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KAMIKAWA, C M - Padronizagao da metodologia de Dot-Blot

para o diagnéstico rapido da paracoccidioidomicose.

RESUMO

A paracoccidioidomicose (PCM), micose profunda de natureza cronica
granulomatosa, apresenta maior incidéncia no Brasil. O diagndstico de certeza
deriva da visualizagdo do agente etioldgico, o fungo Paracoccidioides spp em
amostras biologicas. No entanto, em algumas situagdes o acesso ao local da
lesdo impede a coleta do material biolégico. Assim, as técnicas imuno-
sorolégicas permitem inferir diagndstico com certo grau de certeza, otimizando
o tempo utilizado para se obter resultados. A técnica sorolégica amplamente
utilizada para o imunodiagnostico da PCM é a imunodifusdo dupla em gel de
agarose (ID), com especificidade e sensibilidade variando de 65 a 100%; sendo
de facil execugdo e nédo necessitando de automacdo. A técnica de Dot-Blot
(DB) tem sido utilizada com sucesso no diagnodstico de inumeras doencas
parasitarias e infecciosas, como a toxoplasmose e a leishmaniose visceral. No
diagnostico da PCM, a metodologia mostrou-se promissora no
acompanhamento de pacientes durante o tratamento anti-fungico e em
inquéritos soroepidemioldgicos. Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi
padronizar o ensaio de Dot-Blot visando o diagndstico rapido da PCM,
propondo que o mesmo seja uma ferramenta de triagem dos soros com
suspeita clinica para a doenca. A padronizagcdo da técnica de Dot-Blot
apresentou melhores resultados quando se utilizou antigeno obtido de filtrado
de cultura de P. brasiliensis do isolado B-339 para a sensibilizacdo de
membranas de nitrocelulose. As diluigdes de soro e conjugado foram de 1:40 e
1:2000, respectivamente, incubando ambos em solugdo PBS-L 3%. Para a
padronizacdo do ensaio de Dot-Blot, 143 amostras de soro foram utilizadas e
chamadas de grupo controle. Destas, 23 amostras de soro foram de pacientes
aparentemente sadios, 77 amostras de soro de pacientes com PCM confirmada
e 43 amostras de soros com outras doengas (tuberculose, aspergilose e
histoplasmose). A analise dos resultados possibilitou o calculo dos valores de
sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivo e negativo, prevaléncia
€ acuracia para ambas as técnicas isoladamente, sendo eles: 98,2%, 75,5%,
72,7%, 98,4%, 40% e 84,6% para a ID e 95,9%, 90%, 91%, 95,4%, 51% e 93%
para DB, respectivamente. Além do grupo controle, mais 300 amostras de soro
de pacientes apenas com a suspeita clinica da doenca foram utilizadas para
avaliar o desempenho da técnica padronizada. A pesquisa de anticorpos
circulantes anti-P. brasiliensis empregando-se o ensaio de imunodifusdo dupla,
revelou que 34% apresentaram reatividade e 66% auséncia de reatividade para
P. brasiliensis. Por outro lado, através da metodologia padronizada de Dot-blot
observou-se o reconhecimento de anticorpos séricos anti-P. brasiliensis em
47,3% e auséncia de reatividade em 52,7%. Comparando a capacidade
discriminatoria de ambas as metodologias, pode-se sugerir que o DB apresenta
uma tendéncia de elevar o padrado de reatividade, uma vez que reconheceu 40
(13,3%) soros a mais que a ID. Ao comparar os resultados dos dois testes,



considerando a ID o teste padrdo ouro, foram observados valores de co-
positividade e co-negatividade de 68,3% e 96,8%, respectivamente. E obtendo
um indice de concordancia entre elas de k=0,66, classificada como boa. A
analise da estabilidade das membranas de nitrocelulose dotadas com o
antigeno de P. brasiliensis demonstrou que membranas armazenadas
bloqueadas, independentemente da temperatura de armazenamento, n&o
apresentaram padrao de reatividade como o observado em membranas
armazenadas nao bloqueadas. Melhores resultados e padrao de reatividade
foram visualizados em membranas dotadas e armazenadas a temperatura
ambiente, por até 90 dias. A repetitividade intermediaria também apresentou
resultados satisfatorios, ja que apenas trés amostras de soro, das 11
escolhidas aleatoriamente para o estudo, obtiveram resultados diferentes entre
0s quatro analistas distintos que realizaram a técnica de Dot-blot. Os resultados
obtidos, além de demonstrarem que a técnica € de facil execugdo, menor custo
e tempo para a liberacdo de seu resultado, nos permite sugerir um novo
algoritimo para o diagndstico sorologico da PCM, substituindo a metodologia de
ELISA indireto proposta para a realizagao da triagem soroldgica pelo ensaio de
Dot-Blot.

Palavras-chave: testes imunoldgicos, Paracoccidioidomicose, Dot-
Immunobinding, Dot-Elisa, estudos de validagao.



KAMIKAWA, C M — Metodology standardization of Dot-Blot for

screening of paracoccidioidomycosis.

ABSTRACT

The paracoccidioidomycosis (PCM) is the greatest mycosis of chronic
granulomatous nature in Brazil. The definitive diagnosis derives from the view of
the etiologic agent, Paracoccidioides spp in biological samples. However, in
some situations, access to the site of injury prevents the collection of biological
material. Thus, immuno- serological techniques allow inferring diagnosis with a
degree of certainty and optimizing time taken to get results. The serological
technique widely used for immunodiagnosis of PCM is double immunodiffusion
in agarose gel (DI), with a sensitivity and specificity ranging from 65 to 100%,
being easy to perform and not requiring automation. The Dot-blot (DB)
technique has been used successfully in the diagnosis of many infectious and
parasitic diseases such as visceral leishmaniasis and toxoplasmosis. On the
diagnosis of PCM, this methodology showed promise results in monitoring
patients during treatment with anti-fungal and seroepidemiological surveys.
Given the above, the objective of this study was to standardize the Dot-blot
assay targeting the rapid diagnosis of PCM, suggesting that it is a screening
tool for sera with clinical suspicion for the disease. The standardization of Dot-
Blot showed better results when using antigen obtained from culture filtrate of P.
brasiliensis isolated from B-339 to sensitize nitrocellulose membranes. The
serum and conjugated dilutions were 1:40 and 1:2000, respectively, both
incubating in PBS-3% L. For the standardization of the Dot-blot assay, 143
serum samples were used and called, control group. Of these, 23 samples were
apparently healthy patients, 77 serum samples from patients with confirmed
PCM and 43 serum samples with other diseases (tuberculosis and aspergillosis,
histoplasmosis). The results enabled the calculation of sensitivity, specificity,
positive and negative predictive values, and accuracy prevalence for both
techniques in isolation, as follows: 98.2%, 75.5%, 72.7%, 98.4%, 40% and
84.6% for DI and 95.9%, 90%, 91%, 95.4%, 51% and 93% for DB, respectively.
In addition to the control group, 300 serum samples from patients with clinical
suspicion of PCM were used to evaluate the performance of the standard
technique. The circulating antibodies anti-P. brasiliensis employing double
immunodiffusion, revealed that 34% were reactive and 66 % no reactivite to P.
brasiliensis. On the other hand, by Dot-blot methodology, it was observed the
serum recognition of anti-P. brasiliensis in 47.3% and no reaction in 52.7%.
Comparing the discriminatory ability of both methods, it can be suggested that
the DB has a tendency to raise the reactivity pattern, as recognized 40 sera
higher than the DI. When comparing the results of the two tests, considering the
DI the gold standard, it showed co-positivity and co-negativity of 68.3% and
96.8%, respectively. And getting an index of agreement between them for
k=0.66, rated as good. The analysis of the stability of nitrocellulose membranes
doted with the antigen of P. brasiliensis demonstrated that stored membranes
blocked, regardless of the storage temperature showed no reactivity patterns as



observed in membranes stored not blocked. Best results and reactivity patterns
were seen in membrane fitted and stored at room temperature, up to 90 days.
The intermediate repeatability also showed satisfactory results, since only three
serum samples from 11 randomly selected for the study, were different among
the four distinct analysts who performed the Dot-blot technique. The results
obtained, demonstrate that the technique is easy to perform, less cost and time
to its result, allowing us to suggest a new algorithm for the serological diagnosis
of PCM, replacing the indiret ELISA methodology proposed for the realization of
serological screening by Dot-blot assay.

Key-Words: immunological tests, paracoccidioidomycosis, Dot-Immunobinding,
Dot-Elisa, validation studies.
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1. INTRODUGCAO

A paracoccidioidomicose (PCM) foi descrita ha mais de um século, por
Adolpho Lutz, como uma doenga que se caracterizava por apresentar lesdes
graves, com presencga de ulceras que tomavam conta da boca e destruiam a
mucosa da gengiva e do véu palatino, apresentando ainda significante
repercussao ganglionar. Apos identificar o agente causal, bem como seu modo
caracteristico de reproducédo, Lutz a classificou como micose pseudococcidica
(Lutz, 1908; Lacaz, 1982). Entretanto, a classificacdo definitiva e
consensualmente aceita foi feita em 1930 por Floriano Paulo de Almeida
(Almeida, 1930; Lacaz, 1982; Lacaz, 2002), ao confirmar os achados
anteriormente descritos por Lutz em 1908, estabelecendo, assim, as diferencas
entre o agente etiologico da paracoccidioidomicose e o Coccidioides immitis,
com o qual era frequentemente confundido (Almeida, 1930).

Segundo Lacaz (2002), apds a observacgéo 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, Doenga de Lutz ou ainda Doenga de Lutz-
Splendore-Almeida, (Almeida, 1930). Porém, a oficializagdo do termo
paracoccidioidomicose foi estabelecida apenas em 1971, durante o First Pan
American Symposium on Paracoccidioidomycosis, realizado em Medellin,
Colémbia sendo mundialmente aceita desde entdo.

O agente etiolégico da PCM € um fungo termo-dirmorfico, que se apresenta
sob duas formas, ou seja, em vida saprofitica ou quando cultivado a 25-28°C
se encontra em fase miceliana e quando cultivado a temperatura de 35-37°C

ou em vida parasitaria como levedura (Brummer et al., 1993).

Na fase infectante, o patdégeno apresenta-se, macroscopicamente, sob a
forma de colbnias brancas e aderentes ao meio de cultura. Microscopicamente
observam-se hifas delgadas, hialinas, septadas, multinucleadas e ramificadas
com produgédo de clamidosporos terminais ou intercalares (Restrepo, 1985).



Por outro lado, quando cultivado a 35-37°C ou no tecido hospedeiro exibe
colbnias de coloracdo creme, chamadas de cerebriformes ou leveduriformes. O
exame microscépico demonstra a presenca de células arredondadas ou ovais,
multinucleadas, com parede celular espessa, birrefringente, rodeada por
multibrotamentos (Lacaz, 1994).

A infeccdo humana se da principalmente pela inalagdo de conidios
presentes em solos, cole¢des hidricas e plantas. Por esse motivo,
trabalhadores rurais e pessoas que tém contato direto com ambientes propicios
para o crescimento do patdgeno estariam mais suscetiveis a exposicao,

infeccédo e doencga pelo fungo (Brummer et al., 1993).

A PCM acomete predominantemente individuos do sexo masculino (razdo
de masculinidade 7,2:1) com faixa etaria entre 30 a 50 anos, residentes em
areas rurais ou periurbanas, que exercem ou exerceram diferentes atividades
relacionadas direta ou indiretamente a agropecuaria. Entre estas atividades,
pode-se citar: agricultores, tratoristas, motoristas, lenhadores, vaqueiros,
jardineiros, granjeiros, entre outros. Um fato de suma importancia que deve ser
levado em consideragdo diz respeito ao uso de maquinas agricolas como
tratores e colheitadeiras. Apesar de indispensavel para o preparo do solo de
grandes areas, o emprego das mesmas promove a formac¢ao de verdadeiras
‘nuvens” de poeira, que muitas vezes carregam particulas e/ou propagulos
fungicos, o que contribui para que operadores de tratores, colheitadeiras e até
mesmo motoristas de caminhdes que fazem o transporte da produgao, na
dependéncia de seu estado imunolégico e tempo de exposigdo, adquiram
infeccdo por P. brasiliensis. Na auséncia desses antecedentes, é fundamental
investigar a procedéncia remota do individuo, enfatizando a migragéo, atividade
profissional ou viagem, mesmo que de lazer a regides sabidamente endémicas
(Silva-Vergara, 1996).

O baixo indice de pacientes do sexo feminino portadoras da infecgao
causada por P. brasiliensis, pode ser explicado pelos niveis adequados de
estrogeno, responsaveis pela “resisténcia aparente” das mulheres a infecgéo.
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Segundo, Restrepo et al. (1984) e Salazar et al. (1988), o 17- estradiol atua
inibindo a sintese de proteinas de P. brasiliensis importantes para a
transformacao/reversao da fase infectante para a parasitaria. Por outro lado, na
auséncia de niveis adequados deste hormébnio observa-se a mesma
prevaléncia da infeccdo em ambos 0s sexos, especialmente em pacientes com

idade inferior a 13 anos ou em mulheres menopausadas (Shankar et al., 2011).

Mesmo apdés um século de sua descrigdo, até o momento pouco se
conhece sobre o habitat natural e as condicbes de vida saprofitica de
Paracoccidioides brasiliensis. Baseado nas caracteristicas ecoldgicas das
regides endémicas acredita-se que o microrganismo habite preferencialmente
regides tropicais e sub-tropicais ou de transigdo para o cerrado, com
temperaturas médias anuais entre 18 a 24°C, indices pluviométricos elevados,
variando de 900 a 1.800 mm, com verdes chuvosos, invernos quentes e solos
acidos (Franco et al., 2000; Restrepo et al., 2001; Calle et al., 2001; Coutinho et
al., 2002).

Uma vez inalado, o fungo pode ser destruido no parénquima pulmonar por
células fagociticas inespecificas ou multiplicar-se e produzir foco de infecg¢ao, o
qual é drenado para o linfonodo regional localizado no hilo pulmonar,
caracterizando, assim, o complexo primario na PCM. No entanto, essas lesdes
podem regredir espontaneamente em individuos imunocompetentes, com
destruicdo total ou parcial do fungo (Lopez e Restrepo, 1983), caracterizando a
forma subclinica da doenga (Lacaz et al., 1959).

Em relacdo as manifestagdes clinicas da PCM, atualmente sdo levadas em
consideragao além das proprias, os parametros imunolégicos da enfermidade
(Franco et al., 1987; Mendes, 1994).

De acordo com a classificacdo proposta por Franco et al. (1987), a PCM

apresenta trés diferentes formas: PCM-infec¢cdo, PCM-doenga e PCM-residual.



A PCM-infeccdo € observada em individuos que apresentam positividade
em testes cutaneos frente a paracoccidiodina, sendo considerada a forma
assintomatica da doenca. Nestes individuos a imunidade celular apresenta-se
preservada, observando-se intensas reagdes intradérmicas (Franco et al.,
1987).

A PCM-doencga é dividida em duas formas: a aguda (juvenil) acometendo
individuos de ambos os sexos, predominantemente criangas, adolescentes e
adultos jovens apresentando quadros mais severos e elevados niveis de
anticorpos. Ocorre em 15 a 20% dos casos e 0 acometimento pulmonar é raro,
estando presente em 5 a 11% dos pacientes (Franco et al., 1987; Del Negro,
1994; Mendes, 1994).

A forma crbnica (adulta) representa 90% dos casos, e a doenga
desenvolve-se a partir de um foco quiescente (Del Negro, 1994),
caracterizando-se por apresentar curso de evolugcado lento. Acredita-se que a
reativagdo ocorra possivelmente por um déficit imunoldgico, manifestando-se
anos apds o contato do hospedeiro com o agente etiologico, podendo
comprometer um unico orgao (forma crénica unifocal) ou disseminar-se para

outros 6rgdos (forma crénica multifocal) (Franco et al., 1987).

A forma residual da PCM é marcada por sequelas, acometendo 60% da
populagdo das areas endémicas, comprometendo principalmente os tecidos:
pulmonar, adrenal, laringeo, digestivo, encefalico, causando enfisema,
dispneia, sindrome de Addison, estenose, rouquiddo, hipertensao
intracraniana, etc. (Mendes et al., 2008; Shikanai-Yasuda et al., 2006).

O tratamento da enfermidade é dificil, visto a taxa de ades&o aos
antifungicos ser muito baixa. Soma-se a esta observagéao, o fato dos pacientes
serem geralmente tabagistas e/ou etilistas, dois fatores de risco importantes
que provocam a depressdo do sistema imunoldgico do hospedeiro (Martinez e
Moya, 1992).



A paracoccidioidomicose apresenta distribuicdo geografica restrita a paises
da América Latina, apresentando maior incidéncia no Brasil, com
aproximadamente 80% dos casos, Venezuela e Colémbia (Colombo et al.,
2011).

Estima-se que, a cada ano, a taxa de incidéncia na populagao brasileira
seja de 1 a 3 casos por 100.000 habitantes e a taxa de mortalidade de 1,4 por
milhdo de habitantes. Até 2002, a micose figurava como oitava causa de morte
por doenga, entre as infecciosas e parasitarias (Coutinho et al., 2002). Dados
registrados durante o periodo de 2000 a 2011, junto ao sistema de informagdes
sobre mortalidade, do Ministério da Saude, demonstraram que a infec¢ao por
P. brasiliensis ainda € considerada a principal causa de mortalidade entre as
micoses no pais, apresentando média de 88,03 Obitos/ano

(http//:tabnet.datasus.gov.br).

No Brasil a regido Sudeste € considerada, por diversos autores, como area
de grande endemicidade para PCM (Coutinho et al., 2002; Barrozo et al., 2009;
Wanke e Aidé, 2009; Barrozo et al., 2010); sendo que a regido central do
Estado de Sao Paulo é conhecida pela maior frequéncia de relatos da doencga
(Santo, 2008).

Kamikawa (2011) e 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 por imunodifusao dupla
em gel de agarose. Os autores observaram que a maioria dos pacientes
sorologicamente reagentes para P. brasiliensis concentra-se nas macro-regides
de Campinas, Sado Paulo e Grande Sao Paulo, Sorocaba e Sdo Jodo da Boa
Vista, enquanto as maiores taxas de reatividade foram observadas nos
municipios de Piracicaba, Franca, Aracatuba e Presidente Prudente. Contudo,
os autores ressaltam que os resultados estdo subestimados, uma vez que nao
foram incluidas no estudo, amostras de pacientes atendidos nos servicos de
referéncia de importantes polos endémicos da doenga como Botucatu, Ribeirao
Preto, Araraquara e Bauru.



Segundo Pinto et al. (2012) no periodo de 2008 a 2011, 166 casos da
micose foram “notificados” a Divisdo de Tuberculose e outras Pneumopatias do
Centro de Vigilancia Epidemiologica 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 epidemioldgica estadual.

As micoses sistémicas nao estdo contempladas na Portaria n°. 05/SVS/MS
de 21 de fevereiro de 2006, que trata das doencas de notificagdo compulsoria.
Portanto, a PCM ainda n&o é objeto de vigilancia epidemiologica de rotina.
Apenas em alguns estados brasileiros, entre os quais pode-se citar: Parana,
S&o Paulo, Mato Grosso do Sul e Rondénia (Martinez, 2010; Mendes, 2010;
Vieira et al., 2014), € que a paracoccidioidomicose integra o rol das doengas de
notificacdo compulséria. Por se apresentar como importante problema de
Saude Publica, relacionado aos custos sociais e econdmicos derivados, ndo
apenas da doenca em atividade, que ocorre em individuos na sua fase mais
produtiva da vida, como pelo alto potencial incapacitante para o trabalho
associado as sequelas secundarias a infeccdo e quantidade de mortes
prematuras que acarreta, quando nao ha intervencao terapéutica oportuna, tém
sido proposta, em diversos foruns, a inclusdo da PCM entre as doengas de
notificagdo compulsoria em todos os estados da Federagéo (Brasil, MS-SVS,
2010).

@) agente etiologico da paracoccidioidomicose encontra-se
taxonomicamente classificado no Reino Fungi, Filo Ascomycota, Classe
Pleomycetes, Ordem Onigenales, Familia Ajellomycetaceae, Género

Paracoccidioides (Untereiner et al., 2004).

Até pouco tempo atras, acreditava-se que o género compreendia uma unica
espécie, a bem estudada, caracterizada e documentada P. brasiliensis.
Entretanto, o avango da ciéncia e das pesquisas envolvendo métodos
moleculares como RAPD (Soares et al., 1995; Calcagno et al., 1998; Molinari-
Madlum et al., 1999; Hahn et al., 2002; Hahn et al., 2003), RFLP (Nino-Vega et
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al., 2000), cariotipagem (Montoya et al., 1997) e microssatélite (Nascimento et
al., 2004) demonstram, comprovam e suportam a especiagcédo dentro do género
Paracoccidioides.

Adicionalmente, a realizacdo de estudos moleculares forneceu maiores
subsidios para melhor compreensdo da forma como tais diferencas podem
influenciar os mecanismos de viruléncia (Molinari-Madlum et al., 1999), de
resisténcia a drogas (Hahn et al., 2003) bem como permitiu avaliar as possiveis
correlagdes com origens geograficas (Calcagno et al., 1998; Nino-Vega et al.,
2000).

Nesse sentido, Matute et al. (2006) estabeleceram que P. brasiliensis tenha
passado por dois eventos de especiagdo (em que duas ou mais espécies
contemporaneas evoluem a partir de um unico ancestral), evoluindo,
possivelmente para trés (3) espécies cripticas distintas:

-S1: contendo 38 isolados de diferentes localizacées geograficas (Brasil,
Argentina, Paraguai e Venezuela, Antartida);

-PS2: contendo cinco isolados brasileiros (Sdo Paulo e Minas Gerais) e um
isolado venezuelano (Caracas);

-PS3: contendo 21 isolados estritamente colombianos.

Sendo S1 originada de diferentes ancestrais, PS2 formada por duas
espécies filogenéticas e PS3 por trés espécies filogenéticas. Além disso, PS2 e

PS3 tém mesma origem ancestral.

Ao analisarem arvores filogenéticas de genes codificadores de proteinas,
Carrero et al. (2008) propuseram a existéncia de uma quarta espécie
constituida por isolados (Pb-01 e IFM 54648) que nado poderiam ser agrupados
em nenhum dos grupos anteriormente citados (S1, PS2, PS3), demonstrando
que tais espécies sao extremamente divergentes quando comparadas as
demais. Fato que, corroborou para que o isolado Pb01 e seus semelhantes

fossem denominados de “Pb01-like”.



Teixeira et al. (2009) propuseram que um clado composto por 17 isolados
geneticamente similares, “Pb017- like”, sejam considerados uma nova espécie:
Paracoccidioides lutzii. De acordo com os autores, utilizando o método de
reconhecimento de espécies por concordancia genealdgica (GCPSR) tais
isolados apresentam caracteristicas genéticas (por analises polimérficas),
genealdgicas (reconstrucao da histodria filogenética e identificacdo de espécies)
e morfolégicas bastante distintas das espécies propostas por Matute et al.
(2006). Salgado-Salazar et al. (2010) manifestaram amplo apoio a tal proposta,

com o auxilio de diversas analises de genes mitocondriais.

Teixeira et al. (2013) formalizaram a existéncia da nova espécie, P. lutzii,
dentro do género Paracoccidioides. Segundo os autores, a proposta para a
criacdo desta nova espécie esta alicergada nos seguintes achados: a)
expressiva divergéncia genética observada entre os isolados de P. brasiliensis
e P. lutzii; b) o fato das duas espécies terem sido separadas aproximadamente
ha 24-32 milhdes de anos atras; c) auséncia/falha de fluxo génico e
comprovagao do isolamento/distanciamento genético entre P. brasiliensis e P.
lutzii evidenciado pela analise de recombinacdo, bem como pela existéncia de
uma longa proporc¢éo de polimorfismos fixos observados entre os genomas das
duas espécies; d) informagdes de RAPD; e) caracteristicas gendmicas entre as
quais se podem citar: tamanho do genoma e conteudo génico, familias de
genes e sua expansao e presenca de elementos transponiveis; f) aquisicdo de
um elemento transponivel TremE encontrado apenas em P. lutzii; g) as cepas
de P. lutzii produzem conidios mais alongados quando comparados aos
produzidos por P. brasiliensis e h) a distribuicdo geografica de P. lutzii estar
aparentemente restrita as regides Centro-Oeste e Norte do Brasil.

Neste mesmo trabalho, Teixeira et al. (2013) chamam a aten¢do quanto ao
diagndstico laboratorial, implicagdes clinicas e tratamento observados pelas
“peculiaridades regionais” dos isolados de P. lutzii.

Batista Jr. et al. (2009) foram os primeiros a demonstrar a importancia da
origem geografica de isolados de Paracoccidioides sp na obtengdo de
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antigenos visando o imunodiagnostico da PCM. Os autores comprovaram a
existéncia de diferencas na composi¢cdo antigénica dos isolados de P.
brasiliensis, utilizando exoantigeno do isolado B-339 (pertencente a espécie
criptica S1) e filtrado de cultura do isolado 550B (“Pb01- like” ou P. lutzii). A
analise dos resultados revelou que o primeiro produzia altas taxas de gp43
enquanto o segundo apresentou auséncia da mesma, porém maior expressao
de uma glicoproteina de 66kDa. Ressaltaram também que o isolado 550B é
oriundo da regido centro-oeste, onde ocorre segundo Teixeira et al. (2009),
principalmente a espécie P. lutzii, e quando testado frente a soros de pacientes
da regido sudeste do pais, apresenta baixa taxa de reatividade, assim como o
antigeno B-339, quando aplicado frente a soros de pacientes procedentes da
regido centro-oeste do Brasil. Os autores, concluiram que tais diferengas
antigénicas podem acarretar em diagndstico equivocado, especialmente

resultado falso-negativo.

Recentemente, Machado et al. (2013) avaliaram se a ocorréncia de
espécies cripticas S1, PS2, PS3 de P. brasiliensis bem como P. lutzii,
influenciavam no imunodiagnodstico da PCM. Os autores demonstraram que
pequenas quantidades de gp43 foram encontradas em filtrado de cultura dos
isolados de P. lutzii, demonstrando ainda que a expressao desta molécula
parece ser mais variavel dentro de P. lutzii visto que a taxa de mutacao
sinbnimo-n&o-sindnimo foi menor, o que indica um processo evolutivo diferente
dos demais gendtipos. Verificaram também variabilidade na produgédo de gp43
entre os isolados do complexo P. brasiliensis, indicando que os eventos de
especiagao sao importantes, mas n&o suficiente para explicar completamente a
diversidade na produgao deste antigeno. Corroborando com os resultados de
Batista Jr et al. (2009), os autores demonstraram também a diferenca no
padrao de reatividade, pela técnica de imunodifusdo dupla em gel de agarose,
entre os antigenos obtidos das diferentes espécies cripticas de P. brasiliensis e
de P. lutzii. O melhor padrdo de reatividade e sensibilidade foi observado para
o antigeno obtido a partir do isolado Epm 83 de P. brasiliensis (PS3) quando
comparado ao antigeno padrao, ou seja, B-339 pertencente a espécie criptica
S1 de P. brasiliensis. Neste trabalho, verificou-se ainda que todos os antigenos
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obtidos a partir de amostras fungicas ou isolados fungicos da espécie P. lutzii

apresentaram baixo padrao de reatividade.

Na PCM, como em outras micoses, o diagnostico considerado padrao ouro
€ o isolamento do agente etiolégico em cultura. Para o isolamento de P.
brasiliensis, recomenda-se o emprego de meios de cultura enriquecidos com
extrato de levedura, contendo antibioticos ou ainda agar infusdo de cérebro e
coragao [BHI] (Lacaz 1977; Mendes-Giannini e Melhem, 2001; Lacaz et al.,
2002).

O material biolégico semeado ¢ incubado a 25-30°C crescendo lentamente
(15 a 30 dias) sob a forma de micélio apresentando col6nias brancas ou
amarronzadas, cotonosas ou glabrosas. Contudo, para o diagndstico definitivo
e identificacdo correta do microrganismo € necessario realizar a reversao da
cultura da fase miceliana para a leveduriforme. Nesta fase, a levedura pode ser
cultivada em meio Kelley a base de agar-hemoglobina, incubando a
temperatura de 35-37°C (Lacaz 1977; Brummer et al.,, 1993; Lacaz, 1994;
Lacaz et al., 1998; Mendes-Giannini e Melhem, 2001; Lacaz et al., 2002).

Na maioria das vezes, as leveduras de P. brasiliensis podem ser facilmente
visualizadas ao microscopio optico. Para a pesquisa do agente etioldgico da
PCM, normalmente empregam-se secregdes do trato respiratorio, raspado e
crostas de lesdes ulceradas, tecidos de bidpsia, pus de ganglios, urina, liquido
cefalorraquidiano (LCR), entre outros. Em material de pung¢do ganglionar, por
exemplo, visualizam-se células globosas, ovais ou elipticas com 5 a 25um de
diametro, inclusées citoplasmaticas e multibrotamentos com parede de duplo
contorno refringente. Nos casos onde a biopsia € possivel, coloragdes
especiais como o Gomori-Groccott ou acido peridédico de Schiff podem auxiliar
no diagnostico da micose por meio da observagdo, no interior dos granulomas,
de células tipicas multibrotantes. As células em multiplo brotamento s&o
esféricas (10 a 20um de didmetro) e os brotos esféricos ou em forma de lim&o,
encontram-se dispostos ao redor da célula mée (Brummer et al. 1993; Lacaz,
1994, Lacaz et al., 1998; Lacaz et al., 2002).
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Entretanto, resultados falso-negativos podem ocorrer, pois formas teciduais
de P. brasiliensis sdo muito semelhantes a Histoplasma capsulatum (Lacaz,
1994), Coccidioides immitis (Lacaz et al., 2002) ou Blastomyces dermatitidis
(Salfeder, 1979; Figueroa et al., 1994).

Diante do exposto, a amostra a ser avaliada necessita ser cuidadosamente
coletada, armazenada e transportada, permitindo que o agente etiolégico seja
corretamente cultivado, isolado e quando possivel identificado.

Importante salientar que a PCM, principalmente em sua forma pulmonair,
deve ser diferenciada de outras micoses bem como da tuberculose. Achados
clinicos e radiologicos séo inespecificos; assim como, calcificagdo extensa,
efusdo pleural e localizagdo apical s&o sugestivas de histoplasmose e
tuberculose. O diagnédstico 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 s&do bastante semelhantes. Além disso, o0 comprometimento
do sistema linfatico pode simular doengca de Hodgkin ou outras doencgas
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 etiologico em
preparados histolégicos, exame a fresco ou em cultivo. Na
paracoccidioidomicose, assim como para a maioria das micoses, o diagnostico
considerado como padrao ouro é o isolamento do agente etiolégico em cultura.
No entanto, em algumas situagbes, como o estado fisico ou clinico dos
pacientes, torna-se impossivel o acesso ao local da lesdo, impedindo assim a

coleta do material bioldgico (Ferreira-da-Cruz et al., 1990).

Nestes casos, as técnicas imuno-soroldgicas sdo de grande valia uma vez
que permitem inferir o diagndstico com certo grau de certeza, otimizando o
tempo utilizado para se obter resultados, aliando sensibilidade a especificidade.
Além disso, em alguns casos, o resultado sorologico é a primeira indicagao da

11



infecgdo micotica dos pacientes, principalmente naqueles que ainda nao
apresentam lesdes clinicas aparentes (Mendes-Giannini et al., 1984; Camargo
e Franco, 2000; Camargo, 2008).

Apesar de técnicas sorolégicas como imunodifusdo dupla em gel de
agarose, contraimunoeletroforese (ID), ELISA e immunoblotting (IB), serem
empregadas para o diagndéstico presuntivo e/ou confirmatério da PCM visando
a pesquisa de anticorpos e antigenos circulantes, o indice de resultados falso-
positivos e falso-negativos ainda é muito elevado (Camargo e Franco, 2000;
Camargo, 2008)

Segundo Mendes-Giannini et al. (1994), as técnicas soroldgicas utilizadas
nos centros especializados podem oferecer em torno de 84,3%, chegando a
100% de sensibilidade dependendo do teste, da preparagédo antigénica e da
forma clinica da doenca.

O primeiro teste amplamente utilizado no diagndstico e acompanhamento
de pacientes com PCM foi a fixagdo de complemento (FC), desenvolvido por
Moses (1916) que empregava extrato de P. brasiliensis em salina como
antigeno, obtendo sensibilidade de 80%. Posteriormente, o emprego de
antigeno polissacaridico de P. brasiliensis elevou a sensibilidade da técnica
para 90% (Fava-Netto, 1955; Fava-Netto, 1961; Negroni et al., 1975). Contudo,
devido sua baixa especificidade e as dificuldades metodolégicas envolvidas,
(instabilidade das hemacias e do complemento), esta técnica, agora, é
raramente utilizada (Ferreira-da-Cruz et al., 1990; Mendes-Giannini et al.,
1994).

A técnica sorolégica amplamente utilizada para o imunodiagnéstico da PCM
€ a imunodifusdo dupla em gel de agarose (ID), tendo Ferri (1961) como
pioneiro no emprego da mesma. A ID apresenta baixo custo operacional, alta
especificidade e sensibilidade variando de 65 a 100%; sendo de facil execugéo
e nao necessitando de automagao (Do Valle et al., 2001; Camargo e Franco,
2000; Camargo, 2008). Entretanto, situagdes entre as quais podem-se citar: a)
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o efeito pro-zona, devido ao excesso de antigenos decorrentes da
disseminagao/gravidade da doencga; b) a formacdo de imunocomplexos com
oclusdo de epitopos; c) a presenga de anticorpos assimétricos inibindo a
ligacdo secundaria em reacbes de precipitagdo; e d) niveis de anticorpos
abaixo do limite de deteccdo da técnica, podem interferir na sensibilidade e

eficacia da metodologia (Do Valle et al., 2001).

Técnicas imunoenzimaticas como ELISA, tém sido adotadas na pratica
sorolégica, devido sua exequibilidade, possibilidade de automacado, alta
sensibilidade (95 a 100%) e capacidade de detectar nanogramas de anticorpos
por mililitro de soro. Na PCM, esta metodologia foi usada inicialmente para
caracterizar a resposta humoral geral aos antigenos de P. brasiliensis
(Mendes-Giannini et al., 1994; Camargo et al., 1994; Blotta e Camargo, 1993).
Apesar disso, em relagdo ao imunodiagndstico da referida micose, esta técnica
ainda oferece grandes porcentagens de reatividade cruzada frente a outras
infecgbes fungicas, como histoplasmose, aspergilose, candidiase, doengca de
Jorge Lobo, coccidioidomicose, e eventualmente, com infec¢gdes causadas por
Mycobacterium sp; ou ainda, frente a soros de pessoas aparentemente sadias,
residentes em areas endémicas para PCM (Elias-Costa et al., 2000; Botteon et
al., 2002; Maluf et al. 2003; Albuquerque et al., 2005; Camargo, 2008).

Perenha-Viana et al. (2012), avaliaram a seguranga e sensibilidade
sorolégica da metodologia de western blot (WB) visando o diagndstico rapido e
eficaz da PCM. Para tanto, a performance da técnica foi avaliada frente a 517
amostras de soro de pacientes com suspeita clinica da doenga, empregando
exoantigeno bruto obtido a partir da cepa B-339 de P. brasiliensis e os
resultados sorolégicos comparados aqueles obtidos pela reagdo de
imunodifusdo dupla em gel de agarose (ID), considerada o padrdo ouro
sorolégico. Do total de amostras avaliadas, 250 (48,4%) soros apresentaram
reatividade ao patogeno por WB enquanto por ID a reatividade foi de 27%.
Dentre as 337 amostras com auséncia de reatividade por ID, 29% foram
reconhecidas pela preparagdo antigénica, comprovando uma maior
sensibilidade da técnica quando comparada a ID. Neste estudo, a metodologia
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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 padrdo ouro sorolégico (93,6%).

Passos (2012) avaliou 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. A autora observou 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 analise de
concordancia (indice Kappa de Cohen) entre ambas foi considerada boa (k=
0,76). Como conclusdo, a autora pontua que as metodologias s&o
complementares para o diagndstico presuntivo; prognostico da doenca e
possivel deteccéo precoce do processo infeccioso e/ou de recaidas.

Recentemente, Bertoni et al. (2012) demonstraram o potencial do western
blot no diagnostico diferencial entre tuberculose pulmonar e
paracoccidioidomicose ao avaliarem amostras de soro de 134 pacientes triados
clinica e radiologicamente para estas patologias. A pesquisa de anticorpos
circulantes anti-gp43 de P. brasiliensis, por WB, impediu que seis pacientes
recebessem terapia empirica para tuberculose; por outro lado permitiu que
outros seis pacientes, que nao reagiram frente a gp43, fossem encaminhados
para investigacao laboratorial e tratamento adequado.

Silveira-Gomes e Marques-da-Silva (2011) padronizaram um teste de latex
para a deteccdo de anticorpos anti-P. brasiliensis, utilizando antigeno bruto
desta espécie fungica aderido a particulas de latex. Cinquenta e uma amostras
de soro de pacientes portadores de doenga ativa foram avaliadas, sendo
observada reatividade em 84,31% (43/51) e padrées de aglutinagdo variando
de uma a quatro cruzes (+ a ++++). A sensibilidade, especificidade e valores
preditivos, positivo e negativo, do teste de latex foram 84,31%, 81,05%, 70,49%
e 90,59%, respectivamente. Apesar da factibilidade da metodologia, os autores
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concluiram a necessidade da melhor caracterizagcado dos fatores interferentes e
a eliminacdo de qualquer reatividade cruzada antes de sua aplicacdo em
analises laboratoriais de rotina.

Visando otimizar o ensaio de aglutinagdo em latex (LAT) para o
imunodiagnostico da PCM, Silveira-Gomes e Marques-da-Silva (2012),
avaliaram o efeito da inativacdo das amostras de soro de pacientes com
doenga em curso. Para as amostras in natura, observou-se sensibilidade de
87% pela reacédo de imunodifusdo dupla e de 73% para LAT; por outro lado, a
sensibilidade do LAT para amostras de soro inativadas foi de 83%. Os valores
de especificidade foram de 100%, 79% e 90%, respectivamente. Em
conclusao, o processo de inativagdo das amostras de soro reduziu, mas nao
eliminou a reatividade cruzada e os resultados falso-negativos. Segundo os
autores, experimentos empregando preparagdes antigénicas purificadas e
deglicosiladas de P. brasiliensis (Puccia e Travassos, 1991b) ou o tratamento
de amostras com 2-mercaptoetanol e B-pronase (Engler e Shea 1994), séo
necessarias para a obtencdo de indices adequados de sensibilidade e

especificidade.

Considerando a importéncia da gp-43 como antigeno imunodominante de P.
brasiliensis, Santos (2012) padronizou o teste de latex visando a detecc¢ao de
anticorpos especificos anti-gp43 bem como a detec¢do do antigeno gp43 em
amostras biolégicas de pacientes com PCM objetivando o diagnostico rapido
da doenca. Foram avaliadas 65 amostras de soro de diferentes pacientes com
PCM. A sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivo e negativo
produzidos pelo teste foram de 98,5%, 93%, 91,4%, 98,7%, respectivamente.
Quatorze amostras de liquor e 13 amostras de lavado-brénquico alveolar
também foram avaliados. A sensibilidade, especificidade, valores preditivos
positivos e negativos da metodologia foi de 85,7%, 100%, 100% e 75%, para
as amostras de liquor e de 61,5%, 100%, 100%, 54,5% para as amostras de
lavado-brénquico. Em relacdo a pesquisa de antigenos a sensibilidade,
especificidade, valores preditivos positivos e negativos produzidos pelo teste
foram de 97%, 88,5%, 86,3%, 97,5%, para as amostras de soro; 85,7%, 100%,
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100% e 75% para as amostras de liquor e 84,6%, 100%, 100%, 75%, para as
amostras de lavado brénquico. A autora concluiu que a reagao padronizada
apresenta altos valores dos parametros estudados, demonstrando que a

mesma pode ser utilizada em laboratérios de rotina para triagem soroldgica.

No Estado de S&o Paulo, a Divisdo de Tuberculose e outras Pneumopatias
do Centro de Vigilancia Epidemiolégica Prof. Alexandre Vranjac da
Coordenadoria de Controle de Doengas Secretaria de Estado da Saude (CVE-
CCD-SES-SP), coordena desde 2008 o Programa de Vigilancia e Controle da
Paracoccidioidomicose, trabalhando com doze unidades/hospitais assistenciais
de referéncia e com laboratérios de imunodiagndstico nas cidades de
Araraquara, Botucatu, Campinas, Ribeirdo Preto e Sdo Paulo, sendo o Instituto
Adolfo Lutz o Laboratério de Referéncia Estadual para o imunodiagnostico da
PCM.

A Figura 1 apresenta o fluxograma soroldgico para triagem da suspeita
clinica e seguimento até a cura, proposto no Manual de Vigilancia e Controle
da Paracoccidiodomicose. Entretanto, deve-se salientar que ele ndo tem sido
seguido por todos os laboratérios de mico-sorologia do Estado de Séo Paulo,
especialmente no que diz respeito a realizacdo dos ensaios imunoenzimaticos,
ou seja, reagcao de ELISA para a triagem sorolégica e immunoblotting ou
western blot para a confirmagao de imunodifusdo discordante. De forma geral,
na grande maioria dos laboratorios a metodologia frequentemente empregada
€ a imunodifusdo dupla em gel de agarose, tanto para a realizagdo do
diagndstico presuntivo como para o acompanhamento soroldgico dos pacientes

em tratamento.
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(Confirmatério) - suspeita

Figura 1: Organograma proposto pela Vigilancia Epidemiolégica da
Paracoccidioidomicose. (Adaptado do Manual de Controle e Vigilancia da

Paracoccidiodomicose do Estado de Sao Paulo.)

Existe uma ampla variedade de metodologias capaz de fornecer
informagdes valiosas para o fechamento do diagndstico de determinado
agravo. Entretanto, deve-se salientar que muitas destas técnicas apresentam
baixo desempenho ou tornam a execug¢do do trabalho restrito a laboratérios
altamente especializados. De maneira geral esta ineficiéncia ou baixo
desempenho é provocado por fatores como o longo tempo necessario para a
obtengdo do resultado, fato frequentemente relatado no caso de culturas
microbioldgicas, por exemplo. Outro fato de extrema relevancia concentra-se
na sensibilidade e especificidade do ensaio. Associa-se, muitas vezes a estes
fatores o custo com a aquisi¢cado de reagentes e equipamentos, bem como com
a manutengdo e calibragdo dos ultimos. Além disso, a necessidade de
equipamentos especializados e/ou sofisticados acaba por inviabilizar a
realizacao de trabalhos de campo, muitas vezes fundamental para a tomada de
medidas preventivas e/ou educativas (Heberling e Kalter, 1986).

Diante do exposto, ndo causa estranheza a existéncia e necessidade de
uma busca constante para o desenvolvimento de testes mais rapidos, sensiveis
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e especificos com fins diagnosticos. A explicagao para tal necessidade vem da
constatagdo de que um diagndstico definitivo € extremamente importante n&o
apenas na gestdo adequada do paciente bem como para a correta avaliagéo
sobre a instauragao de regimes terapéuticos adequados.

Sabendo que ensaios imunoenzimaticos sao frequentemente usados como
meétodos de triagem sorolégica e baseados na experiéncia do Laboratério de
Imunodiagnostico das Micoses com a metodologia de immunoblotting (Silva et
al., 2008; Passos, 2012) idealizamos otimizar e validar o ensaio de Dot-blot

inicialmente descrito por Hawkes et al. (1982).

Hawkes et al. (1982), adaptaram a metodologia de dot-hybridization (dot-
hibridizagdo) descrita por Kafatos et al. (1979) visando sua aplicacdo na
selecdo de clones produtores de anticorpos monoclonais. A esta “nova técnica”
denominaram de dot-immunobinding, também conhecida pelas sinonimias de
Dot-Blot (Stott, 1989), Dot-ELISA (Pappas et al., 1983b; Pappas et al., 1984b;
Pappas, 1988) ou Dot-Blot ELISA (Eamsobhana et al., 2004).

Trata-se de uma técnica extremamente versatili (Hawkes et al.,1982;
Pappas, 1988) que pode ser aplicada com excelentes resultados ndo apenas
para o screening de anticorpos monoclonais (Hawkes et al., 1982; Beyer,
1984), bem como para a avaliagcdo de outras proteinas soluveis, acidos
nucléicos, membranas celulares, organelas, fungos, protozoarios, bactérias e
virus (Pappas, 1988). Vale a pena ressaltar que a versatilidade da metodologia
inclui sua aplicabilidade em trabalhos de campo (Pappas, 1988; Dominguez,
2000).

O ensaio pode ser utilizado para avaliagdo qualitativa permitindo a triagem
rapida de um grande numero de amostras, discriminando as mesmas em
reagentes ou ndo reagentes, ou, ainda, para uma avaliagdo quantitativa,
quando se deseja determinar a concentragdo de anticorpo e/ou antigeno
presente na amostra (Stott, 1989).
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O principio da técnica € muito simples. Antigeno puro ou diluido em solugao
salina é imobilizado na superficie de uma membrana de nitrocelulose. Apos a
fixacdo e/ou ligagdo do antigeno a membrana, a mesma é incubada com
anticorpo primario que apos as etapas estabelecidas de incubagao e lavagem,
sdo incubadas com anticorpo secundario conjugado, normalmente a
peroxidase. Apos novo periodo de incubagao e lavagem, ocorre a adigdo do
cromogeno, sendo a reagao antigeno-anticorpo visualizada por um ponto

colorido que contrasta com o fundo branco da membrana (Hawkes et al.,1982).

Pappas et al. (1983a) foram os pioneiros na padronizagdo da técnica de
Dot-blot visando sua aplicabilidade no diagndstico rapido da leishmaniose
visceral. Neste estudo, os autores sensibilizaram sobre a membrana de
nitrocelulose 1uL de suspensdo de promastigotas de Leishmania donovani.
Ap0s fixagdo dos promastigotas e bloqueio das membranas, as mesmas foram
incubadas com soro de pacientes com leishmaniose visceral. Apos o periodo
de incubagdo com anticorpo secundario e adigdo do cromdgeno, foi possivel
observar a deteccdo de baixas concentragbes de anticorpos (0,1 a 1,0ng)

comparavel aquelas obtidas pelo radioimunensaio.

Pappas et al. (1983b) analisaram 167 amostras de soro de pacientes com
leishmaniose para avaliar a repetitividade do ensaio, observando que 150
(90%) amostras nao apresentaram variagao no titulo de anticorpos circulantes.

As 17 (10%) amostras restantes, diferiram apenas em um titulo.

Pappas et al. (1984a), compararam a performance das técnicas de Dot-blot,
ELISA classico e fixagdo de complemento na pesquisa de anticorpos
circulantes anti-leishmaiose visceral africana (kalazar). A sensibilidade dos
meétodos sorologicos foi avaliada frente a 44 amostras de soro de pacientes
com doenca ativa, podendo-se observar 95% de sensibilidade pelo Dot-blot,
98% pelo ELISA classico e 80% pela fixagdo de complemento. A especificidade
foi avaliada frente a 33 soros de individuos saudaveis que nao residiam em
area endémica. Verificou-se 97% de especificidade para Dot-blot e ELISA
classico e 98% para a fixagcdo de complemento. Os autores concluiram que os
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indices de sensibilidade e especificidade sdo equivalentes entre Dot-blot e
ELISA classico. A repetitividade das analises soroldgicas revelou ser melhor
em Dot-blot quando comparado ao ELISA classico e sensivelmente melhor que
aquela obtida pela reacéo de fixacdo de complemento.

A técnica de Dot-blot pode ser usada na diferenciacdo de casos de
infeccbes humanas e veterinarias, demonstrado por Wanduragala et al. (1987)
ao avaliar a babesiose canina. Os autores compararam os resultados das
técnicas de Dot-Blot e imunofluorescéncia indireta (IFA), obtendo indice de
sensibilidade semelhante e indice de especificidade superior, 0 que permitiu
aos autores concluirem que a técnica anteriormente usada apresentava altas

taxas de fluorescéncia inespecifica, o que ndo acontece com o Dot-Blot.

Tenter (1988), em seu trabalho sobre a sarcosistose, também comparou
resultados da técnica de Dot-blot com IFA e ELISA na detecgao de anticorpos
em soros de camundongos experimentalmente infectados e imunizados com
Sarcocystis muris, concluindo que o aumento da sensibilidade ocorreu em
camundongos imunizados na deteccdo de anticorpos anti-lgG e resultados

equivalentes as outras técnicas em soros de animais infectados com a doenca.

Na toxoplasmose, os procedimentos mais utilizados para o diagndstico
sorolégico sdo a IFA e o ELISA, que necessitam de equipamentos caros
(microscopio de fluorescéncia, lavadora de placas de ELISA e fotdmetros).
Neste sentido, Pappas et al. (1986) compararam tais procedimentos ao Dot-blot
na sorodeteccéo de anticorpos IgG e IgM para Toxoplasma, obtendo resultados
estatisticamente ndo diferentes em termos de numeros de soros regentes,
porém ao titular as amostras de soro, o Dot-blot apresentou sensibilidade e
especificidade maiores as outras técnicas.

Kumar et al. (1985), em trabalho desenvolvido para o diagndstico rapido da
amebiase, utilizando protocolo semelhante ao de Pappas et al. (1983b) e
comparando a outras técnicas ja utilizadas para o diagnostico da doenga,
demonstraram que o Dot-blot € mais sensivel que a hemaglutinagao indireta e
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apresenta sensibilidade equivalente ao ELISA, principalmente em pacientes
com a presenca de abscesso no figado causado pelo agente e amebiase

intestinal.

Londner et al. (1987) desenvolveram um Dot-blot para o diagnostico rapido
da malaria, para pesquisa tanto de anticorpos como de antigenos. O ensaio,
quando comparado a técnica de radioimunoensaio (RIA) apresentou o6tima
correlagdo. Na deteccdo de antigenos, o Dot-Blot péde detectar um minimo de
0,001% de parasitemia, indicando sensibilidade aproximada ao exame

microscopico.

Recentemente, Cervantes-Ladin et al. (2014) otimizaram e padronizaram a
metodologia de Dot-blot, comparando-a com os ensaios de ELISA e Western
blot na detecgédo de anticorpos anti-Trypanosoma cruzi. Os autores avaliaram
360 amostras de soro, dentre elas 96 de pacientes chagasicos reagentes pelas
técnicas imunoenzimaticas, 153 de individuos sadios, 40 amostras de sangue
recolhidas em papel filtro e 71 amostras de pacientes com outras infec¢des. Os
calculos obtidos foram de 97% de sensibilidade e 89% de especificidade e
indice de concordancia Kappa de 0,79, apresentando baixa reatividade cruzada

com soros de pacientes com leishmaniose.

Além disso, a metodologia tem sido usada para detec¢cdo de antigeno de
Neospora caninum em cées (Pinheiro et al.,, 2005), avaliagdo da
soroprevaléncia da brucelose canina (Barkha et al., 2011), diagnostico
simultaneo para as doencas de Chagas, malaria e sifilis (Coelho et al., 2007),
como teste rapido na detecgédo de antigenos de Mycobacteruim em pacientes
com tuberculose pulmonar (El-Masry et al., 2008) e meningite tuberculosa em
LCR (Sumi et al., 1999; Mathai et al., 2003), no diagnostico da
neurocisticercose (Biswas et al., 2004; Shukla et al., 2008), toxocariase
humana (Camargo et al., 1992; Roldan et al., 2006) e canina (Bojanich et al.,
2012), para o diagnostico prematuro da leptospirose humana (Silva et al., 1994;
Blanco et al., 2009), diagndstico da esquistossomose (Pinto et al., 1995), e na
pesquisa de anticorpos especificos anti-Fasciola hepatica (Rokni et al., 2006).
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Pesquisas visando o diagnostico de doengas fungicas, através da
metodologia de Dot-blot, ndo sdo tdo evidenciadas quando comparadas as
infecto-prasitarias. O primeiro trabalho descrito formalmente na literatura é o de
Sato et al. (1987) que avaliou a metodologia de Dot-blot visando a pesquisa de
anticorpos circulantes anti-Blastomyces dermatitidis, obtendo 76,2% de
sensibilidade e baixa reatividade cruzada com antigenos de Histoplasma

capsulatum e Coccidioides immitis.

Importante ressaltar que, segundo os autores, antecederam a sua
publicagdo, os estudos de Chamberlain et al. (1985) e de McGowan et al.
(1985), o primeiro grupo avaliou a aplicabilidade do Dot-blot para a pesquisa de
anticorpos séricos circulantes anti-C.immitis e o segundo para a pesquisa de
anticorpos anti- P. brasiliensis.

Na PCM, o emprego da metodologia de Dot-Blot foi, formalmente, relatado
pela primeira vez por Taborda e Camargo (1994), como sendo um ensaio
simples e rapido, com resultados eficientes frente a antigenos purificados
apresentando alta sensibilidade e caracterizando-o como ensaio de triagem. Os
autores, avaliaram 50 amostras de soros de pacientes com PCM, durante o
periodo de tratamento com anti-fungico, utilizando como antigeno a fragao de
43kDa (gp43) purificada. A analise dos resultados demonstrou sensibilidade e
eficiéncia da metodologia, uma vez que revelou 100% de reatividade. Os
autores concluiram ser o Dot-Blot, um ensaio promissor para ser utilizado no
diagndstico da micose, no acompanhamento dos pacientes durante o
tratamento anti-fungico e principalmente em estudos soroepidemiolégicos.

Martins et al. (1997), avaliaram pelas técnicas de Dot-blot, ELISA e
Western-Blot, utilizando pool de antigenos (somatico e filtrado de cultura), o
perfil de anticorpos circulantes anti-P. brasiliensis em amostras de soro de
pacientes com doenca ativa na fase pré-tratamento e durante o tratamento com
itraconazol. Na fase de pré-tratamento, a detecgao de anticorpos circulantes no
soro de pacientes com titulo elevado de anticorpos IgG foi de 81,5% pelo Dot-
blot e 84% pelo ELISA. Por outro lado, as porcentagens de soros pré-

22



tratamento com titulos elevados para anticorpos IgA e IgM foram menores
(51,9% e 51,8%, respectivamente para Dot-Blot e 16% e 36% para ELISA) com
tendéncia a se tornarem negativos. A técnica de DB apresentou decréscimo na
fase poés-tratamento para 61% apds um ano e 50% apds trés anos. Neste
trabalho, os autores confirmaram a complexidade da resposta humoral dos
pacientes com PCM bem como reforcaram a necessidade do emprego de
ensaios sorologicos diferentes para a detecgdo de anticorpos anti-P.

brasiliensis.

Carvalho et al (2008) compararam o desempenho da gp43 recombinante,
soluvel expressa em Picchia pastoris e da gp43 nativa, pelas metodologias de
imunodifusdo e Dot-blot, demonstrando que a proteina glicosilada apresentou
maior especificidade pelo ensaio de imunodifusdo; por outro lado, a
metodologia de Dot-blot, apresentou 100% de especificidade apenas apos o
tratamento com metaperiodato de sédio ou deglicosilagdo enzimatica.

Recentemente, Assungéo (2012) demonstrou que a proteina recombinante
gp43ANt pode ser empregada na metodologia de Dot-blot, para a pesquisa de
anticorpos séricos espécie-especificos anti-P. brasilensis. A autora observou
que os resultados obtidos empregando a proteina recombinante foram
similares aqueles obtidos frente a gp43 nativa, verificando ainda, 100% de
correlagdo com a imunodifusdo dupla ao distinguir pacientes doentes e
tratados.

Entretanto, apesar dos resultados promissores demonstrados por Taborda e
Camargo (1994), Martins et al. (1997), Carvalho et al. (2008) e Assungao
(2012), esta metodologia n&o se encontra disponivel nos laboratérios de mico-

sorologia, tendo os trabalhos ficado apenas no cunho académico.

Neste contexto, o objetivo do presente trabalho € otimizar e validar a técnica

de Dot-Blot para o diagnostico da paracoccidioidomicose, propondo que a

mesma seja disponibilizada para a rotina de maneira a triar soros com suspeita
clinica para a doenca.
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2. RELEVANCIA DO ESTUDO

Nos ultimos anos, a frequéncia dos processos infecciosos invasivos
causados por espécies fungicas vem aumentando de forma expressiva sendo
considerada um problema emergente em Saude Publica. Postula-se que a
incidéncia de processos infecciosos causados por Candida sp, Aspergillus sp,
C. neoformans, H. capsulatum e Paracoccidioides sp, espécies fungicas
normalmente pouco invasivas para hospedeiros imunocompetentes, vem
aumentado  concomitantemente ao uso de antibidticos, drogas
imunossupressoras, uso prolongado de medicagdo administrada por via
parenteral, didlise peritoneal, uso de cateteres, radioterapia e quimioterapia,
sendo observado com maior frequéncia em individuos portadores de doencas
debilitantes como no caso das imunodeficiéncias congénitas ou adquiridas ou
ainda entre pacientes transplantados (Marques e Shikanai-Yasuda, 1994; Yeo
e Wong, 2002).

Diante do exposto, o diagndstico precoce e acurado destas infecgbes
assume grande importancia, pois permite entre outros fatores, a instituicao de
terapia anti-fungica adequada e a diminuicdo do emprego desnecessario de
drogas toxicas; além de reduzir o uso de terapia empirica, minimizando, por

exemplo, o surgimento de linhagens fungicas multidrogas resistentes.

O emprego de ensaios sorologicos é de extrema importancia no diagnéstico
nao apenas da paracoccidioidomicose, como também de outros processos
infecciosos causados por fungos endémicos ou oportunistas, visto que a
demonstragdo em exame direto bem como o isolamento e identificagdo destes
fungos muitas vezes apresentam resultados negativos, principalmente nos

casos de doencas autolimitadas.

Outra informagado importante que deve ser levada em consideragao, diz
respeito que em algumas situagdes entre as quais se pode citar o estado fisico

ou clinico dos pacientes, torna-se impossivel o acesso ao local da leséo,
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impedindo assim a coleta do material biolégico (Ferreira-da-Cruz et al., 1990).
As provas sorolégicas propiciam a obtengdo de resultados em menor tempo
quando comparadas as micoldgicas e, como ja mencionado, consistem, muitas

vezes, na unica evidéncia da infecg¢ao fungica.

Como laboratério de Saude Publica, o Instituto Adolfo Lutz (IAL) atende nao
apenas os hospitais e demais unidades de saude da cidade de Sido Paulo e
Grande S&o Paulo, mas também toda a demanda vinda de 12 dos 13
laboratérios regionais existentes, localizados no interior do Estado de S&o
Paulo. No periodo compreendido entre dezembro de 1998 a agosto de 2014,
foram avaliadas, pela reagdo de imunodifusdo dupla em gel de agarose (provas
qualitativa e semiquantitativa), amostras biologicas de 12.876 pacientes quanto

a presenga ou nao de anticorpos circulantes anti-P. brasiliensis.

Desde sua implantagdo, o Laboratério de Imunodiagnostico das Micoses,
Centro de Imunologia, IAL de S&do Paulo, SP (LIM/CIM/IAL-SP) tem buscado a
exceléncia no atendimento aos pacientes com suspeita clinica de
paracoccidioidomicose. Neste sentido, ja no inicio de 1999, passou a realizar o
ensaio semi-quantitativo empregando a técnica de ID; através do qual foi
permitido monitorar o nivel de anticorpos circulantes anti-P. brasiliensis. Esta
pequena, porém, ndo menos importante inovagao permitiu que fossem
fornecidas aos clinicos, informagdes nao apenas quanto a presenga ou
auséncia de anticorpos circulantes especificos como, principalmente, mais um
subsidio para o monitoramento da eficacia do tratamento antifungico

instaurado, bem como da ocorréncia de recidivas.

Na condicdo de Laboratério de Referéncia Estadual para o
imunodiagnostico das micoses sistémicas, tendo como atribuicdo garantir a
qualidade e acuracia dos resultados soroldgicos e, considerando, o fato de que
a grande maioria das requisigdes meédicas que chegam nao contém nenhum
tipo de informagao adicional sobre o estado clinico-epidemiologico do paciente
ou relacionadas a exames micologicos e/ou histopatologicos, torna-se
necessaria a implantacdo de uma técnica mais sensivel, como o Dot-Blot, para
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triar de forma mais sensivel e rapida os casos de paracoccidiodomicose,

selecionando os potencialmente reagentes e descartando os ndo reagentes.

Um ponto que corrobora com a necessidade de melhor avaliagdo do Dot-
blot diz respeito a implantagdo no Estado de S&o Paulo do Programa de
Vigilancia e Controle da Paracoccidioidomicose, o qual preconiza, em seu
algoritmo, a realizagdo do ensaio de ELISA indireto para a triagem sorolégica.
Entretanto, cinco anos apds a implantacdo e divulgagdo do Manual de
Vigilancia e Controle da Pararoccidioidomicose pela Divisdo de Tuberculose e
Outras Pneumopatias do Centro de Vigilancia Epidemioldgica Prof. Alexandre
Vranjac, Coordenadoria de Controle de Doengas, Secretaria de Estado da
Saude de Sao Paulo, Pinto et al. (2012) relatam que o mesmo nao €& seguido
pelos laboratorios de mico-sorologia.

Uma abordagem de extrema importancia que justifica o desenvolvimento
deste trabalho é a falta de padronizagao e, consequentemente, validacdo dos
ensaios utilizados no imunodiagndéstico da paracoccidioidomicose. O processo
de validagcdo de ensaios laboratoriais tem por objetivo demonstrar que o
meétodo seja adequado para a finalidade pretendida. Deve garantir, por meio de
estudos experimentais, que as exigéncias do meétodo as aplicagbes analiticas
sejam atendidas e a confiabilidade dos resultados, assegurada (ANVISA, 2003,
Passos, 2012).

Segundo a Resolugéo n°899, de 29 de maio de 2003, da ANVISA, um
ensaio validado deve apresentar, dependendo de sua natureza, parametros
como especificidade, linearidade, intervalo, precisdo, sensibilidade, limite de
quantificacado e exatidao avaliadas, determinadas e adequadas a analise a que
se destina. O processo de validagédo deve ser suficientemente abrangente para
atender e respaldar as necessidades de uma determinada aplicagdo. Além
disso, a determinacdo do desempenho de um ensaio deve incluir analises
comparativas com resultados obtidos por outros métodos (ANVISA, 2003;
ABNT, 2005).
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Devido a grande heterogeneidade dos protocolos descritos na literatura
para o desenvolvimento do Dot-blot, ja supracitados neste texto, tanto para o
diagndstico da paracoccidioidomicose quanto de outros agravos; neste estudo
se buscara, primeiramente, otimizar uma metodologia adequada as condigdes
do laboratério e avaliar o desempenho da metodologia na casuistica atendida
pelo Laboratério de Imunodiagnostico das Micoses, Centro de Imunologia,
Instituto Adolfo Lutz de S&o Paulo. Em seguida, pretende-se dar inicio as
primeiras analises referentes aos parametros necessarios ao processo de

validacdo do ensaio de Dot-blot.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Otimizar a técnica de Dot-blot, empregando antigeno bruto de P.
brasiliensis, como teste rapido e/ou de triagem para a pesquisa de anticorpos
espéecie-especificos em amostras de soros de pacientes com suspeita clinica
de paracoccidioidomicose, encaminhados ao Instituto Adolfo Lutz para

avaliacao da resposta imune humoral.

3.2. Objetivos Especificos

* Avaliar o desempenho e aplicabilidade da metodologia de Dot-blot como
teste rapido e/ou de triagem no imunodiagnostico da
paracoccidioidomicose;

* Comparar os parametros intrinsecos entre as metodologias de Dot-blot e
imunodifusdo dupla em gel de agarose considerada a técnica “padrao ouro”
sorolégica;

* Avaliar a estabilidade (tempo de prateleira) das membranas dotadas e
armazenadas a temperatura de 4°C e -20°C, no periodo de 7,15, 30, 45, 60
e 90 dias visando o imunodiagndstico da paracoccidioidomicose;

* Avaliar a estabilidade (tempo de prateleira) das membranas dotadas e
armazenadas a temperatura ambiente para utilizagdo das mesmas a
campo, no periodo de 7, 15, 30, 45 60 e 90 dias visando o
imunodiagnostico da paracoccidioidomicose;

* Propor novo algoritmo soroléogico para o imunodiagndstico da

paracoccidiodomicose.
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4. CASUISTICA E METODOS

4.1. Soros Humanos

Foram avaliadas quanto a presenca de anticorpos circulantes dirigidos ao

Paracoccidioides brasiliensis 443 amostras de soros assim distribuidas:

» 23 amostras de soro de individuos aparentemente sadios, doadores de
banco de sangue oriundos de regides de alta e baixa endemicidade
para P. brasiliensis;

» 23 amostras de soro de pacientes com confirmagéo soroldgica de outras
micoses como: histoplasmose (16) e aspergilose (8), encaminhadas
para avaliagdo da resposta imune humoral ao Laboratério de
Imunodiagndstico das Micoses, Centro de Imunologia;

» 20 amostras de soro de pacientes com tuberculose, gentiimente 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;

» 77 amostras de soro de pacientes com paracoccidioidomicose
confirmada, encaminhadas para avaliagao da resposta imune humoral
ao Laboratério de Imunodiagnostico das Micoses, Centro de

Imunologia, Instituto Adolfo Lutz;

» 300 amostras de soro de pacientes com suspeita clinica de
paracoccidioidomicose, encaminhadas para avaliagdo da resposta
imune humoral ao Laboratorio de Imunodiagnéstico das Micoses,

Centro de Imunologia, Instituto Adolfo Lutz.
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4.2. Consideracdes Eticas

A realizagao deste estudo foi aprovada pela Comissdo Técnico Cientifica
do Instituto Adolfo Lutz- Projeto CTC-IAL#117D/2012 e pelo Comité de Etica
em Pesquisa em Seres Humanos do Instituto Adolfo Lutz sob o numero CAAE
(Certificado de Apresentacdo para Apreciacdo FEtica) Plataforma Brasil
13673313.1.0000.0059 e numero de parecer consubstanciado 229.815 de
21/03/2013 [ANEXO 1].

4.3. Obtengao do Antigeno de P. brasiliensis

Para a obtengdo dos dois exoantigenos avaliados neste estudo, ou seja,
filtrado de cultura obtido a partir da amostra 113 e filtrado de cultura obtido a
partir da cepa B-339 de P. brasiliensis, foi utilizada a metodologia proposta por
Garcia et al. (1993) e modificado por Silva (2005).

Desta forma, 16,0g de neopeptona (Difco Laboratories, Detroit, MIl, USA)
foram dissolvidos em 32,0mL de agua bidestilada aquecida a 45°C, até a total
dissolugéo do reagente. A solugao foi dialisada contra agua destilada, durante

cinco (5) horas a 70°C e por uma noite a 4°C.

Ao conteudo da membrana adicionou-se 10,0g de dglicose (Difco
Laboratories, Detroit, Ml, USA), 100,0mg de cloreto de tiamina (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) e 200,0mg de asparagina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA). Apds o ajuste do pH adicionou-se, ao meio de cultura, agua Milli-g® em
quantidade suficiente para 1000,0mL. O meio de cultura foi distribuido em
frascos tipo Erlenmayer (500,0mL), e esterilizado em autoclave a 120°C, por 15
minutos. Para o preparo dos exoantigenos, o crescimento fungico de
aproximadamente trés (3) a quatro (4) tubos contendo culturas de sete (7) dias,
de cada um dos isolados, ou seja, B-339 e 113, crescidas a 36°C foram
inoculados nos frascos tipo Erlenmayer contendo 200,0mL do meio e
colocados em incubadora com plataforma de agitagédo circular, por 20 dias, a
36°C, com rotacdo constante de 50rpm. Apods este periodo, o crescimento
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fungico foi interrompido pela adicdo de thimerosal (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) 1:5000 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 1,0mL do sobrenadante em agar Fava Netto (FN)
e agar BHI (Brain Heart Infusion - Infusdo de Cérebro-Coracado) a 25 e 36°C,

durante 30 dias.

As células foram separadas por filtracado em papel de filtro, o sobrenadante
coletado e o seu conteudo proteico determinado pelo método de Bradford
(1976). As preparacdes antigénicas tiveram seu perfil eletroforético analisado
por SDS-PAGE e a imunorreatividade avaliada por imunodifusdo dupla em gel
de agarose e immunoblotting. Apds caracterizagdo imunoquimica o material

resultante da dialise foi aliquotado e armazenado a 4°C, até o momento do uso.

4.4. Dosagem proteica

A concentracdo proteica dos filtrados de cultura Pb B-339 e Pb 113 foi
determinada pelo método de Bradford (1976) através do equipamento
NanoDrop® Spectrophotomer ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, DE, USA).
Foram realizadas trés dosagens para cada preparagdo antigénica e a
concentracao proteica foi determinada pela média dos valores encontrados.

4.5 Imunodifusdo Dupla em Gel de Agarose (ID)

Para a pesquisa de anticorpos circulantes anti-Paracoccidioides
brasiliensis, o Laboratério de Imunodiagnéstico das Micoses, emprega
rotineiramente a reacdo de imunodifusdo dupla em gel de agarose (ID),
proposta por Ouchterlony em 1949.

Resumidamente, laminas de vidro (26x75mm) foram primeiramente
revestidas com 1,0mL de solugdo de agar a 1% (p/v). Estas foram ent&o
recobertas com 3,0mL de solugdo de agar-citrato e deixadas em cémara
umida, a 4°C, até a solidificagdo da agarose. O gel foi escavado com auxilio de
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molde em forma de roseta (Bioficina-Industria e Comércio de Aparelhos
Laboratoriais, Sado Paulo, SP, Brasil), contendo um orificio central e seis
laterais, sendo o excesso do gel retirado empregando-se pipeta Pasteur
acoplada a bomba de vacuo (DIA-PUMP Compressor, FANEN, Sao Paulo,
Brasil). Apds a aplicagado dos reagentes biologicos (antigeno de P. brasiliensis,
anticorpo policlonal anti-antigeno de P. brasiliensis e soros de pacientes com
suspeita clinica ou com PCM confirmada) nos orificios, as laminas foram
incubadas em camara umida, a temperatura ambiente, por 48 horas. Apos esse
periodo, com o auxilio de negatoscopio, foi realizada a leitura parcial das
laminas a fim de averiguar a formagéo das linhas de precipitagdo. As laminas
de vidro foram lavadas por 45 minutos em solug&o citrato de sodio 5% (p/v),
seguindo-se de sucessivas lavagens, por 24 horas, em solugao salina 0,85%.
Ao fim dessa etapa, os orificios foram recobertos com solugao de agar 1% (p/v)
e as laminas levadas para secar em estufa a 50°C (Fanen, S&do Paulo, SP,
Brasil). Apos desidratagdo do gel, as laminas foram coradas pelo Coomassie
Brilliant Blue R (Sigma-Aldrich Co. St. Louis, Mo, USA), durante dez (10)
minutos e em seguida descoradas, utilizando-se solugdo descorante (10% de
acido aceético glacial, 45% de alcool etilico, 45% de agua destilada) por cinco
(5) minutos. A leitura definitiva foi realizada, por pelo menos dois técnicos e os
resultados registrados no livro de registro e banco de dados do Laboratério de
Imunodiagnostico das Micoses (Figura 2).
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Forragem (dgar citrato) Aplicagdo de soros e antigenos
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Figura 2: Esquema ilustrativo da reagdo de imunodifusdo dupla em gel de

agarose.
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4.6. Dot-Blot (DB)

A metodologia de Dot-Blot foi otimizada tomando-se como base os
protocolos descritos por Hawkes e cols. (1982) e Pappas (1988). Assim,
membranas de nitrocelulose de 0,22um (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules,
Califérnia, USA), foram sensibilizadas com as duas preparagbes antigénicas
(filtrado de cultura obtido das amostras Pb-113 e Pb B-339) de P. brasiliensis.
A fixagdo dos antigenos a membrana de nitrocelulose ocorreu por meio da
incubagdo das mesmas a 37°C, em estufa incubadora (Modelo 002 CB,
Fanem, Séo Paulo, SP, Brasil) por 30 minutos. Em seguida, as membranas
foram bloqueadas adicionando-se 500,0uL de tamp&o salina tamponada com
fosfatos pH 7,4 acrescida de 5% de leite desnatado (Elegé, Teutdnia, Rio
Grande do Sul, Brasil), PBS-L 5%, por orificio de placa de cultura, por uma
hora a temperatura ambiente, sob agitacdo constante em plataforma tipo
gangorra (Bioficina-Industria e Comércio de Aparelhos Laboratoriais, S&o
Paulo, SP, Brasil).

Posteriormente, as fitas de nitrocelulose foram incubadas com as amostras
de soro de pacientes com paracoccidioidomicose, soro de individuos doadores
de banco de sangue e anticorpo policlonal anti-exoantigeno de P. brasiliensis,
com soro controle-positivo em PBS-L a temperatura ambiente por duas horas,
sob agitacado constante, em plataforma tipo gangorra seguida de trés lavagens,
de cinco minutos cada, com PBS-T 0,1% (PBS acrescido de 0,1% de Tween
20). Apds esta etapa, a incubagdo com o anticorpo secundario, ou seja, anti-
IgG humana conjugada a peroxidase foi realizada, diluindo-se o conjugado em
PBS-L a temperatura ambiente, por 90 minutos, ao abrigo da luz e sob agitagcao

constante, também seguida de trés lavagens.
A reacéo foi revelada empregando-se como cromoégeno de 4-cloro-1-naftol

(Sigma-Aldrich Co. St. Louis, Mo, USA). A interrupgao da reacao foi feita por

meio de lavagens sucessivas em agua bidestilada (Figura 3).
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Os resultados obtidos no ensaio de Dot-Blot foram comparados aqueles
obtidos nos ensaios de imunodifusdo dupla em gel de agarose, teste
considerado como padrao ouro sorologico. No caso de resultados discordantes
as amostras foram reavaliadas empregando-se as mesmas metodologias, ou
seja, ID e DB. Caso a discrepancia entre os resultados persistisse, a contra

prova foi realizada através da metodologia de immunoblotting (IB).

= —
Sensibilizagao das
membranas

Bloqueio das
membranas

Figura 3: Esquema ilustrativo da reagao de Dot-immunobinding (Dot-Blot).

4.7. Repetitividade e reprodutibilidade intermediaria do ensaio de Dot-blot (DB)

A capacidade de um método ser reprodutivel refere-se a obtencado de
resultados iguais num mesmo ambiente, em ensaios realizados por pessoas
diferentes, utilizando-se as mesmas amostras. Neste trabalho, quatro (4)
analistas realizaram o ensaio com as mesmas amostras, em dias diferentes, no

mesmo laboratorio.

Ja a repetitividade refere-se aos resultados obtidos no ensaio em amostras
analisadas em duplicata, ou seja, de forma que as amostras sejam aplicadas
duas vezes, processadas no mesmo momento, para que o resultado seja

analisado.
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A variagéo dos resultados, tanto ao comparar os diferentes analistas como
a duplicata, de tais parametros, esta associada a fatores relacionados a erros

acidentais ou sistematicos.

4 8. Estabilidade das membranas

O teste de estabilidade das membranas foi realizado com o propdsito de
avaliar o tempo de prateleira das mesmas, ou seja, determinar o prazo de
validade. Dessa forma, membranas de nitrocelulose, contendo antigeno de P.
brasiliensis imobilizado, foram divididas em dois grupos: membranas
bloqueadas com PBS-L 5% e membranas ndo bloqueadas. Ambos os grupos
de membranas foram armazenados, estocando-os a -20°C, 8°C e a
temperatura ambiente nos periodos de 7, 15, 30, 45, 60 e 90 dias.

Para isso, foram selecionadas, aleatoriamente, das 300 amostras de
pacientes com suspeita clinica da doenga, 11 amostras de soro. Destas, trés
apresentaram auséncia de reatividade e oito apresentaram reatividade para P.

brasiliensis pela reagao de imunodifusdo dupla em gel de agarose.

4.9. Immunoblotting (1B)

A transferéncia eletroforética de proteinas contidas em géis de
poliacrilamida para membranas de nitrocelulose foi executada conforme
metodologia otimizada por Passos (2012) a partir dos protocolos estabelecidos
por Towbin et al. (1979) e Vicentini (1997), usando equipamento Trans-Blot

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

ApGs a eletroforese, os géis foram apostos sobre membranas de
nitrocelulose de 0,22um (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 tampdo de transferéncia

constituido por 25 mM de Tris-HCI, glicina 192 mM e metanol 20% (v/v), sendo
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em seguida, encaixados em placas acrilicas perfuradas e mergulhadas na cuba

de eletroforese contendo o mesmo tampao.

A transferéncia foi realizada empregando-se voltagem constante de 30V
por 18 horas, a 4°C. ApoOs a transferéncia, a fim de verificar a eficacia do
processo, as membranas foram coradas com Ponceau-S (Sigma-Aldrich Co.
St. Louis, Mo, USA) por cinco minutos e descoradas em agua bidestilada.

As membranas de nitrocelulose 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 solugdo PBS-L
5%, em plataforma agitadora para blotting (Bio Oficina Industria e Comércio de
Aparelhos Laboratoriais, Sdo Paulo-Brasil).

As fitas contendo as preparacbes antigénicas de P. brasiliensis foram
incubadas com 2,0mL de amostra de soro teste e soro controle-positivo, ambos
diluidos na propor¢ao de 1:100 em tampao PBS-L 3%. Esta etapa do ensaio foi
realizada a temperatura ambiente sob agitagdo constante, por duas (2) horas.
Finalizado o periodo de incubacéo, as fitas de nitrocelulose foram lavadas seis
vezes, por 10 minutos cada, em solugdo PBS-T.

Posteriormente, as membranas foram incubadas com 2,0mL de anti-IgG
humana conjugado a peroxidase (Sigma-Aldrich Co. St. Louis, Mo, USA),
diluido a 1:3000 em solugao PBS-L 3%, sendo mantidas por uma (1) hora e 30
minutos sob agitagdo constante, a temperatura ambiente, protegidas da luz, e
em seguida, novamente lavadas por seis vezes, 10 minutos cada, em solugéo
PBS-T 0,1%.

A reagao foi revelada empregando-se solugdo de 4-cloro-1naftol (Sigma-

Aldrich Co. St. Louis, Mo, USA) e o bloqueio feito por lavagens sucessivas em

agua destilada.

36



4.10. Avaliagao dos parédmetros intrinsecos

Segundo Ferreira e Avila (2001), para a validagado de um ensaio soroldgico,
a avaliacdo de seus varios parametros intrinsecos se faz necessaria. A
avaliagdo intrinseca de um ensaio refere-se ao seu desempenho perante
amostras de soro de pacientes sabidamente doentes e ndo doentes para que
os resultados da técnica a ser validada comprovem ou ndo a realidade

apresentada.

Assim, seguindo o modelo demonstrado na Tabela 1, relacionamos a
presenca ou auséncia da doenca obtida nos ensaios de imundifusdo dupla e
Dot-blot, para o calculo dos parametros intrinsecos isoladamente. A selecao da

amostragem assume, portanto, grande importancia.

Diante do exposto, foram classificados como doentes pacientes que
apresentaram manifestagdes clinicas compativeis com paracoccidioidomicose,
nos quais tenham sido evidenciadas estruturas fungicas caracteristicas da
forma parasitaria (leveduras) de P. brasiliensis em qualquer amostra biologica,

por meio de exame micoldgico direto ou exame histopatoldgico ou cultura.

O grupo de nao doentes foi composto por individuos aparentemente
saudaveis, doadores de banco de sangue e por pacientes que apresentaram
manifestacdes clinicas compativeis com paracoccidioidomicose, porém sem
confirmacéo etiologica da mesma por métodos micoldgicos, histopatoldgicos ou
imunoldgicos, e cujo, diagnostico tenha sido posteriormente descartado
(mudanca de diagndstico).

Apods a validagao da reacido de Dot-blot, comparou-se seu desempenho a
metodologia de referéncia (padréo ouro), neste caso, o ensaio de imunodifus&o
dupla em gel de agarose. Os calculos também foram feitos seguindo o modelo
da Tabela 1, porém substitui-se os campos descritos como “Doenca
presente/ausente” por “Imunodifusdo Reagente/Nao reagente”.
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Assim, os termos sensibilidade relativa ou co-positividade e especificidade
relativa ou co-negatividade foram utilizados em substituicdo, respectivamente,
a sensibilidade e especificidade, visto que o padrdao empregado € outro teste
considerado de referéncia para a doenga em questao e ndo os diagnosticos de

certeza de presenca ou auséncia da doenca.

A Tabela 1 traz as relagdes entre os resultados de um teste diagnostico
verdadeiro. O teste é considerado positivo ou negativo, e a doenga presente ou

ausente.

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

Padréo
Positivo  Negativo Total
Teste
Positivo A B A+B
Negativo C D C+D
Total A+C B+D N

4.10.1. Sensibilidade

E a capacidade que o teste diagndstico ou de triagem apresenta de
detectar os individuos verdadeiramente positivos, ou seja, de diagnosticar
corretamente os doentes. Por outro lado, ao compararmos duas técnicas,
emprega-se o termo co-positividade ou sensibilidade relativa, que representa a
porcentagem de coincidéncia de resultados positivos para um novo ensaio, no
presente estudo a reacdo de Dot-blot perante o ensaio de referéncia
sorolégica, ou seja, ensaio de imunodifusdo dupla em gel de agarose. A
multiplicagdo do valor encontrado por 100 permite a apresentacdo da

sensibilidade em porcentagem. Logo:

Sensibilidade= VP/(VP+FN)x100, onde
VP=Verdadeiro Positivo

FN=Falso Negativo
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4.10.2. Especificidade

E a capacidade que o teste diagndstico ou de triagem tem de detectar os
verdadeiros negativos, isto é, diagnosticar corretamente os individuos sadios.
Da mesma forma, os termos co-negatividade e especificidade relativa
representam a porcentagem de coincidéncia de resultados negativos para um
novo ensaio, no presente estudo a reagcdo de Dot-blot perante a reacido de
imunodifusdo dupla em gel de agarose. A multiplicagdo do valor encontrado por
100 permite a apresentagdo da especificidade em porcentagem. Logo:

Especificidade= VN/(VN+FP)x100, onde
VP=Verdadeiro Negativo
FN=Falso Positivo

4.10.3. Valor preditivo

No ambito clinico, a validade de um marcador sorolégico refere-se a
extensdao com que ele pode predizer a ocorréncia da doenga e/ou infeccéao.
Diante do exposto, devemos estar, portanto, preparados para responder a
questdo que se segue: Visto que o ensaio apresentou resultado positivo (ou
negativo), qual a probabilidade do individuo ser ou estar realmente doente (ou
ndo)? A caracteristica de um ensaio sorologico em discriminar e/ou determinar
doenca e/ou infecgao é conhecida como Valor Preditivo e pode ser classificado
em Valor Preditivo Positivo (VPP) ou Valor Preditivo Negativo (VPN). O valor
preditivo (positivo e negativo) é determinado pela interagdo de trés variaveis, a
saber: sensibilidade e especificidade do teste associado a prevaléncia da

doenga no grupo de estudo.
* Valor preditivo positivo (VPP): € a proporcdo de doentes entre os

positivos pelo teste. Para calcular, emprega-se a seguinte férmula:
VPP=VP/(VP+FP)x100;
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* Valor preditivo negativo (VPN): & a proporgédo de sadios (sem a doenga)
entre os negativos ao teste. Seu calculo foi realizado de acordo com a
seguinte formula: VPN=VN/(VN+FN)x100.

4.10.4. Prevaléncia

Sabe-se que os valores preditivos dependem nao s6 da sensibilidade e da
especificidade do teste, como também da prevaléncia da doencga na populagéo
de estudo. A prevaléncia pode ser definida como a porcentagem de individuos
doentes em uma determinada populagdo, sendo assim calculada:
Prevaléncia=(VP+FN)/VP+VN+FP+FN

4.10.5. Acuracia ou Eficiéncia

Refere-se ao grau em que o teste é capaz de determinar o “verdadeiro” do
que esta sendo medido. Informa se os resultados representam a “verdade” ou o
quanto se afastam dela. A férmula utilizada para seu calculo foi:
Acuracia=(VP+VN)/VP+VN+FP+FN

4.11. indice Kappa de Cohen

Medida ou avaliacdo bastante utilizada para expressar a confiabilidade de
um teste. O indice k representa um avango em relagdo a taxa geral de
concordancia, visto ser um indicador de concordancia ajustada, pois leva em

consideragao, a concordancia, devida a probabilidade.

O indice de Kappa leva em consideragao as propor¢oes das concordancias
observadas e esperadas, 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. Sua classificagédo esta disposta no Quadro 1, a seguir:
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Quadro 1: Escala de concordéncia do indice Kappa.

Valor de Kappa | Concordéncia
<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.

O indice kappa é estimado como: K= Po — Pe/1 - Pe

Sendo, Po= Proporcédo de concordancias observadas e Pe= Proporcédo de

concordancias esperadas.

4.12. Teste do Qui-quadrado
Para a comparagao das proporgdes utilizou-se o teste do Qui-quadrado. Os

calculos foram realizados por meio do programa Epinfo 6.0 (Center for Disease
Control and Prevention- http://www.cdc.gov) com valor de significancia p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Otimizagao do ensaio de Dot-Blot

5.1.1. Antigeno

O primeiro passo do processo de otimizacdo da metodologia de Dot-blot,
foi a avaliagcdo da adsor¢do de ambas as preparagbes antigénicas de P.
brasiliensis, ou seja, filtrado de cultura obtido da cepa B-339 e do isolado 113 a

membrana de nitrocelulose.

A analise dos resultados demonstrou que a aplicagdo das preparacdes
antigénicas sobre a superficie das membranas de nitrocelulose com posterior
incubacdo em estufa a 37°C durante 30 minutos, forneceu condigdes

adequadas para a adsorgao do antigeno.

O segundo passo do processo de otimizagado do Dot-blot, foi a avaliagado da
imunoreatividade das duas preparacdes antigénicas de P. brasiliensis.

Empregando-se o NanoDrop® Spectrophotomer ND-1000, verificou-se que
a concentracao proteica do filtrado de cultura obtido a partir da cepa B-339 foi
de 7ng/uL e para o filtrado de cultura obtido a partir da amostra 113 de
18ng/uL.

Objetivando determinar qual a melhor concentragdo antigénica para ser
aplicada nas membranas, avaliou-se a imunorreatividade dos mesmos, frente a
amostras de soro de pacientes com paracoccidioidomicose confirmada, soro de
individuos saudaveis e anticorpo policlonal anti-exoantigeno de P. brasiliensis
nas seguintes condigbes: a) antigenos puro, ou seja, sem diluir em agua Milli-q
® e b) antigeno diluido na raz&o dois (2) em agua Milli-q ®, até a diluicao de
16. Assim, foram aplicados 6uL de antigeno/dot na membrana totalizando
42ng, 21ng, 10,5ng, 5,25ng e 2,625ng para o isolado Pb B-339 e; 108ng, 54ng,

27ng, 13,5ng e 6,75ng para o isolado Pb 113.
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A analise dos resultados revelou que o melhor padrao de reatividade foi
obtido quando se aplicou as preparagdes antigénicas sem diluigdo ou in natura,
ou seja, puras a superficie da membrana de nitrocelulose. Desta forma, para os
antigenos utilizados neste estudo, estabeleceu-se a concentragdo de 42ng/dot
de filtrado de cultura da cepa Pb B-339 e 108ng/dot de filtrado de cultura da
amostra Pb 113.

Verificou-se também, que apesar de ambos os filtrados de cultura
apresentarem em sua composigdo antigénica as glicoproteinas de 43 e 70kDa,
consideradas marcadores sorolégicas da doenga, a imunorreatividade do
antigeno obtido da cepa B-339 de P. brasiliensis foi superior e visualmente
melhor aquela observada para o antigeno obtido da amostra 113,

principalmente nas avaliagbes semi-quantitativas.

5.1.2. Soros

Assim como feito com os antigenos, os soros dos pacientes com
paracoccidioidomicose confirmada, soros de individuos saudaveis doadores de
banco de sangue e soros de pacientes com histoplasmose, aspergilose e
tuberculose e anticorpo policlonal anti-exoantigeno de P.brasiliensis utilizados
para a otimizagcdo e consequente validacdo da técnica de Dot-blot, foram

incubados em diferentes diluicdes, a saber: 1:20, 1:40 e 1:100.

Entretanto, antes de determinar-se a melhor diluigdo dos anticorpos

primarios avaliou-se qual a melhor concentragdo para a solugao de diluicéo.

Levando-se em consideragdo a experiéncia do Laboratorio de
Imunodiagndstico das Micoses com o emprego de leite desnatado para a
formulagcdo da solugdo de diluicdo, optou-se em avaliar duas formulagdes
distintas de solugdo salina tamponada com fosfatos acrescida de leite
desnatado, ou seja, PBS-L 1% e PBS-L 3%.
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A interpretagdo e analise dos resultados revelou que os melhores
resultados foram obtidos quando se empregou uma maior concentragao (p/v)
de leite desnatado, ou seja, 3% para o preparo da solugéo de diluicdo, sendo,
portanto, esta a solu¢gao adotada para a conduc¢ao dos ensaios.

Em relacdo a diluicdo das amostras, apdés a realizacdo dos ensaios
diluindo-se os soros vinte, quarenta e cem vezes em PBS-L 3%, pode-se
observar que o melhor padrdo de reatividade da reagdo antigeno-anticorpo foi
obtido para as amostras diluidas 40 vezes, sendo, portanto esta a condigcéo

adotada para os anticorpos primarios.

Quanto ao tempo de incubacgao, estabeleceu-se, que as membranas de
nitrocelulose contendo antigeno imobilizado, permaneceriam em contato com
os anticorpos primarios, por duas horas, sob agitacdo constante, em plataforma
tipo gangorra, a temperatura ambiente.

5.1.3. Anticorpo secundario

Para a determinagdo da melhor diluigdo do anticorpo secundario, ou seja,
IgG de cabra anti-IgG humana conjugada a peroxidase, foram avaliadas as
seguintes concentragdes: 1:1000 e 1:2000. O melhor padréo de reatividade foi
encontrado, quando utilizou-se anticorpo secundario na diluicdo de 1:2000.
Além disso, a solugéo de diluigdo utilizada foi a mesma que aquela empregada
para os anticorpos primarios, isto €, PBS-L 3%. Porém, o tempo de incubagao
estabelecido foi de uma hora e 30 minutos, ao abrigo da luz, sob agitacéo

constante, a temperatura ambiente.

Apods o periodo de incubacdo das membranas com o0s anticorpos primarios
e secundarios, respeitando os tempos de incubacdo estabelecidos, foram
realizadas trés lavagens de cinco minutos cada, empregando-se solu¢do de
PBS-T 0,1%.
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5.1.4. Protocolo otimizado de Dot-blot

Membranas de nitrocelulose de 0,22um (Bio-Rad Laboratories, Inc.,
Hercules, California, USA), foram sensibilizadas com 6uL/dot (42ng) de filtrado
de cultura obtido a partir da cepa B-339 de P. brasiliensis. A fixacdo dos
antigenos a membrana de nitrocelulose ocorreu por meio da incubagdo das
mesmas a 37°C, em estufa incubadora (Modelo 002 CB, Fanem, Sao Paulo,
SP, Brasil) por 30 minutos. Em seguida, as membranas foram bloqueadas
adicionando-se 500,0uL de solugao salina tamponada com fosfatos pH 7,4
acrescida de 5% de leite desnatado (Elegé, Teuténia, Rio Grande do Sul,
Brasil), PBS-L 5%, por orificio de placa, por uma hora a temperatura ambiente,
sob agitagdo constante em plataforma tipo gangorra (Bioficina-Industria e
Comércio de Aparelhos Laboratoriais, Sao Paulo, SP, Brasil).

Posteriormente, as membranas de nitrocelulose foram incubadas com as
amostras de soro de pacientes com paracoccidioidomicose, soro de individuos
doadores de banco de sangue e anticorpo policlonal de coelho anti-
exoantigeno de P. brasiliensis, como soro controle-positivo, diluidas quarenta
vezes (1:40) em PBS-L 3% a temperatura ambiente por duas horas, sob
agitacado constante, em plataforma tipo gangorra seguida de trés lavagens, de
cinco minutos cada, com PBS-T 0,1%, (PBS acrescido de 0,1% de Tween 20).
ApOs esta etapa, a incubagdo com o anticorpo secundario, ou seja, anti-lgG
humana conjugada a peroxidase foi realizada, diluindo-se o conjugado duas mil
vezes em PBS-L 3% a temperatura ambiente, por 90 minutos, ao abrigo da luz
e sob agitagao constante, também seguida de trés lavagens em PBS-T 0,1%.

A reacédo foi revelada empregando-se como cromdgeno 4-cloro-1-naftol
(Sigma-Aldrich Co. St. Louis, Mo, USA), e a interrupcéo da reacéo foi feita por

meio de lavagens sucessivas em agua destilada.

A Tabela 2 sumariza os diferentes parametros/condicdes padronizados
para a realizagao do ensaio de Dot-blot.
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Tabela 2: Condi¢cdes estabelecidas para a realizacdo da técnica de Dot-Blot no

diagnodstico da PCM.

Concentragao/ Tempo de Lavagens
Condicdes Temperatura  incubacgao Diluente A06S
(minutos) P
Sensibilizagao
(Antigeno Pb 37°C 30 - -
B-339)
Bloqueio 22 a 25°C 60 PBS-L 5% ? -
0 | a0, b PBS-T0,1%°
Soro 22 a 25°C 120 PBS-L 3% (3 x 5min.)
22 a 25°C c
. : PBS-T 0,1%
-L 39 '
Conjugado (ablrlljg;]zc; da 90 PBS-L 3% (3 x 5min.)
Substrato/ o . Agua
Cromégeno 4 cloro naftol 22 a 25°C 10 Tris/metanol destilada

a: PBS pH7.4 com 5% de leite desnatado
b: PBS pH7.4 com 3% de leite desnatado

c: PBS pH7.4 com 0,1% de Tween 20

5.1.5. Critérios adotados para interpretagcao dos Dot-blots

Verificou-se que as leituras resultantes da reagdo antigeno-anticorpo

apresentaram trés padrbes distintos de reatividade para o diagnostico

soroldgico da micose, como demonstra a Figura 4.

Entretanto, como em qualquer leitura que exija acuidade visual, observou-

se certo grau de subjetividade, especialmente para as leituras onde a

intensidade da cor/reacdo poderia apresentar interpretacdo entre “fracamente

reagente” e ndo reagente. Diante do exposto, os padrbes de reatividade/leitura

foram assim definidos:

1) Reagente: Independente da intensidade da cor apresentada, a borda do

mesmo tem preenchimento da mesma cor;

circulo onde o antigeno foi dotado tem coloragdo roxa e o interior do

2) N&o Reagente: A membrana de nitrocelulose ndo apresenta coloragao

alguma, deixando-a branca, e;
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3) Indeterminado: A borda do circulo ndo é totalmente colorida, e o
preenchimento é difuso, ou nédo preenchido. Tal resultado, apesar de

duvidoso seria um possivel reagente.

e

‘— i

A ' B C
e

Figura 4: Padrédo de leitura da técnica de Dot-Blot, onde a é reagente, b é

indeterminado e ¢ € n&o reagente.

5.2. Caracterizagéo e avaliagdo do grupo controle

Foram avaliadas 143 amostras de soro para a padronizagao da
metodologia de Dot-Blot, dentre estas, constituiram o grupo controle positivo 77
amostras de soro de pacientes com paracoccidioidomicose confirmada. O
grupo controle negativo foi composto por amostras de soro de individuos
“saudaveis”, doadores de banco de sangue (23 amostras) e soros de pacientes
portadores de outras doengas pulmonares que n&o paracoccidioidomicose (43

amostras).

Do total de amostras avaliadas, 63% foram obtidas de individuos do sexo
masculino e 21% do sexo feminino, demonstrando razao de masculinidade de
3:1 (Figura 5).

= Feminino
= Masculino
Sem informacao

Figura 5: Distribuigdo por género dos pacientes do grupo controle.
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Em relagao a faixa etaria dos pacientes do grupo controle, a variagéo foi de
oito (8) a 83 anos, apresentando uma média aproximada de 43 anos. Para os
individuos onde foi possivel recuperar a informacédo sobre a idade, pode-se
observar que a maioria se concentrou na faixa etaria entre as idades de 30 a

60 anos (Figura 6).

Zero - 30

0 10 20 30 40 50 60

Figura 6: Distribuicdo por faixa etaria dos individuos do grupo controle.

Verificou-se que as 23 amostras de soro de individuos aparentemente
sadios, doadores de banco de sangue apresentaram auséncia de reatividade
frente ao antigeno (filtrado de cultura) do isolado B-339 de P. brasiliensis tanto
pela técnica de ID, como pela técnica de DB. Quando se avaliou as 43
amostras de soro de pacientes com infeccdo causada por outros agentes
etiolégicos que ndo P. brasiliensis observou-se também, auséncia de
reatividade para a maioria (95,3%) dos soros de pacientes portadores de
tuberculose, histoplasmose e aspergilose, tanto pelo ensaio padrdo ouro
soroldgico, ou seja, ID como pelo Dot-blot. Dentre estas, apenas duas (4,65%)
amostras uma de histoplasmose e outra de aspergilose, apresentaram
reatividade frente ao antigeno de P. brasiliensis, por DB, indicando reatividade

cruzada.

Em relago as 77 amostras de soro de pacientes com
paracoccidioidomicose confirmada, 56 (72,7%) apresentaram reatividade frente
ao filtrado de cultura de P. brasiliensis pelo método de ID e 70 (91%)
apresentaram reatividade pelo ensaio de DB, reforcando a maior sensibilidade
dos métodos imunoenzimaticos quando comparado aos métodos sorologicos
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que tem como principio a precipitagdo de anticorpos e antigenos na zona de
equivaléncia. Sessenta e uma amostras de soro (79,2%) demonstraram
resultados concordantes entre ambas as metodologias avaliadas e 16 (20,8%)

amostras apresentaram resultados discordantes (Figura 7).

80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -

20 -
- [l
0 [

Figura 7: Distribuigdo do perfil de reatividade das amostras de soro de
pacientes com paracoccididoidomicose confirmada, avaliadas por ID
(Imunodifusdo Dupla) e DB (Dot-Blot).

Verificou-se que entre as amostras discordantes, uma (1) apresentou
reatividade pela técnica de imunodifusdo dupla em gel de agarose
apresentando, entretanto, auséncia de reatividade pelo ensaio de Dot-Blot. Por
outro lado, 15 amostras que apresentaram reatividade por DB se mostraram
sorologicamente ndo reagentes para P. brasiliensis quando avaliadas pela
técnica de imunodifusdo dupla, sugerindo mais uma vez, devido a maior
sensibilidade dos ensaios imunoenzimaticos, a possibilidade de uso da
metodologia de Dot-blot para a triagem sorolégica das amostras recebidas para

a pesquisa de anticorpos circulantes anti-P. brasiliensis (Quadro 2).
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Quadro 2: Distribuicdo dos resultados discordantes das amostras de soro de
pacientes com paracoccidioidomicose doenga quando avaliados pelos ensaios
de imunodifusdo dupla e Dot-blot.

Amostra ID DB
02 NR R
04 NR R
06 NR R
07 NR R
14 NR R
18 NR R
19 NR R
27 NR R
33 NR |
37 NR R
43 NR R
45 NR R
64 NR I
68 NR R
69 R NR
75 NR I

ID — Imunodifusédo Dupla; DB — Dot-Blot; NR — Ndo Reagente; R — Reagente; | —

Indeterminado.

5.3. Analise da performance do ensaio de Dot-blot

Apoés a otimizagdo da metodologia de Dot-blot, avaliou-se a performance
do ensaio frente a amostras que entram diariamente na rotina, para a pesquisa
de anticorpos circulantes anti-P. brasiliensis, do Laboratério de
Imunodiagnostico das Micoses.

Desta forma, foram selecionadas aleatoriamente 300 amostras de soro de
pacientes com suspeita clinica de infecgdo por P. brasiliensis ou que realizam

periodicamente controle de tratamento.
As 300 amostras foram avaliadas tanto pela reacdo de imunodifusédo dupla
em gel de agarose, considerada padrdao ouro sorolégico e proposta no

algoritmo para o imunodiagnostico da PCM como pela reagdo de Dot-blot.
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Ambas as avaliagbes sorologicas foram realizadas empregando-se como

antigeno, filtrado de cultura da cepa Pb B-339 de P. brasiliensis.
A caracterizagdo amostral revelou que 76% dos soros analisados eram de

pacientes do sexo masculino e 24% do feminino, revelando razado de

masculinidade de 3:1 (Figura 8).

H u Masculino
& Feminino

Figura 8: Distribuicdo por género dos pacientes com suspeita clinica de

paracoccidioidomicose ou com doenga confirmada cujas amostras foram

recebidas para pesquisa de anticorpos séricos circulantes anti-P. brasiliensis.

Em relacdo a faixa etaria dos pacientes verificou-se que a idade variou de
um (1) a 86 anos, apresentando idade média de 47 anos. Observou-se também
que 48,7% tém entre 41 a 60 anos de idade, concordando com a faixa etaria de
manifestagdo da doenga, como mostra a Figura 9.

81a100 |2

61a80 | ]S

412860 P ————————————————————————] 16
21240 N ¢

1220 | |28

Sem informagéo |__|] 12

0 20 40 60 80 100 120 140 160

Figura 9: Distribuicdo por faixa etaria dos pacientes com suspeita clinica de
paracoccidioidomicose ou com doenga confirmada cujas amostras foram

recebidas para pesquisa de anticorpos séricos circulantes anti-P. brasiliensis.
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Do total de amostras de soro de pacientes com suspeita clinica para PCM
analisadas, observou-se que 102 (34%) foram reagentes para P. brasiliensis
pela técnica de imunodifusdo dupla em gel de agarose, apresentando titulos
séricos de anticorpos circulantes variando de 1:1 a 1:256 (Figura 10), sendo
que a maioria apresentou titulo de 1:1 (24,8%).
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Figura 10: Distribuicdo por titulos de diluigdo das amostras de soro reagentes
para imunodifusao dupla dos pacientes com suspeita clinica para PCM.

A pesquisa de anticorpos circulantes anti-P. brasiliensis empregando-se o
ensaio de imunodifusdo dupla em gel de agarose, padrédo ouro sorologico, das
300 amostras de soro de pacientes com suspeita clinica de PCM revelou que
34% (102/300) apresentaram reatividade e 66% (198/300) auséncia de
reatividade para P. brasiliensis. Por outro lado, através da metodologia
padronizada de Dot-blot observou-se o reconhecimento de anticorpos séricos
anti-P. brasiliensis em 47,3% (142/300) e auséncia de reatividade em 52,7%
(158/300).

Comparando a capacidade discriminatéria de ambas as metodologias, ou
seja, padréo ouro sorolégico e ensaio de Dot-blot padronizado, pode-se sugerir
que este ultimo, por ser uma metodologia mais sensivel, apresenta uma
tendéncia de elevar o padrao de reatividade, uma vez que reconheceu 40
(13,3%) soros a mais que a ID. Duzentos e cinquenta (83,3%) amostras de
soro obtiveram resultados concordantes em ambas as técnicas utilizadas e 50

(16,7%) foram discordantes (Figura 11).
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Figura 11: Distribuicdo do padrdo de reatividade das amostras de soro com
suspeita clinica de paracoccidioidomicose, avaliadas por ID (Imunodifus&o
Dupla) e DB (Dot-Blot).

Entre as amostras concordantes, 153 (61,2%) apresentaram auséncia de
reatividade para o agente etiolégico da paracoccidioidomicose e em 97 (38,8%)
foi possivel detectar anticorpos circulantes espécie especifico. Dentre as
amostras discordantes, 45 (90%) foram reagentes na técnica de Dot-blot e n&o
reagente para ID; enquanto o contrario aconteceu com cinco (10%) das

amostras utilizadas no estudo.

5.4. Avaliagéo da repetitividade e reprodutibilidade intermediaria

Para analise da repetitividade, foram escolhidas aleatoriamente, 11
amostras de soro de pacientes com suspeita clinica de PCM. Desta forma, as
amostras foram avaliadas em duplicatas aplicadas em pontos ou dots
equidistantes, como mostra a Figura 12. Os resultados obtidos demonstraram
duplicatas com intensidades iguais de cor, quando a amostra de soro se
apresentava reagente pela reagao de Dot-blot, por outro lado, na auséncia de
reatividade, as membranas de nitrocelulose apresentavam-se brancas por
inteiro. Ja a reprodutibilidade intermediaria do ensaio foi avaliada com a analise

das mesmas amostras, por quatro (4) analistas diferentes em dias diferentes.
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A Tabela 3 apresenta os resultados obtidos por cada analista que realizou

a técnica de Dot-blot, obtendo 73% (8/11) de concordancia nos resultados e

pequena diferenga nos resultados de cada analista.

e —

-

N =3

M =2

=1

Figura 12: Esquema da aplicgéo das mostras d soro em placa de Dot-Blot.

Os numeros representam a ordem em que foram aplicadas e as cores o local

de aplicacao das mesmas amostras em duplicata.

Tabela 3: Comparacao dos resultados observados entre as analises de Dot-

blot realizadas por diferentes analistas (1, 2, 3 e 4) com as mesmas amostras,

em dias distintos e no mesmo laboratoério.

Resultados
Amostras Analista Analista Analista Analista

1 2 3 4

1 [ [ [ I
2 NR NR NR NR
3 NR NR NR NR
4 NR [ [ NR
5 [ [ NR NR
6 NR NR NR NR

7 R R R R
8 [ [ NR NR

9 R R R R

10 R R R R

11 R R R R

| — Indeterminado; NR — Nao Reagente e R — Reagente.
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5.5. Analise da estabilidade das membranas

Assim, onze amostras de soro de pacientes com suspeita clinica de PCM
foram selecionadas, de forma aleatéria, para a realizacdo da analise da

estabilidade das membranas de nitrocelulose.

A analise dos resultados demonstrou que membranas bloqueadas nao
apresentaram o mesmo padrdo de reatividade, quando comparadas as
membranas ndo bloqueadas quando armazenadas tanto a -20°C (Figura 13)
quanto a 8°C (Figura 14). Observou-se uma melhor visualizagdo da reacéo
antigeno-anticorpo, em ambas temperaturas, quando as membranas n&o foram
bloqueadas com PBS-L 5%.

—==N3&o blogqueadas

—=Bloqueadas
b d f

Figura 13: Avaliacdo da estabilidade das membranas de nitrocelulose a -20°C.

a, b: membranas apos 7 dias de adsor¢do do antigeno; c, d) 15 dias de
antigeno dotado e e, f) 30 dias de antigeno dotado.

f —=N&o bloqueadas

—=Bloqueadas

b d f
Figura 14: Avaliagdo da estabilidade das membranas de nitrocelulose a 8°C. a,

b: membranas apo6s 15 dias de adsorg&o do antigeno; ¢, d) 30 dias de antigeno

dotado e e, f) 90 dias de antigeno dotado.
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Tendo em vista que os resultados obtidos avaliando-se membranas
previamente bloqueadas com PBS-L 5%, a -20°C e 4°C, nao foram
satisfatorios, optou-se por avaliar as membranas a temperatura ambiente, sem

bloqueio.

A analise dos resultados demonstrou que membranas contendo antigeno de
P. brasiliensis imobilizado e ndo bloqueadas com PBS-L 5% apresentaram de
forma geral, boa estabilidade apés 90 dias de adsorgdo do antigeno (Figura
15). Contudo, vale ressaltar que amostras de soro com baixa titulagdo pelo
ensaio de imunodifusdo dupla podem apresentar perda no padrao de
reatividade apds 30 dias de sensibilizacdo da membrana.

C
Figura 15: Avaliagdo da estabilidade das membranas de nitrocelulose a

temperatura ambiente nos tempo de 7, 30 e 90 dias apds adsorcdo do
antigeno. a) amostra de soro de paciente com suspeita clinica para
paracoccidioidomicose com alta titulagdo para imunodifusdo dupla; b) amostra
de soro de paciente com suspeita clinica para paracoccidioidomicose, nao
reagente para imunodifusdo dupla e, c¢) amostra de soro de paciente com
suspeita clinica para paracoccidioidomicose com baixa titulagao pela reagao de

imunodifusao dupla.
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5.6. Immunoblotting (1B)

Das 300 amostras de soro utilizadas no estudo, dez (10) obtiveram
resultados discordantes, mesmo apods repeticdo do ensaio padronizado.
Destas, uma (1) amostra ndo pdde ser reavaliada por falta de material e uma
(1) n&o confirmou o resultado observado na técnica de ID, as oito (8) amostras
de soro restantes apresentaram resultado concordante a DB (Figura 16 e
Quadro 3).

Quadro 3: Amostras discordantes entre imunodifusdo e Dot-blot analisadas por
immunoblotting. Resultados concordantes com o ensaio de Dot-blot.

Amostra ID DB 1B
NR
NR
NR
NR
NR
R
NR
NR
NR
10 NR

ID — Imunodifusdo dupla; DB — Dot-Blot; IB — Immunoblotting; NR — N&o reagente; R —
Reagente; - — Amostra insuficiente.

OQONOOOTPARWN -
mmmm%mmxmm
, pa z

DODEDNED XD

—= gp70

y | — gp43

En
L

1T 2345 6‘7‘8‘90+
Figura 16: /mmunoblotting (IB) das amostras de soro dos pacientes com
suspeita clinica de paracoccidioidomicose com resultados discordantes entre
imunodifusdo e Dot-blot. Foram reagentes frente a glicoproteina de 43kDa, as
fitas 2, 4, 7 e 9 e a fita controle positivo (C+); as demais apresentaram
auséncia de reatividade.
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5.7. Calculo dos parametros intrinsecos dos ensaios sorologicos

Os parametros intrinsecos (sensibilidade, especificidade, valores preditivos
positivo e negativo e acuracia) foram avaliados primeiramente para cada
ensaio sorolégico isoladamente e depois comparando-se a performance de

ambos.

Os calculos foram realizados como descrito nos itens 4.10.1., 4.10.2.,
410.3.,4.104. e 4.11..

Dessa forma, de acordo com a Tabela 4, para a reagao de imunodifusao
dupla em gel de agarose a sensibilidade do teste foi de 72,7% (56/77) e a
especificidade foi de 98,5% (65/66). O Valor Preditivo Positivo (VPP) foi de
98,2% (56/57) e o Negativo (VPN) de 75,6% (65/86), em uma prevaléncia de
54%. O ensaio de ID apresentou acuracia de 84,6% (121/143).

Tabela 4: Avaliagdo das amostras de soro por ID, de acordo com a
confirmacgéo clinico-laboratorial da micose.
PCM PCM néao

doentes doentes Total
ID reagentes 56 1 57
ID ndo reagentes 21 65 86
Total 77 66 143

PCM — Paracoccidioidomicose; ID — Imunodidus&o Dupla.

Na avaliagcdo da metodologia de Dot-blot, os valores, de acordo com a
Tabela 5 foram: sensibilidade de 91% (70/77) e especificidade de 95,4%
(63/66). Os Valores Preditivos Positivo e Negativo foram de 96% (70/73) e 90%
(63/70), respectivamente em prevaléncia de 54%. O ensaio de DB apresentou
acuracia de 93%. Vale ressaltar que para a metodologia de DB, resultados

indeterminados foram considerados reagentes para tais calculos.
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Tabela 5: Avaliacdo das amostras de soro por DB, de acordo com a
confirmagéo clinico-laboratorial da micose.
PCM PCM nao

doentes doentes Total
DB reagentes 70 3 73
DB n&o reagentes 7 63 70
Total 77 66 143

PCM — Paracoccidioidomicose; DB — Dot-Blot.

Para melhor ilustrar os valores dos parametros intrinsecos calculados no

estudo, a Figura 17, compara a eficiéncia dos ensaios.

120,0% -
100,0% -
80,0% -
60,0% - =D
40,0% - "be

20,0% -

0,0% -
Sens. Espec. VPP VPN Acuracia

Figura 17: Comparagdo em porcentagem dos parémetros intrinsecos dos
ensaios de Imunodifusdo Dupla e Dot-Blot: Sens. — Sensibilidade; Espec. —
Especificidade; VPP — Valor Preditivo Positivo; VPN — Valor Preditivo Negativo.

Durante a determinacdo dos parametros intrinsecos comparou-se também
os resultados dos ensaios sorolégicos, tendo como teste padrdo a
imunodifusdo dupla. Desta forma, a relagdo de co-positividade ID/DB foi de
95% (97/102), a co-negatividade ID/DB foi de 77,3% (153/198) e o indice

Kappa foi de 0,66 — classificando a concordancia como boa (Tabela 6).
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Tabela 6: Comparagao das amostras de soro avaliadas por ID e DB.
ID ID ndo

reagentes reagentes Total

DB reagentes 97 45 142
DB nao reagentes 5 153 158
Total 102 198 300

DB — Dot-Blot; ID — Imunodifusdo Dupla.

Posteriormente, amostras com resultados discordantes, foram reavaliadas
para confirmacdo dos mesmos. Assim, diferentes valores de co-positividade,
co-negatividade e Kappa foram encontrados para este segundo momento: 92%
(101/110), 99,5 % (189/190) e 0,93 — concordancia otima (Tabela 7 e Figura
18).

Tabela 7: Comparacao das amostras de soro avaliadas por ID e DB no

momento 2.
ID ID ndo Total
reagentes  reagentes
DB reagentes 101 9 110
DB n&o reagentes 1 189 190
Total 102 198 300
DB — Dot-Blot; ID — Imunodifusdo Dupla.
100,0% |
80,0%
60,0% HCo-pos.
40,0% H Co-neg.
20,0%

0,0%

1 2
Figura 18: Comparagdo em porcentagem dos valores de sensibilidade e

especificidade relativas da técnica de Dot-blot, no primeiro momento (1) e apos
repeticdo das amostras discordantes (2).
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6. Discussao

Sabe-se que a PCM devido ao importante impacto soécio-econémico
associado as graves sequelas provocadas nos pacientes acometidos, configura
como a micose sistémica de maior relevancia entre as doengas parasitarias

especialmente no Brasil (Colombo et al., 2011).

Estima-se que existam nas regides endémicas aproximadamente, 10
milhdes de pessoas infectadas por espécies fungicas do complexo
Paracoccidioides brasiliensis, e destes apenas 1 a 2% irdo desenvolver a
doenga (Restrepo, 1985; Restrepo et al., 2001; Calle et al., 2001; Colombo et
al., 2011).

O Brasil concentra 80% dos casos da micose, sendo a maior prevaléncia
observada nos Estados do Parana, Sao Paulo, Minas Gerais, Goias, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul e Rondénia (Colombo et al., 2011; Vieira et al.,
2014).

Inumeras pesquisas tém demonstrado e comprovado ao longo dos ultimos
anos a alta endemicidade da doenca no Estado de S&do Paulo. Postula-se que
a existéncia de areas endémicas bem definidas e consequentemente o grande
numero de casos possa guardar estreita relagdo com as caracteristicas
climaticas e fisiograficas favoraveis ao desenvolvimento, reprodugéo,
adaptagao e sobrevivéncia do fungo (Blotta et al., 1999; Barrozo et al., 2010;
Kamikawa, 2011; Kamikawa et al., 2012).

O diagnostico laboratorial considerado como padrdo ouro da
paracoccidioidomicose, pauta-se no isolamento do agente etiologico a partir de
diferentes tipos de material biolégico, seguido da cultura com consequente
reversdo da forma infectante para a parasitaria (Lacaz et al., 2002).

Entretanto, historicamente, as técnicas sorologicas, vém desempenhando

importante auxilio no diagndstico presuntivo e/ou confirmatorio ndo apenas da
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paracoccidioidomicose como de outras infecgbes fungicas, permitindo o
monitoramento do curso da doenga durante e pos-tratamento (Camargo e
Franco, 2000; Camargo, 2008).

A reacdo de imunodifusdo dupla em gel de agarose vem sendo
amplamente utilizada desde 1961, no imunodiagnostico da PCM, visando a
pesquisa de anticorpos séricos circulantes anti-P. brasiliensis (Ferri, 1961,
Camargo e Franco, 2000; Camargo, 2008). Entretanto, apesar de permitir a
avaliagao qualitativa e semi-quantitativa das amostras, apresentar bons indices
de sensibilidade e especificidade, ser de facil execucdo e apresentar baixo
custo, demora aproximadamente de sete (7) a dez (10) dias para a liberagdo de
seu resultado, pois necessita de tempo de incubacdo e lavagens mais
demoradas, quando comparada aos ensaios imunoenzimaticos como ELISA e

immunoblotting (Shikanai-Yassuda et al., 2006).

Durante a década dos anos 80, foi notdrio o interesse no desenvolvimento
de técnicas indiretas para o diagndstico laboratorial de doengas parasitarias e
microbianas, que fossem sensiveis, especificas, reprodutiveis, rapidas, de facil

€XeCcuGao e pouco onerosas.

Contudo, técnicas soroldgicas tradicionais como a hemaglutinagéo indireta
(Jacobs e Lunde, 1957), fixagdo de complemento (Kent e Fife, 1963),
contraimunoeletroforese (Gentilini e Pinon, 1972) e imunofluorescéncia indireta
(Duxbury e Sadun, 1964; Pappas et al., 1983a), entre outras, apresentaram
algumas particularidades que as impediram, de alguma forma, de serem
utilizadas pelos laboratorios de rotina diagndstica como “padrdo ouro”

soroldgico.

Um dos fatores limitantes para a conducédo “in house” das reacbes de
hemaglutinagdo indireta e fixacdo de complemento, concentra-se na
necessidade do emprego de hemoderivados obtidos a partir de animais
mantidos em biotérios. Esta necessidade dificulta, muitas vezes, a
padronizacéo e validagdo destas metodologias, pois nem sempre este material
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encontra-se disponivel em grandes quantidades, ou mantem o mesmo padr&o
de qualidade fazendo com que a mesma tenha que ser “repadronizada” a cada
vez que um novo lote de reagente comece. Neste sentido, salienta-se também,
o alto consumo dos reagentes ndo sO para a padronizagdo, otimizagdo e
validacdo da metodologia, como também para a realizagdo da propria rotina

diagnostica.

Outro ponto a ser discutido, diz respeito ao custo-beneficio de uma
determinada metodologia. Isso pode ser facilmente exemplificado para as
avaliagdes realizadas empregando-se os ensaios de imunofluorescéncia direta
e/ou indireta. As metodologias sdo vantajosas quando se avalia a sensibilidade
e especificidade. Entretanto, a necessidade de aquisicdo e manutencdo do
microscopio de fluorescéncia e de seus componentes, o custo relativamente
elevado dos anticorpos fluorescentes e a impossibilidade de avaliacido de mais
de um paciente/amostra por lamina/teste torna o0 mesmo dispendioso fazendo
assim que na maioria das vezes esta reagdo seja realizada apenas por
laboratorios de referéncia e muitas vezes como teste confirmatério (Silveira,

2013, comunicagao pessoal).

Neste sentido, o Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) foi
desenvolvido com o objetivo de proporcionar a detecgdo, em larga escala, de
inumeras doencgas parasitarias (Voller et al., 1976). Mesmo assim, algumas
desvantagens foram apontadas por Pappas (1988): a) necessidade de
treinamento e capacitacdo de pessoal; b) ocorréncia de leituras discrepantes
placa-a-placa e pogo-a-poco, conhecido como “efeito de margem” (Kricka et al.,
1980); c) aquisicdo e manutengédo de equipamentos especificos, como lavador

de placas e fotbmetros; e d) aquisicdo de reagentes especificos.

Importante comentar, que o custo para a aquisicdo tanto para o aparato
eletrébnico como para o treinamento de pessoal responsavel é alto e requer
tempo maior para que tudo se ajuste e adapte conforme pede a metodologia.

Deve-se salientar também que as despesas com manutencdo preventiva e
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calibragdo contribuem significativamente para o encarecimento das analises
(Pappas, 1988).

Por apresentar inumeros pré-requisitos, uma importante limitagcao
observada para varias das técnicas citadas acima € a néo portabilidade para
uso em areas remotas, ou seja, a campo (Pappas, 1988). Desta forma, seu uso
fica, rotineiramente, restrito a laboratorios equipados com refrigeracao
adequada e técnicos responsaveis somente pela realizagcado especifica de uma
metodologia, as vezes, limitando o conhecimento de etapas além-laboratorio.

Diante do exposto, pode-se afirmar que a otimizagcdo de protocolos e/ou
metodologias objetivando o imunodiagndstico de determinado agravo, seja pela
deteccdo de anticorpos ou pela pesquisa de antigenos circulantes, exige antes
de qualquer coisa que se defina primeiramente para qual fim o método sera

aplicado, ou seja, para fins de triagem soroldgica ou para fins de diagnaostico.

A partir da definicdo da aplicabilidade do ensaio, deve-se preferencialmente
conduzir os experimentos empregando-se: a) amostragem bem caracterizada e
definida, ou seja, avaliar o desempenho do teste frente a amostras de soros ou
qualquer outro fluido biologico obtido a partir de individuos portadores e n&o
portadores do agravo em questdo; soros de individuos reagentes e né&o
reagentes para o agravo e soros de individuos portadores de outras patologias,
neste caso para avaliar a reatividade cruzada ou especificidade do teste; b)
material de referéncia certificado, quando aplicavel; c) equipe técnica
capacitada e d) equipamentos devidamente calibrados e certificados.

Associado a estes importantes fatores, deve-se avaliar também: a)
condigbes laboratoriais adequadas para o seu desenvolvimento; b) capacidade
analitica do ensaio; c) custo beneficio do mesmo; d) possibilidade do mesmo
ser realizado a campo; e) tempo de prateleira; f) desempenho nas avaliagdes
de repetitividade e reprodutibilidade; g) possibilidade de ser desenvolvido em
laboratorios que ndo sejam de referéncia e h) criteriosa analise dos resultados
para que os calculos dos parédmetros intrinsecos possam garantir reais valores
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de sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivo e negativo,

acuracia, etc.

Avaliando o status do Instituto Adolfo Lutz como Laboratério de Referéncia
Estadual para o imunodiagndstico da Paracoccidioidomicose, é indiscutivel a
necessidade da aplicabilidade e disponibilidade de uma metodologia que
permita a realizagdo da triagem sorologica das amostras biolégicas (soro,
plasma, liquor) de pacientes com suspeita clinica de PCM ou mesmo daqueles
com doenca ativa e/ou confirmada. Desta forma, no presente estudo, optou-se
por otimizar e validar, para as condigbes do Laboratério de Imunodiagnostico
das Micoses, a metodologia de Dot-blot.

Estudos anteriores ja haviam demonstrado que o Dot-Blot é extremamente
aplicavel na detecgdo de antigenos e anticorpos em soros humanos, animais
bem como em pesquisas relacionadas para a agricultura (Hawkes et al., 1982;
Pappas et al., 1983a; Pappas et al., 1983b; Pappas, 1988, Stott, 1989).

Hawkes et al., (1982) demonstraram que a metodologia de Dot-blot
apresenta duas grandes vantagens quando comparada aos demais ensaios
imunoenzimaticos que utilizam microplacas como suporte para a reacgao.
Segundo o autor, a primeira vantagem diz respeito a quantidade
significativamente inferior de antigeno necessaria para a condugéo da reagéo,
propiciando assim n&o apenas economia de reagente bem como diminui¢gao do
custo do ensaio; a segunda vantagem relaciona-se ao fato de que o emprego
de membrana de nitrocelulose permite a visualizagcdo da reagdo antigeno-
anticorpo face a um fundo branco, aumentando assim, o poder discriminatorio
entre resultados reagentes e n&o reagentes quando comparada as placas de
poliestireno e/ou linhas de precipitacdo Vvisualizadas nos ensaios de

precipitacdo em laminas.

Segundo Gouvea et al. (1987) a membrana de nitrocelulose pode substituir
com grandes vantagens as placas de poliestireno comumente utilizadas como
fase sélida ou suporte inerte para ensaios imunoenzimaticos. De acordo com
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os autores, o emprego de membrana de nitrocelulose simplifica a adicdo de
reagentes bem como as etapas de lavagem, ja que dispensa a utilizagdo de
equipamentos proprios para tanto. Além disso, a mesma pode ser cortada na
quantidade e no tamanho desejado, de acordo com a amostragem a ser
avaliada.

Outra vantagem, bem documentada por Pappas (1988), relacionada a
metodologia de Dot-Blot esta no fato da membrana de nitrocelulose permitir
efetivamente a ligagdo de uma grande diversidade de preparagdes antigénicas.
Neste sentido, ja foram imobilizadas a membrana de nitrocelulose: formas
viaveis de Leishmania e Trypanosoma; sobrenadantes de sonicados
congelados-descongelados; extratos antigénicos excretados/secretados de
diferentes microrganismos, fluido de cistos, antigeno soluvel de ovos, antigeno
de glandulas salivares, sonicados de culturas e etc (Giannini, 1985; Giannini,
1987; Pappas et al., 1984b; Zimmerman et al., 1985; Pappas et al., 1986;
Whelen et al., 1986; Londner et al., 1987).

Pappas (1988) atribui esta importante e vantajosa caracteristica aos
inumeros poros distribuidos ao longo da superficie da membrana que
contribuem para o aumento da afinidade de ligagéo.

Desde sua descricdo por Hawkes et al. (1982), a metodologia de DB
demonstrou excelentes resultados no diagndstico de inumeras doencgas
infecciosas, causadas pelos mais variados agentes etioldgicos, provando ser

uma técnica versatil e rapida.

Gouvea e cols. (1987) também utilizaram a reagdo imunoenzimatica para o
diagnostico de rotavirus e adenovirus em fezes de criangas com
gastroenterites, obtendo otimos resultados, inclusive, quando um pool de
antigenos foi utilizado. Os autores compararam-na com o ensaio de ELISA e
verificaram a obtencdo de resultados iguais para ambas as metodologias,
indicando que a membrana de nitrocelulose pode substituir as placas de
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plastico comumente utilizadas como fase sdélida para ensaios imunoenzimaticos

classicos.

Com relacdo a variedade antigénica utilizada em trabalhos sobre
padronizacao/otimizacdo da reagdo de Dot-blot, Pappas e cols. (1983b)
padronizaram o ensaio para o diagnostico rapido da leishmaniose visceral,
utilizando antigenos provenientes de formas promastigostas de Leishmania
donovani. Os autores obtiveram 98% de sensibilidade e especificidade,
verificando 6timos resultados com titulacdo de amostras e baixo indice de
reatividade cruzada. Os autores ressaltaram o valor da metodologia em paises
em desenvolvimento por seu baixo custo, rapida execugao e 6timos beneficios

para a area da saude.

Matthews e Burnie (1988) relataram o emprego da metodologia de Dot-blot
visando a pesquisa do antigeno imunodominante de 47kDa de Candida
albicans no diagnostico sorolégico de individuos portadores de candidiase
sistémica. Neste trabalho, os autores compararam o desempenho do Dot-blot,
empregando a fragdo antigénica de 47kDa como sonda frente a reagédo de
aglutinagdo em latex e Dot-blot empregando soro hiperimune total n&o
fracionado de C. albicans. A avaliacdo dos resultados revelou que a utilizagao
da sonda de 47kDa aumentou a sensibilidade e especificidade do ensaio.

Reboli (1993) descreveu a performance do Dot-blot utilizando anticorpo
policlonal de coelho anti-imunoglobulina G de Candida como anticorpo primario
e ouro coloidal revestido com anti-imunoglobulina G de coelho como anticorpo
secundario para a deteccdo de antigenos citoplasmaticos de Candida. Os
resultados obtidos mostraram-se promissores, entretanto, segundo a autora o
desempenho do mesmo precisa ser comprovado frente a uma amostragem

maior.

Bernardis et al. (1993) avaliaram um ensaio de Dot-blot objetivando
detectar manoproteina circulante, como antigeno em pacientes neutropénicos.
A técnica baseia-se na utilizagdo de um anticorpo monoclonal que reconhece
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um epitopo partilhado pela manoproteina presente nas diferentes espécies
patogénicas de Candida. A metodologia proposta permitiu a deteccdo do
antigeno alvo em Candida albicans, C. tropicalis, Torulopsis glabrata, e C.
parapsilosis, entretanto nao foi capaz de detectar o antigeno em C. krusei. A
analise retrospectiva de soros de pacientes com candidiase invasiva
comprovada e soros de controles revelou que o ensaio apresenta bons indices
de sensibilidade, especificidade e valores preditivos para ser utilizado como
meétodo diagndstico.

Para a condugéo deste trabalho, optou-se por empregar como antigeno,
filtrados de cultura obtidos a partir das cepas B-339 (ATCC 32069) e 113 de P.
brasiliensis. A escolha deste tipo de preparagdo antigénica pautou-se
principalmente no fato destas serem as preparagbes antigénicas utilizadas,
desde 1999, pelo Laboratério de Imunodiagnodstico das Micoses para a

condugédo do ensaio de imunodifusdo dupla em gel de agarose.

Além disso, estes isolados foram escolhidos por serem bons produtores
das glicoproteinas de 43kDa (B-339) e 43 e 70kDa (113), consideradas
marcadoras sorolégicas da PCM e reconhecidos respectivamente por 100 e
96% dos soros de pacientes (Camargo et al.,, 1988; Camargo et al., 1989;
Gianinni et al.,, 1990; Camargo et al., 1991 Blotta e Camargo, 1993; Assis,
1997, Camargo et al., 2003).

Dados da literatura indicam que, para o imunodiagnéstico da PCM, a
preparagao antigénica adequada e com aplicabilidade deve conter, em sua
composi¢ao, a molécula de 43.000 daltons (Camargo, 2008). Neste sentido, ha
necessidade de escolher adequadamente a amostra a ser utilizada para este
propésito, pois conforme demonstrado por Campos et al. (1995), existem
amostras de P. brasiliensis que nao secretam/expressam a gp43.

O filtrado de cultura obtido a partir da cepa B-339 de P. brasiliensis
apresenta grandes quantidades da glicoproteina de 43kDa, conhecida por ser o
antigeno imunodominante desta espécie fungica, estando também envolvida
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em outras importantes fungdes bioldgicas (Puccia et al., 1986; Vicentini et al.,
1994).

A gp43 é sintetizada e armazenada no interior de vesiculas densas que
parecem migrar para a borda externa da parede celular, sendo secretadas para
0 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 é
continuamente secretada por leveduras na fase exponencial de crescimento
com pico maximo de liberagdo detectado no sétimo dia de cultura, caindo de
forma expressiva no vigésimo quinto dia e apresentando niveis quase
indetectaveis no trigésimo dia, o que indica a degradagcdo dos epitopos
reconhecidos pelos anticorpos usados na sua detecgéo (Stambuk et al, 1988).

Diferentemente ao observado para o filtrado de cultura da cepa B-339, o
filtrado de cultura obtido da amostra 113 de P. brasiliensis apresenta grandes
quantidades ndo apenas de gp43, mas também de uma glicoproteina de massa
molecular aparente de 70kDa ou gp70. A gp70, na fase de levedura do
patogeno, 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).

A avaliagdo da imunoreatividade de ambos os filtrados de cultura
adsorvidos a membrana de nitrocelulose frente a amostras de soro oriundas de
pacientes sabidamente portadores da doenca e com reatividade frente a P.
brasiliensis pelo ensaio de imunodifusao dupla, revelou que o filtrado de cultura
B-339, demonstrou melhor padrdo de reconhecimento frente as amostras

avaliadas.

Ja a preparagcado antigénica proveniente do isolado 113 apresentou
reatividade de menor intensidade frente as amostras de soro de pacientes, ou
mesmo frente ao anticorpo policlonal anti-exoantigeno de P. brasiliensis,
principalmente nas avaliagbes semi-quantitativas realizadas (dados né&o
apresentados), o que nos levou a escolher a amostra B-339 para a condugéo
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da otimizacdo e validagao. Além disso, a amostra 113 de P. brasiliensis, rica
nas fragdes de 43 e 70kDa, apresentou maior reatividade cruzada frente a
anticorpos policlonais anti-exoantigeno de H. capsulatum e A. fumigatus. A
reatividade frente a gp70 de P. brasiliensis foi relatada por Unterkircher (1989)
ao avaliar por ELISA, a proteina de 70 kDa, obtida por gel filtragao frente a
soros de pacientes com paracoccidioidomicose e outras micoses sistémicas,
apresentando intensa reatividades cruzada com soros de pacientes com

Doenca de Jorge Lobo e Histoplasmose.

Uma vez que o processo de sensibilizacdo e fixacdo de ambas as
preparagdes antigénicas foram realizadas seguindo-se o mesmo protocolo,
algumas hipoteses possam explicar, talvez, a diferenga no padrdao e
intensidade (cor) da reatividade entre o filtrado de cultura obtido a partir da

cepa B-339 e da amostra 113 de P. brasiliensis.

Pode-se supor, que o tempo e temperatura para fixagdo do antigeno possa
nao ter sido suficiente. Neste estudo, ambas as preparagdes antigénicas foram
fixadas a membrana de nitrocelulose por 30 minutos a 37°C, enquanto Pappas
(1988) relata o emprego de temperatura a 56°C durante 10 minutos e Martins
et al. (1997) descrevem que a fixagdo do antigeno ocorreu durante uma (1)

hora a temperatura ambiente.

Pode-se especular também que a porosidade da membrana de
nitrocelulose (0,22um) ndo tenha sido ideal para permitir uma boa afinidade de
ligagdo das fracdes antigénicas contidas no filtrado de cultura da amostra 113.
Neste sentido, Martins et al. (1997) relatam o emprego de membrana de
0,45um para a fixagao da preparagao antigénica constituida de uma mistura de
antigeno somatico e filtrado de cultura obtido a partir das amostras Bt1, Bt2, 18,
113, 192 e 265.

Ainda nesta linha de raciocinio, varios trabalhos relatam o emprego de

pressdo negativa com bomba de vacuo como facilitador e/ou potencializador da
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ligacdo das preparagdes antigénicas as membranas de nitrocelulose (Stott,
1989; Taborda e Camargo, 1994; Correa et al., 2006).

Por ultimo, deve-se considerar também que o perfil de imunorreatividade
do filtrado de cultura da amostra 113 se apresente de forma diferenciada pela
metodologia de Dot-blot quando comparada aos ensaios de imunodifus&o
dupla em gel de agarose e immunoblotting pelo fato de que o antigeno esta
presente como estrutura integra e a reagdo com o anticorpo ocorre em solugéo,
formando imunocomplexos precipitantes (Ouchterlony, 1949). Por outro lado,
no immunoblotting as fragées antigénicas sdo separadas eletroforeticamente
segundo seu peso molecular, expondo desta forma os epitopos imobilizados na
membrana de nitrocelulose, favorecendo, portanto, a ligagdo com o anticorpo

especifico (Towbin et al., 1979).

Passos (2012) avaliou a aplicabilidade da técnica de immunoblotting para a
pesquisa de anticorpos circulantes anti-P. brasiliensis, empregando como
antigeno, filtrados de cultura das amostras B-339 e 113. A analise dos
resultados demonstrou que a reagdo de immunoblotting apresentou
sensibilidade superior aquela obtida pela imunodifusdo dupla, quando
empregou-se filtrado de cultura 113 imobilizado a membrana de nitrocelulose,
observando-se para pacientes pré-tratamento sensibilidade de 94,4%.

Pelo fato do filtrado de cultura obtido a partir da cepa B-339 de P.
brasiliensis nao ter apresentado bom desempenho em relacdo ao
reconhecimento da fragdo de 70kDa, optou-se por ndo emprega-lo no
desenvolvimento da metodologia de immunoblotting. Neste mesmo trabalho, a
autora avaliou soros de pacientes em vigéncia de terapia anti-fungica,
empregando a metodologia de immunoblotting e o ensaio de imunodifusdo
dupla. Em relagdo ao immunoblotting, considerou-se reagente apenas as
amostras de soro que apresentaram reconhecimento simultaneo das fragdes
de 43 e 70kDa. As amostras foram avaliadas com 30, 180, 360, 720 e > 720
dias de tratamento. O calculo da sensibilidade foi de 96 versus 88%; 94,4
versus 85,4%; 90 versus 91%; 87 versus 79% e 85 versus 73%,
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respectivamente. Para o grupo de pacientes classificados como estando em

cura aparente, a sensibilidade foi de 81 versus 72% (Passos, 2012).

Sabe-se que a sensibilidade e especificidade de um dado teste soroldgico,
esta intimamente relacionada a qualidade da preparagao antigénica utilizada
(Vicentini-Moreira, 2008).

Devido ao valor diagnostico da glicoproteina de 43kDa de P. brasiliensis,
Taborda e Camargo (1994) padronizaram o ensaio de Dot-blot avaliando o
desempenho desta molécula em duas condigbes distintas, gp43 glicosilada e
deglicosilada, frente a 50 amostras de soro de pacientes com PCM ativa, 64
amostras de soro de pacientes portadores de outras infecgdes fungicas (16
amostras de pacientes com candidiase sistémica, 16 soros de pacientes com
Doenca de Jorge Lobo, 16 soros de pacientes com aspergilose, 08 soros de
pacientes com histoplasmose e 08 soros de pacientes com criptococose),
sendo o grupo de soros controle negativo composto por 50 amostras de soro
de individuos sadios. A analise dos resultados, frente a gp43 nativa, ou seja,
nao tratada com metaperiodato de sodio, revelou que a metodologia de Dot-
blot apresentou 100% de sensibilidade e taxa de reatividade cruzada de 4.3%
incluindo os soros de individuos com outras infecgdes e os soros de individuos
sadios. Por outro lado, quando empregou-se gp43 deglicosilada observou-se

100% de sensibilidade e especificidade.

Contudo, a gp43 ndo € uma molécula totalmente especifica, na medida em
que sua fragao glicidica contém epitopos capazes de serem reconhecidos por
soros com outras patologias, principalmente soros contendo anticorpos anti-H.
capsulatum (Puccia e Travassos, 1991a; Camargo et al. 1984; Mendes-
Gianinni et al. 1984).

Correa et al. (2006) objetivando melhorar a eficacia da metodologia de Dot-
blot avaliaram a aplicabilidade da proteina recombinante do gene p27 de P.
brasiliensis subclonado. Cinquenta amostras de soro foram analisadas: 10
soros de sete pacientes com PCM, 10 com histoplasmose, 10 com aspergilose,
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10 com tuberculose e 10 soros de individuos com auséncia de reatividade para
P. brasiliensis por imunodifusdo dupla. Apesar da afirmativa dos autores de que
o processo de obtenc&o antigénica € mais facil, menos oneroso e util, o estudo
envolveu apenas sete soros de pacientes com a confirmacao da doencga, o que
resulta em valores altos de sensibilidade e especificidade (100 e 98%,

respectivamente).

Carvalho et al. (2008) comparou, por imunodifusdo dupla e Dot-Blot, o
desempenho de trés isoformas recombinantes de gp43 expressas em Pichia
pastoris (gp43rA, gp43rD e gp43rE), com a gp43 nativa para o
imunodiagnostico da paracoccidioidomicose. Os autores demonstraram que
entre as 90 amostras de soro de pacientes com paracoccidiodomicose e
reagentes para P. brasiliensis por imunodifusédo frente a gp43 purificada, 100%
reagiram com gp43rD e gp43rE e 98% com gp43rA. Do total de amostras, 78
foram avaliadas por Dot-blot revelando 100% de reatividade frente a todas as
isoformas recombinantes. Os autores verificaram ainda que a especificidade
por imunodifusdo foi de 100%. Por outro lado, especificidade de 100% por Dot-
blot s6 foi possivel quando os autores trataram as preparagdes antigénicas
com 10mM de metaperiodato de sodio ou diluiram os soros 1000 vezes. Os
autores concluiram que gp43 recombinante expressa em P. pastoris,
especialmente as isoformas D e E, podem ser utilizadas em substituicdo a

gp43 nativa em ambas as metodologias diagndsticas.

Assungédo (2012) também comparou por imunodifusdo e Dot-blot o
desempenho da gp43 recombinante (gp43ANt) clonada e expressa em
Escherichia coli frente a gp43 nativa, verificando que a gp43ANt pode ser
empregada para o imunodiagnostico da paracoccidioidomicose, uma vez que
apresentou correlacdo com resultados obtidos por imunodifusao dupla, além de
ter apresentado resultados semelhantes aqueles obtidos com a gp43 nativa. Os
autores relataram também a auséncia de reatividade cruzada frente a soros de
pacientes com auséncia de reatividade para P. brasiliensis, uma vez que a

gp43ANt ndo apresenta residuos de carboidratos.
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A comparagdo dos percentuais de sensibilidade entre os protocolos, ou
seja, o desenvolvido por Taborda e Camargo (1994), aquele apresentado por
Correa et al. (2006) e o aqui apresentado, demonstra que nao houve diferenga
expressiva entre a capacidade discriminatéria das trés metodologias, visto que
Taborda e Camargo (1994) e Correa et al. (2006) obtiveram 100% de
sensibilidade e neste trabalho demonstrou-se 91% de sensibilidade frente as
amostras de conveniéncia (grupo controle) e 95% frente as amostras da rotina.

Pode-se dizer, portanto, que o filtrado de cultura obtido a partir da amostra
B-339 de P. brasiliensis, conferiu padrdo de sensibilidade semelhante a
metodologia de Dot-blot, quando comparado aquelas anteriormente
padronizadas, empregando preparagdes antigénicas mais especificas e
refinadas. Esse achado traz grandes vantagens para um Laboratério de Saude
Publica, visto que a obtengao de filtrado de cultura € significativamente menos
dispendiosa e exige procedimentos menos complexos do que aqueles
necessarios para a obtencdo de antigenos purificados e/ou antigenos

recombinantes.

Além disso, a publicagao recente de Teixeira et al. (2013) que formaliza a
existéncia de nova espécie dentro do género Paracoccidioides spp chama a
atengao para as implicagdes clinicas e bioldgicas decorrentes da nova espécie
descoberta, reforcando que a glicoproteina de 43kDa n&do é produzida em
grandes quantidades pelo novo agente da doenga, ou seja, Paracoccidioides
lutzii (Machado et al., 2013).

Neste sentido, a produgdo antigénica se traduz em uma importante
implicacéo bioldégica como demonstrada por Teixeira et al. (2013) e Machado et
al. (2013). Seguindo este raciocinio, pode-se afirmar que a utilizacdo de um
antigeno purificado, contendo somente a gp43 faria com que muitos pacientes,
infectados pelo recém-descoberto P. lutzii, possivelmente ndo apresentassem
reatividade, provocando a liberagdo de resultados falso-negativos, e
consequentemente atrasando ou até mesmo impedindo o inicio do tratamento
adequado.
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Diante do exposto e no intuito de uma caracterizacdo prévia das
preparagdes antigénicas obtidas de P. lufzii bem como de outras espécies
cripticas, testes preliminares foram realizados utilizando a técnica de Dot-blot
para a avaliagcdo do desempenho destes antigenos. Assim, membranas de
nitrocelulose foram sensibilizadas com diferentes preparagdées antigénicas
obtidas a partir das amostras cripticas de P. brasiliensis: Epm 83 (PS3), Pb 265
(S1), Pb 113 (S1), Pb B-339 (S1) e das amostras de P. lutzii Pb 01, Pb 8334 e
Pb 66. Avaliou-se também, o desempenho do filtrado de cultura obtido a partir
da cepa B-339 e fornecido aos Laboratorios Centrais de Saude (LACENS) pela
Coordenacao Geral de Laboratorios de Saude Publica do Ministério da Saude
(CGLAB-MS) e avaliadas frente a trés amostras de soro, (uma amostra de
paciente reagente para P. brasiliensis por ID, uma amostra de individuo sadio e
uma amostra de soro policlonal de coelho, utilizada como controle positivo da
reacao). A reacéo de Dot-blot seguiu os mesmos padrdes da técnica otimizada
no estudo e, por ter avaliado os antigenos na mesma fita, péde-se comparar o

comportamento dos mesmos de forma igual e simultanea.

Todas as preparagdes antigénicas avaliadas reconheceram a amostra de
soro de paciente com paracoccidioisomicose, porém, as amostras Epm 83, Pb
265, Pb01, 8334, Pb66 apresentaram padrdo de reatividade de menor
intensidade, apresentando coloracdo mais clara comparada as preparacdes
antigénicas rotineiramente utilizadas no Laboratério de Imunodiagnostico das
Micoses, ou seja, filtrados de cultura obtidos da cepa B-339 e amostra 113 de
P. brasiliensis. Além disso, as mesmas amostras antigénicas ndo apresentaram

reatividade frente ao anticorpo policlonal anti-exoantigeno de P. brasiliensis.

Apesar de preliminares, os resultados demonstram a importéncia e
relevancia de experimentos mais aprofundados e em diferentes reacdes
soroldgicas utilizando amostras antigénicas diferentes, avaliando-se também
soros de pacientes ndo apenas das regides onde este isolado circula, mas
também de pacientes das regides onde nao existe relato da circulagdo destas
novas espécies de Paracoccidioides (dados ndo mostrados).
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Com relagao as solugdes utilizadas, a escolha das mesmas pautou-se na
experiéncia de outros grupos de pesquisa que padronizaram esta metodologia
para diferentes sistemas. As solugbes de bloqueio e diluicdo das amostras
foram recomendadas, principalmente visando a eliminacdo de background,
evitando ou minimizando eventuais dificuldades na leitura e interpretacéo dos
resultados, considerando nao apenas os indices de sensibilidade e
especificidade, mas também na qualidade da visualizagdo da reagao antigeno-
anticorpo (Araujo, 1985; Wanduragala et al., 1987; Pappas et al., 1984b;
Pappas et al., 1983b; Walton et al., 1986; Gouvea et al., 1987).

Em relacdo as amostras biolégicas, sabe-se que a escolha da amostragem
€ de extrema importdncia para a condugdo dos trabalhos de otimizacéo,
padronizacao e validacdo das metodologias com finalidade diagndstica, sejam
elas diretas ou indiretas.

Diante do exposto, os ensaios de otimizagao e validagdo da metodologia
de Dot-blot, foram realizados empregando-se 143 soros assim distribuidos: 77
amostras de soro de pacientes com paracoccidioidomicose confirmada, 23
amostras de soro de individuos, doadores de banco de sangue e residentes em
regides de alta e baixa endemicidade para PCM; 23 amostras de soro de
pacientes com outras infecgdes fungicas que ndo PCM (16 de histoplasmose e
08 de aspergilose) e 20 amostras de soro de pacientes com tuberculose

comprovada.

Os calculos dos parametros intrinsecos para a metodologia de Dot-blot,
realizada frente as 143 amostras de soro de pacientes do grupo controle
revelaram valores de sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivo e
negativo e acuracia de 91%; 95,4%; 96%; 90% e 93%, respectivamente, com
prevaléncia de 54%.

Em contrapartida, a reagdo de imunodifusdo dupla, considerada o "padrao
ouro” soroldégico pela maioria dos laboratorios de mico-sorologia apresentou
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valores de sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivo e negativo e
acuracia de 72,7%; 98,5%; 98,2%; 75,6% e 84,6%, respectivamente.

A analise estatistica, através do teste de qui-quadrado, demonstrou que a
técnica de Dot-blot foi significativamente mais sensivel (p=0,000067, ou seja,
p<0,05) que a metodologia de imunodifusdo dupla em gel de agarose,
comprovando e reforgando a aplicabilidade dos métodos enzimaticos como
métodos de triagem sorologica. Da mesma forma, confirmou a aplicabilidade da
técnica de imunodifusdo dupla em gel de agarose, como teste para fins

diagnostico, devido sua alta especificidade.

Por outro lado, por meio da comparagao dos valores preditivos negativos,
de ambas as metodologias, encontrou-se diferenca significativa (p=0,000982,
ou seja, p<0,05) comprovando que a metodologia de Dot-Blot é
suficientemente segura para o reconhecimento dos soros verdadeiramente ndo

reagentes ou dos individuos n&o doentes.

Importante comentar que o simples fato de poder trabalhar com dois
grupos de amostras, ou seja, amostras bem caracterizadas ou amostras de
conveniéncia e um grupo que retrata a realidade cotidiana de um laboratorio de
Saude Publica, torna por si sO, o trabalho aqui realizado diferenciado dos

demais.

Desta forma, tendo otimizado e validado a metodologia de Dot-blot, 300
amostras de soro de pacientes com suspeita clinica para a PCM foram
avaliadas para analise da performance do ensaio. Por ndo termos acesso ao
histérico ou prontuario destes pacientes, os calculos intrinsecos feitos foram
embasados nos resultados do ensaio de imunodifusdo dupla em gel de
agarose, técnica considerada padréo ouro sorologica.

Observou-se que a reacdo de Dot-blot demonstrou capacidade de
detecgdo superior aquela obtida pela técnica de imunodifusdo dupla.
Empregando-se a metodologia recém-otimizada, foi possivel detectar a
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presenga de anticorpos seéricos circulantes em 40 soros a mais, sugerindo,
portanto, que a nova técnica apresenta uma tendéncia de elevar o padrao de
reatividade.

Os calculos de co-positividade (equivalente a sensibilidade) e co-
negatividade (equivalente a especificidade) IDxDB, reforcaram ainda mais o
valor do ensaio de Dot-blot como teste de triagem para o diagnostico da
paracoccidioidomicose, uma vez que os valores encontrados foram de 95% e
77,2%, respectivamente com indice de concordéncia de «=0,66 classificado

como bom.

A avaliagao estatistica pelo método do qui-quadrado comprovou que, em
relagdo ao ensaio de imunodifusdo dupla, a metodologia de Dot-blot é
significativamente mais sensivel (p=0,0000000, ou seja, p<0,005), 95% contra
72,7%. Em relacdo a especificidade relativa, observou-se que o Dot-blot
apresentou um valor significativamente (p<0,005) menor ao encontrado na

padronizagdo da mesma, ou seja, 95,4% contra 77,2%.

Durante a avaliacdo do desempenho da metodologia de Dot-blot frente as
amostras recebidas para a rotina sorologica, verificou-se que das 300 amostras
avaliadas 250 (83,3%) obtiveram resultados concordantes em ambas as

técnicas utilizadas e 50 (16,7%) apresentaram resultados discordantes.

Visando aprimorar ainda mais a metodologia ou mesmo comprovar se 0s
resultados obtidos eram realmente verdadeiros, optou-se pela reavaliacdo das
50 amostras discordantes frente ambas as metodologias, ou seja, a técnica
padrao ouro sorologico e a recém-padronizada. Das 50 amostras discordantes,
45 (90%) apresentaram reatividade frente ao filtrado de cultura da amostra B-
339 pelo Dot-blot e auséncia de reatividade frente a mesma preparacao
antigénica pela imunodifusdo dupla; as cinco amostras restantes, apresentaram
auséncia de reatividade pelo Dot-blot e reatividade para P. brasiliensis por

imunodifusado dupla.
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De posse das novas avaliagdes, observou-se que os resultados
concordantes aumentaram, desta forma, os calculos dos parametros
intrinsecos foram refeitos, e outros valores de co-positividade, co-negatividade
e indice Kappa foram obtidos: 99%, 954% e 0,93, respectivamente e

classificando, assim, a concordéncia entre as metodologias como 6tima.

Desta vez, a especificidade relativa aumentou significativamente (p<0,05)
de 77,2% para 95,4%, demonstrando que a técnica de Dot-blot, quando
repetida, também é especifica o suficiente para, de acordo com o interesse
diagnostico requerido, n&o liberar resultados falso-positivos. A co-positividade
ou sensibilidade relativa também apresentou leve aumento, o que continua a

demonstrar a alta sensibilidade da reagéo de DB.

Das 50 amostras reavaliadas, dez (10) ainda persistiram com discrepancia
nos resultados. Desta forma, estas foram reavaliadas pela metodologia de
immunoblotting  padronizada para utiizagdo no  Laboratério de
Imunodiagndéstico das Micoses por Passos (2012). A interpretagdo dos
resultados revelou que apenas a amostra 03 confirmou o resultado obtido com
aquele da imunodifusdo. Em relagdo ao Dot-blot, a mesma amostra apresentou

resultado ndo concordante.

Apesar de empregar-se a metodologia de western blotting, para confirmar
os resultados obtidos entre imunodifusdo dupla e Dot-blot, € importante
salientar que o ensaio de Dot-blot apresenta importantes vantagens em relagéo
ao immunoblotting, entre as quais pode-se citar: menor custo e facil execucéo;
utilizar menor quantidade de antigeno para a sensibilizagdo da membrana;
dispensar o emprego da metodologia de SDS-PAGE, visando a separagéo das
fragbes antigénicas, bem como dispensa a transferéncia eletroforética para
membranas de nitrocelulose; e ndo requer o emprego de equipamentos caros

para sua realizacdo (Noya e Alarcon de Noya, 1998).

A comparagédo da metodologia de Dot-blot com outros ensaios sorologicos
foi exaustivamente realizada por outros autores e revista por Pappas (1988).

79



Neste artigo de revisdo, o autor compara a metodologia frente a outras técnicas
sorolégicas como hemaglutinagéo indireta, imunofluorescencia direta e indireta,
ELISA, entre outros, frente a diferentes microorganismos (protozoarios,
metazoarios, etc), assegurando que na grande maioria das vezes o Dot-blot
apresenta equivaléncia entre os indices de sensibilidade e especificidade,
enfatizando que em quaisquer cenarios (laboratério ou a campo), o ensaio
estudado ndo apresenta custos altos, os reagentes s&o mais resistentes
(melhor conservados), ndo necessita de equipamentos que utilizam energia
elétrica, que influenciam com grande impacto nos resultados da técnica,
permitindo maior portabilidade em areas com limitagbes de refrigeracéo
(Walton et al., 1986; Pappas et al., 1983b).

Sato e cols. (1987) desenvolveram um Dot-ELISA comparativo visando o
imunodiagnostico da blastomicose, a partir da detec¢do de anticorpos espécie-
especificos. Segundo os autores, apesar de consagradas, técnicas como a
cultura e a fixacdo de complemento, apresentam baixos percentuais de
sensibilidade: 25 e 62%, respectivamente. Das 21 amostras de soro de
pacientes com blastomicose avaliadas, a metodologia de Dot-ELISA
comparativa foi capaz de detectar a presenca de anticorpos circulantes em 16
amostras, apresentando uma sensibilidade de 76,2%. Das 16 amostras
reagentes, verificou-se que apenas duas (12,5%) reagiram cruzadamente
frente a H. capsulatum e C. immitis. Os autores concluiram que o Dot-ELISA
comparativo apresentou indices de sensibilidade e especificidade semelhante
aquele do ELISA convencional. Além disso, o emprego de membrana de
nitrocelulose como suporte sdélido para a realizacdo de ensaios
imunoenzimaticos apresenta grande aplicabilidade, especialmente quando

utilizados para triagem sorologica.

Mais recentemente, Cervantes-Landin et al. (2014) padronizaram a
metodologia de Dot-ELISA visando a detecgéo de anticorpos anti- Trypanosoma
cruzi. Neste trabalho, os autores compararam o desempenho da metodologia
padonizada frente a dois ensaios imunoenzimaticos: ELISA e Western blot.
Foram avaliadas 320 amostras de soro, entre elas 96 amostras de pacientes
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chagasicos, 153 amostras de individuos sadios e 71 amostras de pacientes
com outras infec¢des. Verificou-se que o Dot-ELISA apresentou sensibilidade
de 97% e especificidade de 89%. O indice de concordancia entre as
metodologias foi de 0,79; considerada boa. Em relacdo a reatividade cruzada, o
maior indice foi observado frente a soros de pacientes infectados por

Leishmania spp.

Martins et al. (1997) avaliaram a eficacia do tratamento antifungico de 27
pacientes portadores de PCM empregando dois ensaios soroldgicos distintos:
Dot-blot e ELISA frente a uma mistura de filtrado de cultura e antigeno
somatico obtido das amostras Bt1, Bt2, 18, 113, 192 e 265. Os pacientes foram
tratados com itraconazol numa posologia de 100-200mg/dia no primeiro més e
100mg/dia por 8 meses, e 0 acompanhamento dos titulos de anticorpos séricos
circulantes anti IgG, IgA e IgM anti-P. brasiliensis foi realizado até 42 meses
apos a introducdo da terapia. As metodologias de Dot-blot e ELISA
demonstraram que 81,5% e 84%, respectivamente, dos pacientes virgens de
tratamento apresentavam titulos elevados de IgG anti-P. brasiliensis e que 0s
mesmos decresceram levemente durante o tratamento, 61% apds o primeiro
ano e 50% apos o terceiro ano. Por outro lado, as porcentagens de soros pré-
tratamento com titulos elevados para IgA e IgM foram menores (51,9% e 51,8%
para o Dot-blot e 16% e 36% para o ELISA, respectivamente); com o

tratamento, entretanto, estes titulos tenderam a negativar.

No presente estudo, a sensibilidade inferior (91%) observada para o grupo
de pacientes com paracoccidiodomicose (grupo controle positivo), quando
comparada aos outros trabalhos encontrados (Tadorda e Camargo, 1994;
Martins et al.,, 1997, Correa et al., 2006; Carvalho et al, 2008 e Assuncao,
2012) pode ser explicada pelo fato de alguns destes pacientes estarem em
cura clinica no momento da avaliag&do sorolégica apresentando, portanto, baixo
nivel de anticorpo circulante que pode ter ocasionado um padrao de reatividade
extremamente fraco e n&o reconhecido visualmente a olho nu ou apresentando

nivel indetectavel de anticorpos circulantes.
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Segundo Silva (2005) e Freitas (2005), a escolha da amostra fungica é
fundamental para a obtenc&o de antigenos com alta especificidade. No caso da
preparagao antigénica utilizada por Martins et al. (1997), apesar da mesma ser
composta de um pool de isolados fungicos, pode-se sugerir que a mesma néo
apresente quantidade ou concentragdo adequada da molécula de 43.000

daltons.

Esta mesma constatacdo pode ser aplicada para o imunodiagnostico da
paracoccidioidomicose. Observou-se variabilidade no percentual de
sensibilidade nos trabalhos que avaliaram o desempenho ou aplicabilidade da
metodologia de Dot-blot para o imunodiagndstico da referida micose. Taborda e
Camargo (1994), Martins et al. (1997), Correa et al. (2006) e Carvalho et al
(2008) obtiveram 100%, 96,2%, 81,5% e 100% de sensibilidade
respectivamente. Ja a sensibilidade do ensaio de Dot-blot obtida neste estudo
foi de 95%. Certamente esta heterogeneidade observada relacionada a
sensibilidade pode ser explicada pela diferenga no protocolo metodoldgico

especialmente relacionada a natureza do antigeno utilizado.

Apesar das inumeras peculiaridades existentes nos trabalhos apresentados
acima para o imunodiagnostico ou para o acompanhamento sorolégico dos
pacientes com paracoccidioidomicose, € unanime a conclusado dos autores de
que a reagao de Dot-blot € uma excelente ferramenta, principalmente para
investigacbes soroepidemioldgicas, pois € extremamente adaptavel em
ambientes extra-laboratoriais permitindo a avaliagdo de alto numero de

amostras ao mesmo tempo usando menores quantidades de antigeno.

Outra importante avaliagdo feita no presente estudo, diz respeito a
estabilidade das membranas de nitrocelulose sensibilizadas com o antigeno de
P. brasiliensis. Um de nossos questionamentos era saber se a metodologia de
Dot-blot poderia ser aplicada como teste para diagnostico rapido da PCM.
Desta forma, t&do importante como ter uma metodologia com indices adequados
de sensibilidade e especificidade € ter uma metodologia que possa ser
desenvolvida assim que a amostra biolégica chegue ao laboratério.
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Apesar dos bons resultados obtidos com membranas ndo bloqueadas e
armazenadas a -20°C, os melhores resultados foram observados para
membranas armazenadas a temperatura ambiente, por até 90 dias, sem
bloqueio. Este achado abre perspectivas para que estas membranas possam
ser enviadas a laboratérios situados em regides distantes bem como que as

mesmas possam ser utilizadas a campo.

Hawkes et al. (1982), ja na descrigao da metodologia de Dot-blot, testaram
a estabilidade das membranas de nitrocelulose, observando que as mesmas
podem ser estocadas secas por semanas sem bloqueio e meses bloqueadas
sem que haja perda da atividade.

Autores como Pappas (1988) e Pinto et al. (1995) também realizaram a
mesma analise e sugeriram que a membrana de nitrocelulose ndo perde sua
funcionalidade por até 90 dias armazenada a 8°C e/ou -20°C. Demonstrando
sua aplicabilidade em trabalhos a campo, pois transportar membranas ja
sensibilizadas com o antigeno em experimentos a qualquer lugar, para que a
reagdo ocorra sem necessitar de ambiente controlado e fechado é de grande
importancia em estudos soroepidemioldgicos.

Além da comparagdo entre as técnicas imunoenzimaticas, Cervantes-
Landin et al. (2014) também realizaram estudos de estabilidade do antigeno
sensibilizado na membrana de nitrocelulose. Os resultados demonstraram que
a membrana ndo perde a reatividade durante cinco (05) meses ao ser
armazenada sensibilizada a temperatura ambiente e ao abrigo da luz,
observando que a diminuigdo da intensidade de cor da reagdo, em casos
reagentes, s6 acontece apds o sétimo més que a membrana sensibilizada
encontra-se armazenada. Os autores concluem que o Dot-blot € uma 6étima
ferramenta diagndstica, principalmente em estudos a campo em zonas
endémicas, podendo ser empregada juntamente com outras técnicas, como o

ELISA e o Western blot para confirmacao da doenca.
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Outra importante aplicabilidade desta metodologia, diz respeito a
possibilidade da avaliagdo semi-quantitativa das amostras sorologicas.
Resultados do protocolo aqui otimizado demonstraram que amostras diluidas
seriadamente na razdo dois (2) apresentaram tanto por imudifusdo quanto por
Dot-blot os mesmos resultados em titulos, ou seja, amostras de soro avaliadas
pela técnica padrao ouro sorolégica apresentando titulos de 1:64, 1:32, 1:16,
1:4 e 1:1 foram avaliadas também por Dot-blot, resultando no mesmo titulo
observado ou um (1) titulo a mais, porém com uma intensidade menor (dados

nao apresentados).

As missdes desempenhadas por um Laboratério de Saude Publica, vao
muito além das respostas aos sistemas de vigilancia epidemiolégica ou
sanitaria ou ambiental. Entre estas missdes destaca-se a oferta e realizagao de
ensaios diagndsticos sensiveis, especificos e se possivel de baixo custo para
que se responda de forma rapida e eficiente a demanda do Sistema Unico de
Saude.

Nos ultimos anos, a medicina laboratorial tem passado por intensas
mudangas, as quais se referem a garantia da qualidade dos produtos
ofertados, com exigéncias crescentes, tanto do ponto de vista do cliente interno
como externo. Oliveira e Mendes (2010) destacaram o fato do numero
expressivo de publicacbes que apontam as falhas laboratoriais, estimando em
14% a possibilidade destas ocorrerem na fase analitica. Particularmente,
considera-se uma questdo de tempo para que o conjunto de indicadores
adotados na garantia da qualidade na area diagnoéstica seja incorporado no
campo da pesquisa cientifica. Desta forma, imagina-se que sera recomendada
a utilizacdo de materiais certificados e métodos validados, consequentemente,
submetidos a ensaios de proficiéncia e que garantam a confiabilidade dos
resultados obtidos.

Neste sentido a avaliagdo da repetitividade, reprodutibilidade ou
reprodutibilidade intermediaria é de extrema importancia. Em relacdo a
reprodutibilidade (reprodutibilidade intermediaria) da técnica, os resultados se
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apresentaram extremamente satisfatérios, pois as duplicatas mantiveram sua
igualdade tanto no resultado em si (reagente, ndo reagente ou indeterminado)
guanto na intensidade da coloragao, corroborando com o trabalho de Pappas et
al. (1983a) que ao verificar suas replicatas, obtiveram 10% de diferenga apenas
nos titulos de diluicdo das amostras de soro e ndo em seus resultados

qualitativos.

O algoritmo sorologico para o diagnodstico da paracoccidioidomicose do
Manual de Vigilancia e Controle da Paracoccidioidomicose da Coordenadoria
de Controle de Doengas da Secretaria de Estado da Saude de S&o Paulo,
recomenda que a triagem soroldgica das amostras de soro de individuos com
suspeita clinica de paracoccidioidomicose, seja realizada empregando-se o
ensaio de ELISA indireto, utilizando como antigeno filtrado de cultura de P.
brasiliensis. Orienta-se, ainda, que amostras de soro com auséncia de
reatividade para o agente etiologico da doenga, sejam reavaliados apos 30
dias, a partir da coleta de nova amostra. Uma vez repetido o resultado,
descarta-se a suspeita clinica da doenga. No caso de amostras reagentes na
triagem sorolégica, o manual recomenda a realizagdo da técnica de
imunodifusdo dupla ou contra-imunoeletroforese, realizando avaliagéo
qualitativa. Resultados concordantes tém suas amostras de soro diluidas, para
a realizacdo de avaliacdo semi-quantitativa por imunodifusdo dupla ou contra-
imunoeletroforese, visto que o maior valor/titulo do soro a reagir possibilita ao
meédico saber a gravidade da doenca neste paciente e indicar o tratamento
mais adequado. Resultados discordantes entre o teste de triagem soroldgica,
ou seja, ELISA indireto e o teste diagnostico sdo submetidos a um terceiro
ensaio confirmatorio, no caso da PCM, o immunoblotting, fechando-se assim, o

imunodiagnostico da referida micose.

Sabe-se, entretanto, que a técnica de ELISA indireto, preconizada pela
Secretaria de Estado da Saude, ainda nao € utilizada para triagem sorolégica
das amostras de soro dos pacientes com suspeita clinica de
paracoccidioidomicose pela grande maioria dos laboratérios de mico-sorologia
de Séo Paulo (Pinto et al., 2012). Soma-se a esta observagao, o fato de n&o
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existir, a exemplo das demais técnicas imunoldgicas, padronizagdo da
metodologia de ELISA indireto entre os diferentes laboratorios. A falta de
homogeneidade e/ou padronizagdo dos reagentes (antigenos, anticorpos
policlonais anti-antigenos, etc) pode originar, portanto, resultados minimamente

discrepantes e, muitas vezes erroneos.

Diante do exposto, corre paralelamente ao desenvolvimento deste estudo,
um projeto que tem por objetivo principal otimizar a metodologia de ELISA
indireto a partir de protocolos previamente descritos, otimizando-o para a
realidade do Laboratorio de Imunodiagnéstico das Micoses, especialmente,
quanto a preparagao antigénica utilizada.

Assim outra abordagem preliminar realizada neste estudo foi a comparagao
das metodologias de imunodifusdo dupla em gel de agarose, Dot-blot e ELISA
indireto. Para tanto, 156 amostras de soro de pacientes com suspeita clinica de
paracoccidiodomicose foram avaliados frente as trés técnicas sorologicas,
empregando como antigeno, filtrado de cultura da cepa B-339 de P.
brasiliensis. A fim de estabelecer a existéncia ou n&o de diferenga significativa
entre o padrdo de sensibilidade dos trés ensaios sorologicos, aplicou-se o
Teste Q ou Teste de Cochran, seguido do Teste de McNemar. A interpretagéo
dos resultados demonstrou existir grande significancia na sensibilidade entre os
trés métodos (p<0,001), boa diferengca de sensibilidade entre os ensaios de
imunodifusdo e Dot-blot (ID x DB=28.8% vs 53.2%) e ELISA indireto (ID x
ELISA=28.8% vs 53.8%), p<0,02. Verificou-se, por outro lado, que a
sensibilidade entre as metodologias de Dot-blot e ELISA indireto ndo diferiram
entre si (Dot-blot x ELISA indireto=53,2% vs 53.8%).

Conclui-se, portanto, que o emprego da metodologia de Dot-blot apresenta-
se extremamente promissora ndo apenas como técnica de triagem soroldgica,
visto sua alta sensibilidade, mas também como teste de diagndstico rapido,
visto que permitiu a liberagdo de resultados verdadeiramente negativos, por
seu alto valor preditivo negativo, em tempo inferior quando comparado ao
ensaio de imunodifusdo dupla em gel de agarose, ou seja, um (1) versus sete
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(7) dias, sendo, portanto, de grande valor diagndstico, principalmente para o

descarte da suspeita clinica para a micose em questao.

Ainda, a metodologia de Dot-blot apresenta a perspectiva de ser repassada
a outros laboratérios que fazem parte da rede publica, que ndo possuem
equipamentos como fotdmetros, lavadores de placas, entre outros, ou mesmo
ser usado a campo, com excelente tempo de prateleira/validade, ou seja,
viabilizando o envio de membranas sensibilizadas com antigeno para
laboratérios com menos recursos, sem alteragdes no padréao de reatividade e
apresentando valores confiaveis de sensibilidade, especificidade, valores
preditivos e acuracia e um otimo indice de concordancia com a metodologia
padrdao ouro soroldgica, além de conferir bons sinais de adaptagdo e uso na
rotina diagnostica pela Saude Publica do Estado.

Devido as inumeras vantagens da metodologia este trabalho finaliza com
proposta de ampla discussdo sobre o atual algoritmo recomendado pelo
Manual de Vigilancia Epidemioldgica da Paracoccidioidomicose, sugerindo a
substituicido da metodologia de ELISA indireto, preconizada atualmente na
triagem das amostras de soro, para a metodologia aqui otimizada e validada,
ou seja, Dot-blot, que se mostrou uma reacdo exequivel, rapida, menos
onerosa quando comparada ao ELISA tanto no que diz respeito ao gasto de
reagentes e equipamentos, quanto no tempo para a realizagdo da técnica e
consequente liberacéo de resultados.

Finalmente, a analise comparativa das metodologias adotadas no presente
estudo apenas reforca o que inumeros pesquisadores vém apontando ha varios
anos em termos de diagndstico de doencgas infecciosas: a adogao de um
diagndstico como padrdo ouro (quando possivel), associando metodologias
que buscam maior sensibilidade, especificidade e sobretudo, que sejam
factiveis a Rede de Saude Publica.

87



7. CONCLUSOES

Devido sua alta sensibilidade, a metodologia de Dot-blot mostrou-se uma
excelente ferramenta para o screening sorologico das amostras de soro
de pacientes com suspeita clinica de paracoccidioidomicose e/ou com
paracoccidioidomicose confirmada;

O ensaio de Dot-blot apresentou especificidade inferior (95,4%) aquela
calculada para a reagdo de imunodifusdo dupla em gel de agarose
(98,5%), comparando a aplicabilidade do ensaio de imunodifusdo como
teste para fins diagnéstico;

A acuracia do ensaio de Dot-blot foi superior aquela calculada para a
metodologia de imunodifusdo dupla em gel de agarose, 93 versus
84,6%;

A metodologia de Dot-blot apresentou baixa porcentagem de reatividade
cruzada quando amostras de soro de pacientes com outras infeccdes
pulmonares como histoplasmose, aspergilose e tuberculose foram
avaliadas;

O indice de concordancia entre ambas as metodologias foi considerado
bom (k= 0,66);

A metodologia de Dot-blot apresentou-se extremamente promissora nao
apenas como técnica de triagem soroldgica, visto sua alta sensibilidade,
mas também como ensaio de diagnostico rapido, visto que permitiu a
liberagcdo dos resultados verdadeiramente negativos, por seu alto valor
preditivo negativo (90 versus 75,6%) e em tempo inferior quando
comparado ao ensaio de imunodifusdo dupla, ou seja, um (1) dia contra
sete (7) dias, sendo, portanto, de grande valor diagndstico,
principalmente para o descarte da suspeita clinica da micose em
questao;

As membranas de nitrocelulose sensibilizadas com filtrado de cultura da
cepa B-339 de P. brasiliensis armazenadas a temperatura ambiente,
sem bloqueio prévio, por 90 dias, sédo estaveis, e;
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Os resultados obtidos nos permitem sugerir um novo algoritmo para o
diagnodstico sorolégico da PCM, substituindo a metodologia de ELISA

indireto, proposta para a realizagcdo da triagem sorologica, pela
metodologia de Dot-blot.
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ANEXO 1

INSTITUTO ADOLFO LUTZ/SES wmn o

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Padronizacdo da metodologia de dot-blot para diagnostico rapido da
paracoccidioidomicose.

Pesquisador: Adriana Pardini Vicentini

Area Tematica: Area 3. Farmacos, medicamentos, vacinas e testes diagnosticos novos (fases I, Il e 1ll) ou
nao registrados no pais (ainda que fase 1V), ou quando a pesquisa for referente a seu uso
com modalidades, indicac6es, doses ou vias de administracdo diferentes daquelas
estabelecidas, incluindo seu emprego em combinacdes.

Versao: 1

CAAE: 13673313.1.0000.0059

Instituicao Proponente: Instituto Adolfo Lutz
Patrocinador Principal: Instituto Adolfo Lutz
DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 229.815
Data da Relatoria: 21/03/2013

Apresentacao do Projeto:

A otimizacéo, padronizacéo e avaliacdo da performance da metodologia de Dot-blot, empregando antigeno
bruto, para a pesquisa de anticorpos anti-P. brasiliensis sera realizada avaliando-se um total de 417
amostras de soro, divididas em: soros de individuos higidos (aparentemente saudaveis,soros de individuos
com paracoccidioidomicose confirmada, soros de individuos com suspeita clinica de PCM porém néao
reagentes para P.

brasiliensis pelo ensaio de imunodifuséo dupla, soros de individuos portadores de outras micoses e soros de
individuos com suspeita clinica de PCM. Durante o desenvolvimento do projeto, as seguintes etapas serao
desenvolvidas: a) avaliar o desempenho da metodologia de Dot-blot como teste de triagem sorologica para
paracoccidioidomicose; b) avaliar o desempenho da metodologia de Dot-blot como teste rapido comparado
ao ensaio de imunodifusédo dupla em gel de agarose considerado "padrdao ouro” sorolégico e c) avaliar a

estabilidade das membranas dotadas.
Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario
Padronizar a técnica de Dot-blot, empregando antigeno bruto, para a pesquisa de anticorpos anti-P.
brasiliensis em amostras de soros de pacientes
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com suspeita clinica para a doenca enviadas ao Instituto Adolfo Lutz (IAL).

Objetivos Secundarios

Avaliar o desempenho da metodologia de Dot-blot como teste de triagem sorolégica para
paracoccidioidomicose.

Avaliar o desempenho da metodologia de Dot-blot como teste rapido comparado ao ensaio de imunodifuséo
dupla em gel de agarose considerado padrao ouro sorologico.

Avaliar a estabilidade das membranas dotadas.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Risco minimo aos sujeitos que originaram o material biolégico pois as amostras sdo remanescentes de
pesquisa anterior ja aprovada pelo Cepial, e armazenadas na instituicdo, segundo declaracédo da
pesquisadora responsavel.

Quanto aos beneficios, trata-se de um ensaio rapido para a triagem das amostras; neste sentido, nos casos
de soro com auséncia de reatividade para PCM, a liberacéo do resultado sera no maximo ap6s 24 horas da
realizacdo do exame; hoje a liberacdo do laudo de um paciente com auséncia de anticorpos leva 7 dias, isto
caso ndo seja necessario a repeticao do ensaio.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

A pesquisa esta em consonancia com a misséo do IAL e € de grande interesse em Saude Publica.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

1)Folha de Rosto

De acordo com a Resolucédo CNS 196/1996, com a observacéao para a area tematica indicada - "3".

2)TCLE

A solicitacdo de dispensa do TCLE foi devidamente justificada frente ao fato de que as amostras séo
oriundas de outro projeto de pesquisa, o qual atendeu a todos os tramites legais e, ainda, estas amostras
estdo devidamente armazenadas no IAL, segundo declaracao da pesquisadora responsavel.

3)Aprovacéo quanto ao mérito cientifico do Conselho Técnico Cientifico do IAL e corroborada pela Diretoria
Geral da instituicdo.

Recomendacoes:

1)Quanto a area tematica

A area tematica "3" refere-se a estudos clinicos. Pelas caracterisiticas, este protocolo de pesquisa nédo se
enquadraria na area tematica "3".

2) Quanto ao risco ao sujeito

No projeto submetido na Plataforma Brasil, no item "Riscos" & afirmado que "o risco € minimo

Enderego: Av. Dr. Amaldo 355 - 3° andar - Sala 90

Bairro: Cerqueira César CEP: 01.246-902
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3068-2859 Fax: (11)3085-3505 E-mail: cepial@ial.sp.gov.br
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principalmente se a coleta de sangue for realizada por um profissional devidamente capacitado”; néo se
trata de nova coleta e, sim de amostras ja armazenadas e depositadas no IAL.

Quanto a referéncia ao seguimento das normas de biosseguranca , este ndo € pertinente a revisdo ética, e
sim visto como informacéac adicional.

3)Quanto a metodologia

A Metodologia poderia ser mais explicita, descrevendo o tipo de estudo, n® de amostras bioldgicas. origem
das amostras e que o critério de armazenamento segue as determinacdes da Portaria DG/IAL 16 de
22/12/2010, e ndo restringir-se aos testes com os isolados; no entanto, tornou-se compreensivel ao final da
leitura do projeto submetido na Plataforma Brasil.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Aprovado a luz da Resolugdo CNS 196/1996.

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Néo

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Em conformidade com o item 1X. 2 da Resolugdo CNS n® 196/1996 - cabe ao pesquisador: a)desenvolver o
projeto conforme delineado; b)elaborar & 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
pessoal técnice participante do projeto; f)justificar, perante ¢ CEP, interrupcdo do projete ou a néo
publicacdo dos resultados.

Os relatorios parciais deverao ser encaminhados ao CEPIAL a cada seis meses a partir do inicio da
pesquisa.

Enderego: Av Dr. Amalgo 355 - 3° andar - Sala 80

Bairro: Cerqueira César CEP: 01.246-002
UF: SP Municipio: SAQ PAULC
Telefone: (11j3088-2850 Fax: (11)3085-3503 E-mail: cepial@ial.sp.gov.br
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SAQ PAULQ, 26 de Margo de 2013

Assinador por:
Luz Marina Trujillo
(Coeordenador)
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