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RESUMO

A paracoccidioidomicose (PCM) micose sistémica gi@natosa cronica, endémica em
paises da América Latina, causada pelo fungo telimosfico Paracoccidioides brasiliensis.

A endemicidade esta relacionada com regides agsicoinde o fungo encontra condicdes
ecoldgicas favoraveis para seu desenvolvimentod8ealiagnosticada e tratada a tempo, pode
levar a formas disseminadas graves e letais, cqmdaaenvolvimento dos pulmdes,
tegumento, ganglios, baco, figado e orgédos lin®ide tubo digestivo. O surgimento da
doenca depende da interacdo entre o fungo e astasipoune do hospedeiro, o qual pode
evoluir & cura espontanea ou disseminar-se pelnmgo causando reagdo granulomatosa
cronica. O diagnostico da PCM ¢é feito por exameiadi e laboratorial. Os exames
laboratoriais sdo auxiliares no diagnostico. Engstes destacam a biopsia e a cultura, que
visam identificar o fungo em amostras biologicag. &htanto, existe a possibilidade da
ocorréncia de resultado falso-positivo. Por sug wezestes sorolégicos como imunodifuséao
dupla (IDD), contraimunoeletroforese (CIE), imummitescéncia indireta (IFIl), ensaio
imunoenzimatico (ELISA) e imunoblot (IB) sdo auaits no diagndstico e, permitem avaliar
de forma indireta a presenca de anticorpos do kegpecontra antigenos do fungo. A IDD, o
teste de referéncia, apresenta alta sensibilidadspecificidade, no entanto, requer que o
paciente apresente altos titulos de anticorpofgeionde a doencga ja esta instalada. O teste
de ELISA é um método sensivel, rapido e aproprigal@ analise de grande amostragem,
porém, apresenta como desvantagem a reatividadedaruentre diferentes espécies de
fungos. O projeto tem como objetivo a realizacaermaios de ELISA utilizando amostras de
soros de moradores da zona rural de Alfenas, M@&®is, na presenca ou auséncia de
solucdo de ureia 6M. Comparando-se o teste de EIS&A ureia e com ureia, pode-se
observar uma reducéo do numero de resultados yssiéim todas as faixas etarias tanto no
sexo feminino, quanto no sexo masculino e um aumeotnimero de resultados negativos
em ambos 0s sexos, e também em todas as faix@setdr se avaliar a regidao rural de
Alfenas, MG utilizando o teste de ELISA tratado coreia 6M, a soroprevaléncia obtida foi
de 55,75%.

Palavras chaves: Paracoccidioidomicose. ELISA.d&Urei




ABSTRACT

Paracoccidioidomycosis (PCM), a chronic granulomsit®ystemic mycosis, endemic in Latin
America, is caused by the thermo-dimorphic fundasacoccidioides brasiliensis. The
endemicity is associated with agricultural areaenehthe fungus has favorable ecological
conditions for its development. If the diseaseas diagnosed and treated in time, it can lead
to severe and lethal dissemination with rapid iagolent of the lung, integument, lymph
nodes, spleen, liver and lymphoid organs of thestige tract. The emergence of the disease
depends on the interaction between the fungus ladost immune response, which may
progress to spontaneous cure or it may spread ghraihe body causing chronic
granulomatous reaction. The diagnosis of PCM is enag clinical examination and
laboratory tests. The latter are used as a diagnast. Among these stand out biopsy and
culture, aimed at identifying the fungus in biolog)i samples. However, the occurrence of
false negative is high. In turn, these serologtesis as double immunodiffusion (DID),
counterimmunoelectrophoresis (CIE), indirect immilumrescence (lIF), enzyme linked
immunosorbent assay (ELISA) and immunoblotting (8¢ auxiliary in the diagnosis and
allows to indirectly assessing the presence ofbadtes against the host fungus antigens.
DID, the reference test has high sensitivity anecsjeity, but requires that the patient has
high levels of antibodies, a period when the diseasalready installed. The ELISA assay is
sensitive, fast, and suitable for large sample yaiml It has the disadvantage of cross-
reactivity between different species of fungi. Tpr®@ject aims to carry out ELISA assays
using sera samples from residents of rural areddfamas, Minas Gerais, in the presence or
absence of 6M urea solution. Comparing the reslSLISA in the presence or absence of
urea we can observe a reduction in the number sitipes cases in all age groups, both
female as male and an increasing number of negatit@mes in both sexes, and in all age
groups. When evaluating the rural of Alfenas, M@&gshe ELISA treated with 6M urea, the

seraprevalence obtained was 55.75%.

Key words: Paracoccidioidomycosis. ELISA. Urea.
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1 INTRODUCAO

A paracoccidioidomicose (PCM) micose sistémica gi@natosa cronica causada
pelo fungo termodimorficdaracoccidioides brasiliensis (RESTREPO et al., 2011). Este se
apresenta sob duas formas: miceliana e levedugomostrada na figura abaixo. A forma
miceliana cresce a temperatura de 18 a 25° C eodufora dos esporos ou conidios
infectantes, que quando inalados pelos hospedsusseptiveis podem se transformar em
células leveduriformes (LACAZ et al., 2002).

Uma vez inalados os conidiagingirdo primeiramente o pulmdo, onde se
desenvolvem as lesGes pulmonares e posteriormedt g disseminar para outros 0rgaos
produzindo lesBes secundarias na mucosa, pele,losodinfaticos e glandula adrenal.
Frequentemente podem aparecer fibroses pulmonames sequelas. Na auséncia de terapia
eficiente, a PCM progride e pode ser letal. A ipéecporP. brasiliensis é caracterizada por
um longo periodo de laténcia, e na maioria doss;asaoenca se manifesta apos décadas
(SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).

Figura 1- Paracoccidioides brasiliensis, forma
leveduriforme caracteristica com
brotamentos multiplos em forma oldar
de leme. KOH-400X.

Fonte : FORTES et al. (2011).

A paracoccidioidomicose pode manifestar-se nasdsraguda e cronica, onde a
forma aguda tipo juvenil ocorre em individuos dé 80 anos, se desenvolve grave e

rapidamente, enquanto que a forma crénica tipa@@umais frequente e acomete individuos
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de 30 a 50 anos com uma evolucao lenta e graddaMHMEIRO et al., 2005). Os aspectos

clinicos sdo demonstrados na figura que seguinte.

Figura 2- Aspectos clinicos da doenca. 2.1- Forguala e subaguda. 2.2- Forma cronica.
Fonte: SHIKANAI-YASUDA et al. (2006).

Quando o diagndstico e o tratamento sdo feitosaraehte, podem ocorrer as
formas disseminadas graves e letais, com compnomeetd rapido e progressivo dos
pulmdes, do tegumento, dos ganglios, do baco, gedéi e dos 6rgéos linfoides do tubo
digestivo (LACAZ et al., 2002; SHIKANAI-YASUDA etla 2006; RESTREPO et al., 2011).
Na clinica, o diagnéstico da PCM pode ser confumdidm outras infecgdes. E necessario
gue se dé atencdo especial a tuberculose, devislobieposicdo de historico clinico e
epidemioldgico. A confirmacdo da doenca € dada pelmonstracdo direta das células
multibrotantes caracteristicas Bobrasiliensis em amostras biologicas, ou o isolamento do
fungo.

E possivel que os casos de PCM sejam subestimad®sasil, principalmente no
interior do pais, 0 que é justificado por variagdes: semelhangca com outras doencas,
variabilidade de manifestacdes clinicas, que acabegtiigenciando a PCM em relacdo a
tuberculose. O indicado seria, antes da medicagi@dizar exames mais sensiveis, como
broncoscopia, tomografia de térax e, sobretudduilde amostras pulmonares, incluindo
biopsia transbrénquica, liquido pleural, entre @sijpara confirmagéo ou ndo, da tuberculose.
Em regides distantes dos grandes centros, a PCl& aifio € incluida entre as hipoteses

diagnosticas de sintomaticos respiratorios (BERTEMNI., 2010).
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A PCM, assim como outras doencas fungicas, depdmd®eracao entre o fungo
e a resposta imunoldgica do hospedeiro para evodua a cura espontanea ou disseminar-se
pelo organismo causando reagdo granulomatosa ar6@is mecanismos relacionados a
resisténcia ou a suscetibilidade do homemPadirasiliensis ainda n&do sao totalmente
conhecidos (VALLE; COSTA, 2001).

O contato doP. brasiliensis com o tecido do hospedeiro inicia uma reacao
inflamatdria com predominancia de neutrofilos, questeriormente sdo substituidos por
macroéfagos, estes se dispdem em nodulos froux@étuas gigantes multinucleadas. Dessa
forma é composto o granuloma da PCM, células gegatid tipo Langhans e corpo estranho,
e arranjo nodular de células epitelidides, muitagendo fungos.

Em individuos com resposta imune celular preservada granulomas séo
compactos, bem definidos, com poucos fungos e gatebenigna localizada. Em pacientes
com comprometimento imunolégico o granuloma contfande numero de fungos, séo
frouxos, mal organizados, mal definidos, com exmdatpurativo e areas de necrose. Ha
disseminacéo e proliferagdo do fungo, ocasionardizeaca generalizada.

A reacdo granulomatosa é a resposta do tecido dpebleiro na tentativa do
organismo bloquear e restringir o fungo, impedirdmultiplicacdo e disseminacéo pelos
tecidos.

A resposta imune humoral ndo é efetiva contra gdusendo caracterizada pela
alta producao de anticorpos 1gG4, IgA e IgE, asstas a citocinas supressoras do granuloma
como IL-4, IL-5, TGFB e intensa eosinofiliaOcorre em pacientes com as formas mais
graves da PCMFORTES et al., 2011).

Vérios fungos que causam micoses sistémicas sdmlamos pela habilidade do
hospedeiro em desenvolver resposta imune mediadzepdas, se esses mecanismos falham
se torna dificil eliminar o agente agressor. A ostp imune especifica € determinada por
citocinas produzidos por células T auxiliares, geesubdividem em duas populagdes: células
Th2 secretoras de IL-4 e IL-10, que inibem as fesgle macréfagos e estimulam a producao
de anticorpos; e as células Thl que secretam fatere gama (IFNyY) e IL-2 que sé&o
responsaveis pela resposta imune celular, ativaéhlitas T e estimulando a fagocitose, com
desenvolvimento de imunidade protetora a patogeémmacelulares e fungos. Porém, ha
evidéncias de que as respostas Thl e Th2 sao amasgOpois parece que IL-10 e IL-4

produzidas pelas células Th2 suprimem a atividaddhdl, e INFy suprime atividade das
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células tipo Th2. Uma resposta exacerbada Thl dewana resposta inflamatoria e pode
ocasionar danos as células do hospedeiro, e upastasnadequada do tipo Th2 pode gerar
uma continuidade da infeccdo. Uma estimulacdo msatta de células Thl associada as
células tipo Th2, pode induzir o estado crénicaddanca e inibir a estimulacdo de células
Th1l, que séo responsaveis pela imunidade prot@&EARD, 2008; CANO et al., 2012).
Existem inumeros trabalhos de pesquisa sobre a Pi@vestigando,
principalmente, a epidemiologia da doenca em regidelémicas distintas, uma vez que esta
€ uma das micoses sistémicas mais importantes daicarLatina, tendo alta prevaléncia no
Brasil, Venezuela, Colémbia e Argentina. No Brasib ha uma distribuicdo uniforme da
doenca devido fatores ecologicos que influencianexiaténcia do fungo no local. A sua
maior ocorréncia estd nas regides Sul, Sudestateod@este (FORNAJEIRO et al., 2005).

[ BAIXA
I MODERADA
W ALTA

o
35

Figura 3- Distribuicdo geogréafica da PCM.
Fonte: SHIKANAI-YASUDA et al.(2006).

No Brasil, com excecado de alguns Estados (Mato $erds Sul, Minas Gerais,
Séo Paulo e Parand), a doenca ndo € de notificslpdgatoria, ndo sendo inserida em
programas governamentais direcionados a prevemgadjagndstico e ao tratamento dessa
importante micose e de suas complicacoes e seqMARTINEZ 2010; RESTREPO et al.,
2011; BELLISSIMO-RODRIGUES et al.,, 2011). Entre estados brasileiros, o Parana,
encontra-se em segundo lugar em indice da mordaligala doenca, ficando atras somente
do estado de S&o Paulo (BITTENCOURT et al., 2005).
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No Brasil, a endemicidade esta relacionada, prahcipnte, com as regides
agricolas, pois séo regidées onde o fungo encootrdigdes ecoldgicas favoraveis para o seu
desenvolvimento, por exemplo, um solo e vegetagin amidade (PALMIEIRO et al.,
2005).

A grande maioria das pessoas atingidas sdo a€nuedntato prolongado com a
terra, principalmente do sexo masculino, etilistaénicos com condi¢cdes de higiene,
nutricionais e socioecondmicas precarias (MARTINBMOQYA, 1992). HA& uma baixa
incidéncia entre o sexo feminino que esta relacionao fator protetor do horménio
estrogénio. O hormonio feminino Prestradiol € o responsavel por essa inibicdo, mois,
fungo tem uma proteina de ligagcdo com especifieidaara esse hormoénio, o que gera o
impedimento da conversao da forma miceliana p&oanaa leveduriforme (SALAZAR et al.,
1988).

Discute-se a importancia epidemiolégica resultarde isolamento do
P.brasiliensis a partir do tatu asypus novemcinctus) em regides do Brasil e Coldombia.
Destaca-se o achado de formas leveduriformes dgofem amostras de baco e pulméao de
tatus capturados, detectadas por exame direto staphioldgico, neste ultimo, em meio a
processo inflamatério de padrdo granulomatoso carmdcdo de microabscessos
(MARQUES, 2003).

Esses achados demonstram que alguns animais dpkesen ndo apenas a
infeccdo, mas paracoccidioidomicose doenca. Os fd® a distribuicdo territorial dbD.
novemcinctus na natureza se sobrepor, em grande parte, as @reague incide a
paracoccidioidomicose doenca e de ser animal dedrdontato com o solo, com habitos de
vida que ndo o afastam grandes distancias de saagermitem que se delimite com maior
precisao a area de possivel reservatériB.dwasiliensis e, consequentemente, aquela em que
0 paciente se contamina (RESTREPO et al., 2001).

Os individuos desenvolvem um estado de hipersdidsithé quando infectados
pelo fungo, o qual se pde em manifestacdo mediantprova intradérmica com a
paracoccidioidina, que se positiva de maneira eapajo apds o contato. Este teste se
negativa nos estados anérgicos, onde é necessapoogndstico mais especifico (CAVALO
et al., 2002). No emprego da paracoccidioidina, rdigano € fabricado pela fase
leveduriforme doP.brasiliensis (FAVA; FAVA NETTO, 1998), permitindo o estudo da
epidemiologia desta micose nas areas que possuedic@es ambientais propicias para o

desenvolvimento do fungo.
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Em um inquérito epidemiolégico com a paracoccidi@da regido de Sorocaba,
Estado de S&o Paulo, utilizando antigeno polisgimamde Fava Neto, onde se obteve uma
alta percentagem de reagfes positivas nas zonas messa regidao (49,6%), um nivel
expressivo de infeccdo que poderia ser atribuidaasmslicbes ecologicas favoraveis ao
desenvolvimento dB. brasiliensis (BAGATIN, 1986)

A epidemiologia da infeccdo poP.brasiliensis e Histoplasma capsulatum
avaliada por Diogenes et al. (1990) no municipidPdeeiro- Ceara foi baseada em reactes
intradérmicas de leitura macroscopica do localnjecéo do antigeno no antebraco, apos 48
horas. O trabalho revelou a ocorréncia de infecgi$?CM e Histoplasmose. Como se
detectou reatividade simultdnea nas duas provameas € sugestivo a existéncia de reagao
cruzada ou a infeccédo simultanea pelos fulfjeplasma Capsulatum e P. brasiliensis.

A proteina purificada de 43 KDa (gp43) obtida atipate P. brasiliensis foi
testada como paracoccidioidina em ensaios de DTidremais experimentais e em pacientes
com PCM e comparado com o polissacarido tradiciandigeno Fava Neto. O uso de gp43
como paracoccidioidina em seres humanos mostrasgnesta molécula pode ser usada para
avaliar a resposta de DTH em pacientes com PCM. d@#scobriram que os pacientes que
eram sensiveis ao antigenoRldrasiliensis, 92,3% reagiram contra gp43 e 53,8% reagiram
contra antigeno Fava Netto. Respostas do testeemutgp43 foram significativamente
maiores do que o0s obtidos com o antigeno Fava Nddmonstrando a eficacia desta
preparacao (SARAIVA et al., 1996).

O inquérito epidemiolégico sobre a PCM, realizado pornajeiro et al. (2005)
utilizando a gp43 em dois municipios do noroest@dmna, mostrou que a positividade das
reacdes intradérmicas foi de 43% e sugere a ndeesside se estabelecer mecanismos que
tornem possivel o diagnostico e terapéutica prepacea PCM.

As frequentes migracdes na populacdo de nosso tpaikém dificultam a
interpretacdo dos resultados com Intradermorredlfd®) que se baseiam na imunidade
celular, sendo esta mantida por longos periodadenmo refletir sensibilizagdo ocorrida no
passado, talvez em regido geografica distante dateada. O diagnostico precoce da PCM é
importante para evitar complicagbes que implicamadios gastos econdmicos e sociais que
vao tornar a doenga de grande relevancia para gaitiea (MALUF et al., 2003).

A paracoccidioidomicose pode ser diagnosticadaédrde testes sorologicos que
detectam o anticorpo contra o fungo no organisnterimmente aos exames histopatologicos

e de cultura, além de serem muito usados parafamagdo da doenca. Durante a fase de
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infeccdo peldP. brasiliensis € secretado um antigeno exocelular glicoprotéiagnisticado
em todas as formas clinicas e usado nos teste®goos. Uma pratica bastante util que
permite a avaliacdo da eficiéncia do tratamentodétaccao de anticorpos da classe IgM e
IgA) assim como o0 sequenciamento desses anticopaoa 0 antigeno glicoproteico.
(MENDES-GIANINNI et al., 1990).

A paracoccidioidomicose pode ocorrer em associag@o AIDS, consequéncia
da disseminacdo da infeccdo pelo HIV em pequenagose urbanos, superpondo-se as
regibes em que a infeccdo pélobrasiliensis € mais prevalente. Em teste de Immunoblot
(IB) utilizando soro de pacientes com AIDS, a facG antiP. brasiliensis reage
principalmente com a gp 43, sendo reconhecida €% Xfbs casos. Embora a técnica IB seja
extremamente sensivel e especifica, ndo é aindsiaeka rotina diagnodstica da PCM. A
técnica de captura de antigeno em fluidos corpor@imo, por exemplo, a detec¢do de
antigenuria, tem sido sugerida como método promipsoa diagnosticar PCM - doenca,
avaliar eficacia de tratamento e detectar recaadsta em estagios subclinicos. As técnicas
utilizadas para tanto sdo 81 ELISA, com sensibilidade oscilando entre 75%IFA) e
91,7% (IB).

Os testes sorolégicos comumente usados no auxédgnastico da PCM sao:
Imunodifusdo Radial Dupla (IDD), ELISA, mas tambémristem trabalhos em que se fez a
deteccdo de antigenos Eérasiliensisem soro humano por Imunoradiometria (DA CRUZ et
al., 1991) e de anticorpos por Imunoensaio de Cafinzimatica (CAMARGO et al., 1994).

A sorologia para a PCM, além de auxilio diagnostitem a funcdo de
acompanhamento durante e ap0s o tratamento anticoic@ técnica utilizada, portanto,
deve apresentar sensibilidade e especificidadey gae o valor preditivo seja maximo e
reproduzivel. Para tanto, o substrato antigéniquade fundamental da técnica, e, nesse
sentido, 0 mais importante avanco foi a identiff@ae purificacdo da gp 43 como o antigeno
exocelular imunodominante, relatado como especificd. brasiliensis (PUCCIA et al.,
1986).

Por isso, quando o preparado do antigeno for campazenas pela gp43, o
esperado sera especificidade de 100%. Porém, a, gi@3é uma molécula totalmente
especifica, pois sua fracdo carboidrato conténoegst capazes de serem reconhecidos por
soro heterélogo, principalmente, soros contenddc@pios antiHistoplasma capsulatum
(PUCCIA; TRAVASSOS, 1991).
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A reacéo de IDD em gel de agar é atualmente oipehmétodo de diagndstico
soroldgico da PCM. Tendo em vista a maior simpdidel do teste, a ndo necessidade de
equipamentos de maior custo, a sensibilidade >8&@%specificidade > 90%. Recomenda-se
para IDD ou qualquer outro teste utilizado no désgico de PCM que 0S soros sejam
titulados, para melhor interpretacdo da resposiapéetica, uma vez que os titulos de
anticorpos diminuem progressivamente com o contbiféco da doenca. E desejavel que
ocorra a negativacdo ou estabilizacdo na diluigal: @ ou menos para considerar-se 0
critério de cura sorolégica (SHIKANAI-YASUDA et aR006). H& a formac&o de uma linha
de precipitacédo, devido a reacao do anticorpo ptesga amostra de soro que interage com
um antigeno especifico (CAMARGO et al., 1998).

E comum ocorrer reagdes cruzadas com outros orgasisingicos, como
Histoplasma capsulatum, e doenca de Jorge Lobo. Para o diagnostico de RibMocteste de
ELISA, de acordo com a especificidade é dependdateadsorcdo prévia do soro com
Candida albicans ou Histoplasma capsulatum (CAMARGO et al., 1994).

A técnica utilizada, portanto, deve apresentarib#éidside e especificidade, para
qgue o valor preditivo seja maximo e reproduzivekaPanto, o substrato antigénico é parte
fundamental da técnica, e, nesse sentido, o maseriante avanco foi a identificacdo e
purificacdo da gp 43 como o antigeno exocelulammdominante, relatado como especifico
doP. brasiliensis (PUCCIA et al.,1986).

A técnica de Western Blot também foi usada parapoomentes de extrato
leveduriforme deP. brasiliensis por Casotto (1990) e continham todos os antigenos
identificados em soros de pacientes, havendo agigiede anticorpos especificos para a
PCM e também de reacdo cruzada com histoplasmamedidéase e aspergilose.
Demonstrando ser realmente uma ferramenta Util pateagnostico da PCM confirmando
87% dos casos (na combinacéo de 58, 57 e 45 KBa)edou heterogeneidade nas respostas
dos soros dos pacientes.

Em um estudo retrospectivo foi avaliada a distgéai geografica da PCM no
estado brasileiro de Sdo Paulo, com dados secomdaripartir de andlises sorolégica
realizada pela IDD de pacientes com suspeita de,RObdartir de janeiro de 1999 a maio de
2010. Sessenta por cento dos 10.176 pacientes3®@ecidades, foram sorologicamente
reagentes parB. brasiliensis. As cidades que mostraram maior reatividade soicaogntre
0s pacientes foram S&o Jodo da Boa Vista (85%aciPaba (75%), Sorocaba (73%),
Campinas (72 %) e Sao Paulo (62%) (KAMIKAWA et 2D,12)
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No estudo de Neves et al. (2003) soros de pacieot®sIDD negativo, foram
positivos no teste de ELISA com gp43 como antigem@P. brasiliensis, entretanto, eles
tinham baixo titulo de IgG quando comparado ao®ssale IDD positivos. Observou-se
também que quando os soros dos pacientes com P@k testados com gp43 tratado com
metaperiodato de sodio, os valores de absorbaosigakcientes com IDD negativos cairam
significativamente, atingindo densidades oOptica®)Rbaixo do corte. No entanto, 0s soros
de IDD positivos tiveram uma diminui¢ao signifie@tj mas com DO acima do corte. Esse
trabalho comprovou a producdo de IgG2 contra oggembs, uma vez que se observou a
diminuicao da reatividade destes anticorpos cayd8 tratado com metaperiodato de sodio.
Ainda em Neves et. al. (2003) também foi determanadavidez dos anticorpos anti-gp43
calculada a partir da capacidade do anticorpo pegosa ligado ao antigeno na presenca de
ureia 6M JENUM; STRAY-PEDERSEN; GUNDERSERpud NEVES et al., 2003).

Foi realizado um estudo por Maluf et al. (2003) combjetivo de determinar os
niveis de anticorpos anfi- brasiliensis em doadores de sangue da regido noroeste do Parana
e avaliar a possibilidade da aplicagao do testEld8A para a deteccao de PCM infeccao.
Foram utilizados como controle negativo soros dd@tores de sangue provenientes da area
urbana de Curitiba, e para o controle positivopsale pacientes comprovadamente reativos.
Empregou-se como metodologia o teste de ELISA icldsonde os 96 pocos foram
sensibilizados com o exo-antigeRobrasiliensis B339 utilizando um filtrado de cultura do
fungo que apresentava a molécula gp43. Como rdssltadmitiu-se como sensibilizados os
soros que apresentaram densidade otica acima do dabmédia dos controles negativos,
denominado em sorologia ponto de exclusdo ou ¢u@® dos individuos apresentaram
anticorpos antP. brasiliensis acima desse nivel, e 73% dos soros foram conslioenaio
sensibilizados.

O teste de ELISA foi o de escolha por apresentarsansibilidade em estudos
sobre a PCM e por ser utilizado para triagem sgrcdd O uso de antigeno com expressiva
quantidade de gp43, € importante na busca dg@tode especificidade, pois essa molécula
induz resposta de anticorpos em 100% dos pacigpotéadores de PCM o0 que nao ocorre
com soro de individuos normais. No entanto, temdwista a alta sensibilidade da técnica de
ELISA ndo pode ser descartada a possibilidade defes cruzadas especialmente com
histoplasmose, leishmaniose e doenca de Chagas&@ueomuns na regido do Parana
(MALUF et al., 2003).
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Na literatura encontram-se trabalhos em que seoaval prevaléncia ou soro
prevaléncia da PCM em regibes endémicas da dopaga.tais estudos foram utilizados os
testes rotineiros de diagnostico de PCM, IDR, IEHD|SA e Western Blot (MARQUES et
al., 2003). No entanto, testes soroldgicos trada® apresentam reatividade cruzada com
outras doencas fungicas e podem gerar resultatkusfaegativos ou falsos-positivos. Isso
ocorre com o teste de ELISA (CAMARGO et al., 199ntativas de melhoria diagndstica
foram realizadas utilizando metaperiodato de soédioureia (NEVES et al.,, 2003;
ALBUQUERQUE et al, 2005), mas nao foram empregada®s |evantamento
soroepidemiologico para PCM.

Dados de levantamento preliminar da prevaléncigesa rural do municipio de
Alfenas mostram uma dissociacdo entre os resultatiosiIDR e o teste de ELISA
convencional (IDR negativo e ELISA positivo e viegsa) (RIBEIRO; PERES, 2011). Neste
trabalho avaliou-se a possibilidade do empregoedeé&o soroldgica (ELISA) como forma
alternativa a IDR para indicar a sensibilizacaombeadores de areas rurais a antigends.de
brasiliensis. Para diminuir possiveis falsos resultados essaltralpropds o uso do teste de
ELISA tratado com ureia 6M, como uma estratégifedantamento da prevaléncia soroldgica
da PCM, utilizando soros de individuos moradoreszalaa rural de Alfenas expostos ao

P.brasilienss.
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2 OBJETIVO

A seguir seréo citados os objetivos.

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a soroprevaléncia da paracoccidioidomidoeccdo em area endémica

pelo teste de ELISA antes e ap0s a adicao de sotigéreia 6M e intradermorreacgao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Realizar o teste de ELISA utilizando antigenddde P. brasiliensis em amostras de soros

de moradores da regiao rural de Alfenas, MG;

b) Comparar os resultados obtidos através o tesk tSA de ELISA convencional, com 0s

resultados o teste de ELISA ap0s adicdo dec&olde ureia 6M;

c) Comparar esses resultados por idade e sexo;

d) Comparar os resultados o teste de ELISA conwveatie na presenca de solucao de ureia

6M com a intradermorreacao.
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3 MATERIAIS E METODOS

A seguir serdo citados os materiais e métodos.

3.1 LOCAL DE ESTUDO

O estudo foi realizado com moradores residentemunticipio de Alfenas, Minas
Gerais. Localizado na regido sul de Minas Gera&3%km de Belo Horizonte, a capital do
Estado. A regido possui clima tropical mesotérmiemperatura média anual de 19,6°C e um
indice pluviométrico anual de 1592,7 mm. Alfenasud uma area geografica de 848,320
kmz2, populacdo de 74.505 habitantes com densida®éd,8 hab./kmz2,

3.2 TIPO DE ESTUDO E CONSCIENTIZACAO DOS MORADORE&
LOCALIDADES RURAIS

Foi realizado um estudo epidemioldgico com os datbsoradores no periodo
de maio a dezembro de 2009. O projeto foi aproyseo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Alfenas de acordo com meoto nimero 23087.004231/2008-41.

A amostra foi constituida por demanda espontanmadigtingdo de sexo de 15 a
89 anos de idade. Foi adotado como critério deus#ol o relato de infeccdo prévia e
tratamento para PCM e gravidez.

Foi realizado preenchimento de ficha cadastral damos pessoais contendo
nome completo, data de nascimento, profissédo, @siad, sexo, local de residéncia, cidade
de nascimento, telefone para contato, informac@bstivas ao estado de saude geral,
medicacdes em uso, braco em que foi realizadote desIDR, data e resultado. Além disso,
todos os participantes assinaram um termo de comsso livre e esclarecido concordando
em participar do teste e permitindo a utiliza¢gés dados para fins cientificos.
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Foi estruturado um banco de dados com as informsagi@poniveis, utilizando o
programa EXCELL (2010). Os dados coletados foradificados, utilizando-se um manual
de codificacéo especialmente elaborado para o@stud

Em conjunto com a Secretaria de saude de Alfeeatizou-se encontro com 0s
agentes de saude com o objetivo de agendar ofjajo@sforam desenvolvidas na UNIFAL-
MG. Estas foram promovidas aos agentes de sauddras qorofissionais relacionados da
Prefeitura de Alfenas, bem como aos alunos ligattdJNIFAL-MG. Com auxilio dos
agentes de saude, foi realizada uma prévia divatgda PCM por panfletos durante as visitas
médicas para os moradores, programadas pela Brafei¢ Alfenas. Posteriormente foram
programados também o local de visita, data e lop@ia divulgacdo da PCM, além de gerar
esclarecimentos sobre a PCM a comunidade, por cesdmsaios teatrais.

Nas figuras 4 e figura 5 estdo expostos os foldara divulgacao do trabalho e
esclarecimento dos moradores, a apresentacad qili@ando o assunto, e o preenchimento

de fichas cadastrais, fases realizadas por aluartisipantes do trabalho e professor.

OQUEE
PARACOCCIDIOIDOMICOSE ?

s P2 acoccidodomicose

E uma doenga causada por um
fungo encontrado nas plantas e no
solo. Afeta principalmente pessoas
que lidam diretamente com o
manuseio da terra.

Paracoccidioidomicose COMO SE ADQUIRE ?

Vocd pode pegar a doenca ao respirar as

particulas do fungo que estao suspensas no ar, !-
durante a realizagdo do trabalho rural. Essas

particulas desenvolem dc ntro do seu corpo ¢ &

dem atingir vérios locais. O contato com o

Vocé sabe o que é ? e vio Sposents oo de cortag
O QUE ELA CAUSA ?
No inicio a doenga pode ndo apresentar sintomas. Mas depois podem

= 5 aparecer 'emas na pele, boca, pmblemz nos pulmdes, nervos e
Pode gerar lesdes no pulmao, aulas partss co corpo
pele, mucosas e em outras partes

do corpo.

COMO SABER SE TIVE CONTATO ? COMO TRATAR A DOENGA ?

Alravés de um ms‘s onde & faita a msqao de antigeno ¢o fungo no

- braco e 48 horas depois pade apar 10 local da injegdo uma are
endurecida e aver ﬁmns i e
m‘\' ‘ Para descobrir se vocé entrou em [ el gl E
R COTI'[B[O com o fUﬂgO. faQa um - o tomados sob orientagdo médica. ,; ‘\ -y
. ~ teste no qual é feita a inje¢do de i 3 >
um liquido no seu brago e 48

horas depois volte para confirmar

o resultado pela medigdo de uma
4 area avermelhada que podera
aparecer ou ndo. Apos a leitura
vocé  serd encaminhado ao COMO PREVENIR 2
servigo médico para confirmagéao v
do diagnéstico e tratamento se SE DER POSITIVO O QUE EU FAGO 7 | restaros s o b s constscomméaiopespacaitn.
Necessario. Deve procurar o medica para fazer o diagndstico clinico e laboratorial

Figura 4- Divulgacao e conscientizacdo do trabalho.

Fonte: Do autor.
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Figura 5- Pega teatral e preenchimento das fichdastrais.

Fonte: Do autor.

3.3 PARACOCCIDIOIDINA

O antigeno utilizado no presente trabalho para ste téntradérmico foi o
exoantigeno de P. brasiliensis, rico de gp43 fdérido como paracoccidioidina gp43
(SARAIVA et al., 1996). No preparo da paracoccinautilizou-se a cepa P. brasiliensis B-
339, bastante utilizada para producdo de antigemosgoda a Ameérica Latina. No preparo da
paracoccidioidina para uso intradérmico, a cone€éaty protéica foi ajustada a @@/mL
(estéril e apirogénica), de modo a se usargfl0OuL para o teste. A concentracdo de gp43
na paracoccioidina era superior a 70%. O antigenoltido através do Prof. Zoilo Pires de
Camargo da UNIFESP-SP.

3.4 INTRADERMORREACAO

Foi aplicado 0,1 mL da paracoccidioidina no tercédm ventral do braco
esquerdo de cada paciente, em caso de imposgilglidea aplicacdo no braco esquerdo, o
teste era realizado no braco direito. A leituraeiéafapos 48 h, onde foram consideradas

positivas as induracbes com diametro igual ou smpex 5 mm. Apdés a aplicacédo
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intradérmica do antigeno, os moradores foram indolos sobre o dia de retorno para leitura
do mesmo e coleta de sangue.

Na figura 6 € possivel observar realizacdo do tdsteintradermorreacdo, a
formacdo da reacéo e a leitura do teste.

Figura 6- Realizacao do teste de intradermorrea&oB: Aplicacdo da
paracoccidioidina. C: Reacado af®h 4 D: Leitura do teste.
Fonte: Do autor.

3.5 TESTE DE ELISA CONVENCIONAL

O teste de ELISA indireto foi realizado conformesa#@o por Camargo e
colaboradores (1984) com modificacdes. Placas liesgiceno de fundo chato com 96 pocos
(NUNC) foram sensibilizadas com antigeno brutoRddrasiliensis na concentracdo de 50
pg/mL por poco, em tampao carbonato-bicarbonat® BHEmM seguida, a placa permaneceu
“overnight” a 4°C. A placa foi lavada 5 vezes castugédo de lavagem, retirando o excesso de
solucéo. Posteriormente, a placa foi bloqueada t&8huL por poco com solucéo de leite
desnatado (Molico®) a 5% em PBS-TWEEN 0,05% e iadabpor uma hora em estufa a
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37°C. As placas foram lavadas novamente cinco veaesPBS-TWEEN 0,05% e retirado o
excesso de solugéo.

Foram feitas as diluicdes dos soros dos moradooes;oles positivos e negativos
(1/200) em PBS-TWEEN-gelatina 0,3%. Estas diluicéesultaram em volume final nas
cavidades das placas de ELISA de 100 pL. Incuboa-placa durante uma hora a 37°C.
Estas foram lavadas cuidadosamente 5 vezes comgésolie lavagem para retirar o excesso
de solugéo.

Adicionou-se 100 pL de conjugado (IgG anti-humarscada com peroxidase —
(SIGMA) na diluicéo de 1:7500 por poco de cadaglaom incubacdo por uma hora a 37°C.
As placas foram lavadas 5 vezes com solucédo dgdava retirado o excesso de solugcdo. Em
cada poco da placa foi colocado 100 pL do substdémilenodiamina (OPD-SIGMA) em
tampao citrato 0,1M pH 4.5 e deixando em repousoofio minutos em camara escura. A
reacao foi paralisada pela adicdo de 30 pL de auitfarico 2N por poco. A leitura foi feita
em espectrofotdbmeti@enyth 200 rt) no comprimento de onda de 492 nrteste de ELISA
foi realizado utilizando soros de moradores pas#ig negativos para o teste de IDR. O ponto
de corte foi estabelecido pela média das densidagésas dos soros dos individuos

negativos (controle negativo) acrescidos duas veziesvio padrao.

3.6 TESTE DE ELISA TRATADO COM UREIA

Uma estratégia adotada na melhoria do método d¢onsia adicdo de solucéo
ureia 6M. Este protocolo foi realizado de acordomddamujju e colaboradores (2011) com
algumas modificacdes, pois pacientes com diferanfescbes podem apresentar anticorpos
de alta e baixa afinidade, e a ureia possui a jggade de quebrar as ligacdes inespecificas
entre antigeno e anticorpo, diminuindo assim aréocia de reagdo cruzada. O tratamento do
anticorpo com solucédo de ureia 6M provoca uma diagéo na ligagdo antigeno-anticorpo de
baixa afinidade, o que diminui as reacbes cruzadasido a diminuicdo de ligacdes
inespecificas (RAHBARI et al., 2012). ApOs o pedatk incubacdo das amostras de soros,
100puL/pocgo da solucdo de ureia 6M em PBS-Tween 0,06i%dicionada em camara escura
durante 5 min., em temperatura ambiente. As pltarasn lavadas 5 vezes com solucdo de

lavagem e foi retirado o excesso de solucdo. Eet@sas seguintes seguiu-se 0 mesmo
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protocolo do Teste de ELISA convencional. A figuraepresenta a fotografia de uma placa

de ELISA feita pelo autor, na realizacdo dos expenitos do trabalho.

Figura 7- Fotografia de uma placa do teste de ELISA
Nota: Nas colunas 2, 3, 6, 7 e 10€ito o teste de
ELISA convencional, e nas colunaS,8,9e 110
teste de ELISA com ureia, a colurdadlbranco e a 12 o
controle interno (lg diluida 1/2@s soros controle
positivos estéo nas linhas G e Hadisnas 6 a 9 e nas
linhas A e B das colunas 10 e 1lcasroles negativos
estdo nas linhas C, D, E, F, G, &§ cblunas 10 e 11.

Fonte: Do autor.

3.7 ANALISE DOS RESULTADOS

A andlise estatistica dos dados foi realizadazatililo-se o progran@PSS versao
16 (2007). Foi realizada analise da distribuicadréeléncia das principais variaveis, com o
objetivo de caracterizar a populacdo atendida tudesPara as variaveis continuas, foram
calculadas a média, mediana e quartis. A existédeiaassociagdo entre as variaveis
categoricas serdo comparadas utilizando o tes@ugdquadrado.

Na comparacao dos testes de ELISA foi utilizadesultado positivo ou negativo

e nao os valores de densidade Otica obtidos cdeitaias das placas de ELISA.
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O meétodo estatistico usado para avaliacdo da adéreca entre métodos foi o
método de Kappa, que consiste no célculo de umicter@e de correlagdo interclasses,
considerando também probabilidade.

Assim, temos que k = [Pr(x) — Pr(e)])/[1-Pr(e)], eyme k expressa a correlacao
entre os resultados, Pr(x) expressa a concordabservada entre determinada classe e Pr(e)

expressa a probabilidade global de acordo aleatorio

Tabela 1- Interpretacéo dos valores de k.

K Interpretagao

<0 Sem acordo
0,0-0,20 Acordo ligeiro
0,21-0,4 Acordo “fair”
0,41-0,60 Moderada concordancia
0,61-0,80 Acordo substancial
0,81-1,00 Concordancia quase perfeita

Nota: K=correlacdo entre os resultados
Fonte: KREIGE,(2004).
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4 RESULTADOS

No ano de 2009 foi realizado um levantamento dagbeacia de anticorpos anti-
P.brasiliensis em Alfenas por intradermorreacao utilizando exigemo doP. brasiliensis
rico no antigeno gp 43 em 542 moradores de areais ida cidade de Alfenas. Neste estudo,
a prevaléncia obtida foi de 46.67% (253) (Magalhéteal., 2014, no prelo). A partir desta
amostra selecionou-se uma coorte de 235 soros dadores que trabalharam ou ainda
trabalham em lavouras de café da regido rural doigipio de Alfenas, todos com teste de
imunodifuséo radial dupla negativo para realizad@®testes de ELISA. A Caracterizacédo da

amostra quanto o numero, sexo e idade pode sawaldsena Tabela 2.

Tabela 2- Distribuicdo por sexo e faixa etaria @eadores submetidos
ao teste de ELISA para deteccaantieorpos antR. brasiliensis.

Variaveis N° de individuos %
Sexo
Feminino 103 43,83
Masculino 132 56,17
Total 235 100,00
Faixa etéria
10-29 48 20,96
30-49 105 44,68
> =50 82 35,81
Total 235 100,00

Idade (anos)

Min. — Max. 15-89
Média (DP) 43,56
Desvio Padrao 15,54

Fonte: Do autor.
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Por sua vez, a distribuicdo da frequéncia de iddg positivos e negativos entre
os testes de intradermoreacédo e o teste de ELI®Asfrada na Tabela 3. Pode se observar
uma prevaléncia de 68,94% para intradermoreacd® 6% para ELISA (convencional) e
uma prevaléncia de 55,74% de individuos positivendo o teste de ELISA foi realizado na

presenca de ureia 6M.

Tabela 3- Distribuicdo da frequéncia do teste d#rmico e dos testes de ELISA
positivos e negativos de paciedarea endémica para PCM no ano
de 2009 em Alfenas, MG.

Variaveis N° de individuos %

Teste intradérmico

Negativo 73 31,06
Positivo 162 68,94
Total 235 100,00
ELISA
convencional
Negativo 69 29,36
Positivo 166 70,64
Total 235 100,00
ELISA presenca de
ureia 6M
Negativo 104 44,26
Positivo 131 55,74
Total 235 100,00

Fonte: Do autor.
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Na Tabela 4 € mostrada a distribuicdo da frequé&tecgoros positivos e negativos
no teste de ELISA convencional por sexo e faixdat81,06% de individuos positivos eram
do sexo feminino, e 39,57% do sexo masculino (B31), Na distribuicdo por faixa etéaria, o

maior numero de soros positivos esta na faixa e€93@nos (31,06%) (P=0,602).

Tabela 4- Distribuicdo da frequéncia de individpositivos e negativos no teste de ELISA
convencional por sexo e por faitéaia de moradores de area endémica para PCM
no ano de 2009 em Alfenas, MG.

Variaveis N° de % P
individuos
Sexo Feminino
Negativo 30 12,77 _
Positivo 73 31.06 P=0,531
Total 103 43,83
Sexo Masculino
Negativo 39 16,60
Positivo 93 39,57
Total 132 56,17
Faixa etaria
11-29 anos Negativo 16 6,81 _
Positivo 32 13.62 P=0,602
Total 48 20,43
Faixa etaria
30-49 anos Negativo 32 13,62
Positivo 73 31,06
Total 105 44,68
Faixa etaria
> =50 anos Negativo 21 8,94
Positivo 61 25,96
Total 82 34,89

Fonte: Do autor.
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Na Tabela 5 é mostrada a distribuicdo da frequédeiandividuos positivos e
negativos quanto ao sexo e faixa etaria no test&ldSA na presenca de ureia 6M. O
percentual de individuos positivos no sexo femiroiae 21,28% (50), e do sexo masculino
foi de 34,47% (81) (P= 0,084Na distribuicdo por faixa etaria, 0 maior nUmeeopositivos

encontra-se na faixa > = 50 anos sendo de 22,98%,(H4).

Tabela 5- Distribuicédo da frequéncia de individpositivos e negativos no teste de ELISA
com ureia por sexo e faixa etagarradores de area endémica para PCM no ano
de 2009 em Alfenas, MG.

Variaveis Neiddividuos % P
Sexo Feminino
Negativo 53 22.55
Positivo 50 21.28
Total 103 43.83
Sexo Masculino
Negativo 51 21.70 _
Positivo 81 34.47 P=0,034
Total 132 56.17
Faixa etaria
11-29 anos Negativo 24 10.21
Positivo 24 10.21
Total 48 20.43
Faixa etaria
30-49 anos Negativo 52 22.13 _
POsitivo 53 2255 P=0,074
Total 105 44.68
Faixa etaria
> =50 anos Negativo 28 11.91
Positivo 54 22.98
Total 82 34.89

Fonte: Do autor.

No teste intradérmico a maior frequéncia de indig&lpositivos se encontra no
sexo masculino (77,77%) quando comparado ao sewmifeo (58,25%). Dentro das faixas

etarias, a que tem maior indice de positividadéaixa de 30 a 49 anos.
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Tabela 6- Distribuicdo da frequéncia de individpositivos e negativos no teste intradérmico
por sexo e faixa etaria de morasloeearea endémica para PCM no ano de 2009
em Alfenas, MG.

Variaveis

N° de individuos

%

Sexo Feminino

Sexo Masculino

Faixa etéaria
11-29 anos

Faixa etéaria
30-49 anos

Faixa etéaria
> =50 anos

Negativo
Positivo
Total

Negativo
Positivo
Total

Negativo
Positivo
Total

Negativo
Positivo
Total

Negativo
Positivo
Total

43
60
103

30
102
132

21
27
48

30
75
105

22
60
82

41,75
58,25
100

22,23
71,77
100

43,75
56,25
100

28,57
71,43
100

26,83
71,17
100

Fonte: Do autor.

Quando se analisa a comparacao entre o testeédniratd e o teste de ELISA

convencional pode-se observar que houve uma cdooed de 57,41%, sendo 8,51% em

relacdo aos negativos e 48,9 % aos positivos. Hoove discordancia de 42,90%, sendo

22,5% em relag&o aos individuos positivos no tdet&LISA convencional e negativos na
IDR (P=0,389) (Tabela 7).
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Tabela 7- Comparacdo entre o teste intradérmicteste de ELISA convencional de
moradores de area endémica para R&Cdho de 2009 em Alfenas, MG.

IDR
ELISA Negativos Positivos Total P
convencional
Negativos 20 (8,51%) 49 (20,85%) 69 (29,36%)
Positivos 53 (22,5%) 113 (48,9%) 166 (70,64%) P=0,389
Total 73 (31,06%) 162 (68,94%) 235 (100%)

Fonte: Do autor.

Na Tabela 8 tem-se a comparacao entre o testelé@ntnégco e ELISA com ureia.
A concordancia entre os testes foi de 55,32%, sendo a percentagem de resultados
negativos nos dois testes foi de 15,32% e de positle 40%. A discordancia entre os dois
testes foi de 44,68% sendo 15,74% positivos na &éRegativos no ELISA e 28,94 %
positivos na IDR e 15,74% negativos na IDR e passtino teste de ELISA (P=0,182).

Tabela 8- Comparacéo entre o teste intradérmicR)EDELISA com ureia de moradores de
area endémica para PCM no ano @8 2t Alfenas, MG.

IDR
ELISA com ureia Negativos Positivos Total P
Negativos 36 (15,32%) 68 (28,94%) 104 (44,26%)
Positivos 37 (15,74%) 94 (40%) 131 (55,74%) P= 0,182
Total 73 (31,06%) 162 (68,94%) 235 (100%)

Fonte: Do autor.

Pode-se observar na Tabela 9 a comparacao geralaantiois testes de ELISA.
Tem-se um percentual de concordancia de resultsl88,4%, sendo a concordancia entre 0os
resultados negativos de 28,51%, e entre os resgltpdsitivos de 54,89%. Quando a
discordancia, ela atingiu um percentual de 16,3886do 15,54% de positivos no teste de
ELISA convencional e negativos em ELISA com urdlé85% de negativos no teste de
ELISA convencional e positivos em ELISA com urd?a (0,000).
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Tabela 9- Comparacéo dos testes de ELISA com ereiteste de ELISA convencional de
moradores de area endémica para R&Cdho de 2009 em Alfenas, MG.

ELISA com ureia

ELISA Negativos Positivos Total P
convencional
Negativos 67 (28,51%) 2 (0,85%) 69 (29,36%)
P= 0,000
Positivos 37 (15,54%) 129 (54,89%) 166 (70,64%)
Total 104 (44,26%) 131 (55,74%) 235 (100%)

Fonte: Do autor.

Avaliando o efeito do sexo feminino,percentual de resultados negativos nos
dois testes € de 28,16%, ja em relacdo aos resslpabitivos esse numero chega a 47,57%.
Quando se observa os positivos no teste de ELI®S®erwional e negativos em ELISA com
ureia, temos um percentual de 23,30% e de 0,97%timeg no teste de ELISA convencional
e positivos no teste de ELISA com uréia (Tabela(®6)0,000).

Tabela 10 - Comparagao entre o teste de ELISA aem e ELISA convencional
considerando o sexo femininardeadores de area endémica para PCM no ano
de 2009 em Alfenas, MG.

ELISA com ureia

ELISA Negativos Positivos Total P
convencional
Negativos 29 (28,16%) 1 (0,97%) 30 (29,13)
P= 0,000
Positivos 24 (23,30%) 49 (47,57%) 73 (70,87%)
Total 53 (51,46%) 50 (48,54%) 103 (100%)

Fonte: Do autor.

A Tabela 11 apresenta a comparacdo dos dois @st&d ISA considerando o
sexo masculino. O numero de negativos encontradalois testes, é de 28,79%. Etacao
aos positivos em ambos os testes esse percentngé @0,61%. Quando se analisa a
discordancia entre os resultados positivos no @st&LISA convencional e negativos em
ELISA com ureia, esse percentual cai para 9,85%a dgscordancia € de somente 0,76%,
guando se analisa os resultados negativos em Ett®wencional e positivos no teste de
ELISA com ureia (P=0,000).




39

Tabela 11- Comparacgéao entre o teste de ELISA cem erELISA convencional
considerando o sexo masculinmdeadores de area endémica para PCM no ano
de 2009 em Alfenas, MG.

ELISA com ureia

ELISA Negativos Positivos Total P
convencional
Negativos 38 (28,79%) 1 (0,76%) 39 (29,55%)
Positivos 13 (9,85%) 80 (60,61%) 93 (70,45%) - 0:000
Total 51 (38,64) 81 (61,36%) 132 (100%)

Fonte: Do autor.

Considerando a variavel faixa etaria de 11 a 2% apbre a comparacao entre 0s
dois testes de ELISA. Os resultados negativos ebsarms testes atinge um percentual de
33,33%, ja o percentual de positivos em ambos sissehega a 50%. Quando se analisa o
percentual de positivos em ELISA convencional, gatigos no teste com ureia temos uma
discordancia de 16.67% (Tabela 12) (P= 0,000).

Tabela 12- Comparacéao entre o teste de ELISA ceim erELISA convencional
considerando a faixa etéria da 29 anos de moradores de area endémica para
PCM no ano de 2009 em Alfenas,.MG

ELISA com ureia

ELISA Negativos Positivos Total P
convencional
Negativos 16 (33,33%) 0 (0%) 16 (33,33%)
Positivos 8 (16,67%) 24 (50%) 32 (66,67%) P=0,000
Total 24 (50,00%) 24 (50,00%) 48 (100,00%)

Fonte: Do autor.

Em relacdo a faixa etaria de 30 a 49 anos, em ambdsstes de ELISA, os
resultados negativos nos dois testes atinge unemersd de 29,52%, e a concordancia entre
0S positivos em ambos o testes é 49,52%. E possibvsdrvar que o percentual de
discordancia entre os resultados positivos em ELt¢8Avencional e negativos em ELISA
com ureia é 20% (Tabela 13) (P= 0,000).
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Tabela 13- Comparacgéao entre o teste de ELISA cem erELISA convencional
considerando a faixa etaria da 3@ anos de moradores de area endémica para
PCM no ano de 2009 em Alfenas,.MG

ELISA com ureia

ELISA Negativos Positivos Total P
convencional
Negativos 31 (29,52%) 1 (0,95%) 32 (30,48%)
Positivos 21 (20,00%) 52 (49,52%) 73 (69,52%) P=0,000
Total 52 (49,52%) 53 (50,48%) 105 (100%)

Fonte: Do autor.

Por sua vez a comparacdo na faixa etaria maiogual a 50 anos, de ambos o0s
testes de ELISA é mostrada na tabela 13. E possbssrvar um percentual de 24,39% de
resultados negativos em ambos os testes, e 0 nutkeeresultados positivos atinge um
percentual de 64,63%. (P= 0,000).

Tabela 14- Comparacéao de positivos e negativos erteste de ELISA com ureia e ELISA
convencional considerando a faitéaia maior ou igual a 50 anos de moradores de
area endémica para PCM no arg088 em Alfenas, MG.

ELISA com ureia

ELISA Negativos Positivos Total P
convencional
Negativos 20 (24,39%) 1 (1,22%) 21 (25,61%)
Positivos 8 (9,76%) 53 (64,63%) 61 (74,39%) P=0,000
Total 28 (34,15%) 54 (65,85%) 82 (100,00%)

Fonte: Do autor.

Como se obteve uma diferenca significativa em tedafsixas etarias, quando se
comparado os dois testes de ELISA convencional presenca de ureia 6M, é possivel se
observar que quando se faz uso da ureia para @atandos soros, se obtém resultados
distintos, de quando se faz uso somente da ELI®#erwional

Com a analise do teste de Kappa realizada entiestes de ELISA convencional

e ELISA com ureia obteve-se uma boa concordanappl =0,6516) (Tabela 15).
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Tabela 15- Comparacéao entre os resultados posivegativos dos testes de ELISA
convencional e ELISA com ureiéogeste de Kappa.
Concordancia
Concordancia esperada KappaErro padrao Z Prob>Z

83.40% 52.37% 916 0.0620 10.52  0.0000

Fonte: Do autor.

Quando comparados os resultados entres o test&l8& Eonvencional e IDR,

pode-se observar que a concordancia entre elda éuninexistente (Tabela 16).

Tabela 16- Comparacéao entre os resultados posivegativos dos testes de ELISA
convencional e IDR pelo testKdppa.
Concordancia
Concordancia esperada Kappa Erro padréao Z Prob>zZ

56.22% 57.95% -0.0411 0.0655 -0.63 0.7349

Fonte: Do autor.

Na andlise da comparagdo entre os resultadosvuss#i negativos dos testes de
ELISA com ureia e teste intradérmico, a concordétitida pelo teste de Kappa foi ligeira
(Kappa=0,0570) (Tabela 17).

Tabela 17- Comparacéao entre os resultados pos#ivegativos dos testes de ELISA com
ureia e IDR pelo teste de Kappa.
Concordancia
Concordancia esperada Kappa HEddgp Z Prob>Z

54.94% 52.21% 0.0570.0629 091 0.1826

Fonte: Do autor.




42

5 DISCUSSAO

A paracoccidioidomicose € uma micose sistémicaicadgranulomatosa causada
pelo fungo termo-dimérficaP.brasiliensis. A infeccdo pode acometer a pele, mucosas,
linfonodos e os 6rgéos internos, resultando na maadas vezes em doenca crbnica grave
(RESTREPO et al., 2011). E uma das micoses sisé@mitais importantes da América
Latina, tendo alta prevaléncia na Venezuela, ColdrebArgentina. A maior prevaléncia da
doenca no Brasil encontra-se nas regides Sul, gudeSentro-Oeste (FORNAJEIRO et al.,
2005).

Um diagnéstico definitivo da PCM inclui a observaghreta das células fungicas
leveduriformes com multiplos brotamentos, em flsidioldgicos e seccdes de tecido ou 0
isolamento do fungo a partir de espécimes huma@mstudo, os testes sorologicos
geralmente fornecem resultados mais cedo do quétlgace histopatologia e podem ser de
grande ajuda no diagnostico da doenca. Boas pigsaantigénicas sdo necessarias..
principal antigeno presente em todo o crescimeatomna leveduriforme dB. brasilisensis,
€ a gp 43. No entanto, de diversos pesos molesul28eKDa, 21 KD, 52 KD, 94 KD e 100
KD) estdo presentes, porém o que mais predomirgpeld KDa (CAMARGO et al., 1998).

Os testes sorolégicos comumente usados no auxdgnastico da PCM sao:
IDD, CIE, ELISA, mas também existem trabalhos era ge fez a deteccdo de antigenos de
P.brasiliensisem soro humano por imunoradiometria (DA CRUZ et1#891) e de anticorpos
por imunoensaio de captura enzimatica (CAMARGO!.etl894). E comum ocorrer reagdes
cruzadas com outros organismos fangicos, cbtistoplasma capsulatum, e doenca de Jorge
Lobo (CAMARGO et al., 1994).

No presente estudo, realizou o levantamento dalénesia da PCM-infecgdo com
235 moradores de areas rurais do municipio de A¢feA maioria destes individuos era do
sexo masculino (56,17%) e estavam situados na ftikiaa de 30-49 anos (Tabela 2). A
prevaléncia avaliada por IDR e pelo teste de ELt®Avencional foi parecida (68,04%, e
70,64% respectivamente). Por sua vez, ao se aeghievaléncia utilizando o teste de ELISA
tratado com ureia 6M, a soroprevaléncia obtidad&®b5,75% (Tabela 3). Acredita-se que a
diminuicdo em14,9% de resultados positivos no teste de ELISA tratamio ureia quando
comparado com o teste de ELISA convencidoatievido adratamento das amostras de soro

com solucdo de ureia 6M, o que provoca uma disgéaiaa ligacdo antigeno-anticorpo
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fracas, diminuindo desta forma as reacbes cruzddaando a diminuicdo de ligacbes
inespecificas (RAHBARI et al., 2012).

Em Neves et al. (2003) foi determinada a avidez doscorpos anti-gp43
calculada a partir da capacidade do anticorpo pego®a ligado ao antigeno na presenca de
ureia 6M JENUM; STRAY-PEDERSEN; GUNDERSEMpud NEVES et al., 2003).

No estudo de Maluf et al. (2003) com o objetivo dterminar os niveis de
anticorpos antP. brasiliensis em doadores de sangue da regido noroeste do Raaaafiar a
possibilidade da aplicacdo do teste de ELISA padeteccdo de PCM infeccdo. Como
resultados admitiu-se como sensibilizados os sguesapresentaram densidade Gtica acima
do dobro da média dos controles negativos (cut-Bo dos individuos apresentaram
anticorpos antP. brasiliensis acima desse nivel, e 73% dos soros foram conslioenaio
sensibilizados.

Os dados apresentados mostram a distribuicdo gaéineia de soros positivos e
negativos em ambos 0s sexos no teste de ELISA onolvel. No sexo feminino encontra-se
um percentual um pouco menor de individuos positero relacdo ao sexo masculino (Tabela
4). Em todos os testes de ELISA a maior frequédeipositividade foi em individuos do sexo
masculino (39,57; 34,47 e 77,77% para ELISA Conwerad, ELISA com ureia e IDR,
Tabelas 4, 5, e 6 respectivamente). Assim como émiR; Peres (2011), onde &xo
masculino na amostra selecionada foi o grupo dempaisitividade para os testes de ELISA
com antigeno bruto e ELISA com gp43 tratada conapstodato.

A prova intradérmica nao atinge 90% de positividapendo realizada em
namero significativo de casos da doenca, ndo seadomendavel sua utilizacdo para o
diagnostico da paracoccidioidomicose doenca. A maiportancia da reacdo intradérmica é
descobrir casos de paracoccidioidomicose infecciwestigar a epidemiologia da doenca.
Em um inquérito epidemiolégico com a paracoccidi@dna regido de Sorocaba, Estado de
Séo Paulo, se obteve uma alta percentagem de sgagdiivas nas zonas rurais dessa regiao
(49,6%), BAGATIN et al., 1986)

Quando se analisa a distribuicdo por sexo do testeLISA com ureia (Tabela
5), comparando com a intradermorreacao (Tabelbéyma diminuicdo de 13% no numero
de resultados positivos, no teste de ELISA com aurgjuando comparados com a
intradermorreacdo. Os resultadoggativos de ELISA com ureia e intradermorreagéo
positivos possivelmente ocorreram pelas reacOesadas no teste de intradermorreacao

devido a sensibilizac&o por outros fungos cdihngoplasma capsulatm, Coccidioides imitis e
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Soorothix schenkii considerando que ndo houve formacdo de anticqip@® em numero
significativo para deteccdo no ELISA (BAGATIN, 1986AMARGO et al., 1994). Na
amostra selecionada o sexo masculino foi o grupmaler positividade para ambos os testes
de ELISA convencional e ELISA com ureia e testeraimhrmico. Os achados estédo
concordantes com o descrito na literatura, pd*M € mais frequente em homens expostos
ao habitat do fungo pelo trabalho agricola. Em end@b, a infeccéo é rara em funcéo do papel
protetor do hormonio estrogéniSALAZAR et al., 1988).

Quando analisamos as faixas etarias, 0 maior nudeeoasos positivos encontra-
se na faixa de 30 a 49 anos no teste de ELISA coiomal (Tabela 4), acima de 50 anos no
teste de ELISA com ureia (Tabela 5), e de 30 ant® @o teste intradérmico (Tabela 6).
fato de haver maior numero de casos positivos paradores na idade adulta, maiores que
30 anos, comprova o0 que se encontra na literaiuraegja, a faixa etaria mais acometida situa-
se entre 30 e 50 anos de idade. Os individuos dcmagela micose, usualmente encontram-
se na fase mais produtiva da vida e relacionadaaparticipacdo permanente ou transitoria
em atividades rurais, sejam de trabalho, viagenaper. Mas, levando-se em consideracao
também que esses individuos estiveram em expoaigdongo por mais tempo e que ha
variacdo de condi¢cdes imunoldgicas de individua padividuo, além de fatores como fumo
e alcoolismo (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).

N&o houvediferenca significativa entre o teste intradérméco teste de ELISA
convencional, (P=0,389), o qseagereque o teste de ELISA convencional tem os resuitado
concordantes com o IDR (Tabela 7). A comparacadedte intradérmico com o teste de
ELISA com ureia (Tabela 8) indicou que ndo houverdnca significativa entre os resultados
obtidos nos dois testes (P=0,182), mostrando agsarp teste de ELISA com ureia também
pode ser usado para se fazer um levantamento sibec@plogico.

Na literatura encontram-se trabalhos onde se awajgevaléncia da PCM em
regides endémicas da doenca, para tais estudes tegineiros de diagnostico da doenca
foram utilizados, IDR, IDD, ELISA, e Western BIGMARQUES et al., 2003). Em Maluf et
al. (2003), foi utilizado o teste de ELISA como gibdidade de aplicacdo do teste para
deteccdo de PCM infeccdBm um inquérito epidemiolégico com a paracoccidi@dna
regido de Sorocaba, Estado de Sdo Paulo, se ohtegealta percentagem de reacdes

positivas nas zonas rurais dessa regiao (49,6%5G@AN, 1986)
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Na comparacdo geral entre os testes de ELISA r@nalasou presenca de ureia
6M, ha diferenca significativa, possivelmente pmlonento da especificidade quando se trata
0s soros com ureia (P = 0,000) (Tabela 9).

Ao se analisar os resultados da comparacao dosedtes por sexo (Tabelas 10 e
11) observa-se que houve uma diferenca signifiagi+0,000) em ambos 0s sexos: feminino
e masculino, e a soroprevaléncia no sexo mascitdinmaior nos dois testes, assim como
comprova a literaturéSALAZAR et al., 1988).

Analisando a comparacdo entre os testes de ELISAfaigas etarias de 11-19
anos, de 30-49 anos, ® a 50 anos (Tabelas 12, 13 e 14), obteve-se unemedda
significativa nos resultados em todas as faixasastasendo que a maior concordancia em
ambos resultados positivos nos dois testes, einegatos dois testes se encontra na faixa de
11 a 29 anos (98,78%), e a maior discordancia sidtaglos esta na faixa etéria igual ou
maior de 50 anos (20,95%).

O meétodo estatistico de Kappa demonstrou uma hosowbancia existente entre
os testes de ELISA convencional e o teste de EId&A ureia (Tabela 15). O que indica que
o tratamento com ureia dos soros provoca uma digéiomno numero de positivos, devido a
diminuicdo de ligagbes inespecificas, porém osltatas ndo discordam dos apresentados
pelo teste de ELISA convencional.

Em Maluf et al. (2003), foi utilizado o teste delEA para determinar niveis de
anticorpos antPR. brasiliensis, em doadores de sangue da regido Noroeste do Paamad,
avaliar a possibilidade da aplicacéo do teste pgataccdo de PCM infeccao. ELISA foi o
teste de escolha por apresentar alta sensibilidadestudos sobre a PCM, ndo podendo ser
descartada a possibilidade de reacfes cruzadas.

O uso de metaperiodato para tratamento da gp48gtarfoi uma alternativa para
eliminar resultados falsos positivos e reacbesadaz com outros fungos. Este trabalho
mostrou uma fraca concordancia entre o teste d8Aktbnvencional e a IDR com o teste de
ELISA com gp43 tratada com metaperiodato de s&IBEIRO; PERES, 2011).

Pode-se dizer que uma maior especificidade é obtdao uso do soro tratado
com ureia, porém os resultados dos testes de E&#®ssemelhantes, o que reforca a ideia de
gue o tratamento dos soros com ureia melhorousodta€eos.
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6 CONCLUSAO

O uso de ureia no teste de ELISA para tratamerg@nstras de soros diminuiu
a percentagem de resultados positivos com relag® rasultados negativos quando
comparado com os resultados obtidos no teste deAtdnvencional e IDR. Acredita-se que
a diminuicdo de resultados falsos positivos sejaddea diminuicdo das reacdes cruzadas.
Este trabalho mostrou uma boa concordéancia ertst® de ELISA convencional e o teste de
ELISA com ureia, o que demonstra que este Ultimdepsubstituir o teste de ELISA
convencional, os resultados falsos positivos. @tde ELISA com ureia pode ser utilizado

em inquéritos epidemioldgicos para avaliacdo daquexcidioidomicose-infeccao.
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