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RESUMO

A esporotricose € uma micose causada pela inoculagdo traumatica na pele com
material contaminado com o fungo dimorfico Sporothrix schenckii. As formas clinicas
mais comuns sao a linfocutanea e a cutanea fixa. A prevaléncia é maior em éarea
tropical e em zona temperada. No entanto, a prevaléncia real da esporotricose em
areas urbanas e rurais € desconhecida, pois ndo ha notificacdo compulsoria. O
aumento do numero de casos, nos ultimos anos, esta relacionado a transmisséo
feita por animais de estimacdo. Os métodos de diagndstico diretos disponiveis
demoram dias para serem concluidos. Por sua vez, métodos sorologicos podem
gerar resultados falsos positivos ou negativos devido a reacfes cruzadas entre
antigenos do S. schenckii com de outros fungos. Por esse motivo, € necessario o
desenvolvimento de testes soroldgicos, com alta sensibilidade e especificidade, que
garantam um diagndstico confiavel. Este estudo teve por objetivo padronizar um
ensaio imunoenzimético (ELISA), com maior sensibilidade e especificidade, para
diagndstico sorologico da esporotricose. Nesse trabalho, placas de poliestireno
foram sensibilizadas com exoantigenos de cultura da forma leveduriforme de S.
schenckii e testadas utilizando soros de pacientes com esporotricose, soros de
pacientes com paracoccidioidomicose (PCM), assim como de individuos
esporotriquina negativos. Duas estratégias foram utilizadas, uma tratando o antigeno
com metaperiodato de sédio e outra tratando os soros com uréia 6M em diferentes
tempos de incubacdo. Os resultados mostraram que a estratégia utilizando
metaperiodato de sédio ndo melhorou o poder do ensaio em discriminar oS soros
dos pacientes com esporotricose daqueles sem esporotricose ou com PCM. No
entanto, a estratégia utilizando uréia 6M melhorou significativamente o poder de
discriminagédo do método. As melhores condigbes do teste foram tratamento com

uréia por 5, 10 e 20 minutos e diluigdo dos soros a 1\800 e 1\1600.

Palavras-chave: Esporotricose. Diagnostico. ELISA. Uréia. Sporothrix schenckii.



ABSTRACT

Sporotrichosis is a fungal infection caused by traumatic inoculation in the skin with
contaminated material with the dimorphic fungus Sporothrix schenckii. The most
common clinical forms are fixed cutaneous and lymphocutaneous. Its prevalence is
higher in the tropical and temperate zone. However, the actual prevalence of
sporotrichosis in urban and rural areas is unknown because there is no mandatory
reporting. The number of cases is increasing in the last years mainly due to
transmission made by pets. The results of direct diagnostic methods take days to be
released. In turn, serological methods may lead to false positive or negative results
due to cross-reactions between antigens from S. schenckii with others fungi.
Therefore, it is necessary to develop serological tests with high sensitivity and
specificity to ensure a reliable diagnosis. This study aimed to standardize an enzyme
immunoassay (ELISA) with higher sensitivity and specificity for serological diagnosis
of sporotrichosis. In this work, polystyrene plates were sensitized with exoantigens
obtained from yeast form of S. schenckii and tested using sera from patients with
sporotrichosis, sera from patients with paracoccidioidomycosis (PCM), as well as
individuals with sporotrichinin negative tests. Two strategies were used, one treating
the antigen with sodium metaperiodate and another treating the serum with 6M urea
at different incubation times. The results showed that the strategy using sodium
metaperiodate not improved the discriminating power of the test sera from patients
with sporotrichosis from those without sporotrichosis or with PCM. However, the
strategy using 6M urea significantly improved discrimination power of the method.
The best conditions of the test were the dilution of the sera to 1\800 and 1\1600 and

treatment with urea for 5, 10 and 20 minutes.

Key words: Sporotrichosis. Diagnoses. ELISA. Urea. Sporothrix schenckii.
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1 INTRODUCAO

Sporothrix schenckii € o agente etioldégico da esporotricose, infec¢ao fungica
causada pela inoculagdo traumatica com material contaminado com seus esporos.
Este fungo apresenta dimorfismo térmico, cresce sob a forma filamentosa a 25 °C e
apresenta crescimento leveduriforme a 37 °C.

A infeccdo pode se apresentar em diferentes formas clinicas, sendo divididas
em: linfocutdnea, cutanea localizada, cutdnea disseminada e extracutanea. O
diagnéstico definitivo é feito pela identificacdo do fungo em cultura, na qual amostras
obtidas do paciente sdo semeadas em agar Sabouraud e cultivadas a 25 °C. Este
método é demorado e muitas vezes pode-se ndo conseguir isolar o fungo, levando a
um resultado falso negativo. Uma alternativa sdo os métodos soroldgicos, que
disponibilizam o resultado de forma mais rapida e em geral apresentam valores
satisfatorios de sensibilidade e especificidade.

O presente estudo descreve a padronizacdo de um ensaio imunoenzimatico
indireto utilizando exoantigeno da forma leveduriforme de S. schenckii para
diagnéstico da esporotricose visando a deteccao e quantificacdo de anticorpos. Com
0 objetivo de aumentar os valores de sensibilidade e especificidade do método, no
diagnéstico desta infeccdo, duas estratégicas foram utilizadas, uma tratando o
antigeno com uma solucdo de metaperiodato de sédio e a outra tratando 0 soro com
uma solucéo de uréia 6M.

1.1 HISTORICO E PREVALENCIA

A esporotricose foi descrita pela primeira vez por Benjamin Schenck em
1898, quando o mesmo era estudante de medicina em Baltimore. Apos isolar o
agente etiolégico de uma lesdo na méao e no braco direito de um homem, Schenck
enviou o isolado, obtido da secrecéao dos abcessos das lesdes, para um micologista
gue concluiu que o microrganismo era do género Sporotrichum (SCHENCK, 1898
apud RAMOS-e-SILVA et al., 2007). Em 1900, dois pesquisadores, Hektoen &

Perkins, relataram o desenvolvimento de uma lesdo no dedo de um menino apos ter



13

sido ferido por um martelo, lesdo que regrediu espontaneamente. Tais
pesquisadores classificaram o fungo como Sporothrix schenckii (HEKTOEN;
PERKINS, 1900). No Brasil, em 1907, foi descrito o primeiro caso de infeccéo natural
em animais, no caso em ratos (LUTZ; SPLENDORE, 1907).

Este fungo tem sido relatado em diversas areas do mundo e, nos anos mais
recentes, a maioria dos casos publicados séo provenientes da América Central e do
Sul, principalmente México, Brasil, Colémbia e Peru (SCHECHTMAN, 2010a), e, de
acordo com Barros, Almeida-Paes e Schubach (2011), a doenca é mais relatada em
area tropical e em zonas temperadas. Lopes e colaboradores (1999) afirmam que na
América do Sul a doenca ocorre mais frequentemente no verdo e no outono,
entretanto, outros autores néo relatam essa diferenca entre as estacdes (BARROS
et al., 2004).

Os paises responsaveis pela maior producéo cientifica sobre a esporotricose
no século XXI foram: Brasil, Estados Unidos, india e Japdo (BARROS; ALMEIDA-
PAES; SCHUBACH, 2011) (Figura 1).
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Figura 1 - Distribuicdo geogréfica, por pais, de publicacdes cientificas sobre
esporotricose no século XXI de acordo com o tipo de artigo.
Fonte: BARROS; ALMEIDA-PAES; SCHUBACH (2011).

O numero de casos envolvendo mulheres e homens variam de regido para
regido e a incidéncia maior € entre pessoas que trabalham com exposicdo direta a
terra, como agricultores (BARROS et al, 2004, BARROS; ALMEIDA-PAES;
SCHUBACH, 2011).

A partir da década de oitenta, os gatos domésticos também ganharam
importancia na transmissao da esporotricose aos seres humanos, sendo relatada
uma epidemia no Rio de Janeiro, mas neste caso 0s principais doentes eram

mulheres que tomavam conta dos animais de estimacgédo (BARROS et al., 2001).
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1.2 ESPOROTRICOSE

A esporotricose € causada pela inoculacdo traumatica com material
contaminado com S. schenckii na pele ou no tecido subcutadneo. Geralmente o
trauma ocorre por espinhos, farpas, arranhadura, mordedura ou ainda através da
contaminacdo de solucdo de continuidade cutanea pré-existente. Em alguns casos
verifica-se infec¢do por inalagdo de conidios (MARQUES et al., 1993; RAMOS-e-
SILVA et al., 2007).

As formas clinicas da esporotricose sao muito variadas, sendo divididas em
quatro categorias: linfocutanea, cutanea localizada, cutanea disseminada e
extracutanea (MORRIS-JONES, 2002; RAMOS-e-SILVA et al., 2007; VASQUEZ-del-
MERCADO; ARENAS; PADILLA-DESGARENES, 2012). A severidade da forma
clinica da esporotricose depende do local e da profundidade da infeccao, viruléncia
da cepa do fungo e também estado imunoldgico do paciente (KONG et al., 2006).

A forma linfocutanea (Figura 2) representa a maior parte dos casos e é
caracterizada inicialmente pela presenca de um ndodulo subcutaneo duro e movel,
gue se dissemina pelos canais linfaticos locais, gerando outros nédulos, que podem

ulcerar e drenar pus.

Figura 2 - Esporotricose linfocutanea.
Fonte: SCHECHTMAN (2010a).

Ja a forma cutanea localizada (Figura 3) permanece uma lesdo Unica e nao
entra em contato com os canais linfaticos. A forma cutéanea disseminada (Figura 4)
apresenta varias lesdes por todo o corpo, podendo atingir ossos e articulagdes,
entretanto, sua incidéncia é baixa (MORRIS-JONES, 2002; LOPES-BEZERRA;
SCHUBACH; COSTA, 2006; SCHECHTMAN, 2010a).
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Figura 3 - Esporotricose cutanea fixa.
Fonte: SCHECHTMAN (2010a).

Figura 4 - Esporotricose cutédnea disseminada.
Fonte:http://www.micologia.com.br/esporotric
ose.shtml.

Provavelmente o fungo dissemina-se pelo organismo pela via hematogénica,
pois 0 S. schenckii é capaz de interagir com células endoteliais in vitro e atravessa-
las (MORRIS-JONES, 2002; FIGUEIREDO et al., 2004). A forma extracutanea é
muito rara e o local mais atingido € o pulmao, por inalacdo de conidios, mas este
quadro também pode ser desenvolvido a partir de uma lesdo cutanea (MORRIS-
JONES, 2002; LOPES-BEZERRA; SCHUBACH; COSTA, 2006).

Embora existam relatos de casos com regressdo espontdnea da
esporotricose (BARROS et al., 2003), o tratamento € necessario para a maioria dos
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pacientes (DAVIS, 1996). Durante muitas décadas o medicamento mais utilizado foi
0 iodeto de potassio que agia diretamente sobre o fungo, mas ndo estimulava a
imunidade contra o patdégeno. Entretanto, este medicamento esta associado a altos
indices de alergias, além de outros efeitos colaterais graves, como edema pulmonar,
angiodema, mialgia, linfadenopatia entre outros. Seu uso também é desaconselhado
em mulheres gravidas e em pessoas com comprometimento da tiredide e dos rins
(STERLING; HEYMANN, 2000). Diante desse problema, nos paises desenvolvidos
(MORRIS-JONES, 2002) e mais recentemente no Brasil, o tratamento de pacientes
com esporotricose € realizado com itraconazol, apresentando uma boa evolugéo
para cura (BARROS et al., 2004). Entretanto, pacientes com a forma disseminada da
infeccdo podem apresentar falhas, devido a uma menor susceptibilidade ao
itraconazol (TRILLES et al., 2005). Uma alternativa para tratamento desses
pacientes mais graves € a anfotericina B (KOHLER; HAMDAN; FERRARI, 2007).
Todos esses fatores levam a uma busca por novas estratégias terapéuticas para a

esporotricose.

1.3 AGENTE ETIOLOGICO

O agente etiolégico da esporotricose € o fungo ambiental dimoérfico S.
schenckii. Esse microrganismo faz parte do Reino Fungi, € um organismo
eucariotico, heterotréfico, sem mobilidade propria e apresenta parede celular rigida e
quitinosa (GARRO; GENE; STCHIGEL, 1999).

O S. schenckii cresce na forma filamentosa em temperaturas entre 25-30 °C
e a 37 °C, in vitro ou nos tecidos, na forma leveduriforme. Este fungo cresce
adequadamente em meios Agar de rotina (BARROS; ALMEIDA-PAES; SCHUBACH,
2011).

Até o0 momento ndo se conhece a forma de reproducdo sexuada de S.
schenckii, embora haja fortes evidéncias moleculares de que este fungo sofra

mecanismos de recombinagao na natureza (MESA-ARANGO et al., 2002).
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1.3.1 Caracteristicas macroscoépicas

A forma micelar cresce rapidamente com a superficie das coldnias,
membranosa, achatada e pregueada. Inicialmente apresenta-se esbranquicada e
com o passar do tempo tendem ao marrom, cinza escuro ou preto. As colbnias na
forma leveduriforme sdo Umidas, cremosas e esbranquicadas (VIDOTTO, 2004;
SCHECHTMAN, 2010b, BARROS; ALMEIDA-PAES; SCHUBACH, 2011) (Figura 5).

Figura 5 - Caracteristicas macroscopicas das coldnias de S. schenckii. O tubo
da esquerda e o central contém &agar Sabouraund e foram
cultivados a 25 °C, mostram a forma filamentosa. O tubo da direta
contém Agar infusdo cérebro coragdo e foi cultivado a 37 °C,
mostra a forma leveduriforme.

Fonte: BARROS; ALMEIDA-PAES; SCHUBACH (2011).

A adicdo de tiamina e biotina as culturas e também o baixo teor de gas

carbonico facilitam a conversédo da forma filamentosa em leveduriforme (LACAZ et
al., 2002; SCHECHTMAN, 2010b).

1.3.2 Caracteristicas microscopicas
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Na forma filamentosa é possivel observar um micélio hialino, com hifas sutis,
ramificadas e septadas. Os conidioforos surgem das hifas, eretos ou dobrados e
podem expandir-se formando pequenas vesiculas denticuladas. Estes denticulos
originam os conidios dispostos em forma de flor, que podem ser hialinos com parede
sutil ou escuros com parede espessa (VIDOTTO, 2004; SCHECHTMAN, 2010b)
(Figura 6).

A forma leveduriforme pode ser simples ou gemulante, variando na forma e

dimensdes (Figura 7).
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Figura 6 - Forma filamentosa do S.

Fonte: SCSIEE?:”I—?'FK)IAN (2010b). Figura 7 - Forma leveduriforme do S. schenckii.

Fonte:http://www.vet.uga.edu/vpp/archivesli
vm/PORT/EZD/scen06/agent06.htm.

1.4 DIAGNOSTICO

Para o diagnostico da esporotricose pode-se realizar a cultura, cortes
histologicos ou esfregacgos, utilizando material para bidpsia ou exsudato da lesdo
ulcerativa. Outras técnicas utilizadas sdo a intradermorreagcdo, como auxilio ao
diagnostico, e exames sorologicos.

No exame microscopico utiliza-se corante de rotina para paredes celulares
fungicas, como o &cido periddico de Schiff, para facilitar a visualizacdo do fungo,
porém a observacéo das formas leveduriformes caracteristicas do S. schenckii ndo &
facil (MORRIS-JONES, 2002).
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Na cultura, as amostras sdo semeadas em &gar Sabouraud contendo
antibioticos e incubadas a 25-30 °C. A confirmagéo é feita pelo crescimento do fungo
a 35-37 °C e sua conversdao na forma de levedura (BARROS; ALMEIDA-PAES;
SCHUBACH, 2011).

A intradermorreacdo, teste cutdneo, é mais utilizada com caréater
epidemioldgico, e aplica-se no paciente a esporotriquina, para avaliacdo da reacao
de hipersensibilidade tardia, ou seja, resposta imune celular. Ela € usualmente
positiva em mais de 90 % dos casos comprovados de esporotricose, mas pode
indicar infeccéo anterior (ITOH; OKAMOTO; KARIYA, 1986).

1.4.1 Testes sorolégicos

Para diagnéstico da esporotricose pode-se realizar 0os seguintes testes
sorolégicos: fixagdo do complemento, aglutinagdo em tubo, aglutinacdo em latex e
imunodifuséo.

Atualmente, a técnica de fixacdo do complemento néo € utilizada na rotina.

Na técnica de aglutinagdo, uma amostra que contém o anticorpo especifico
(ou o antigeno) é misturada ao latex previamente sensibilizado com o antigeno
especifico (ou com o anticorpo) e de aparéncia leitosa, assim ocorrerd uma
aglutinacdo visivel (formacdo do complexo antigeno-anticorpo). O grau de
aglutinacdo serd em funcdo da concentracdo do aglutinante e do aglutinado
(BANGS, 1996).

A imunodifusédo dupla é feita em uma placa ou lamina com agar furado em
Varios poc¢os, sendo que nos pocgos periféricos coloca-se o soro de pacientes em
diluicdo seriada e o controle e, no poco central o antigeno na melhor diluicdo
encontrada. O resultado positivo € observado pela formacdo de uma linha de
precipitacdo (BLUMER et al., 1973). Apesar de ser uma técnica utilizada no
diagnostico de algumas doencas sua execucdo € demorada e o resultado leva uma

semana para ser liberado.
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1.4.2 Ensaio imunoenzimatico — ELISA

Técnicas imunoldgicas mais sensiveis comecgaram a ser padronizadas para
sua utilizacdo no sorodiagndéstico da esporotricose. Cinco técnicas de ELISA que
pesquisaram imunoglobulinas do isotipo G foram descritas. Uma utilizando extrato
bruto de cultivo da forma leveduriforme (SCOTT; MUCHMORE, 1989), duas
utiizando um antigeno purificado da parede celular da forma leveduriforme
(BERNARDES-ENGEMANN et. al, 2005 apud LOPES-BEZERRA; SCHUBACH,;
COSTA, 2006; BERNARDES-ENGEMANN et al., 2009 apud FERNANDES et al.,
2011), outra utilizando extrato bruto do cultivo da forma filamentosa de S. schenckii
(ALMEIDA-PAES et. al, 2007a) e outra comparando a utilizacdo do antigeno
purificado da parede celular com a utilizacdo do extrato bruto (FERNANDES et al.,
2011). A pesquisa de Bernardes-Engemann e colaboradores (2005) e de Almeida-
Paes e colaboradores (2007a) apresentaram valores satisfatérios de sensibilidade,
variando de 97% a 90%, e especificidade, variando de e 86% a 89%,
respectivamente. Outra técnica de ELISA descrita para esporotricose pesquisou a
presenca de imunoglobulinas G, M e A, e os achados demonstraram que as
imunoglubulinas M e A também participam da patogenia da esporotricose, sendo
que as imunoglobulinas M séo produzidas no inicio da infeccao e as imunoglobulinas
A sao produzidas quando a infec¢cdo ocorre em mucosas (ALMEIDA-PAES et al.,
2007b). Estes resultados mostram que ensaios imunoenzimaticos podem contribuir
para o diagndstico da esporotricose, porém um desafio € obter um teste de alta
sensibilidade e ao mesmo tempo alta especificidade, devido as diversas infec¢des
fungicas, responsaveis pelas rea¢des cruzadas.

Ensaios imunoenziméticos para o diagnostico de outras doencas causadas
por fungos dimorficos estdo disponiveis, entretanto a utilizacdo da técnica sem
modificacdes ndo permite obter valores satisfatorios de especificidade (GUIMARAES
et al., 2004; ALBUQUERQUE; MARQUES da SILVA; CAMARGO, 2005).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Padronizar e avaliar ensaio imunoenzimatico (ELISA) para diagndstico mais

sensivel e especifico da esporotricose.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a sensibilidade e especificidade do ensaio imunodifusdo radial dupla
utilizando um painel de soros de pacientes com esporotricose, soros de
pacientes com paracoccidioidomicose e soros de individuos com teste da
esporotriquina negativo, como controle negativo, utilizando exoantigenos do
Sporothrix schenckii;

e Avaliar a sensibilidade e especificidade do ensaio imunoenzimatico utilizando
0 mesmo painel de soros e mesmo exoantigeno;

e Avaliar o efeito do metaperiodato de sddio e da uréia 6M sobre a sensibilidade
e especificidade do ensaio imunoenzimatico utilizando o mesmo painel de

SOros e mesmo exoantigeno.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 PRODUCAO DO EXOANTIGENO DO Sporothrix schenckii

Os exoantigenos secretados pelo S. schenckii foram preparados e
gentilmente cedidos pelo professor Dr. Zoilo Pires Camargo da UNIFESP de forma
semelhante a descrita por Silveira-Gomes e colaboradores (2011) para
Paracoccidioides brasiliensis. Resumidamente: o isolado Ss118 de S. schenckii foi
cultivado em tubo inclinado contendo agar Sabouraud por 3 dias a 35 °C. Apés esse
periodo, coletou-se células de levedura de pelo menos 10 tubos, produzindo um
indculo de 2 x 10° células. Essas células foram inoculadas em 100 mL de caldo de
extrato de levedura-peptona-dextrose. Incubou-se a cultura por 3 dias a 35 °C em
um shaker a 50 rpm. O crescimento foi transferido para 500 mL de caldo de extrato
de levedura-peptona-dextrose. Os frascos foram incubados por mais 7 dias como
descrito anteriormente. A cultura foi morta com timerosal (0,2 g/L). O sobrenadante
de cultura foi obtido por filtracdo em papel e concentrado por vacuo a 45 °C. A
solucédo foi dialisada contra agua destilada. Apos a dialise, concentrou-se a solucéo

outra vez. O teor de proteina foi medido pelo método de Bradford (1976).

3.2 ELETROFORESE UNIDIMENSIONAL EM GEL DE POLIACRILAMIDA 12%

Aliquotas com diferentes volumes, correspondendo a diferentes
concentracdes proteicas do antigeno, foram submetidas a separagcéo segundo o seu
peso molecular. A técnica de separagdo utilizada foi a SDS-PAGE, descrita por
Weber e Osborn (1969) com algumas modificagdes.

Para obter o perfil das bandas protéicas foram utilizados dois tipos de géis:
de separacao e de empilhamento.
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As amostras foram desnaturadas em um tampéo (tris-HCI 1,5 M, pH 6.8,
SDS 20%, glicerol, azul de bromofenol 1% e B-mercaptoetanol) e aquecidas por 10
minutos a 100 °C. Apés a desnaturacdo, as amostras foram aplicadas nos géis.

Para separar as proteinas das amostras, os géis foram submetidos a uma
voltagem de 50 volts até chegar no gel de separacdo e depois aumentou-se a
voltagem para 100 volts. Finalmente, os géis foram revelados usando a coloragéo

pela prata (kit Silver Stain Plus — BioRad).

3.3 SELECAO DAS AMOSTRAS DE SOROS

Quatro amostras de soros de pacientes com diagndstico clinico e laboratorial
(cultura) da esporotricose utilizadas neste estudo foram gentilmente cedidas pelo
Professor Mario Léon Silva Vergara da Universidade Federal do Triangulo Mineiro.

Foram também utilizadas 11 amostras de soros de individuos esporotriquina
negativos (controle negativo) e 8 soros de pacientes com diagnostico sorolégico por
imunodifusdo dupla de PCM, escolhida por ser uma micose endémica na regido de
Alfenas e que pode apresentar reacao cruzada com a esporotricose, perfazendo um

total de 23 amostras.

3.4 PRODUCAO DE ANTICORPO ANTI-Sporothrix schenckii EM COELHO

Para a producgéo do soro hiperimune anti-S. schenckii foram utilizados dois
coelhos machos cedidos pelo biotério da UNIFENAS. Os coelhos foram inoculados
cada um com 600 uL de imundégeno de exoantigeno (340 ug/mL) de S. schenckii em
adjuvante incompleto de Freund (v/v) (Sigma). Os dois coelhos foram imunizados
guatro vezes por via subcutanea com intervalos de uma semana. Apds se conseguir
uma resposta adequada através de ensaio de imunodifusdo, os animais foram

anestesiados e o sangue dos animais foi coletado por puncao cardiaca. Os soros
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foram separados em aliquotas e armazenados a -20 °C. Os soros dos coelhos
hiperimunizados foram usados como controle positivo no ensaio de imunodifusao
radial dupla. O soro dos animais coletados antes da imunizacdo foram utilizados

como controle negativo.

3.5 ENSAIO IMUNOENZIMATICO (ELISA)

O ensaio de ELISA indireto foi realizado como descrito por Camargo e
colaboradores (1984) com algumas modificacdes.

Placas de poliestireno de 96 pocos de fundo plano (NUNC) foram
sensibilizadas com 100 pL por po¢o com antigeno do S. schenckii a 5 ug/mL, em
tampdao carbonato-bicarbonato (0,1 M, pH 9.6). Em seguida, a placa foi incubada a 4
°C por 16 horas. Findo este periodo, a placa foi lavada trés vezes com salina e
Tween 20 (NaCl 0,9 %-Tween 0,05 %), retirando o0 excesso de solucéo.
Posteriormente, a placa foi bloqueada com 200 pL por poco com solucdo de leite
desnatado (Molico®) a 5 % em salina tamponada fosfatada e Tween 20 (PBS-Tween
0,05 %), por uma hora em estufa a 37 °C. A placa foi lavada novamente trés vezes
com NaCl 0,9 %-Tween 0,05 %. A seguir, 100 pL das diluigdes 1/50, 1/100, 1/200,
1/400, 1/800, 1/1600 e 1/3200 dos soros de pacientes com cultura e sorologia de
esporotricose, pacientes com sorologia positiva para PCM e de pacientes
esporotriquina negativos em solucao 3 % de gelatina em PBS-Tween 0,05 % foram
adicionadas na placa. Seguiu-se entéo a incubacao da placa durante uma hora a 37
°C. Apés este periodo, a placa foi novamente lavada cuidadosamente trés vezes
com NaCl 0,9 %-Tween 0,05 %. Em seguida, foram adicionados 100 pL de
conjugado de cabra anti-IlgG humana total marcada com peroxidase (SIGMA) na
diluicdo de 1:8000 em solucédo 3 % de gelatina em PBS-Tween 0,05 % por uma hora
a 37 °C. A placa foi lavada trés vezes com NaCl 0,9 %-Tween 0,05 %. A seguir, em
cada poco da placa, foi adicionado 100 pL do substrato enzimético orto-
fenilenodiamina (Ortho-Phenylenediamine - OPD - Sigma) preparado em tampéo
citrato (0,1 M pH 4,5) e deixado desenvolver cor por cerca de oito a dez minutos em

camara escura. A reacéo foi entdo paralisada pela adicdo de 30 pL por poco de
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H,SO4 2N. A leitura da placa foi realizada a 490 nm em leitor de microplacas (Zenyth
200 rt).

O ponto de corte foi estabelecido pela média das densidades Opticas dos
soros dos individuos esporotriquina negativos (controle negativo) acrescidos duas

vezes o0 desvio padrédo em cada diluicdo e cada tratamento.

3.5.1 Modificacbes no ensaio imunoenzimatico —ELISA

Duas tentativas de melhoria do método no diagndstico da esporotricose foram
realizadas. A primeira consistiu na adicdo de 100 uL por pogo de uma solucéo de
metaperiodato de sédio 40 mM em tampdo citrato por 30 minutos a 37 °C em
camera escura ap0s a etapa de sensibilizacdo da placa com antigeno do S.
schenckii. De acordo com Taborda e Camargo (1994) parte das reacfes cruzadas
ocorre devido epitopos de carboidratos presentes nos antigenos dos fungos e o
metaperiodato de sédio possui a propriedade de oxidar esses residuos de carbonos,
diminuindo assim a ocorréncia de reacao cruzada.

A outra estratégia adotada consistiu na adicdo de uréia. Este protocolo foi
realizado de acordo com Namujju e colaboradores (2011) com algumas
modificacdes, pois pacientes com diferentes infecgcdes podem apresentar anticorpos
de alta e baixa afinidade, e a uréia possui a propriedade de quebrar as ligacdes
inespecificas entre antigeno e anticorpo, diminuindo assim a ocorréncia de reacao
cruzada. A uréia, na concentracdo de 6M solubilizada em PBS-Tween 0,05 %, foi
adicionada, 100 uL/pogo, durante 1, 5, 10 e 20 minutos, em temperatura ambiente,

apos o periodo de incubacdo das amostras de soros.

3.6 IMUNODIFUSAO RADIAL DUPLA

O teste de imunodifusdo radial dupla foi realizado conforme descrito por

Camargo e colaboradores (2003) com algumas modificacbes. Resumidamente:
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adicionou-se 1 mL de agar a 1 % em agua destilada em uma |amina de vidro para
microscopia (25 x 75 mm) e deixou-se esta lamina secar em estufa a 35 °C por 18
horas. Em seguida, foram pipetados 3,0 mL de agar a 1 % em solucédo de NaCl 0,9
% (salina) nas laminas anteriormente sensibilizadas e estas foram incubadas por 20
minutos em geladeira para a solidificacdo do agar. A seguir o agar foi perfurado com
o0 auxilio de um cilindro metalico de diametro pequeno formando na lamina 7
orificios, 1 central e 6 ao redor do orificio central, por duas vezes, totalizando 14
orificios. Nos orificios centrais foram adicionados cerca de 10 uL do antigeno fungico
(360 ug/mL) e nos orificios circundantes foram adicionados cerca de 10 uL do soro
de coelho, imunizado contra antigenos do S. schenckii sem diluir, como controle
positivo da reacdo, e soros de pacientes nas diluicdes de 1/1 até 1/512 em salina.
ApoOs a adicdo dos reagentes, as laminas foram incubadas em camara Umida a
temperatura ambiente por 48 horas. Terminado o periodo de incubacéo, foi colocado
sobre a lamina um papel de filtro umedecido em agua destilada e a lamina foi imersa
em salina e foi incubada a temperatura ambiente por 24 horas, para que 0 excesso
de reagentes fosse removido. Posteriormente, a salina foi descartada. A seguir, foi
colocado um novo papel de filtro, umedecido em agua destilada e a lamina incubada
em estufa a 37 °C por 24 horas para desidratacdo do agar. Com o agar desidratado,
a lamina foi corada com solucédo a 0,4 % p/v do corante negro de amido (4 g de
amidoschwartz 10B + 100 mL de &cido acético glacial + 900 mL de agua destilada)
por 10 minutos e depois descorada com acido acético glacial a 5 % por 10 minutos.
Apoés a descoloracao, a lamina foi colocada em estufa para secagem. Terminado o
periodo de secagem a lamina foi lida visualmente com a observacédo da formacéo de

imunocomplexos (linhas de precipitagdo) que também indicam o titulo de anticorpo.

3.7 AVALIACAO ESTATISTICA

Pontos de corte foram calculados pela média da densidade 6éticas acrescidos
2 vezes o desvio padrdo dos soros negativos para cada diluicdo e tratamento e

comparados com 0s soros de pacientes com esporotricose e com soros de pacientes
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com PCM. As comparacdes dos dados foram realizadas no programa “R” (www.r-
project.org).
Para cada tratamento foi calculado a especificidade e a sensibilidade de

acordo com as seguintes formulas:

Sensibilidade (%) = verdadeiros positivos (VP)
verdadeiros positivos (VP) +
falsos negativos (FN)

X 100

Especificidade (%) = verdadeiros negativos (VN) X 100
falsos positivos (FP) +
verdadeiros negativos (VN)

A partir dos resultados obtidos e utilizando o principio da curva ROC
(Receiver operating characteristic) (ZOU; OMALLEY; MAURI, 2007), cada
tratamento tornou-se um ponto na curva e o tratamento que mais se aproximou do
ideal (100% de sensibilidade e 100% de especificidade) foi considerado o melhor

para o diagnéstico da esporotricose.

3.8 COMITE DE ETICA

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica da Universidade Federal de
Alfenas, CAAE n° 00752212.1.0000.5142.
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4 RESULTADOS

4.1 ELETROFORESE DO EXOANTIGENO DO Sporothrix schenckii

O perfil eletroforetico do exoantigeno secretado pelo S. schenckii isolado
Ss118 é mostrado na Figura 8.

Foram dispostas quantidades referentes a 10 pL, 15 pL e 20 yL de
exoantigeno do S. schenckii por canaleta do gel de poliacrilamida 12%,
respectivamente. Apos a corrida eletroforética e coloracdo pela prata, pode-se
observar varias bandas com diferentes pesos moleculares, sendo que a banda com
peso molecular entre 150 kDa e 66 kDa apresentou maior concentragcdo. Observa-se

também gue o antigeno encontra-se integro.

Exoantlg' eno S. schenckii PM
10 uL 15 pul 20 uL 2pul

Figura 8 - Perfil proteico do exoantigeno de S.
schenckii em gel de poliacrilamida a
12% contendo 10, 15 e 20 yL em
cada canaleta, respectivamente.
PM: padrdo molecular.

Fonte: O autor (2012).
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4.2 PRODUCAO DE ANTICORPO ANTI-Sporothrix schenckii EM COELHO

ApoOs a imunizacao de dois coelhos foi observado que ambos apresentaram
resposta positiva com a formacdo de uma linha de precipitacdo no ensaio de
imunodifusdo. O titulo de anticorpos foi igual a 4 (Figura 9).

Figura 9 - Imunodifuséo radial utilizando soros de coelhos imunizados com antigeno de S. schenckii.
Fonte: O autor (2012).

4.3 DOSAGEM DE ANTICORPOS NOS SOROS UTILIZANDO A TECNICA
IMUNODIFUSAO RADIAL DUPLA

Os resultados do teste de imunodifusdo radial dupla sdo mostrados na
Tabela 1. Como se pode observar, 75% das amostras de soros de pacientes com
esporotricose foram negativas no teste, sugerindo uma sensibilidade muita baixa.
Por outro lado as amostras de soros de pacientes com PCM e soros de individuos
esporotriquina negativos foram negativos, sugerindo uma alta especificidade.
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Tabela 1 - Resultados em percentagem do teste de imunodifusdo radial dupla usando
soros de diferentes pacientes.

Imunodifuséo radial dupla

Positivo Negativo Total
Esporotricose 25% (1) 75% (3) 100% (4)
Paracoccidiodomicose 0% (0) 100% (8) 100% (8)
Esporotriquina negativos 0% (0) 100% (11) 100% (11)

Fonte: O autor (2012).

4.4 ENSAIO IMUNOENZIMATICO (ELISA)

As médias e desvio padrdo das densidades o6pticas (D.O.) do ELISA
utilizando soros de pacientes com esporotricose, soros de individuos esporotriquina
negativos e soros de pacientes com PCM sdo mostrados na Figura 10. Pode-se
observar que os soros dos pacientes com esporotricose apresentam uma D.O. mais
alta aos antigenos de S. schenckii do que a D.O. obtida dos outros dois grupos em
todas as diluicdes testadas. Os soros dos individuos esporotriquina negativos e de
pacientes com PCM apresentaram consideravel reatividade no teste e valores
semelhantes entre si. As maiores diferencas foram verificadas nas maiores diluices
(1\1600 e 1\3200).
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2.5+
3 Esp +

Esp -
= PCM

D.O. 490 nm

Diluicdes

Figura 10 - Médias e desvio padréo das D.O. da ELISA a 490 nm utilizando
soros de pacientes com esporotricose (Esp+, n=8), soros de
individuos esporotriquina negativos (Esp-, n=8) e  de soros de
pacientes com paracoccidioidomicose (PCM, n=8).

Fonte: O autor (2012).

Como observado anteriormente, os soros de individuos negativos e de
pacientes com PCM apresentaram reatividade cruzada ao exoantigeno de S.
schenckii. Parte desta reatividade cruzada pode ser devido epitopos de carboidratos
comuns aos dois fungos. Para verificar esta hipétese e melhorar a discriminacéo
entre os diferentes grupos estudados, foi realizado o ensaio de ELISA
acrescentando uma etapa com metaperiodato de sédio ao protocolo. O
metaperiodato de sddio tem a propriedade de oxidar os residuos de carboidratos
presentes no antigeno diminuindo as reacOes cruzadas existentes entre 0s
carboidratos (TABORDA; CAMARGO, 1994). Pode-se observar que as D.O. das
médias dos soros de pacientes com esporotricose sempre estiveram maiores que as
dos outros grupos e que o0 metaperiodato de sodio ndo conseguiu diminuir
consideravelmente a reatividade cruzada dos pacientes com PCM e dos individuos

negativos (Figura 11 a e b).



33

3.51
3.04

E= Esp +
3 Esp -
2.54 = PCM

2.0+
1.54
1.04
0.54

D.O. 490 nm

e &

e & &
& & S S o
RN N

Q
& o
N ,\g\/ \>’b

DiluicBes

B)

3.51
B3 Esp +

=3 Esp -
2.5 =3 PCM

2.04

3.04

1.5+

D.O. 490 nm

1.0+
0.54

0.0+

Q \}
'\\0) Q

>

Q Q Q Q Q
Q S N Q Q
,\\ & ©

™
NUSEN N

Dilui¢des

Figura 11 - Médias e desvio padrao das D.O. da ELISA a 490 nm
utilizando soros de pacientes com esporotricose (Esp+,
n=8), soros de individuos esporotriquina negativos (Esp-,
n=8) e soros de pacientes com paracoccidioidomicose
(PCM, n=8) na auséncia (A) ou presenca de
metaperiodato (B).

Fonte: O autor (2012).

Dados da literatura indicam que, além de anticorpos anticarboidratos,
pacientes com diferentes infecgcbes podem apresentar anticorpos de baixa e alta
especificidade (NAMUJJU et al.,, 2011; RAHBARI et al.,, 2012). Para verificar a
participacdo de anticorpos de baixa e alta especificidade na ligacdo ao exoantigeno
de S. schenckii e obter uma melhor discriminagdo entre os grupos testados, foi
utilizado no ELISA, uma etapa com uréia na concentracdo de 6M em diferentes
tempos de incubacdo, pois a uréia possui a propriedade de quebrar ligacdes
inespecificas entre antigeno e anticorpo. A Figura 12 mostra as meédias das

densidades 6pticas (D.O.) em diferentes tempos de incubacdo com uréia. A analise
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dos dados sugere que o tratamento com uréia diminuiu as D.O. dos soros de todos
0S grupos, principalmente nos tempos 5, 10 e 20 minutos de tratamento com a uréia
e também que causa uma reducdo drastica dos valores de D.O. dos soros de

individuos esporotriquina negativos e de pacientes com PCM.
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Figura 12 - Médias das D.O. do ELISA a 490 nm dos soros sem tratamento com uréia (A), com o
tratamento de 1 minuto com uréia (B), com tratamento de 5 minutos com uréia (C), com
tratamento de 10 minutos com uréia (D), com tratamento de 20 minutos com uréia (E).

Esp+: soros de pacientes com esporotricose (n=8).

Esp-: soros de individuos

esporotriquina negativos (n=8). PCM: soros de pacientes com paracoccidioidomicose (n=

8)

Fonte: O autor (2012).
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Com objetivo de se obter a melhor discriminagdo no ensaio de ELISA entre os
soros dos pacientes com esporotricose e dos outros dois grupos em termos de
diluicdo e tratamento com metaperiodato e uréia, foram realizadas curvas onde se
comparou os valores de sensibilidade e especificidade em cada tratamento
utilizando o ponto de corte a partir dos soros esporotriquina negativos (Figuras 13 e
14 respectivamente).

Pode ser observado que o tratamento com o metaperiodato ndo melhorou o
desempenho do teste, pois 0 ELISA sem utilizar o metaperiodato de sodio (controle)
obteve maiores valores de sensibilidade e especificidade em relagdo ao protocolo
com a etapa do metaperiodato. As melhores discriminac¢des tratando o antigeno com
metaperiodato de sddio foram nas diluicdes de 1\1600 e 1\3200 (Figura 13). Por sua
vez, o tratamento com uréia melhorou o desempenho do ensaio de ELISA, ou seja, 0
protocolo com a etapa da uréia, em determinadas diluic6es e tempos, obteve valores
superiores de sensibilidade e especificidade em relacdo ao protocolo controle. A
melhor discriminacédo foi obtida na diluicdo de 1\1600 nos tempos de 5, 10 e 20
minutos. Além disso, as combinacdes diluicdo/tempo: 1\200/20 min, 1\400/20 min,
1\3200/10min e 1\800/5min foram estatisticamente (e numericamente) iguais as
melhores combinag¢des da diluicdo 1\1600 (Figura 14).



Sensibilidade

o | 800 1600 3566 465 A0
A 0 200 e T T AD
3200988 4007
1600 20p
,rf
@
g
w
g
=
g
™
g
— Controle
--- Meta
o
g
I I I I I I
0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0

1 - Especificidade

Figura 13 - Curvas ROC comparando diferentes diluicBes dos soros e a adi¢do
ou ndo de metaperiodato de sédio.
Fonte: O autor (2013).
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Fonte: O autor (2013).
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5 DISCUSSAO

A esporotricose € uma micose subcutdnea com distribuicdo em todo o
mundo. E causada pela inoculacdo traumatica com material contaminado com o
fungo ambiental S. schenckii (MORRIS-JONES, 2002; LOPES-BEZERRA,
SCHUBACH, COSTA, 2006; RAMOS-e-SILVA et al., 2007; SCHETMAN, 2010a). Na
Ameérica Latina é uma das micoses mais comuns. Na Ameérica do Sul sua incidéncia
anual estimada € de 48 a 60 casos por cem mil habitantes, sendo que o niumero de
casos envolvendo homens e mulheres varia de regido para regido (CONTI-DIAZ,
1989; VASQUEZ-del-MERCADO, ARENAS, PADILLA-DESGARENES, 2012).

O diagnostico definitivo desta doenca infecciosa é feito pelo isolamento do
fungo em cultura com agar Sabouraud. No entanto, o resultado final do exame
demora dias. Além disso, existe o risco de contaminacao da cultura, e € necessario
um profissional treinado para fazer a correta identificagdo do fungo. Outro problema
€ a ocorréncia de resultado falso negativo em virtude da dificuldade de crescimento
do fungo em meio de cultura (SCHETMAN, 2010b; VASQUEZ-del-MERCADO,
ARENAS, PADILLA-DESGARENES, 2012).

Diante das dificuldades mencionadas acima, o desenvolvimento de técnicas
imunoldgicas baseadas na deteccdo de anticorpos dos pacientes sdao muito
importantes no diagnéstico auxiliar desta patologia, pois sdo técnicas que permitem
um resultado mais rapido, facilitando assim o diagnéstico e 0 acompanhamento do
paciente. Possibilita também conhecer a prevaléncia real dessa doenca.

Técnicas de precipitacdo ou aglutinacdo de complexos antigeno-anticorpo
para a deteccdo de anticorpos anti-S. schenckii foram propostas por BLUMER e
colaboradores (1973). Estes autores encontraram baixos valores de sensibilidade e
valores satisfatorios de especificidade. Neste trabalho, o resultado da imunodifusédo
radial dupla apresentou baixa sensibilidade para esporotricose (25%) e alta
especificidade (100%) para PCM e individuos esporotriquina negativos (Tabela 1),
estando de acordo com os achados de Blumer e colaboradores (1973) e com o0s
achados de Fernandes e colaboradores (2011).

Os ensaios imunoenzimaticos, em geral, apresentam um limiar de deteccéo
maior que os métodos de aglutinagcdo ou precipitacdo e, consequentemente, maior

sensibilidade e especificidade.
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Na literatura existe uma variedade de ensaios imunoenziméticos descritos
para o diagnéstico de infec¢cdes causadas por outros fungos dimorficos, como
histoplasmose e PCM. Entretanto, a técnica de ELISA tradicional ndo apresentou
sensibilidade e especificidade satisfatorias para o diagndstico dessas doencas.
(GUIMARAES et al., 2004; ALBUQUERQUE; MARQUES da SILVA; CAMARGO,
2005).

Para o diagnéstico da esporotricose, até o presente momento, foram
publicados seis trabalhos que utilizaram ensaios imunoenzimaticos. Desses, cinco
trabalhos pesquisando imunoglobulinas G (IgG) e um pesquisando imunoglobulinas
G, M e A. O primeiro trabalho publicado foi de Scott e Muchmore (1989). Esses
pesquisadores desenvolveram um ensaio imunoenzimatico para o diagnostico da
esporotricose utilizando antigeno da forma leveduriforme do S. schenckii, e
obtiveram alto valor de sensibilidade, mas baixo de especificidade no teste. De forma
semelhante ao trabalho apresentado por Scott e Muchmore (1989), no presente
trabalho, utilizamos o antigeno da forma leveduriforme, com proteina de maior
concentracdo com peso aproximado de 118 kDa (Figura 8). Optou-se por utilizar
antigeno da forma leveduriforme, pois € a forma que causa a infec¢do no paciente,
aumentando assim a deteccao especifica dos anticorpos.

Em 2005, Bernardes-Engemann e colaboradores desenvolveram uma
técnica de ELISA utilizando uma preparacédo antigénica purificada da parede celular,
denominada SsCBF, preparada através de cromatografia de afinidade em coluna,
obtendo 90% de sensibilidade e 86% de eficiéncia em seus resultados
(BERNARDES-ENGEMANN et al., 2005 apud LOPES-BEZERRA; SCHUBACH,;
COSTA, 2006). Visando diminuir os gastos com a preparacdo do antigeno
desenvolvida por Bernardes-Engemann e colaboradores (2005), Almeida-Paes e
colaboradores (2007a) desenvolveram uma ELISA para diagnostico da esporotricose
utilizando extrato bruto de cultivo de forma filamentosa de S. schenckii, e obtiveram
97% de sensibilidade e 89% de especificidade. O mesmo grupo também pesquisou
a presenca de IgG, IgM e IgA em pacientes com esporotricose sem tratamento e
durante o tratamento com itraconazol e concluiram que IgM e IgA também
participam da patogenia da esporotricose (ALMEIDA-PAES et al., 2007b).
Entretanto, todos esses trabalhos obtiveram reac¢des-cruzadas com outras doencas

causadas por fungos.
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Em 2011, Fernandes e colaboradores padronizaram um ELISA para
diagnostico da esporotricose em gatos e, para isso, testaram a utilizacdo de
antigeno especifico (SsCBF) do S. schenckii e a utilizagdo de extrato bruto de
exoantigeno. A utilizacdo de extrato bruto obteve melhores resultados, com
sensibilidade de 96 % e especificidade de 98 %.

A Figura 10 mostra os resultados da D.O. dos soros de pacientes com
esporotricose, pacientes com PCM e soros de individuos esporotriquina negativos.
Pode-se observar uma alta reatividade ao antigeno empregado entre soros de
pacientes com PCM e de individuos esporotriquina negativos, principalmente nas
diluicbes de 1\50 a 1\800, resultados semelhantes aos encontrados por Almeida-
Paes e colaboradores (2007a, b) e Scott e Muchmore (1989).

Uma estratégia encontrada por alguns pesquisadores para diminuir ou
eliminar as reag6es inespecificas foi o tratamento do antigeno com metaperiodato de
sédio para quebrar epitopos de -carboidratos do antigeno, que podem ser
responsaveis pelas reacdes cruzadas, o que levou a um aumento consideravel da
sensibilidade e da especificidade no diagnéstico da histoplasmose (GUIMARAES et
al., 2004) e da PCM (ALBUQUERQUE; MARQUES da SILVA; CAMARGO, 2005).
Entretanto, no presente trabalho, para o diagnéstico da esporotricose, a estratégia
de tratamento do antigeno com metaperiodato de sodio ndo melhorou a
discriminacdo entre 0s soros de pacientes com esporotricose com relacdo aos
demais outros grupos (Figura 11). A avaliacdo da especificidade e da sensibilidade
pela curva de ROC, como apresentado na Figura 13 confirmam estes achados.

Como disponivel na literatura, anticorpos de baixa afinidade podem ser
responsaveis pelas reacdes cruzadas. A afinidade e/ou avidez de anticorpos podem
ser avaliados pela adicdo de uréia 6M. Namujju e colaboradores (2011) realizaram
ELISA na presenca de solugéo de uréia 6M por 5 minutos para identificar anticorpos
de baixa avidez de IgG em pacientes com infec¢des por papilomavirus humano e os
resultados mostraram que uma quantidade significativa de mulheres apresentavam
anticorpos de baixa avidez. Por sua vez, Rahbari e colaboradores (2012)
demonstraram que os valores de avidez de IgG é capaz de diferenciar toxoplasmose
aguda de cronica.

Outra estratégia empregada neste trabalho foi a inclusdo de uma nova etapa
na técnica de ELISA, utilizando uma solugdo de uréia 6M, pois esta (uréia) tem a
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propriedade de quebrar as ligagBes de baixa afinidade entre antigeno-anticorpo,
ligacBes estas responséaveis pelas reacdes inespecificas.

A Figura 12 mostra os resultados da ELISA utilizando solucdo de uréia 6M
em diferentes tempos de incubacdo. A adicdo de uréia foi capaz de diminuir
drasticamente os valores de D.O. dos soros de individuos esporotriquina negativos e
de pacientes com PCM. Nossos resultados estdo de acordo com os dados da
literatura apresentados acima, pois esses dados revelam que as ligacdes
inespecificas de antigeno-anticorpo foram quebradas. A avaliacdo da curva de ROC
comparando as sensibilidade e especificidade da ELISA utilizando os pontos de
corte em cada tratamento mostrou ser esta estratégia adequada ao diagnéstico da
esporotricose (Figura 14). As melhores combinacfes da diluicdo do soro x tempo de
incubacdo com a uréia foram 1\200/20 min, 1\400/20 min, 1\800/5min, 1\3200/10min
e 1\1600 por 5, 10 e 20 min. Portanto, a estratégia utilizando uréia aumentou a
sensibilidade e a especificidade do teste para o diagndstico da esporotricose.

Estamos cientes que o pequeno numero de amostras de pacientes com
esporotricose consiste em uma limitacdo do presente trabalho. No entanto, isto ndo

inviabiliza os resultados aqui apresentados.
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6 CONCLUSAO

O ensaio de imunodifusdo radial dupla para o painel de soros apresentou
baixo valor de sensibilidade (25%) e alto de especificidade (100%) no
diagnéstico da esporotricose.

O teste ELISA tradicional apresentou baixo valor de especificidade no
diagnéstico da esporotricose.

A estratégia de uso do metaperiodato de sédio no teste ELISA mostrou-se
ineficiente em discriminar 0s soros de pacientes com esporotricose de soros
de pacientes com paracoccidioidomicose e soros de individuos esporotriquina
negativos.

A estratégia de uso da uréia 6M no teste de ELISA mostrou-se eficiente em
discriminar os soros de pacientes com esporotricose de soros de pacientes

com paracoccidioidomicose e soros de individuos esporotriquina negativos.
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APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

MINISTERIO DA EDUCAGAO
Universidade Federal de Alfenas . Unifal-MG
Rua Gabriel Monteiro da Silva, 700 — Alfenas/MG — CEP 37130-000 9 L)
Fone: (35) 3299-1000. Fax: (35) 3299-1063 Unifalz

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Universidade Federal de Alfenas

Titulo do projeto: Inquérito soro-epidemioldgico da esporotricose em areas
rurais do municipio de Alfenas, MG

Coordenador: Prof. Dr. Luiz Cosme Cotta Malaquias
Telefone do Laboratorio de Microbiologia da Unifal: (35) 32991305
Telefone do Comité de Etica da Unifal: (35) 32991318

Vocé estd sendo convidado a participar de uma pesquisa que tem como
objetivo avaliar através de um teste soroldgico chamado de ELISA a presenca de
anticorpos para a esporotricose. A esporotricose € uma micose cutanea
caracterizada por leses na pele e no tecido subcutaneo ocasionada pela inoculagéo
do Sporothrix schenckii. Isto se da frequentemente por um trauma mecanico. Partes
do fungo podem estar junto ao solo, em arvores, arbustos, troncos, espinhos, etc, e
a pessoa ao se ferir, pode introduzir o fungo na pele ocasionando feridas ou
nodulos. A pessoa pode ou ndo desenvolver a doenca ou té-la sob a forma
silenciosa.

Esse trabalho faz parte de uma pesquisa envolvendo a Universidade Federal
de Alfenas. Para realizar este projeto, necessita-se de sangue para realizacdo do
teste. O soro da pessoa sera comparado a de uma outra que apresenta a doenca.
Desta forma pode-se saber se vocé ja entrou em contato com o fungo, mas nao quer
dizer que vocé tem a doenca.

Antes de aceitar participar da pesquisa, leia atentamente as explicacbes
abaixo que informam sobre o procedimento. Vocé podera recusar a participar da
pesquisa e podera abandonar o procedimento em qualquer momento, sem nenhuma
penalizacdo ou prejuizo.

A sua participacdo envolvera a inoculacdo de esporotriquina na pele, cujo
sinais clinicos da reacdo podem causar inflamacdo local apdés 72 horas da
inoculacdo do antigeno, e posteriormente a retirada de sangue em veia periférica,
local onde normalmente é coletado sangue para exames de rotina. A coleta sera
realizada exclusivamente com material descartavel, ou seja, utilizavel uma Unica vez,
reduzindo os riscos de qualquer contaminacao e por profissional treinado. A puncgao
venosa para coleta de sangue causa leve dor local, podendo em alguns casos levar
a formacéo de pequenos hematomas locais e discreto sangramento.

A participagcdo, como voluntario, ndo auferira nenhum privilégio, seja ele de
carater financeiro ou de qualquer natureza, podendo esta participacdo ser excluida
do projeto em qualquer momento sem prejuizo ao seu responsavel.
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Toda informacédo e os resultados obtidos seréo tratados de forma sigilosa e
arquivada e apenas as pessoas envolvidas no estudo terdo acesso a estas
informacdes.

Na apresentacdo dos resultados ndo serdo citados o seu nome ou do
participante pelo qual vocé é responsavel.

Agradecemos desde ja, sua participacao.

Confirmo ter revisado o contetdo deste termo. A minha assinatura abaixo indica o
meu consentimento em participar desta pesquisa.

Alfenas, de de 20

Assinatura do participante ou responsavel

Assinatura do pesquisador
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APENDICE B - Curvas de ROC sobrepostas para o tratamento dos soros com
uréia 6M
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