grau de especificidade semelhante (95%),

construiu-se outro grafico (Figura 11) ampliando a regido de interesse (0,90 a 0,95

de sensibilidade e especificidade).
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Figura 11: Comportamento dos antigenos de PbB-339 e Pbl113 em relagéo a

especificidade e sensibilidade.
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A Figura 11 demonstra que a preparacéo antigénica obtida a partir da cepa
B-339 de P. brasiliensis confere a metodologia de ELISA indireto especificidade
sistematicamente superior que aquela observada quando emprega-se a preparacao

antigénica obtida a partir da amostra 113.

A Figura 11 revela ainda que, o emprego do filtrado de cultura da cepa B-339
propicia especificidade maxima (100%) a referida técnica com um valor de DO
menor que aquele observado para o filtrado de cultura da amostra 113 de P.

brasiliensis (0,480 x 0,615, respectivamente).

Desta forma, de acordo com a proposta inicial de implementacdo e
implantacdo desta técnica na rotina diagnéstica do Laboratorio para ser utilizada
segundo o algoritmo proposto no Manual da Vigilancia da Paracoccidioidomicose do
Estado de Sao Paulo, ou seja, para a triagem sorolégica do material bioldgico a ser

avaliado, optou-se, a partir dos resultados obtidos, escolher o antigeno PbB-339.

O Quadro 3 sumariza os diferentes parametros otimizados e estabelecidos
para a realizacdo e validacdo do ensaio de ELISA indireto pelo Laboratério de
Imunodiagnéstico das Micoses.

Quadro 3: Parametros otimizados para realizacao e validacdo do ensaio de ELISA

indireto para o diagnostico da PCM.

Antigeno PbB-339

Concentracao proteica/po¢o |10,0 pg/poco

Tampao de bloqueio e de

incubacao do soro e PBS-T-BSA 1%

conjugado

Diluicdo do soro 1:100

Diluicdo do conjugado 1:3.000

Substrato da solugéo e . -
reveladora 3,3',5,5 -tetrametilbenzidina (TMB)
Solucao de parada H,SO, 1N

Comprimento de onda 450 nm

Cut-gff (ponto de corte) da 0.410

reacao
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4.3. Avaliacao sorolégica do grupo controle

Todas as amostras utilizadas para compor o grupo controle foram analisadas
por ID e por ELISA indireto (Figura 12).

Verificou-se que as 111 amostras (100%) de soro de individuos
aparentemente sadios, doadores de banco de sangue, provenientes de areas
endémica e ndo-endémica para PCM avaliadas pela técnica de ID, néo
apresentaram reatividade frente ao exoantigeno de filtrado de cultura do isolado B-
339 de P. brasiliensis.

Por outro lado, a avaliacdo das mesmas amostras pela metodologia de ELISA
indireto, empregando-se a mesma preparagcdo antigénica, foi capaz de detectar a
presenca de anticorpos circulantes anti-P. brasiliensis em cinco (05) amostras
(4,5%).

Avaliou-se também 54 amostras de soros de pacientes portadores de outras
doencas pulmonares que ndo paracoccidioidomicose. Assim foram analisadas 19
amostras de soro de pacientes com histoplasmose, 19 soros de pacientes com

aspergilose e 16 amostras de soro de pacientes com tuberculose.

A avaliacdo destas amostras por imunodifusdo dupla em gel de agarose,
padrao ouro soroldgico para o diagnéstico da paracoccidioidomicose, frente a filtrado
de cultura de P. brasiliensis (AgPbB-339) revelou auséncia de reatividade frente as
amostras analisadas, confirmando assim a alta especificidade da metodologia de
imunodifuséo e sua eficacia e seguranca como metodologia diagnéstica. Entretanto,
a avaliacdo destas amostras, empregando a mesma preparacao antigénica, pela
metodologia de ELISA indireto, demonstrou que 50% (27/54) das amostras
selecionadas de pacientes com as trés doencas (histoplasmose, aspergilose e
tuberculose) apresentaram reatividade cruzada frente ao exoantigeno de P.
brasiliensis, confirmando que apesar da alta sensibilidade, ensaios

imunoenzimaticos sdo menos especificos que 0s ensaios de precipitacao.
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Das 55 amostras de pacientes com paracoccidioidomicose confirmada, 37
amostras (67%) reagiram frente a preparagdo antigénica obtida a partir da cepa B-
339 de P. brasiliensis pela técnica de ID. Empregando-se a mesma preparacao
antigénica detectou-se, pela metodologia de ELISA indireto, em 53 amostras (96%)

a presenca de anticorpos circulantes anti-P. brasiliensis.

Diante do exposto, pode-se afirmar a importancia do emprego de mais de
uma metodologia sorologica para o diagnostico da paracoccidioidomicose,
especialmente naqueles casos em que o paciente ndo apresenta historico sorolégico

ou micoldgico conhecido.
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Figura 12: Numero absoluto de amostras de soro do grupo controle reagentes e néo

reagentes pelas metodologias de ID e de ELISA indireto.

4.3.1. Calculo dos parametros intrinsecos dos ensaios soroldgicos

Para o calculo dos parametros intrinsecos como sensibilidade, especificidade,
valores preditivos positivo e negativo e acuracia dos testes de ID e ELISA indireto,
foi utilizada a definicdo descrita no iten 3.11.1.. Para a determinagdo dos valores
intrinsecos foram utilizadas as 166 amostras dos controles negativo (111) e positivo

(55), apresentados na Tabela 10.
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Tabela 10: Deteccédo de anticorpos circulantes anti-P. brasiliensis por ID e ELISA
indireto em amostras de soro de pacientes com paracoccidioidomicose confirmada e

em soros de individuos aparentemente saudaveis, doadores de banco de sangue.

Doentes Nao doentes Total
ID REAGENTE 37 (67%) 0 37
ID NAO REAGENTE 18 (33%) 111 (100%) 129
Total 55 111 166
ELISA REAGENTE 53 (96%) 5 (5%) 58
ELISA NAO
2 (4%) 106 (95%) 108
REAGENTE
Total 55 111 166

Na amostragem estudada os valores intrinsecos, para o0 ensaio de
imunodifusdo dupla em gel de agarose, padréo ouro soroldgico, calculados foram:
sensibilidade de 67% (37/55), especificidade de 100% (111/111), valor preditivo
positivo de 100% (37/37), valor preditivo negativo de 86% (111/129), acuracia de

89%, em uma prevaléncia de 33%.

O método de ELISA indireto apresentou sensibilidade de 96% (53/55),
superior aquela encontrada na ID; todavia, a especificidade foi menor aquela
encontrada na ID, sendo calculada em 95% (106/111). Os valores preditivos positivo
e negativo calculados foram de 91% (53/58) e 98% (106/108), respectivamente em
uma prevaléncia de 33%. A acuracia da metodologia otimizada de ELISA indireto foi
de 95%.
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Paralelamente a determinacdo dos valores de sensibilidade, especificidade,
valores preditivos positivo e negativo, e acuracia calculou-se também o grau de

concordancia entre ambas as metodologias.

Através do Coeficiente Kappa (k) observou-se que 87,3% das analises
realizadas apresentaram concordancia entre os métodos. O célculo do indice kappa
foi igual a 0,70, indicando uma concordancia boa (Quadro 1). A concordancia entre
os resultados obtidos nos métodos de ID e ELISA indireto podem ser observados na
Tabela 11.

Tabela 11: Determinacéo do grau de concordancia entre os métodos de ID e ELISA

indireto obtidos através do coeficiente kappa.

® REAGENTE NAo REAGENTE Total
ELISA
REAGENTE 37 21 58
NAO REAGENTE 0 108 108
Total 37 129 166
KaprpA 0,70

4.4. Caracterizacao dos pacientes com suspeita clinica de PCM

Foram avaliadas 205 amostras de soro de 205 pacientes com suspeita clinica
para PCM. Do total de pacientes avaliados, 157 (76,6%) eram do sexo masculino e
48 (23,4%) do feminino (Figura 13). A razdo de masculinidade (masculino/feminino)
observada foi de 3,3:1. A faixa etaria dos pacientes variou de cinco (05) a 86 anos
de idade.
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Figura 13: Distribuicho em porcentagem dos pacientes com suspeita clinica de

PCM, segundo género.

4.4.1. Detecgdo de anticorpos circulantes anti-P. brasiliensis em amostras
de soro de pacientes com suspeita clinica de PCM pelo ensaio de

imunodifuséo dupla

A analise dos resultados sorolégicos obtidos no ensaio de imunodifusédo dupla
em gel de agarose visando a pesquisa de anticorpos circulantes anti-P. brasiliensis
demonstrou que das 205 amostras avaliadas, 72 (35,1%) apresentaram reatividade
frente ao filtrado de cultura do isolado B-339 de P. brasiliensis, com detec¢édo de
titulos de anticorpos circulantes variando de 1 a 1024. Do total de amostras

avaliadas, observou-se que 133 (64,9%) ndo apresentaram reatividade (Figura 14).

Verificou-se que das 72 amostras reagentes, 64 (88,9%) eram do sexo
masculino e oito (11,1%), do feminino. A razdo de masculinidade
(masculino/feminino) observada entre os pacientes reagentes foi de 8:1. A média de
idade dos pacientes reagentes, no momento da coleta da amostra, foi de 50 anos
(06 a 77 anos).
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4.4.2. Detecgdo de anticorpos circulantes anti-P. brasiliensis em amostras
de soro de pacientes com suspeita clinica de PCM pela metodologia
de ELISA indireto

A avaliacdo dos soros de pacientes com suspeita clinica de
paracoccidioidomicose, por ELISA indireto, demonstrou que das 205 amostras de
soro avaliadas, 112 (54,6%) apresentaram reatividade frente ao filtrado de cultura da
amostra PbB-339 de P. brasiliensis e, 93 (45,4%) apresentaram auséncia de

reatividade (Figura 14).
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Figura 14: Numero absoluto de amostras de soro de pacientes com suspeita clinica

de PCM reagentes e ndo reagentes pelas metodologias de ID e de ELISA indireto.

Estes resultados corroboram com dados da literatura, comprovando a maior
sensibilidade das metodologias imunoenzimaticas. No estudo em questado, a reacdo
de ELISA indireto foi capaz de discriminar 40 amostras de soro a mais que a reagao

de imunodifuséo dupla.

Das 112 amostras reagentes, 96 (85,7%) eram do sexo masculino e 16
(14,3%), do feminino. A razdo de masculinidade (masculino/feminino) observada
entre os pacientes reagentes foi de 6:1. A faixa etaria dos pacientes com sorologia
reagente, no momento da coleta da amostra, variou de seis (06) a 84 anos de idade.
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4.4.3. Determinagcdo do grau de concordancia, co-positividade e co-
negatividade entre os meétodos de imunodifusdo dupla e ELISA

indireto

Para o calculo do coeficiente Kappa (k) de concordancia entre os métodos de
ID e ELISA indireto e o célculo de co-positividade (sensibilidade relativa) e co-
negatividade (especificidade relativa) dos testes foram utilizados o namero total de
amostras de soro de pacientes com suspeita clinica de paracoccidioidomicose,

totalizando 205 amostras.

Foi observado que 80,5% das anadlises realizadas apresentaram resultados
concordantes entre os métodos, ou seja, 72 amostras foram reagentes para ambas
as metodologias e 93 ndo reagentes. O calculo do indice kappa foi igual a 0,62,
equivalente a uma concordancia boa (Quadro 1). A concordancia entre 0s
resultados obtidos nos métodos de ID e ELISA indireto podem ser observados na
Tabela 12.

Tabela 12: Determinagdo do grau de concordancia entre os métodos de ID e ELISA

indireto obtidos através do coeficiente kappa.

® REAGENTE NAO REAGENTE Total
ELISA
REAGENTE 72 40 112
NAO REAGENTE 0 93 93
Total 72 133 205
KApPpPA 0,62

Desta forma, a relacdo de co-positividade e co-negatividade (ID/ELISA
indireto) foi de 100% e 70%, respectivamente (Figura 15).
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Figura 15: Porcentagem de sensibilidade e especificidade relativas e concordancia

entre as metodologias de ID e de ELISA indireto.

4.5. Analise das amostras discordantes

Das 205 amostras analisadas, observou-se que 40 (19,5%) apresentaram
resultados discordantes entre ambas as metodologias. Pode-se observar que as 40
amostras que apresentaram reatividade frente ao filtrado de cultura da amostra B-
339 de P. brasiliensis por ELISA indireto apresentaram auséncia de reatividade
guando avaliadas pelo ensaio de imunodifusdo dupla (Figura 16). Este resultado, de
certa forma, era esperado devido a maior sensibilidade inerente aos ensaios

imunoenziméaticos quando comparado aos ensaios de precipitacao.
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Figura 16: Namero absoluto de amostras de soro concordantes e discordantes em
relacdo aos métodos de ID e de ELISA indireto.

Seguindo o algoritmo proposto pelo Manual da Paracoccidioidomicose do
Estado de Sao Paulo, das 40 amostras discordantes entre as duas metodologias
(ELISA indireto e ID), 33 amostras foram avaliadas pela metodologia de IB. As
outras sete (07) amostras ndo puderam ser avaliadas, pois ndao havia volume

suficiente de amostra para a realizacdo da técnica.

Das 33 amostras avaliadas por 1B, 29 (88%) apresentaram auséncia de
reatividade frente as fragbes de 43 e 70kDa de P. brasiliensis e quatro (12%)

amostras apresentaram reatividade frente a fracdo de 43kDa (Figura 17).

Figura 17: Imunorreatividade por immunoblotting de amostras de soro de pacientes

com resultado discordante entre as metodologias de ID e ELISA indireto.
Em relacdo as quatro amostras com resultado reagente por IB:

¢ duas amostras deram entrada no laboratério pela primeira vez em 2011 e os
pacientes nao realizaram mais exames até o presente momento (outubro/2014);
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e duas amostras com historico ndo reagente pela técnica de ID em 2011, 2012 e
2013 mas que apresentaram reatividade pela mesma técnica quando deram

entrada no laboratdrio em 2014, com titulos de 1/1 e 1/4.

Da amostragem total do trabalho, ou seja, 425 amostras, todas as amostras
que apresentaram resultado ndo reagente no ensaio de ELISA indireto também
apresentaram resultado nao reagente frente ao exoantigeno de P. brasiliensis no
ensaio de ID. Nao obtivemos amostras com resultado ndo reagente no ensaio de
ELISA indireto e reagente no ensaio de ID. Esta observacdo demonstra que a
metodologia de ELISA indireto otimizada e validada para as condigcbes do
Laboratério de Imunodiagndstico das Micoses possui especificidade semelhante ao

da metodologia de ID (padréo-ouro).

A alta especificidade (95%) obtida ha metodologia de ELISA indireto garante,
com seguranca, a liberacdo dos laudos que apresentam resultado ndo reagente para
a deteccdo de anticorpos circulantes anti-P. brasiliensis nas amostras de soro em

tempo significativamente inferior quando comparado ao ensaio de ID.
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5. Discussao

A paracoccidioidomicose apresenta indices expressivos de letalidade e

mortalidade. Nos casos graves, a letalidade é estimada entre 2 a 23%, podendo

alcancar 30% quando associada a AIDS (Souza et al., 2010).

Segundo Coutinho et al. (2002) o coeficiente médio de mortalidade por
paracoccidioidomicose como causa basica de morte no Brasil, entre 1980 e 1995, foi
de 1,45 ébitos por 1.000.000 de habitantes. Neste mesmo trabalho, os autores,
demonstraram que a maior proporcdo de Obitos (30%) ocorreu no Estado de Sé&o
Paulo. Santo (2008) demonstrou que no periodo compreendido entre 1985 e 2005,
ocorreram 1.950 Obitos no Estado de S&o Paulo e o coeficiente médio de
mortalidade foi de 2,73 6bitos por 1.000.000 de habitantes.

Apesar de configurar como um grave problema de Saude Publica, pela
guantidade de mortes prematuras que provoca, especialmente em segmentos
especificos, como trabalhadores rurais, infelizmente, o processo infeccioso causado
por P. brasiliensis integra a relacdo de doencas negligenciadas (Hotez et al., 2008;
Souza et al., 2010).

Diante do exposto, pode-se afirmar que o diagnostico precoce da
paracoccidioidomicose é extremamente importante, uma vez que quando nao
diagnosticada e tratada corretamente, a mesma pode causar importantes sequelas
que podem tornar os individuos acometidos incapacitados para o trabalho, além de

leva-los a o6bhito.

O diagnostico da paracoccidioidomicose baseia-se em critérios clinicos,
radioldgicos, epidemioldgicos e laboratoriais através de exames especificos como o
micologico, pela visualizagdo de células fungicas multibrotantes, por meio da
realizacdo de exame direto, isolamento e identificacdo do agente etiolégico apos a
cultura, esta ultima considerada a metodologia padrdo ouro ou ainda por avaliacdes
histopatolégicas. Entretanto, o isolamento e cultura ndo sdo processos faceis e
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rapidos, necessitando muitas vezes da coleta seriada de amostras biologicas, fato
este que contribui para o atraso na instauracao de tratamento antifingico adequado;
soma-se também a estas observacdes, a baixa sensibilidade dos métodos

micoldgicos.

Neste sentido, os testes sorolégicos caracterizados pela pesquisa de
anticorpos ou antigenos circulantes especificos, tém assumido grande importancia
no diagndstico presuntivo e/ou confirmatorio e/ou na avaliacdo da gravidade bem
como no acompanhamento da eficacia do tratamento antifingico; traduzindo-se

muitas vezes na unica evidéncia micoldgica da doenca (Mendes et al., 2008).

Deve-se salientar, entretanto, que apesar da disponibilidade de inimeros
testes soroldgicos para o imunodiagndstico desta importante micose, entre 0s quais
se destacam as provas de precipitacdo (imunodifusdo dupla em gel de agarose e
contraimunoeletroforese), provas de aglutinacéo (latex) e ensaios imunoenzimaticos
(ELISA, immunoblotting e Dot-ELISA), muitos ndo apresentam indices adequados de
sensibilidade, especificidade, acuracia, reprodutibilidade e repetitividade, seja pela
falta de padronizacdo das preparacfes antigénicas utilizadas e/ou pela falta de
padronizacdo dos protocolos dos ensaios soroldgicos (Vicentini-Moreira, 2008;
Vicentini et at., 2011; Vidal et al., submetido).

Dentre os testes sorolégicos, a imunodifusdo dupla em gel de agarose,
mantem-se, desde 1961, como método de escolha para o diagnostico presuntivo
e/lou confirmatorio, bem como para o acompanhamento da eficacia do tratamento
dos pacientes. Entre as vantagens da metodologia destacam-se: a avaliacao
qualitativa e/ou semi-quantitativa de anticorpos circulantes anti-P. brasiliensis; alta
especificidade (100%); facil execucéo técnica, sem a necessidade de automacao e;
baixo custo operacional (Vicentini-Moreira, 2008; Vicentini et at., 2011). Se por um
lado, o ensaio de imunodifusdo é altamente especifico, por outro sua sensibilidade
deixa a desejar, dai o numero expressivo de resultados falsos negativos que tém
sido relatados (Neves et al., 2003; Silva et al., 2008; Camargo, 2008; Moreto, 2010;

Passos, 2012). Outra importante desvantagem da metodologia, pensando-se
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especialmente na liberacdo r4pida de resultados diz respeito ao tempo prolongado
necessario para a execucdo da técnica. Para que ocorra a reacdo antigeno-
anticorpo sao necessarias 48 horas de incubacdo das laminas contendo os soros
testes e 0 antigeno para que possa haver um processo de difusdo adequado e
eficiente. ApoOs esta etapa, segue-se um periodo de incubagdo de 45 minutos; logo
apos um periodo de lavagem de 24 horas e posteriormente um periodo de
aproximadamente 18 horas para secagem das laminas antes do processo de
visualizacao definitiva das linhas de precipitacdo através do emprego do corante. Ao
todo a reacdo de imunodifusdo dupla leva aproximadamente 120 horas, entre a
aplicacédo da amostra e a liberacdo do resultado.

Na condicdo de Laboratério de Referéncia Estadual (Lei n° 8080/1990) para o
imunodiagnostico da paracoccidioidomicose o Instituto Adolfo Lutz, tem como
atribuicbes assegurar a exceléncia no atendimento dos pacientes com doenga
confirmada e daqueles com suspeita clinica de infeccdo por P. brasiliensis, bem
como garantir a qualidade, acuracia e confiabilidade dos resultados soroldgicos.
Assim, buscando a exceléncia no atendimento aos pacientes com suspeita clinica e
a qualidade dos resultados sorolégicos, o Laboratério de Imunodiagndstico das
Micoses vem se dedicando ao aprimoramento de seus ensaios diagndésticos, seja
pela caracterizacdo e avaliacdo de antigenos fungicos, seja pela producdo de
anticorpos policlonais anti-antigenos e mais recentemente pela otimizacdo e
padronizacdo de técnicas sorolégicas como o immunoblotting (Passos, 2012) e o
Dot-Blot (Kamikawa, 2014).

Visando atender o algoritmo preconizado pelo Manual de Vigilancia e Controle
da Paracoccidioidomicose, publicado pela Secretaria de Estado da Saude de Sé&o
Paulo em 2008, o objetivo central deste trabalho foi a otimizacdo e validacdo da
metodologia de ELISA indireto visando a triagem sorolégica das amostras de
pacientes com suspeita clinica de paracoccidioidomicose ou com doenga

confirmada.
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O método de ELISA indireto consiste na adsor¢do ou ligacdo do antigeno
solivel a um substrato solido, no caso uma placa de poliestireno, seguido de
sucessivas lavagens a fim de remover o antigeno ndo adsorvido ou ligado a placa e,
posterior incubacdo com o0s soros testes, controles positivo, negativo e branco. A
deteccdo de anticorpos especificos a partir da formacdo do complexo antigeno-
anticorpo acontece a partir da adicdo de um anticorpo secundario, ou seja, uma
solucéo de imunoglobulina anti-espécie conjugada a uma enzima. Apos incubacéo e
novas lavagens o substrato especifico da enzima é adicionado. A reacdo se
processa e o grau de hidrélise do substrato é proporcional a quantidade de
anticorpos ligados. Apés a adicao da solucdo de parada da reacéo, a determinacéo
das densidades Opticas é realizada por espectrofotometria, em um determinado

comprimento de onda.

A metodologia de ELISA, devido a sua facil exequibilidade, possibilidade de
automacao, alta sensibilidade (95 a 100%) e capacidade de detectar nanogramas de
anticorpos por mililitro de soro, para a detec¢cdo de anticorpos e antigenos
circulantes, tem sido utilizada para o imunodiagnéstico em quase todas as micoses
sistémicas, sendo em todas (Peterson, 1981; Richardson e Warnock, 1983;
Guimardes et al., 2010; Kappe e Rimek, 2010; Teles e Martins, 2011; Bagut et al.,
2013).

No imunodiagnéstico da paracoccidioidomicose, o ensaio de ELISA foi
utilizado pela primeira vez por Arango et al. (1982) e depois, simultaneamente, por
Camargo et al. (1984) e Mendes-Giannini et al. (1984). Varios outros e importantes
trabalhos seguiram-se a estes, contudo em todos se observa falta de padronizacéo
da metodologia, especialmente relacionada ao tipo de preparacdo antigénica
utilizada, o que dificulta ou até mesmo impossibilita a comparacédo dos resultados
obtidos entre laboratoérios distintos (Cano et al., 1986; Puccia e Travassos, 1991;
Camargo et al., 1994; McEwen et al., 1996; Diez et al., 2003; Albuquerque et al.,
2005; Reis et al., 2005; Fernandes et al., 2011; Pereira, 2012; Santos et al., 2012;
Rigobello et al., 2013; Sylvestre et al., 2014).
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Em relacdo a preparagdo antigénica tem-se observado o emprego desde
filtrados de cultura (Mendes-Giannini et al., 1984; Camargo et al., 1984; Pereira,
2012; Sylvestre et al., 2014), antigeno citoplasméatico ou somético (Cano et al., 1986;
Rigobello et al.,, 2013), preparagcbes polissacaridicas (Mendes-Giannini, 1982),
antigenos de membrana e exocelular-Mexo (Reis et al., 2005), moléculas purificadas
(Puccia e Travassos, 1991; Camargo et al., 1994; Diez et al., 2003; Albuquergue et
al., 2005) e antigenos recombinantes (McEwen et al., 1996; Fernandes et al., 2011,
Santos et al., 2012).

Dados da literatura indicam que a preparagdo antigénica adequada e com
aplicabilidade no sorodiagnostico deve conter, em sua composicdo, a molécula de
43.000 daltons (Camargo, 2008). Neste sentido, ha necessidade de escolher
adequadamente a amostra a ser utilizada para este propdésito, pois conforme
demonstrado por Campos et al. (1995), existem amostras de P. brasiliensis que n&o
secretam/expressam a gp43. Deve-se salientar, entretanto, que gp43, ndo € uma
molécula totalmente especifica, nha medida em que sua fracdo glicidica contém
epitopos capazes de serem reconhecidos por soro de pacientes com outras
doencas, principalmente soros contendo anticorpos anti-Histoplasma capsulatum

(Camargo et al., 1984; Mendes-Giannini et al., 1984; Puccia e Travassos, 1991).

Para a conducdo deste trabalho, optou-se por empregar como antigeno,
filtrados de cultura obtidos a partir da cepa B-339 (ATCC 32069) e da amostra 113
de P. brasiliensis. A escolha deste tipo de preparacdo antigénica pautou-se
principalmente no fato destas serem as preparacfes antigénicas utilizadas, desde
1999, pelo Laborat6rio de Imunodiagnéstico das Micoses para a conducao do ensaio
de imunodifusédo dupla em gel de agarose, e mais recentemente, do ensaio de

immunoblotting.
O filtrado de cultura obtido a partir da cepa B-339 de P. brasiliensis apresenta

grandes quantidades da glicoproteina de 43kDa, gp43, conhecida por ser o antigeno

imunodominante desta espécie fangica, estando também envolvida em outras
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importantes funcdes bioldgicas (Puccia et al., 1986; Vicentini et al., 1994; Mendes-
Giannini et al., 2006).

A gp43 é sintetizada e armazenada no interior de vesiculas densas que
parecem migrar para a borda externa da parede celular, sendo secretadas para o
espaco celular sob a forma de gotas densas (Straus et al., 1996). A cinética de
liberacdo da gp43 em cultura foi avaliada, sendo observada que ela € continuamente
secretada por leveduras na fase exponencial de crescimento com pico maximo de
liberacdo detectado no sétimo dia de cultura, caindo de forma expressiva no
vigésimo quinto dia e apresentando niveis quase indetectaveis no trigésimo dia, o
gue indica a degradacao dos epitopos reconhecidos pelos anticorpos usados na sua
deteccédo (Stambuk et al., 1988).

Segundo Puccia et al. (1986), Puccia e Travassos (1991) e Camargo et al.
(1994) a gp43 é marcadora sorolégica da doenca e reconhecida por 100% dos

pacientes infectados.

Diferentemente ao observado para o filtrado de cultura da cepa B-339, o
fitrado de cultura obtido da amostra 113 de P. brasiliensis apresenta grandes
guantidades ndo apenas de gp43, mas também de uma glicoproteina de massa
molecular aparente de 70kDa, ou, gp70. A gp70, na fase de levedura, tem sido
identificada principalmente no compartimento intracelular, mais especificamente no
citoplasma de P. brasiliensis, contudo, pode ser detectada também no sobrenadante

de cultura (Mattos Grosso et al., 2003).

Salina et al. (1998) demonstraram que 96% dos soros de pacientes com
paracoccidioidomicose reagem frente a gp70. Segundo Camargo et al. (1989) e
Silva et al. (2004) pacientes submetidos a terapia antimicotica, apresentaram
diminuicdo expressiva nos titulos de anticorpos anti-gp70, sugerindo que a gp70

possa também ser considerada um marcador para a doenca.
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A fim de determinar-se a preparagdo antigénica que seria utilizada no
Laboratorio de Imunodiagnéstico das Micoses para o desenvolvimento do ensaio de
ELISA indireto foi avaliado o desempenho de ambas as preparacfes antigénicas
pelo proprio ensaio de ELISA indireto e seus resultados foram comparados aos
resultados do ensaio sorolégico padréo ouro, ou seja, imunodifusdo dupla em gel de

agarose.

Antes da conducdo desta avaliacdo propriamente dita, avaliacfes
preliminares foram realizadas a fim de determinar o melhor tamp&o de
blogueio/diluicdo e as melhores diluicbes dos anticorpos primarios (soros) e
anticorpo secundario (IgG de cabra anti-lgG humana conjugada a peroxidase) bem

como a concentracado proteica ideal dos filtrados de cultura.

Para o tampé&o de bloqueio, optou-se por avaliar trés dos mais citados nas
publicacdes especificas (Ortiz et al., 1998; Puccia e Travassos, 1991; Sene, 2001,
Diez et al., 2003; Maluf et al., 2003; Neves et al., 2003; Albuguerque et al., 2005;
Pereira, 2012). Desta forma, foram avaliados tampdes acrescidos de leite em pé
desnatado, gelatina e, soro albumina bovina.

Verificou-se que o melhor resultado, ou seja, menor coloracdo de fundo
(background) e menores valores de DO foi obtido quando se empregou tampéao
PBS-T-BSA, corroborando com os dados de Ortiz et al. (1998); Diez et al. (2003) e
Marques-da-Silva et al. (2003). Varios grupos tém utilizado leite em p6 desnatado
como proteina nao “relacionada” para o preparo do tampao de bloqueio (Sene, 2001;
Maluf et al., 2003; Neves et al., 2003; Albuquerque et al., 2005; Pereira, 2012).
Neste trabalho, os resultados obtidos empregando-se leite em p6 desnatado como
proteina ndo correlacionada ndo foram adequados, uma vez que causaram forte
reacdo de fundo ou background e altos valores de DO. Uma possivel explicacao
para esta observacdo possa talvez estar pautada na adicdo de diferentes tipos de
vitaminas como suplemento alimentar nas diferentes marcas de leite em po. Ao

contrario de Puccia e Travassos (1991), ndo se observou bons resultados quando
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empregou-se gelatina como proteina inerte, pois os valores de densidade Optica

foram maiores que os valores gerados quando se utilizou soro albumina bovina.

Em relacdo ao tampéo de diluicdo, a analise dos resultados revelou que o
tampédo PBS-T-BSA 1% poderia ser utilizado também como tampéao de diluicdo tanto
dos anticorpos primario como secundario. Além disso, a avaliacdo dos diferentes
trabalhos demonstrou que muitos autores utilizam o mesmo tampédo de bloqueio
para a diluicdo tanto dos soros testes como do conjugado (Ortiz et al., 1998; Sene,
2001; Diez et al., 2003; Neves et al., 2003).

Quanto a diluicdo das amostras testes, observa-se enorme heterogeneidade
na literatura especifica. Desta forma, a avaliagcdo das trés amostras de soro de
pacientes com paracoccidioidomicose confirmada demonstrou que, independente da
preparacao antigénica utilizada, a diluicdo do soro mais indicada foi a de 100 vezes.

Sene (2001) cita utilizar inicialmente soros diluidos 100 vezes em tampao
PBS-Molico 5%, seguida de diluicbes na raz&o dois (2) frente a uma mistura de
filtrado de cultura e antigeno somatico para a determinacdo do nivel de anticorpos
circulantes anti-P. brasiliensis. Assuncéo (2012) avaliou a presenca de anticorpos
especificos no soro de pacientes com paracoccidioidomicose, diluidos 100 vezes em
PBS-L 1% frente a gp43 recombinante (gp43ANt). Albuquerque et al. (2005)
avaliaram o desempenho da glicoproteina de 43kDa de P. brasiliensis tratada com
metaperiodato de sédio, sendo a diluicdo de 1:100 o ponto de partida na diluicdo das
amostras de soro dos pacientes com paracoccidioidomicose confirmada. Em
contrapartida, Pereira (2012) iniciou a avaliacdo de anticorpos circulantes anti-P.
brasiliensis diluindo as amostras de soro 50 vezes frente a filtrado de cultura da
amostra 192 de P. brasiliensis; enquanto Ortiz et al. (1998) e Diez et al. (2003),
empregando antigenos recombinantes (proteina de 27kDa) diluiram as amostras
1.000 vezes.

Em relagéo ao anticorpo secundario, também existe grande heterogeneidade
relacionada a diluicdo do mesmo. Desta forma, neste trabalho, a melhor diluicdo do
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anticorpo secundéario, ou seja, IgG de cabra anti-lgG humana conjugada a
peroxidase, foi determinada de modo semelhante ao realizado para a diluicdo do
soro e concentracdo proteica das preparacdes antigénicas, sendo o anticorpo
secundario, diluido 1.000, 3.000 e 6.000 vezes em tampéo PBS-T-BSA 1%. Apés a
realizacdo dos ensaios de ELISA indireto, as densidades O6pticas obtidas foram
avaliadas empregando-se novamente a ANOVA e o Teste de Tukey. A interpretacao
dos resultados revelou que o conjugado diluido 3.000 vezes apresentou melhor

desempenho, independente da preparacéo antigénica utilizada.

Sylvestre et al. (2014) também utilizaram 1gG de cabra anti-IlgG humana
conjugada a peroxidase diluida 3.000 vezes. Pereira (2012) empregou IgG de cabra
anti-lgG humana marcada com peroxidase diluida 1.000 vezes em PBS-T. Ortiz et
al. (1998), Sene (2001) e Diez et al. (2003) utilizaram 100 uL do anticorpo IgG anti-
humano conjugado a peroxidase diluido em PBS-Molico-5% e Assuncédo (2012)
empregou conjugado anti-lgG humano-peroxidase diluido 60.000 vezes em PBS-

leite desnatado 1%.

A analise dos resultados empregando-se 2,5, 5,0 e 10,0 ug de proteina de
cada preparacdo antigénica/poco diluidas em tampao carbonato-bicarbonato 0,1M
(pH 9,6), demonstrou que as maiores densidades Opticas foram obtidas com a

utilizacao de 10,0 ug de antigeno/poco.

Nota-se que a concentracdo proteica das preparacdes antigénicas varia muito
entre os diferentes trabalhos existentes na literatura. Ortiz et al. (1998),
sensibilizaram placas de poliestireno com antigeno recombinante de 27kDa em
concentracéo que variou de 0,5 a 4,0 ug/poco. Sene (2001), empregou 2,6 ug/poco
de uma mistura antigénica composta por antigeno somatico e filtrado de cultura
diluida em tampéao carbonato-bicarbonato (pH 9,6) para a sensibilizacdo das placas
de ELISA. Diez et al. (2003) avaliaram a capacidade discriminatoria do antigeno
recombinante purificado de 27 kDa e a fracdo de 87 kDa (individualmente ou
misturados) em concentragbes variando entre 0,032 e 4,0 pg/poco diluidos em

tampao carbonato 0.06 M (pH 9,6). Neves et al. (2003) utilizaram 2,0 ug/mL de gp43
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para a deteccdo de anticorpos da classe IgG anti-P. brasiliensis. Albuquerque et al.
(2005), sensibilizaram as placas de ELISA com 2,5 ug/mL de gp43. Reis et al. (2005)
utilizaram 100 puL de uma solucdo de 10,0 pug/mL de antigeno Mexo diluido em
tampao carbonato 0.5 M (pH 9,6). Silveira et al. (2006) empregaram 2,5 ug/mL de
gp43 para avaliar a co-infeccdo P. brasiliensis x Leishmania spp em caes.
Fernandes et al. (2011) utilizaram 1,0 pg/100 pL de antigeno recombinante
purificado rPb40 ou rPb27 por poco diluido em tampéo carbonato 0,5 M (pH 9,6) ou
0,5 ug/100 puL da mistura de ambos. Para a avaliacdo da reatividade da proteina de
43 kDa recombinante (gp43ANt), Assuncao (2012), sensibilizou as placas de ELISA
com 2,5 ug/mL de gp43 nativa ou 2,5 pg/mL de gp43ANt.

Em relacdo ao substrato utilizado para o preparo da solucéo reveladora, em
nosso trabalho, optou-se por utilizar o 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina (TMB) levando em
consideracdo que alguns autores propdem a utilizacdo deste mesmo substrato por
ser altamente estavel e ndo mutagénico e/ou carcinogénico (Bos et al., 1981),
possuir baixo custo em relacdo aos fluorégenos, ser de facil manipulacdo (Blais et
al., 2004), possuir disponibilidade comercial sob a forma de kits (Frey et al., 2000;
Blais et al., 2004), além de ser mais sensivel que a ortofenilenodiamina (OPD) cujas
propriedades mutagénicas foram demonstradas no teste de Ames (que detecta a
citotoxicidade e mutagenicidade causadas por compostos quimicos) (Voogd et al.,
1980; Porstmann e Kiessig, 1992).

Associado a estes pontos é importante enfatizar que o TMB € o cromdgeno
mais utilizado nos ensaios imunoenzimaticos, onde a enzima catalisadora da reacéo
€ a HRP (horseradish peroxidase - peroxidase de raiz forte). Sua oxidacdo produz
um composto de cor azul que com a acidificacdo torna-se amarelo e que se
correlaciona com o nivel do analito cuja absorbancia é obtida a 450 nm (Josephy et
al., 1982; Frey et al., 2000; Mendes, 2010).

Apesar destas recomendacOes, a pesquisa realizada na literatura
especializada, mostra que sao poucos o0s trabalhos relacionados ao

imunodiagnadstico das micoses que empregam o TMB como sistema revelador. Além
79



deste encontramos apenas o de Silveira et al. (2006) que avaliaram, pelas
metodologias de imunodifusdo dupla e ELISA, a presenca de anticorpos circulantes
anti-P. brasiliensis em caes soropositivos e soronegativos para Leishmania; o de
Assuncédo (2012) que relata o emprego de TMB como sistema revelador do ensaio
de ELISA para avaliar o desempenho da gp43 recombinante (gp43ANt) soltvel para
o diagnostico da paracoccidioidomicose humana e mais recentemente o de
Sylvestre et al. (2014) que avaliaram a capacidade do ELISA na deteccdo de

anticorpos anti-Paracoccidioides brasiliensis em pacientes com recaida.

Entretanto, deve-se salientar que ao contrario do que se observa para o
diagnoéstico da paracoccidioidomicose, onde a maioria dos testes soroldgicos é
realizada de forma artesanal e caseira, ou seja, in house, existe para o diagndstico
de outras micoses como a aspergilose, por exemplo, ensaios imunoenzimaticos
comerciais. Tendo em vista o0 aumento expressivo dos casos de aspergilose em
pacientes imunossuprimidos, empresas como IBL International, Hamburg, Germany
e Bio-Rad Inc, Hercules, CA, USA, desenvolveram kits para a determinagao
qualitativa e quantitativa de anticorpos da classe IgM dirigidos ao Aspergillus
fumigatus (Aspergillus fumigatus IgM ELISA®, IBL International, Hamburg, Germany)
e para a deteccdo do antigeno galactomanana (Platelia™ Aspergillus EIA, Bio-Rad
Inc, Hercules, CA, USA). Ambos sdo ensaios imunoenzimaticos de fase solida
baseados na técnica de sandwich, sendo o TMB o cromdOgeno utilizado como

sistema revelador.

A outra substancia reveladora bastante utilizada, no imunodiagnostico nao
apenas da paracoccidioidomicose (Ortiz et al., 1998; Diez et al., 2003; Neves et al.,
2003; Albuquerque et al., 2005; Reis et al., 2005; Marques-da-Silva et al., 2006;
Fernandes et al.,, 2011; Pereira, 2012; Gegembauer et al., 2014) bem como de
outras espécies fungicas, quando se emprega anti-lgG humana marcado com
peroxidase é a ortofenilenodiamina (OPD). Vidal et al. (2003) avaliaram a
performance da metodologia de ELISA indireto na pesquisa de anticorpos-
circulantes anti-Fonsecaea pedrosoi, empregando como anticorpo secundario anti-

IgG humana marcada com peroxidase e como sistema revelador da reacdo OPD.
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Este mesmo sistema revelador foi utilizado por Polese (2009) ao desenvolver um
ensaio de ELISA visando a deteccdo de anticorpos contra Cryptococcus neoformans
var. grubii, por Santurio et al. (2006) ao padronizarem um ensaio de ELISA indireto
para o diagnostico sorolégico da pitibse e por Bernardes-Engemann (2004) ao

validar o teste de ELISA para o imunodiagnostico da esporotricose.

Trata-se de um cromogeno cuja oxidacdo pela HRP-H,O, produz 2,3-
diaminofenazina um composto soltvel cuja cor varia de laranja a marrom, e apés a
adicdo de &cido sulfurico ou cloridrico sua intensidade pode ser medida em

espectrofotdometro a 492 nm (Bovaird et al., 1982; Nascimento, 2007).

Nascimento (2007) comparou a acuracia e confiabilidade de trés sistemas
reveladores de ensaios imunoenzimaticos na deteccdo de anticorpos IgG
especificos para o diagnéstico da leishmaniose tegumentar americana causada por

Leishmania (Viannia) braziliensis.

Nos ensaios imunoenzimaticos foram empregados antigenos parcialmente
sollveis obtidos de formas promastigotas de L. (V.) braziliensis e na revelacéo, dois
cromégenos, 1,2-ortofenilenodiamino (OPD) e 3,3’,5,5'-tetrametilbenzidina (TMB) e
um fluorégeno, 4-metilumbeliferilfosfato (MUP). O desempenho de cada sistema
revelador foi comparado através dos seus parametros de acuracia, Coeficiente de
Correlacéo Intraclasse (ICC) e as areas sob a curva ROC. A sensibilidade foi
idéntica (97,4%) para todos os sistemas. A confiabilidade foi excelente (ICC =
98,61%; 98,74% e 99,11%) e a especificidade variou de 93,7%, 95,8% a 97,4% para
OPD, MUP e TMB, respectivamente, sem significancia estatistica. Segundo a autora,
a nao diferenca entre as excelentes performances dos trés reveladores sugere que
se utilize o TMB por possuir vantagens de ordem operacionais como baixo custo
referente ao equipamento de leitura, facil manipulagédo, estabilidade e menor

toxicidade.
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Desconhece-se este tipo de abordagem comparando a acuracia e
confiabilidade de sistemas reveladores de ensaios imunoenzimaticos na deteccéo de
anticorpos IgG especificos anti-P. brasiliensis.

A avaliacdo do desempenho das preparacdes antigénicas foi determinada
através da andlise da curva ROC, onde definiu-se o ponto de corte para cada
preparacao antigénica avaliada, estabelecendo-se cut-off de 0,410 para o filtrado de
cultura PbB-339 e 0,475 para o filtrado de cultura Pb113, assumindo assim
sensibilidade de 96% e especificidade de 95% para o filtrado de cultura PbB-339 e
sensibilidade de 93% e especificidade de 95% para o filtrado de cultura Pb113.

Verificou-se em um primeiro momento, que ambos o0s antigenos
apresentaram desempenho semelhante. Contudo, a avaliagdo da curva ROC
demonstrou que o filtrado de cultura obtido da cepa B-339 de P. brasiliensis atinge
com menores valores de densidade Optica grau de sensibilidade igual a 96%,
mantendo-se assim até a especificidade chegar a 95%, por outro lado, observou-se
que o filtrado de cultura obtido da amostra 113 manteve sensibilidade de 96%
apenas quando a especificidade chegou a 79%.

Uma vez que ambas as preparacfes antigénicas apresentaram o mesmo
indice de especificidade, optou-se em avaliar mais detalhadamente o
comportamento de ambas. Assim, novo grafico foi construido ampliando a regido de
interesse, ou seja, 0,90 a 0,95 de sensibilidade e especificidade. Observou-se que 0
filtrado de cultura obtido a partir da cepa B-339 de P. brasiliensis conferiu a
metodologia de ELISA indireto especificidade maxima (100%) com um valor de DO
inferior ao observado para o filtrado de cultura da amostra 113, demonstrando que o
AgPbB-339 apresenta uma especificidade sistematicamente superior aquela obtida
para o AgPb113. Desta forma, a partir dos resultados obtidos, optou-se por eleger o
fitrado de cultura AgPbB-339 como antigeno para o desenvolvimento da
metodologia de ELISA indireto visando a triagem sorolégica das amostras de soro
de pacientes com suspeita clinica de paracoccidioidomicose ou com doenca

confirmada.
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A variabilidade de interpretacdo dos resultados e de definicAo do ponto de
corte da reacdo também € muito observada nos trabalhos publicados, variaveis
estas de extrema importancia, pois interpretacées distintas de um mesmo resultado

geram resultados distintos.

Neste estudo, optou-se por calcular o ponto de corte da reacdo através da
curva ROC. Sylvestre et al. (2014) também empregaram a curva ROC para
determinar os pontos de corte do teste ELISA avaliados para intervalos de confianca

iguais a 95% e 99% obtendo densidades Opticas de 0,710 e 0,850, respectivamente.

Entretanto, muitos autores optam por empregar a média da absorbancia
obtida a partir de soros de individuos aparentemente sadios somada a duas vezes o
valor do desvio-padréo, para o estabelecimento do cut-off da reacdo (Del Negro et
al.,, 2000; Sene, 2001; Reis et al., 2005; Bellissimo-Rodrigues et al., 2010;
Fernandes et al., 2011; Pereira, 2012).

Del Negro et al. (2000) calcularam o valor do ponto de corte da reacao a partir
da média dos valores de DO de 65 amostras de soro de pacientes de banco de
sangue somada a duas vezes o desvio-padrdo. Sene (2001) utilizou a média da
absorbancia obtida com soros diluidos & 1:100, de individuos clinicamente saudaveis
(controles negativos), somada a duas vezes o valor do desvio-padréo, e Bellissimo-
Rodrigues et al. (2010) também calcularam o valor do ponto de corte da reacdo a
partir da média dos valores de DO de amostras de soro de individuos saudaveis

acrescida de duas vezes o desvio-padréo.

Segundo Ferreira e Avila (2001), para a validacdo de um ensaio sorolégico, é
extremamente importante que varios parametros entre 0s quais se pode citar:
sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivo e negativo e acuracia sejam
avaliados. Por definigdo, a validade intrinseca refere-se ao desempenho do ensaio,
neste estudo o ensaio de ELISA comparado a um ensaio de referéncia, no caso, a

reacao de ID.
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Na amostragem avaliada, os parametros intrinsecos, para o ensaio de
imunodifusdo dupla em gel de agarose, padrédo ouro soroldgico, calculados foram:
sensibilidade de 67% (37/55), especificidade de 100% (111/111), valor preditivo
positivo de 100% (37/37), valor preditivo negativo de 86% (111/129) e acuracia de
89%.

O ensaio de ELISA indireto apresentou sensibilidade de 96% (53/55),
especificidade de 95% (106/111), valor preditivo positivo de 91% (53/58), valor
preditivo negativo de 98% (106/108) e acuracia de 95%.

Pode-se observar que o ensaio de ELISA indireto apresentou sensibilidade
superior ao método padrdo ouro sorolégico, ou seja, 96% x 67%. Esta reatividade
pode ser explicada pela maior sensibilidade dos ensaios imunoenzimaticos em
relacdo aos ensaios de precipitacdo. Este achado deve-se ao fato de que no grupo
de individuos aparentemente sadios, 0s cinco individuos em algum momento da vida
entraram em contato com o agente causal da paracocciodioidomicose, ou seja, com
P. brasiliensis ou; que os mesmos realizaram avaliacdo da imunidade celular por
meio da inoculacdo de paracoccidioidina (intra-dermoreacdo/reacdo de
hipersensibilidade do tipo tardio) ou ainda; que esta reatividade seja inespecifica,
uma vez que a preparacdo antigénica utilizada € rica em gp43 e esta glicoproteina

pode reagir de forma inespecifica com outros epitopos semelhantes.

E quanto aos pacientes com paracoccidioidomicose confirmada,
provavelmente existiam alguns que se encontravam em cura sorolégica ou cura
clinica, ndo apresentando, portanto doenca ativa. Estes pacientes apresentam nivel
de anticorpos circulantes anti-P. brasiliensis abaixo do limite de deteccdo da técnica
padrdao ouro. Por outro lado, a capacidade da metodologia de ELISA indireto em
detectar nanogramas de anticorpos por mililitro de soro permitiu que o antigeno de
P. brasiliensis fosse reconhecido pelos anticorpos circulantes presentes nestes

SOros.
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Avaliando o indice de sensibilidade, pode-se observar que neste trabalho,
empregando como antigeno filtrado de cultura da cepa B-339 de P. brasiliensis,
houve concordancia de resultados com os trabalhos de outros autores que também
empregaram filtrados de cultura ou uma mistura de antigeno somatico e filtrado de
cultura (Sene, 2001; Pereira, 2012; Sylvestre, 2013; Sylvestre et al., 2014).

Sene (2001) avaliou o desempenho do teste de ELISA comparando a
metodologia com o ensaio de imunofluorescéncia indireta (IFl) e a metodologia de
micro-imunodifusdo dupla em gel de agarose antes e ap0s introducéo do tratamento
de pacientes com a forma aguda/subaguda e a forma cronica da
paracoccidioidomicose. Para cada teste, os seguintes parametros foram avaliados:
sensibilidade (SE), especificidade (EP), valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo
negativo (VPN) e eficiéncia (EF). No periodo pré-tratamento a IFl apresentou SE=
92,3%, VPP= 87,5%, VPN= 92% e EF= 88,6%. Os valores de SE, VPP, VPN e EF
calculados para a imunodifusdo dupla foram de 93%, 97,4%, 95% e 96,2%,
respectivamente. Para a metodologia de ELISA observou-se SE= 100%, VPP= 95%,
VPN= 100% e EF= 97,4%. No grupo de doadores de sangue, a eficiéncia da IFl, ID
e ELISA foram, respectivamente, de 93,3%, 100% e 100%. Em soros de pacientes
com outras micoses sistémicas, as EP para os testes foram de 60%, 90% e 80%,
respectivamente. Durante o tratamento, maior correlacdo foi obtida entre a ID e 0
ELISA (r= 0,61591, p<0,05), obtendo-se baixas correlacbes com a IFl. O tempo
necessario para negativar o ELISA (Md= 20,0 meses) foi maior do que a ID (Md=
13,5 meses). O ensaio de ELISA se negativou em geral nove meses apoés a ID, o
que sugere que este teste passe a ser um referencial para suspensédo do tratamento

de manutencéao.

Pereira (2012) comparou a reacdo de imunodifusdo dupla e o ensaio de
ELISA para o imunodiagnostico da paracoccidioidomicose. A metodologia foi
estabelecida comparando-se titulos de anticorpos obtidos de trés grupos de
pacientes: 145 amostras de soros de 83 pacientes com paracoccidioidomicose
(Grupo 1), 49 doadores saudaveis (Grupo Il) e 13 pacientes com sorologia reagente

por imunodifusdo dupla para outras micoses pulmonares: 11 com histoplasmose e 2
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com aspergilose (Grupo Ill). Os resultados demonstraram que oito (9,6%) e cinco
(6,0%) dos pacientes com paracoccidioidomicose apresentaram resultado falso-
negativo ao teste de ID e ELISA, respectivamente. Dentro do grupo de pacientes
saudaveis, ndo houve casos de falso positivo na imunodifusdo, porém, cinco (10,2%)
amostras apresentaram baixos titulos de anticorpos frente ao filtrado de cultura da
amostra 182 de P. brasiliensis no ELISA. Segundo a autora, a sensibilidade do
ELISA (93,9%) foi um pouco superior ao da ID (90,3%) e a especificidade do ELISA
calculada como base no controle saudavel e dos pacientes com outras micoses foi
89,7% e 23,1%, respectivamente. A imunodifusdo mostrou uma especificidade de
100% para ambos os casos. Os valores preditivos positivos e negativos foram de
100% e 83,8% para imunodifusdo e de 88,5% e 90,3% para ELISA,
respectivamente. A acuracia dos testes foi de 94,4% para a imunodifusédo e 86,2%
para o ELISA.

Sylvestre (2013) avaliou a acuracia do ensaio de ELISA avaliando 200
amostras de soro de pacientes com paracoccidioidomicose e 200 amostras de soro
de individuos saudaveis doadores de banco de sangue, empregando como
antigeno, filtrado de cultura da amostra 113 de P. brasiliensis. A autora estabeleceu
dois pontos de corte distintos: 0,710 e 0,850. Para o cut-off de 0,710 os valores de
sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo negativo e
acuracia foram de 96,0%; 95,0%; 95,0%; 96,0% e 95,5%, e para o cut-off de 0,850
os valores calculados foram de 96,9%; 95,1%; 95,0%; 97,0% e 96,0%,

respectivamente.

Ao comparar-se o indice de sensibilidade (96%) do presente estudo frente
agueles que empregaram fracBes purificadas ou antigenos recombinates de P.
brasiliensis, verificou-se néo existir diferenca entre os valores obtidos por Fernandes
et al. (2011) ao empregar uma mistura de antigeno recombinante rPb27 + rPb40,
uma vez que os autores obtiveram sensibilidade de 96%. Por outro lado, quando os
autores avaliaram isoladamente ambos 0s antigenos recombinantes encontraram
sensibilidade de 54% para rPb40 e 89% para rPb27.
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Entretanto, a sensibilidade obtida neste trabalho foi superior a sensibilidade
encontrada por Diez et al. (2003) ao empregarem na conducdo da metodologia de
ELISA uma mistura composta pelo antigeno recombinante de 27kDa e pela proteina
de choque térmico de 87kDa bem como as preparacdes antigénicas isoladamente.
Os valores calculados foram de 92% para a mistura de ambos os antigenos, 49%
para a proteina de 27kDa e 81% para a proteina de 87kDa.

Sensibilidade inferior & obtida neste trabalho foi observada por Ortiz et al.
(1998) ao empregarem o antigeno recombinante de 27kDa (p27). O indice global de
sensibilidade foi de 73,4% e o indice de sensibilidade estratificando-se os pacientes
segundo a forma clinica da paracoccidioidomicose foi de: 71,4% para a forma
aguda, 66,7% para a forma crbnica unifocal e 75,6 % para a forma cronica

multifocal.

Em relacdo ao indice de especificidade (95%) do presente estudo frente
aqueles que empregaram fracdes purificadas ou antigenos recombinates de P.
brasiliensis, verificou-se especificidade normalmente superior. Diez et al. (2003)
obtiveram 86% de especificidade para a preparacdo antigénica p27 (0,125 mg/poco),
74% para p87 (0,125 mg/poco), 88% para p27 (0,125 mg/poco) + p87 (0,06
mg/poco) p27 e 86% quando utilizaram p27 (0,06 mg/poco) + p87 (0,125 mg/poco)
frente a soros de individuos normais e especificidade de 90%, 82,5%, 90% e 88%,
respectivamente frente a soros de pacientes portadores de outras micoses

sistémicas.

Ortiz et al. (1998) ao empregarem o antigeno recombinante de 27kDa (p27)
obtiveram indice global de especificidade de 87,5% e o indice estratificando-se os
pacientes segundo a forma clinica da paracoccidioidomicose foi de: 87,5% para a
forma aguda, 83,3% para a forma crénica unifocal e 84,4 % para a forma cronica
multifocal. J& Fernandes et al. (2011) obtiveram especificidade de 100% frente a
soros humanos normais e frente a soros de pacientes portadores de outras micoses
sistémicas e de 93,5% frente a soros de pacientes com outros tipos de doencas

infecciosas.
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Avaliando a sensibilidade e especificidade de outros trabalhos que relatam o
emprego de tipos distintos de preparacdo antigénica, verificou-se que Reis et al.
(2005) ao empregarem antigenos Mexo, preparacdo antigénica obtida de proteinas
fangicas de membrana e exocelulares, obteve sensibilidade de 100% e
especificidade de 96,6%.

Entre as desvantagens da metodologia pode-se citar a reatividade cruzada,
especialmente frente a soros de pacientes com histoplasmose e Doenca de Jorge
Lobo, devido a presenca de antigenos comuns entre as diferentes espécies fungicas
(Brummer et al., 1993) ou ainda frente a soros de individuos aparentemente
saudaveis residentes em areas endémicas para paracoccidioidomicose (Maluf et al.,
2003). A reatividade cruzada deve ser avaliada também entre pacientes com
tuberculose visto que se trata de uma doenga comum entre os pacientes infectados
por P. brasiliensis. Segundo Londero (1982) a tuberculose pulmonar foi relatada em
10% dos pacientes com paracoccidioidomicose disseminada, seja antes, depois ou

concomitantemente ao tratamento.

A fim de sanar este problema, alguns grupos recomendam a absor¢cdo das
amostras de soro de pacientes com paracoccidioidomicose com células
leveduriformes de Candida albicans (Camargo et al., 1984) ou de Histoplasma
capsulatum (Mendes-Giannini et al., 1984) ou ainda tratar a preparacao antigénica
com metaperiodato de sddio a fim de oxidar a por¢cdo glicidica responsavel pela

reatividade cruzada (Albuquerque et al., 2005).

Outra estratégia que vem sendo empregada na tentativa de minimizar a
ocorréncia de reatividade cruzada reside na utilizacdo de determinantes antigénicos
purificados como a gp43 e a gp70 (Camargo et al., 1984; Albuquergue et al., 2005)
ou ainda o uso de antigenos recombinantes (McEwen et al., 1996; Ortiz et al., 1998;
Diez et al., 2003; Fernandes et al., 2011).

Neste estudo, avaliou-se também, 54 amostras de soro de pacientes

portadores de outras doencas pulmonares que n&o paracoccidioidomicose. Assim,
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foram analisadas 19 amostras de soro de pacientes com histoplasmose, 19
amostras de soro de pacientes com aspergilose e 16 amostras de soro com
tuberculose. Observou-se que nenhuma amostra apresentou reatividade frente ao
filtrado de cultura da cepa B-339 de P. brasiliensis pelo ensaio de imunodifuséo,
confirmando assim a alta especificidade da metodologia bem como sua eficacia e
seguranca como metodologia diagndstica. Em contra partida, a avaliacdo destas
mesmas amostras frente a mesma preparacdo antigénica por ELISA indireto,
revelou que 50% (27/54) das amostras apresentaram reatividade cruzada frente ao

filtrado de cultura da cepa B-339.

Sene (2001) utilizando uma mistura antigénica composta por filtrado de
cultura e antigeno somatico obtida a partir das amostras 18, 113, 192, 265, BT2 e
339 de P. brasiliensis verificou reatividade cruzada de 80% frente a amostras de
soro de pacientes portadores de outras micoses (6 dos quais com histoplasmose, 1

com actinomicose, 1 com criptococose, 1 com aspergilose e 1 com adiaspiromicose).

Pereira (2012) verificou entre os 13 pacientes com outras micoses, que dez
(77,0%) foram reagentes por ELISA enquanto por imunodifuséo dupla, todos foram

nao reagentes.

Sylvestre (2013) avaliou soros de pacientes com histoplasmose, bola fungica
aspergilar e tuberculose pelo teste ELISA indireto para avaliacdo da prevaléncia de
resultados falsos positivos. Segundo a autora, foram observadas elevadas
prevaléncias, principalmente quando a densidade 6ptica de 0,710 foi utilizada como
cut-off. A prevaléncia de testes falsos positivos ndo variou segundo doencga
(tuberculose = histoplasmose = bola fungica aspergilar; p>0,05), independentemente
do cut-off utilizado. No entanto, essa prevaléncia variou em funcédo do cut-off para
soros de pacientes com tuberculose (ELISA 0,710 > ELISA 0,850; p=0,016), mas
nao para os de histoplasmose (p>0,05) e bola fungica aspergilar (p>0,05). Todas as
IDs utilizando o antigeno de Pb113 foram ndo reagentes para 0s soros de pacientes

com tuberculose, histoplasmose e bola fungica aspergilar.

89



Albuquerque et al. (2005) avaliaram a metodologia de ELISA como teste
especifico para o imunodiagndstico da paracoccidioidomicose, empregando como
antigeno a glicoproteina de 43kDa tratada e nao tratada com metaperiodato de sodio
frente a 25 amostras de soro de pacientes com paracoccidioidomicose e 14
amostras de soro de pacientes com histoplasmose. Neste mesmo estudo, os autores
absorveram os soros de pacientes com histoplasmose com células leveduriformes
de C. albicans e H. capsulatum bem como realizaram a diluicdo dos soros com
galactose. Os autores concluiram que nenhuma das estratégias adotadas foi

totalmente eficiente quanto a eliminacao da reatividade cruzada.

Ortiz et al. (1998) ao utilizarem antigeno recombinante de 27kDa de P.
brasiliensis na metodologia de ELISA revelaram importante reatividade cruzada
frente a soros de pacientes com aspergilose (73%) e frente a soros de pacientes
com histoplasmose (40%). Diez et al. (2003) também observaram a presenca de
reatividade cruzada, mesmo usando uma mistura de antigenos recombinantes. Os
autores obtiveram reatividade de 88% quando empregaram p27 (0,06 pg/poco) +
p87 (0,125 ng/poco) e de 90% quando empregaram (0,125 ug/poco) + p87 (0,06
ng/pogo).

Paralelamente a determinacdo dos valores de sensibilidade, especificidade,
valores preditivos positivo e negativo e acuracia, calculou-se também o indice de
concordancia entre o ensaio de imunodifusdo dupla em gel de agarose e ELISA
indireto. O célculo do coeficiente Kappa (k) foi igual a 0,70 indicando um bom indice

de concordancia entre as metodologias.

Sylvestre (2013) ao empregar filtrado de cultura da amostra 113 de P.
brasiliensis verificou que o indice que concordancia entre a reacao de imunodifusdo
dupla em gel de agarose e o ensaio de ELISA indireto foi de 0,61 sugerindo um bom
indice de concordéancia. Entretanto, o indice de concordancia Kappa, obtido por
Pereira (2012), empregando filtrado de cultura da amostra 182 foi de 0,40, o que

representa uma concordancia baixa entre os dois testes.
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A otimizagao e validagdo da metodologia de ELISA indireto foi realizada frente
a amostras de conveniéncia, ou seja, amostras de pacientes com
paracocidoidomicose confirmada pela visualizacdo das formas tipicas de P.
brasiliensis por exame micoldgico direto ou avaliacdo histopatolégica, associado a
deteccdo de anticorpos circulantes anti-P. brasiliensis em algum momento do curso
da doenca; amostras de soro de pacientes com outras doencgas pulmonares que nao
paracoccidioidomicose (aspergilose, histoplasmose e tuberculose) confirmados por
exame micoldgico direto e/ou sorolégico no caso das micoses e por reacao de BAAR
para tuberculose; e soro de individuos aparentemente saudaveis, doadores de
banco de sangue, e com auséncia de reatividade pela reacéo de imunodifusao dupla
em gel de agarose frente a antigeno de Histoplasma capsulatum e Aspergillus

fumigatus.

Entretanto, julgou-se de vital importancia avaliar a performance do ensaio de
ELISA indireto frente as amostras recebidas diariamente para a realizacdo do
diagnéstico presuntivo e/ou confirmatério para paracoccidioidomicose pelo

Laborat6rio de Imunodiagnéstico das Micoses.

Neste sentido, é importante informar que para esta etapa do trabalho néo foi
possivel 0 acesso a henhuma informacao adicional (antecedentes epidemioldgicos,
realizacdo ou ndo de avaliacdo micoldgica ou soroldgica prévia) dos pacientes, além
daquelas (nimero de matricula, nome, sexo, idade, hipétese diagndstica, data da
coleta, tipo de amostra, unidade requisitante, nome e CRM do médico) contidas nas

requisicées de exames.

Desta forma, devido a falta de informag¢des importantes especialmente pela
impossibilidade de classificar o0s pacientes avaliados no critério de
paracoccidioidomicose doenca, avaliou-se parametros como co-sensibilidade ou
sensibilidade relativa e co-especificidade ou especificidade relativa e também o
indice de concordancia entre os meéetodos de ID e ELISA, o qual foi calculado
segundo os indices de co-positividade e co-negatividade.
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Desta forma, foram avaliadas 205 amostras de soro de pacientes com
suspeita clinica de paracoccidioidomicose que deram entrada ao Laboratério de
Imunodiagnéstico das Micoses para a realizacdo da pesquisa de anticorpos
circulantes anti-P. brasiliensis pela reagdo de imunodifusdo dupla em gel de

agarose.

A razdo de masculinidade obtida neste trabalho foi de 3,3:1, corroborando
com os dados da literatura. Kamikawa et al. (2012) encontrou razdo de
masculinidade de 2,5:1, Passos (2012) encontrou de 3,9:1 e Blotta et al. (1999)
encontrou de 5,4:1.

Em relacdo a faixa etaria dos pacientes, a idade variou de cinco (05) a 86
anos. Mais uma vez estes achados corroboram com os da literatura. Entre
individuos com doenca ativa, sabe-se que aqueles residentes ou que residiram em
areas endémicas para P. brasiliensis, possivelmente infectaram-se na primeira
década de vida, entretanto, devido ao longo periodo de laténcia da doenca a mesma
manifesta-se geralmente apos a quarta década de vida. Importante salientar que
além da atividade profissional deve-se levar em considera¢do o estado imunolégico
do paciente, seu estado nutricional, a susceptibilidade genética, e habitos como
tabagismo, etilismo (Franco, 1986; Brummer, et al., 1993; De Camargo e De Franco,
2000; Colombo et al., 2011).

A pesquisa de anticorpos circulantes anti-P. brasiliensis frente a filtrado de
cultura da cepa B-339, por imunodifusdo dupla, revelou que das 205 amostras de
soro avaliadas, 72 (35,1%) apresentaram reatividade e 133 (65,0%) auséncia de
reatividade para esta espécie fungica. Por outro lado, quando estas amostras foram
avaliadas, empregando-se a mesma preparacao antigénica, pelo ensaio de ELISA
indireto, verificou-se que em 112 (54,6%) detectou-se anticorpos circulantes e em 93
(45,4%) nao se detectou anticorpos circulantes espécie-especificos. Estes
resultados corroboram, ndo apenas os resultados obtidos na etapa de otimizacéo e
validagdo da metodologia de ELISA indireto deste trabalho, mas também os dados

da literatura, comprovando a maior sensibilidade dos ensaios imunoenzimaticos.
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Observa-se que o ELISA indireto quando comparado ao ensaio de imunodifusao
dupla foi capaz de detectar a presenca de anticorpos circulantes em 20% a mais das

amostras avaliadas.

A relacdo de co-positividade ID/ELISA indireto foi de 100% e a co-
negatividade ID/ELISA indireto foi de 70%; a co-positividade ELISA indireto/ID foi de
64% e a co-negatividade ELISA indireto/ID foi de 100%. O valor de concordancia

bruta, calculada segundo Tavora et al. (2007) foi de 80%, considerada boa.

A baixa taxa de reatividade (64%) observada para as amostras de soro de
pacientes com suspeita clinica de paracoccidioidomicose, pela reacdo de
imunodifusdo dupla em gel de agarose, ndo desqualifica o emprego desta
metodologia no imunodiagndstico desta importante micose, mesmo porque dados
deste trabalho e da literatura demonstram que ensaios de precipitacdo como a
imunodifusdo dupla, sdo mais especificos que 0s ensaios imunoenzimaticos,

portanto, excelentes e indicados para o diagndstico.

A capacidade de deteccdo de anticorpos circulantes anti-P. brasiliensis
parece estar relacionada as caracteristicas da metodologia de ID (Do Valle et al.,
2001; Mamoni et al., 2001; Neves et al., 2003). Segundo Do Valle et al. (2001),
algumas hipéteses podem explicar a ndo deteccéo de anticorpos seéricos circulantes
espécie-especificos: o efeito prézona, devido ao excesso de antigenos decorrentes
da disseminacao/gravidade da doenca; a formacéo de imunocomplexos com oclusao
de epitopos; a presenca de anticorpos assimétricos que inibiriam a ligacao
secundaria em reacfes de precipitacdo; e niveis de anticorpos abaixo do limite de
deteccdo da técnica. Fica claro, portanto, que a reacdo de imunodifusdo dupla em
gel de agarose é inadequada para a realizagdo do screening sorolégico devendo a
triagem ser realizada utilizando-se metodologias mais sensiveis, como o ELISA

indireto, immunoblotting (Passos, 2012) ou Dot-blot (Kamikawa, 2014).

A metodologia de ELISA indireto, otimizada e validada neste estudo,

empregando-se como antigeno, filtrado de cultura da cepa B-339 de P. brasiliensis,
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apresentou sensibilidade de 96%, especificidade de 95% e bons indices de
repetitividade podendo, portanto, ser implantada, atendendo a recomendacdo do
Manual de Controle e Vigilancia da Paracoccidioidomicose do Estado de Sao Paulo,
no Laboratério de Imunodiagndstico das Micoses do Instituto Adolfo Lutz,
Laboratorio Central de Salde Publica do Estado de S&o Paulo e Referéncia
Estadual para o imunodiagndéstico deste agravo.

Diante do exposto, espera-se que a implantacdo da metodologia de ELISA
indireto elimine ou minimamente minimize a liberacdo de resultados falsos
negativos, causados pelas limitacées do ensaio de imunodifusédo dupla em gel de
agarose, contribuindo assim para o diagnostico precoce da paracoccidioidomicose,
especialmente nos casos de pacientes com auséncia de confirmacdo micoldgica da

doenca, bem como para a instauracao precoce do tratamento antifingico.

Por ultimo, é importante salientar, que o algoritmo sorologico do Manual de
Controle e Vigilancia da Paracoccidioidomicose do Estado de Sao Paulo, determina
que 0s soros com auséncia de reatividade para o agente etioldgico da doenca sejam
reavaliados apés 30 dias, a partir da coleta de nova amostra. Uma vez repetido o
resultado, € descartada a suspeita clinica da doenca. No caso de amostras
reagentes na triagem sorologica, 0 manual determina a realizacdo da técnica de
imunodifusdo dupla em gel de agarose ou contraimunoeletroforese realizando
avaliagcdo qualitativa. No caso de discordancia entre os resultados dos dois ensaios,

determina-se a realizacdo do ensaio de immunoblotting como teste confirmatorio.
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6. Conclusodes

Devido sua alta sensibilidade a metodologia de ELISA indireto mostrou-se
uma excelente ferramenta para a triagem sorolégica das amostras de soro de
pacientes com suspeita clinica de paracoccidioidomicose e/ou com

paracoccidioidomicose confirmada.

O ensaio de ELISA indireto apresentou especificidade inferior (95%) aquela
calculada para o teste de imunodifusdo dupla em gel de agarose (100%),
comprovando a aplicabilidade do ensaio de imunodifusao dupla como teste para fins

diagnéstico.

A acurdcia do ensaio de ELISA indireto foi superior aquela calculada para a
metodologia de imunodifusdo dupla em gel de agarose, 95% x 88%,

respectivamente.

A metodologia de ELISA indireto apresentou alta porcentagem de reatividade
cruzada (50%) quando amostras de soro de pacientes com outras infeccbes
pulmonares como aspergilose, histoplasmose e tuberculose foram avaliadas. Este
resultado confirma a necessidade do emprego de uma metodologia mais especifica
para o caso de pacientes que apresentem como hipotese diagnostica “infecgao

pulmonar causada por fungos ou por Mycobacterium tuberculosis’.

O filtrado de cultura obtido a partir da cepa B-339 de P. brasiliensis mostrou-
se excelente para ser utilizado como antigeno na conducao do ELISA indireto uma
vez que garantiu a técnica sensibilidade (96%) e especificidade (95%) semelhante
ou muitas vezes superior as fragcbes antigénicas purificadas ou antigenos

recombinantes.
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ANEXO A

Considerar a legenda abaixo para todas as tabelas do Anexo A ao Anexo E a
seqguir:

Sig equals 1 indicates that the difference of the means is significant at the 0,05 level.
Sig equals 0 indicates that the difference of the means is not significant at the 0,05 level.

AgPbB-339

Amostra 1

Tukey Test
S0r0

MeanDiff  SEM g Value Prob Alpha  |Sig|  LGL ucL
0.01683  0,03006 0, 79188 0, 84406 0,058 0| -D,0E708 0, 10078

soro 200 soro 50 -0.39G6T7 003006 1866241 BYMZ2E-T 005 1 048058 -0,31274
soro 200 soro 100 04135 003006 1945439 593502E-7 005 1 049742 -0,32958

Amostra 2

Tukey Test
S0ro

MeanDiff SEM q Value Prob

Alpha [Si@]|  LCL ucL
0,03033 004714  0,50994 080057 005 |0] -0,18196 0,10120
soro 200 soro 50 -0,3495 004714 1048434  1,07075E4 0,05

1 -D48112 -D21788
soro 200 soro 100 -0.31917 004714 95744 2156T3E4

0,05 1 -045079 -018754

Amostra 3

Tukey Test
soro

MeanDiff SEM q Value Prob Alpha | Sig | LCL ucL
004867 002573  2,67489 019649 005 [ 0] -0.02317  0,12051
500 200 $0r0 50 -0.35917  0,02573  19,74103  5,18202E-7

0,05 1 043101 -0.28733
soro 200 soro 100  -0.40783 002573 2241592  1,54427E-7 0,05 1 047967 -0,33599
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ANEXO B

Amostra 1

Ag

MeanDiff  SEM
Ag5 Ag25 011267
Ag 10 Ag 2.5 0192
[Ag10 Ag5| 007933

003006 | 530075 0.01145
0,03006 903323 3 34387E-4
003006 373248 006343 003

q Value Prab Alpha

0,05
0,05

002874  0,19650
010806 027592
[0] -000458 0.16326

ER ucL
1
1

Amostra 2
Ag ~
MeanDiff SEM q Value Prab Alpha | Sig LCL UCL
Ag5 Ag25 018817 004714 564465 000796 0,05 1 005654 031979
Ag 10 Ag 25 0,3215 004714 OB444  204033E-4 | 0,05 1 018988 045312
Ag10 Ag5| 013333 004714  3,99075 004725 0,05 E| 0,00171  0,26406
Amostra 3
Ag
MeanDiff  SEM q Value Prob Alpha [Sig| LCL ucL
Ag5 Ag25 018867 002573 92705 27531564 0,05 1 009683 024051
Ag10 Ag25 024733 002573

l Elo A_gsl 0,07867

0,02573

1350420  1,32248E-5 0,05
4,32379 0033068 005

1

0,17549 031917
000683 0,15051
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ANEXO C

AgPb113
Amostra 1
Tukey Test
Soro .
MeanDiff SEM q Value Prob Alpha |Sig LCL ucCL
012033 003907 4,35514 003194 005 | 1| 001124 022043
soro 200 soro 50 -0,16633  0,03907  6,01999 0,0054 0,05 1 -027543 -0,05724
soro 200 soro 100 -0.28667 003907 1037513 1,1619E4 0.05 1 -039576 -0.17757
Amostra 2
Tukey Test
SOro
MeanDuft SEM q Vakue Prob Alpha | Sig LCL ucL
0056 004777 165711 049748 0,05 007739 0,18939
s0r0 200 soro 50 -0.35683 004777 1056206  1,00098£-4 0,05 1 040022 -022345
soro 200 soro 100 041283 004777 1222087 3 AT1TIES 005 1 054622 027945
Amostra 3
Tukey Test
SOro
MeanDitf SEM q Value Prob Alpha | Sig LCcL ucL
0,1315 003084 606905 000514 005 004595 021705
sor0 200 soro 50 -028133 003064 1298423 1.93061E-5 0.05 1 036689 -0,19578
s000 200 soro 100 -0.41283 003084 1905328  7,18636E-7 0,05 1 049839 0232728
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ANEXO D

Amostra 1

Amostra 2

Amostra 3

Ag

MeanDiff
Ag5 Ag25| 005383
Ag 10 Ag 25| 0,05567
Ag 10 Ag5| 0,00183

SEM

0,03907 194835 039158 0,05 0
003907 201471 036949 0,05 0
0

0,03907

q Value Prob Alpha |Sig LCL ucL

006635 099879 0,05

-0,05526  0,16293
-0,05343  0,16476
-0,10726  0,11093

MeanDiff  SEM  qVale  Prob  Apha [Sg|  LCL ucL
Ag5 Ag25 016983 004777 50274 001534 005 1 003645 030322
Ag10 Ag25 020383 004777 869804 442614E4 005 1 016045 042722
[Ag10 Ag5] 0.124 004777 367064 006789 0,05 000939 0,25739
MeanDiff  SEM  qValwe  Prob  Alpha [Sg]  LCL UcL
Ag5 Ag25 010283 003064 474601 002081 005 1 001728 0,18839
016733 003064 7.72285 000104 005 1 008178 025289
[Ag10 Ags| 00645 000084 207684 0.14368

005 [0] 002105 0.15005
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ANEXO E

Amostra 1 — AgPb113

MeanDiff SEM q Value Prob Alpha | Sy LCL ucL
conjugado 3000 conpugado |  0.01538 003392 084112 089387 005 [0] 010586 007511
1000
congugado 6000 conpugado  -0,17138 003302 714600 T7E4145E4 005 1 026188 -0,08089
1000
conjugado 6000 conjugado -0.156 003392 650497 000163 005 1 024648 -0.08552
3000
Amostra 2 — AgPb113
COMUGaTsy —
BEM 0 sk Prot Alpha | Sig LEL ucL
ennjugieds 3000 conpugads Oodedd  1R89TA2 1 R4S13E-E 0 005 1| 0530 00608
1000
conjugads BO00 conpugado Qooas 2 ager [ -1 -] 1 8% 0,306
1000
conjugado 8000 conpugado 000848 | 1078738 18BE2TES 008 | 1| 02728S  0AM35
2000/
Amostra 3 — AgPb113
corfugada — _ _
MaanDof SEM q Value Pk Alpha | Sig LcL L=}
Conpugado S000 conpugade | -OU18388 002415 1076728 1 TIBOZES 008 1| 024831 011944
1000
corpg oo SH00 conpgace 002415 22,3861 o 00 1 -D44693 031807
1000
conjugado 6000 conjugade | 018862 002416 1163102 TTETAIES 008 | 1

D26306 013416
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Amostra 1 — AgPbB-339

Amostra 2 — AgPbB-339

Amostra 3 — AgPbB-339

conjugado
MeanDe | SEM | g Value Preb Agha || Sg | LCL UL
conjugads 3000 conjugaca 0156 00M815 1382627 11180266 008 | 1| 020208 011582
1000
conjugad 6000 conjugads | 03845 001815 33ETTOM 0 005 | 1| 042758 034142
1000
comugade B000 conjugada | -D.Z255  DUOIBIS | 1975077 0 005 | 1| -0zE8ss 015242
2000
conjugado _
MeanDifft | SEM qValue | Prob | Alpha | [Sag | LCL UcL
conjugadn 3000 corugado | -0, 16712 00284 2ATITIS 0 005 | 1| 02337 098288
1000
conjugado 000 comugada | 040425 001284 4453589 0 005 | 1| -D4385 037
1000
conjugedo 6000 conjugade | 020713 001284 2281884 0 008 | 1| -p24nIT 0a72ES
3000
confugads —
MeanDit | SEM q Value Prot Alpha  [Sig | LGL UL
09975 0O1BSE 1512085 AFITESE-T 005 | 1| 024059 074001
04485 DO1BEE 33 E5004 o 005 | 1| 049834 .030888
conjugado B00O conjugado | 024875 001882 18.83009 0 005 | 1| 029859 019800
3000
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ANEXO F

A - Meios de Cultura

Para o preparo dos meios de cultura, as substancias foram dissolvidas em agua

destilada, ajustado o pH e, autoclavado a 120 °C durante 15 minutos.

A - 1. Caldo NGTA

Neopeptona (Difco)
Glicose (Difco)

Cloreto de Tiamina (Sigma)
Asparagina (Sigma)

Agua destilada

A - 2. Agar Fava Netto
Protease peptona n°3 (Difco)
Peptona (Synth)

Extrato de carne (Difco)
Cloreto de Sédio (Synth)
Extrato de levedura (Difco)
Dextrose

Agar (Oxoid)

Agua destilada

A - 3. Agar Batata

Infuséo de batata
Dextrose (Oxoid)
Agar (Oxoid)
Agua destilada

16,0 g
10,0 g
100,0 mg
200,0 mg
1000,0 mL

3,09
10,09
500
5009
5009

40,0 g
18,09
1000,0 mL

500,0 mL
10,0 g
15,0 g
500,0 mL

A — 4. Agar Infuso de Cérebro e Coracao - Brain Heart Infusion Agar

Brain Heart Infusion (Difco)

37,09
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Agar (Oxoid) 20,09
Agua destilada 1000,0 mL
B - Solucdes, Tampdes

B — 1. Imunodifus&@o Dupla em Gel de Agarose
B —1.1. Solucéo de Agar a 1%

Agar purificado (Oxoid) 1,09

Agua destilada 100,0 mL

Pesar o agar e coloca-lo em erlenmeyer de 200,0 mL. Acrescentar a 4gua destilada
e homogeneizar, levar ao forno de micro-ondas para fundir, tomando cuidado para
nao levantar fervura. Apos fuséo distribuir 10,0 mL da solucdo em tubos de ensaio

16X160 e armazenar a 4 °C por trés meses.

B — 1.2. Solucgéo de Agar Citrato

Cloreto de sédio (Synth) 0,90¢
Citrato de sodio (Synth) 0,40¢
Glicina (Synth) 7,509
Agarose tipo Il EEO (Sigma) 1,009
Agua destilada (gsp) 100,0 mL

Dissolver em aproximadamente 80,0 mL de agua destilada o cloreto de sédio, o
citrato de sodio e a glicina. Ajustar o pH da solucédo entre 6,7-6,9. Acrescentar a
agarose e levar ao forno micro-ondas para fundir. Deve-se prestar atencéo para que
a solucdo nao entre em fervura, a mesma estara fundida quando ficar transparente.
Apés a etapa de fusdo distribuir 10,0 mL da solugdo em tubos de 16X160 e

armazenar a 4 °C por trés meses.

B —1.3. Solucgéo de Citrato de Sédio a 5%
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Citrato de sddio (Synth) 50,09
Agua destilada 1000,0 mL

Distribuir em frascos ambar e armazenar a 4 °C por trés meses.

B —1.4. Solucé&o Salina a 0,85%

Cloreto de Sédio (Synth) 85,09
Agua destilada 10000,0 mL

Armazenar em temperatura ambiente por 3 meses.

B — 1.5. Solucéo Corante Coomassie Brilliant Blue R-250

Coomassie brilliant blue (Sigma) 4,09
Acido acético glacial (CAAL) 100,0 mL
Etanol (CAAL) 450,0 mL
Agua destidada (gsp) 1000,0 mL

Em um baldo volumétrico adicionar o acido acético e o etanol, completar o volume
para 1000,0 mL com agua destilada. Adicionar o corante e homogeneizar
lentamente em agitador magnético até completa dissolucao. Filtrar e armazenar em

frasco ambar a temperatura ambiente por 6 meses.

B — 1.6. Solucéo Descorante

Acido acético glacial (CAAL) 100,0 mL
Etanol (CAAL) 450,0 mL
Agua destilada 450,0 mL

Esta solucdo pode ser reaproveitada, para tanto basta filtra-la em carvao ativado.
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B — 2. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida — SDS-PAGE

B — 2.1. Solugéo Estoque de bis - acrilamida

Acrilamida 30% (Sigma) 30,09
Bis - Acrilamida (Sigma) 0,8¢
Agua destilada (gsp) 100,0 mL

Homogenizar a acrilamida e a bis-acrilamida em 50,0 mL de agua destilada em
recipiente envolto com papel aluminio. Acertar o volume para 100,0 mL e filtrar em
funil com papel de filtro. Estocar a 4 °C em frasco ambar envolto em papel aluminio.

Esta solucdo pode ser conservada por 4 meses.

B —2.2. Lower Gel Buffer

Trizma base 1,5 M (Sigma) 18,2 ¢
SDS (Sigma) 0,49
Agua destilada (gsp) 100,0 mL

Adicionar 50,0 mL de &gua destilada ao trizma base, homogenizar e acertar o pH da
solucéo para 8,8. Acrescentar o SDS, completar o volume e filtrar a solugdo. Estocar
a 4 °C em frasco ambar envolto em papel aluminio. Esta solucdo pode ser

conservada por 4 meses.

B — 2.3. Upper Gel Buffer

Trizma base 0,5 M (Sigma) 3,09
SDS (Sigma) 0,29
Agua destilada (gsp) 50,0 mL

Adicionar 25,0 mL de 4gua destilada ao trizma base, homogenizar e acertar o pH da

solugdo para 6,8. Acrescentar o SDS, completar o volume e filtrar a solucao.
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Armazenar a 4 °C em frasco ambar envolto em papel aluminio. Esta solugdo pode

ser conservada por 4 meses.

B — 2.4. Solucé&o de Persulfato de Aménio a 10% (APS)

Persulfato de amonio (Synth) 0,59
Agua destilada 5,0 mL

Distribuir em aliquotas e manter congelado a —20 °C.
B — 2.5. Solucéo de Duodecil Sulfato de Sddio (SDS) a 20%
SDS (Sigma) 10,09

Agua destilada 50,0 mL

B — 2.6. Tampao de Amostra Redutor 5 x Concentrado

Tris HCI 1 M pH 6,8 (Sigma) 0,6 mL
Glicerol (Vetec) 2,5mL
SDS 20% 1,0 mL
2-Mercaptoetanol (Merck) 0,5mL
Agua destilada 4.4 mL

Distribuir em aliquotas e manter congelado a —20 °C.

B — 2.7. Tampé&o de Corrida 10 x Concentrado

Glicina (Sigma) 144,09
Trizma base (Sigma) 30,3 ¢
SDS (Sigma) 10,09
Agua destilada (gsp) 1000,0 mL
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Dissolver em 600,0 mL de 4gua destilada a glicina e o trizma, homogenizar e acertar
o0 pH da solugéo para 8,3. Adicionar o SDS, homogenizar até completa dissolucao.

Completar para 1000,0 mL. Armazenar a 4 °C.
Para uso (1 x concentrado), diluir na seguinte proporgao:

Tampao de transferéncia 10 x conc. 100,0 mL
Agua destilada 900,0 mL

B — 2.8. Gel de separacéo (10%)

Agua destilada 6,7 mL
Tampao Lower 4,0 mL
Solucéo de acrilamida 53 mL
Persulfato de amonio (Synth) 25,0 uL
Temed (Serva) 12,5 uL

B — 2.9. Gel de empilhamento (3%)

Agua destilada 2,95 mL
Tampao Upper 1,25 mL
Solucéo de acrilamida 0,8 mL
Persulfato de amonio (Synth) 15,0 yL
Temed (Serva) 5,0 uL

B — 3. Inmunoblotting

B — 3.1. Tampao de Transferéncia 10 x Concentrado

Tris (Sigma) 15,15¢
Glicina (Sigma) 72,09
Agua destilada (gsp) 500,0 mL

Para uso (1 x concentrado), diluir na seguinte proporgao:
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Tampao de transferéncia 10 x conc. 100,0 mL
Metanol (CAAL) 100,0 mL
Agua destilada 800,0 mL

Armazenar a 4 °C.

B — 3.2. Solucéo Corante utilizada para controle da transferéncia

Ponceau-S (Sigma) 10g
Acido Acético Glacial (Merck) 2,0mL
Agua destilada (gsp) 200,0 mL

Armazenar a temperatura ambiente em frasco a&mbar.

B — 3.3. Solucéo Salina Tamponada com Fosfatos (PBS) pH 7,2-7,4 (10 x conc.)

Cloreto de Sédio (Synth) 80,09
Fosfato monopotassico (Sigma) 2,449
Fosfato dissddico (Sigma) 14,49
Agua destilada (gsp) 1000,0 mL

Para uso (1 x concentrado), diluir na seguinte proporcgao:
Tampao de transferéncia 10 x conc. 100,0 mL
Agua destilada 900,0 mL

Armazenar a 4 °C.

B — 3.4. Solugéo PBS-Tween 20 (0,1%)

Tween 20 (Becto) 1000,0 pL
PBS (pH 7,2 -7,4) 1000,0 mL

Armazenar a 4 °C.
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B — 3.5. Solucéo Bloqueadora (5%)
Leite em p6 desnatado (Elegé) 50¢9
PBS (pH 7,2 -7,4) 100,0 mL

B — 3.6. Solucé&o de Incubagéo (3%)

Leite em p6 desnatado (Elegé) 3,09
PBS (pH 7,2 -7,4) 100,0 mL

B — 3.7. Solucédo Cromdégena para anti-imunoglobulina conjugada a peroxidase

4-cloro 1-naftol (Sigma) 15,0 mg
PBS (pH 7,2 - 7,4) 20,0 mL
Metanol (Merck) 50mL

Peroxido de hidrogénio 30,0 L

Dissolver o 4-cloro 1-naftol no metanol frio, acrescentar o PBS e por ultimo o

peroxido de hidrogénio.

B — 4. ELISA Indireto

B —4.1. Tampé&o Carbonato-Bicarbonato 0,1 M pH 9,6

Carbonato de sddio (Sigma) 1,59¢
Bicarbonato de sédio (Sigma) 293¢
Azida de sédio (Sigma) 0,29
Agua destilada 1000,0 mL

Armazenar a 4 °C em frasco ambar por 6 meses.

B-4.2. PBS-T 0,1%

Idem ao B — 3.4.

B -4.3. PBS-T-BSA 1%

BSA (Sigma) 0,59
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PBS-T 50,0 mL

B — 4.4. Solucéo de Acido Citrico 1M
Acido Citrico (Sigma) 48,03 g
Agua desilada (qsp) 250, 0 mL

Armazenar em frasco ambar a 4 °C por 6 meses.

B — 4.5. Tampé&o Citrato-Acetato
Acetato de sodio (Sigma) 8,29
Agua destilada 800,0 mL

Ajustar o tampéo para pH 5,5 com a solucao de &cido citrico. Aliquotar e armazenar

congelado a -20 °C.

B — 4.6. Solugao “Mae” TMB
DMSO (Sigma) 1,0 mL
TMB (Sigma) 5,0 mg

Armazenar em frasco ambar a 4 °C por 6 meses.
B —4.7. Solugdo Reveladora
Tampao Citrato-Acetato 10,0 mL

Solucao “Mae” TMB 200,0 pL
Peréxido de hidrogénio 30% (Merck) 2,0 pL
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Apresentagido do Projeto:

A paracoccidioidomicose (PCM) foi descrita pela primeira vez por Adolpho Lutz em 1908 (LUTZ, 1908 a,b),
no Instituto Bacteriologico de Sao Paulo,Brasil, como uma nova doenca granulomatosa; ao verificar, em
lesdes bucais de dois pacientes a existéncia de fungos de natureza dimorfica distintas do Coccidioiddes
immitis, agente causal da doenca de Posadas-Wernicke (LACAZ, 1982; LACAZ, 2002). Apos a descricao
das caracteristicas clinico-patologicas das formas mucocutaneas da enfermidade, seguiu-se longo periodo
de analise e estudo das lesdes, frequentemente relatadas pelos pacientes acometidos pela patologia, na
tentativa de isolamento do agente causal. Em 1912, Alfonso Splendore classificou o agente etioldgico da
paracoccidioidomicose dentro do género Zymonema, propondo a denominacao de Zymonema brasiliensis
(LACAZ, 1982; LACAZ, 2002).Em 1930, Floriano Paulo de Almeida classificou definitiva e consensualmente
o agente etiologico da PCM, criando o género Paracoccidioides dentro do Reino Fungi, classificando-o como
Paracoccidioides brasiliensis (P. brasiliensis), revalidando a espécie, criada por Splendore (ALMEIDA, 1930;
LACAZ, 1982; LACAZ, 2002; BIBLIOTECA VIRTUAL ADOLPHO LUTZ, 2010).Segundo Lacaz (2002), com a
observacao e o relato de casos isolados da doenca em outros paises
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da América do Sul, a mesma passou a ser chamada de Blastomicose Sul-Americana, doenca de Lutz,
doenca de Lutz-Splendore-Almeida. Porém, a oficializacdo do termo paracoccidioidomicose foi estabelecida
em 1971, em Medellin, Colédmbia, durante reunido de micologistas do continente americano, sendo
mundialmente aceita desde entdo (LACAZ, 2002). Os artigos cientificos disponiveis nas bases de dados até
2007 descrevem o fungo Paracoccidioides brasiliensis (RESTREPO, 1985) como unico agente etiolégico da
paracoccidioidomicose. Entretanto a partir de 2008, estudos tém sugerido que outra espécie,
Paracoccidioides lutzii, esteja envolvida no desenvolvimento da micose (CARRERO et al., 2008;
THEODORO et al., 2008; TEIXEIRA et al., 2009; SALGADO-SALAZAR et al., 2010). A partir da década de
90, iniciaram-se estudos sobre a variabilidade genética de P. brasiliensis através de analises de
polimorfismos de sequéncias génicas por métodos moleculares. Neste sentido, Matute et al. (2006)
demonstraram a existéncia de um complexo que compreende pelo menos trés (3) espécies cripticas dentro
de P. brasiliensis: espécie S1 (presente no Brasil, Argentina, Paraguai, Peru e Venezuela); espécie PS2
(presente no Brasil e Venezuela) e espécie PS3 (restrita @ Coldmbia).Carrero et al. (2008) propuseram a
existéncia de uma nova espécie constituida por isolados que ndo poderiam ser incluidos nos grupos citados
(S1, PS2, PS3), por demonstrar extrema divergéncia entre os genes codificadores de proteinas, quando
comparados aos demais. Fato que, corroborou para que o isolado Pb 01, também estudado por Theodoro et
al. (2008), e seus semelhantes fossem denominados de ¢Pb01-like¢, Teixeira et al. (2009) identificaram 17
novos isolados ¢Pb01-like¢, na regido Centro-Oeste do Brasil e propuseram que estes sejam considerados a
nova espécie dentro do género Paracoccidioides, onde o clado ¢Pb01-likes seria denominado
Paracoccidioides lutzii. Salgado-Salazar et al. (2010) realizaram analises de genes mitocondriais e apoiaram
a descricdo formal de Paracoccidioides lutzii como uma segunda espécie fungica pertencente ao género
Paracoccidioides. Desta forma, com a especiacdo dentro do género associada ao conjunto de informacoes
obtidas através de analises moleculares e/ou filogenéticas fica clara a existéncia da segunda espécie, a qual
esta em vias de ser formalmente descrita.Entretanto, € importante salientar que o significado da ocorréncia
de espécies cripticas em Paracoccidioides necessita de maiores esclarecimentos e estudos, especialmente
aqueles relacionados a ecoepidemiologia, caracteristicas fenotipicas, genotipicas, perfil antigénico,
diagnaéstico clinico e laboratorial, manifestaces clinicas e resposta aos tratamentos anti-fungicos (Machado,
2011). A PCM apresenta distribuicdo geografica restrita a paises da América Latina, com maior incidéncia e
prevaléncia na Colémbia, Venezuela e Brasil (WANKE e LONDERO, 1994; CALLE et al., 2001; COLOMBO
etal., 2011). Estima-se que, aproximadamente, 10 milhdes de pessoas estejam
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infectadas por P. brasiliensis nas regites endémicas da América Latina, no entanto, a maioria ndo apresenta
sintomas clinicos (BRUMMER et al_, 1993; RESTREPO, 2000; COLOMBO et al., 2011).0 Brasil concentra
aproximadamente 80% dos casos registrados na América Latina. As regides com maior prevaléncia séo:
Sul, Sudeste e Centro-Oeste, especialmente os Estados do Parana, Sdo Paulo, Minas Gerais, Goias, Mato
Grosso e Mato Grosso do Sul (FRANCO et al., 1989; WANKE e LONDERO, 1994; CALLE et al_, 2001;
RESTREPO et al., 2001; BARROZO et al., 2009; WANKE e AIDE, 2009; BARROZO et al., 2010; COLOMBO
et al., 2011). Entretanto, pelo fato de nédo ser doenca de notificacdo compulsoria, ndo é possivel determinar
a real incidéncia e prevaléncia desta micose no pais (Coutinho et al., 2002; Shikanai-Yasuda et al., 2006;
Colombo et al., 2011). Soma-se a ndo obrigatoriedade de notificacdo, o fato de que os poucos dados
disponiveis baseiam-se, principalmente em inquéritos epidemiologicos bem como na experiéncia de servicos
de referéncia no atendimento de pacientes com a doenca (Lacaz et al., 1959; Londero, 1982; Marques et al_,
1983; Wanke e Londero, 1994; Mangiaterra et al., 1996; Fava e Fava-Neto, 1998; Silva-Vergara e Martinez,
1998; Blotta et al_, 1999; Rodrigues, 2004; Fornajeiro et al., 2005).0 Estado de S&o Paulo é responsavel
pela maior frequéncia de relatos da doenca (MARQUES et al., 1983; BLOTTA et al., 1999; SANTO, 2008;
KAMIKAWA, 2011). Kamikawa (2011) demonstrou que 60% dos municipios do Estado apresentam ao
menos um paciente com anticorpos circulantes anti-P. brasiliensis, detectados pela técnica de imunodifusédo
dupla em gel de agarose. Segundo a autora, a maior parte dos pacientes sorologicamente reagentes para P.
brasiliensis concentram-se nas macro-regiées de Campinas, Sdo Paulo e Grande S&o Paulo, Sorocaba e
Séo Jodo da Boa Vista, as maiores taxas de reatividade foram observadas nos municipios de Piracicaba,
Franca, Aracatuba e Presidente Prudente, e com a ressalva que ndo foram incluidas no estudo os servicos
de referéncia de Botucatu, Ribeirdo Preto, Araraquara e Bauru. Em algumas situacées entre as quais pode-
se citar o estado fisico ou clinico dos pacientes, torna-se impossivel o acesso ao local da leséo, impedindo
assim a coleta do material biolégico (FERREIRA-da-Cruz et al., 1990), associasse ainda a esta observacéo,
o longo tempo necessario para o isolamento do fungo.Nestes casos, a pesquisa de anticorpos e antigenos
especificos circulantes no soro de pacientes assume grande importancia no diagnostico indireto da infeccéo.
As técnicas indiretas sé@o aquelas que permitem inferir o diagnéstico com certo grau de certeza, otimizando o
tempo utilizado para se obter resultados, aliando sensibilidade a especificidade. Os ensaios imunologicos
constituem-se, na pratica, na mais importante dessas técnicas auxiliares (Kaufman e Reiss, 1986; Mendes-
Giannini et al., 1989; Ferreira-da-Cruz et al_, 1990; Freitas-da-Silva e ROQUE-BARREIRA, 1992; Figueroa et
al_, 1994; Hamilton, 1998; Do Valle et al., 2001; CAMARGO, 2008), sendo que em alguns casos, o resultado
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sorolégico é a primeira indicacéo de infeccdo micética dos pacientes, principalmente naqueles que ainda
nédo apresentam lesoes clinicas aparentes (MENDES-GIANNINI et al., 1984) Apesar de técnicas sorologicas
como imunodifusdo dupla em gel de agarose [ID] (DA SILVA, 1989; FERREIRA-DA-CRUZ et al_, 1990; DEL
NEGRO et al_, 2000; DO VALLE et al, 2001; CAMARGO, 2008), contraimunoeletroforese [CIE] (FIORILLO e
MARTINEZ, 1984; BUENO et al., 1997; DEL NEGRO et al., 2000), ELISA (CAMARGO et al., 1984;
MENDES-GIANNINI et al., 1984; RODRIGUES et al_, 1984; CANO et al., 1986; GOMEZ et al., 1998;
HAMILTON, 1998; ORTIZ et al., 1998; DEL NEGRO et al., 2000; DE ALMEIDA et al, 2002; DIEZ et al_,
2003; MARQUES-DA-SILVA et al., 2003; SILVA et al., 2004) e immunoblotting [IB] (DO VALLE et al., 2001;
SILVA et al_, 2002; SILVA et al_, 2003), serem empregadas para o diagnéstico confirmatorio da PCM
visando a pesquisa de anticorpos e antigenos circulantes, os indices de resultado falso-positivos e falso-
negativos ainda sdo muito elevados, especialmente nas técnicas mais sensiveis como as imunoenzimaticas
(ELISA e IB); estando portanto, a especificidade e sensibilidade dos ensaios imunoldgicos, diretamente
relacionados ao antigeno ou a preparacéo antigénica empregada (PUCCIA e TRAVASSOS, 1991; DO Valle
etal., 2001; SILVA, 2005). Segundo Siqueira (1982) e Mendes-Giannini et al. (1994) as técnicas sorologicas
utilizadas nos centros especializados podem apresentar em torno de 90%, chegando a 100% de
sensibilidade dependendo do ensaio utilizado, da preparacao antigénica, da forma clinica da doenca e do
inicio do tratamento. P. brasiliensis apresenta uma multiplicidade de componentes antigénicos em sua
constituicdo (YARZABAL, 1971), alguns proprios da espécie e outros comuns aos demais fungos.Segundo
Restrepo et al. (1984), estes antigenos podem ser extraidos da parede celular do fungo, obtidos do
conteudo citoplasmatico (somatico ou citoplasmatico) ou ainda do filtrado de cultura (metabélico ou
exocelular). Contudo, dados da literatura demonstram variabilidade na metodologia de producéo de
antigenos de P. brasiliensis utilizada pelos diferentes centros de pesquisa (CANO e RESTREPO, 1987;
CAMARGO et al, 1988; DEL NEGRO et al, 1991; KLOTH et al_, 2001; SILVA, 2005; VICENTINI-MOREIRA,
2008) e também, grande variabilidade nas metodologias dos ensaios imunolégicos, sem uma padronizacdo
na realizacdo das técnicas. Historicamente, na paracoccidioidomicose, a sorologia, além de importante
auxilio diagnostico, tem a funcdo de monitorar o curso da doenca durante e apds o tratamento; a técnica
utilizada, portanto, ha que aliar sensibilidade a especificidade, para que o valor preditivo seja maximo e
reprodutivel (SILVA, 2005; VICENTINI-MOREIRA, 2008; VICENTINI et al_, 2011). A técnica sorolégica de
maior importancia utilizada rotineiramente para o diagnéstico da PCM é a imunodifusdo dupla em gel de
agarose (ID), tendo Ferri (1961) como pioneiro no emprego da mesma.Do Valle et al. (2001) avaliaram por
ID soros de 245 pacientes na fase de pré-tratamento
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frente a antigeno de filtrado de cultura de leveduras concentrado e dialisado a partir de um pool de isolados
de P. brasiliensis, demonstrando 90,2% de sensibilidade. As técnicas imunoenzimaticas como por exemplo,
ELISA e immunoblotting (IB) possuem alta sensibilidade e foram usadas inicialmente para caracterizar a
resposta humoral geral aos antigenos de P. brasiliensis (BLOTTA e CAMARGO, 1994; CAMARGO et al,
1994; MENDES-GIANNINI et al_, 1994). O Manual da Vigilancia da Paracoccidioidomicose do Estado de
Sé&o Paulo preconiza, para o imunodiagnostico de pacientes com suspeita clinica desta patologia, a
utilizacéo do teste de ELISA, como triagem, seguida de imunodifusdo dupla em amostras primeiramente
positivas. O emprego do ELISA de inibicdo também gerou resultados satisfatorios em relacdo ao seguimento
sorolégico dos pacientes, pois se obteve correlacéao significativa (p 0,001) entre o declinio da concentracéo
de antigeno circulante nos fluidos biolégicos dos pacientes com PCM, de ambas as formas clinicas, e a
melhora ou mesmo cura clinica (GOMEZ et al., 1998) Marques-da-Silva et al., (2003; 2005; 2006),
empregaram o ELISA de inibicdo para avaliar a antigenemia de pacientes com paracoccidioidomicose,
utilizando anticorpos monoclonais direcionados as proteinas consideradas marcadores sorologicos da
doenca, gp43 e gp70, em espécimes clinicos tais como soro, lavado broncoalveolar e liquido
cefalorraquidiano. Entretanto, apesar dos resultados promissores, tanto no diagnéstico como no seguimento
de pacientes apds a instituicdo do tratamento, a viabilidade de uso na rotina clinica é desconhecida
(WHEAT, 2006). Importante salientar que a despeito da importancia das técnicas sorologicas no

imunodiagnostico da paracoccidioidomicose, seja ele presuntivo e/ou confirmatério, o diagnostico do
processo infeccioso provocado por P. brasiliensis deve sempre ser baseado em critérios clinicos,
epidemiolégicos e laboratoriais como: exames de imagem (raio X de pulmédo e/ou tomografia
computadorizada), exames micoldgicos (direto, isolamento e cultura) e anatomopatol6gico quando possivel.
Com a finalizac&o da otimizacdo e padronizacdo da técnica de immunoblotting e sendo a técnica de ELISA
um teste o qual pode ser aplicado em larga escala e apresentar bons resultados de sensibilidade e
especificidade, o Laboratorio de Imunodiagnéstico das Micoses, responsavel por grande parte do
diagnéstico sorolégico do Estado de Sao Paulo e sendo Laboratério de Referéncia Estadual, vem propor a
otimizacédo e padronizacéo da técnica de ELISA para ser utilizada segundo o algoritmo proposto no Manual
da Vigilancia da Paracoccidioidomicose do Estado de Sdo Paulo, ou seja, para a triagem do material
biologico a ser avaliado.

Os testes de ELISA seréo realizados de acordo com as metodologias propostas por Camargo et al. (1984) e
por Mendes-Giannini et al. (1984) com algumas adaptacdes. Placas de poliestireno de fundo chato serédo
sensibilizadas com o antigeno, (antigenos propostos no item 3.5), diluido em
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tampéao carbonato 0,06 M, pH 9,6 e serdo incubadas por 2 horas a 37°C e por 18 horas a 4°C. Apés cinco
(5) lavagens com PBS (Phosphate Buffered Saline) acrescido de 0,1% de Tween 20 (PBS-T), as placas
serdo bloqueadas com PBS-T acrescido de 5% de leite em p6 desnatado (PBS-T-L) e incubadas por 1 hora
em temperatura ambiente. Apés cinco (5) lavagens com PBS-T, seréo adicionados os soros dos pacientes
diluidos a 1:100 em PBS-T-L e serdo incubados por 1 hora a 37°C. ApGs a incubacéo, as placas serdao
lavadas cinco (5) vezes com PBS-T e sera adicionado o conjugado anti-lgG humana marcado com
peroxidase (Sigma) diluido a 1:2000 em PBS-T-L, seguido de incubacéo por 1 hora a 37°C. Apos cinco (5)
lavagens com PBS-T sera adicionado o substrato da peroxidase (TMB) e incubado por 30 minutos a 37°C
no escuro. A reacéo sera interrompida pela adicdo de acido sulfurico. As reacdes serao lidas em leitor de
placas de ELISA Labsystems Multiskan MS e em leitora de microplacas Tecan Sunrise a 450 nm_.Avaliacéo
da estabilidade das placas de ELISA sensibilizadas com antigenos de Paracoccidioides sppPlacas de
poliestireno de fundo chato serdo sensibilizadas com os antigenos propostos acima diluidos em tampéao
carbonato 0,06 M, pH 9,6 e incubadas por 2 horas a 37°C e por 18 horas a 4°C. Apés cinco (5) lavagens
com PBS (Phosphate Buffered Saline) acrescido de 0,1% de Tween 20 (PBS-T), as placas previamente
sensibilizadas seréo divididas em dois grupos: a) placas bloqueadas com PBS-T acrescido de 5% de leite
em po6 desnatado (PBS-T-L) e incubadas por 1 hora em temperatura ambiente e; b) placas sem bloqueio
prévio.

Grupos de estudo/N° de individuos/Intervencoes.

G1: Soros de individuos saudaveis/40/Avaliacédo sorologica.

G2: Soros de individuos com PCM comprovada/90/Avaliacao sorolégica.

G3: Soros de individuos com suspeita clinica (PCM)/170/Avaliacéo sorologica.

G4: Soros de individuos com outras micoses/50/Avaliacao sorologica.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Principal

Otimizar e padronizar a metodologia de ELISA indireto para o imunodiagnostico da Paracoccidioidomicose.
Objetivo Secundario:

Avaliar a sensibilidade e especificidade do ensaio de ELISA indireto frente a duas preparacoes antigénicas
distintas, ou seja, filtrado de cultura e componentes sollveis da superficie externa da parede celular de
Paracoccidioides spp;

Avaliar os parametros intrinsecos (sensibilidade, especificidade, eficiéncia, valor preditivo positivo
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e valor preditivo negativo) do ensaio de ELISA indireto;

Avaliar a estabilidade das placas de ELISA indireto sensibilizadas com antigenos de Paracoccidioides spp;
Avaliar o indice de concordancia (indice kappa de Cohen) entre a reacéo de imunodifusdo dupla em gel de
agarose (método classico de sorodiagnostico) e o ensaio de ELISA indireto;

Avaliar o indice de concordancia (indice kappa de Cohen) entre a reacdo de immunoblotting e o ensaio de
ELISA indireto.

Avaliar por meio de ensaios intra e interlaboratoriais a reprodutibilidade do ensaio padronizado.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

A pesquisadora informa que do ponto de vista do paciente, o risco € minimo principalmente se a coleta de
sangue for realizada por um profissional devidamente capacitado. Do ponto de vista laboratorial, ou seja,
manipulacdo e analise da amostra biolégica, o risco é praticamente inexistente, desde que se siga as
recomendacdes de boas praticas laboratoriais, biosseguranca e os procedimentos operacionais padrées de
manipulacdo de material biologico.

Beneficios:

A padronizacéo e posterior avaliacdo da performance do ensaio de Elisa, possibilitara no caso de obtencéo
de indices de sensibilidade e especificidade adequados, a disponibilizacdo da referida metodologia como
teste de triagem sorologica para pacientes com suspeita clinica de paracoccidioidomicose.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

O Projeto de pesquisa submetido a este Comité é de importancia em Saude Publica e tem como desfecho
primario a implantacdo da metodologia de Elisa como ensaio de triagem sorolégica para o diagnostico da
paracoccidioidomicose.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

A Folha de rosto esta de acordo com a Resolucdao CNS 196/96 mas observando que no caso desta
pesquisa nao se trata de area tematica 3. Quanto o TCLE a pesquisadora em documentos anexados
esclareceu a dispensa do termo de consentimento livre. Informa ainda que estas amostras foram
originalmente obtidas de outro Projeto CTC-IAL 97/2007. A pesquisadora responsavel informa ainda que no
TCLE do primeiro projeto estava a solicitacdo de autorizacdo da utilizacdo das
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amostras em projetos posteriores que envolvessem estudos de aperfeicoamento de diagnéstico como é o
caso desse projeto. A Pesquisadora também incluiu o termo de responsabilidade e sigilo das amostras e a
Portaria DG IAL 16, de 22/12/2010 sobre Normas de temporalidade das amostras biologicas e dos produtos
armazenados no Instituto Adolfo Lutz,.

Recomendacgoes:

O presente estudo n&o se trata da Area 3. Farmacos, medicamentos, vacinas e testes diagnésticos novos
(fases I, Il e 1ll) ou n&o registrados no pais (ainda que fase V), ou quando a pesquisa for referente a seu uso
com modalidades, indicacées, doses ou vias de administracédo diferentes daquelas estabelecidas, incluindo
seu emprego em combinacées. Esta area esta relacionada a pesquisa clinica.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgodes:
N&o foram encontras pendéncias na presente pesquisa.

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

N&o

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Em conformidade com o item IX. 2 da Resolucdo CNS n°® 196/1996 - cabe ao pesquisador: a)desenvolver o
projeto conforme delineado; b)elaborar e apresentar os relatérios parciais e final; c)apresentar dados
solicitados pelo CEP, a qualquer momento; d)manter em arquivo, sob sua guarda, por 5 anos, os dados da
pesquisa, contendo fichas individuais e todos os demais documentos recomendados pelo CEP;
e)encaminhar os resultados para publicacdo, com os devidos créditos aos pesquisadores associados e ao

SAO PAULO, 20 de Maio de 2013

Assinador por:
Maria de Fatima Costa Pires
(Coordenador)
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