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Diagnóstico laboratorial diferencial entre tuberculose e paracoccidioidomicose
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)RESUMO
[image: ]A paracoccidioidomicose (PCM) e a tuberculose (TB) são doenças graves, fatais, com sintomatologia respiratória importante, entretanto só a TB é investigada rotineiramente. O objetivo deste estudo foi determinar a prevalência de PCM entre os pacientes sintomáticos respiratórios residentes em Maringá e o aprimoramento do diagnóstico laboratorial da PCM. Foram analisadas amostras de escarro e sangue de pacientes triados para o diagnóstico de TB, encaminhadas ao Laboratório de Ensino e Pesquisa em Análises Clínicas – LEPAC/UEM. De todos os pacientes foram realizados os seguintes métodos: 1) baciloscopia e cultura para bacilo-álcool-ácido resistentes (BAAR); 2) exame micológico direto, coloração metenamina- prata segundo Gomori-Grocott para investigar a presença de Paracoccidioides brasiliensis; 3)
três técnicas sorológicas para PCM: Imunodifusão, ELISA e Western blot (WB). Os resultados foram divididos em dois artigos. No primeiro, “Paracoccidioidomicose e tuberculose: o erro diagnóstico ainda persiste” foi relatado o caso de um paciente portador de PCM, supostamente há 15 anos, que apesar das pesquisas de BAAR sempre negativas, foi tratado empiricamente para TB, por duas vezes sem sucesso. O correto diagnóstico somente ocorreu com este estudo, chamando a atenção para a importância da investigação paralela de TB e PCM. Já o segundo artigo “Contribuição do Western blot no diagnóstico diferencial entre paracoccidioidomicose e tuberculose pulmonar”, é um informe preliminar mostrando a contribuição do WB no diagnóstico diferencial entre essas doenças. Foi proposto um ponto de corte capaz de minimizar possíveis reações cruzadas entre TB e PCM, apresentando a técnica de WB como uma importante ferramenta a ser utilizada em laboratórios clínicos.
Palavras-chave: Paracoccidioidomicose. Tuberculose. Western blot. Diagnóstico diferencial.
Erro diagnóstico.
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Differential laboratory diagnosis between tuberculosis and paracoccidioidomycosis

 (
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)ABSTRACT
[image: ]Paracoccidioidomycosis (PCM) and tuberculosis (TB) are serious and fatal diseases with important respiratory symptoms; however only TB is routinely investigated. The aim of this study was determine the PCM prevalence in pulmonary symptomatic patients living in Maringá and improve the laboratory diagnosis of PCM. Sputum and blood samples of patients attended at Laboratório de Ensino e Pesquisa em Análises Clínicas – LEPAC/UEM for TB diagnosis were analyzed. The following techniques were performed for all patients: 1) Acid fast smear and culture for mycobacteria; 2) direct mycological exam and special stain
Gomori-Grocott methenamine silver to investigate the presence of Paracoccidioides brasiliensis; 3) three serologic techniques for PCM ( Immunodifusion, ELISA and Western blot -WB). The results were shown in two papers. In first, “Paracoccidioidomycosis and tuberculosis: misdiagnosis still persists” is a paracoccidioidomycosis case report of a patient that had symptoms during fifteen years, in spite of never have had a positive Acid fast smear, he received twice empirical treatment for TB with no success. The correct diagnosis occurred only with this study, and attracts attention to the importance to run a parallel investigation between TB and PCM. As a second paper “Western blot (WB) contribution in differential diagnosis between paracoccidioidomycosis and pulmonary tuberculosis”, is a preliminary study showing the contribution of the WB in the differential diagnosis between these diseases. It was proposed a cut-off to minimize cross reaction between both diseases, showing WB with a potential tool to be included in clinical laboratories.
Keywords: Paracoccidioidomycosis. Tuberculosis. Western blot. Differential diagnosis.
Misdiagnosis.
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CAPÍTULO I



HISTÓRICO

[image: ]A micose sistêmica granulomatosa hoje definida como Paracoccidioidomicose (PCM ou Pb micose) já foi denominada de Blastomicose brasileira, Granuloma paracoccidióico, Blastomicose sul-americana, Moléstia de Lutz-Esplendore-Almeida, Moléstia de Almeida, Granulomatose blastomicóide tropical, Granuloma ganglionar maligno de origem blastomicética, Moléstia de Lutz, Granulomatose paracoccidióidica.
Completando o centenário de sua descoberta neste ano de 2008, a PCM assume importância cada vez maior, dado o aumento crescente dessa micose e, principalmente, em razão da gravidade de algumas de suas lesões anátomo-clínicas. Essa infecção de natureza fúngica tem sido bem estudada pelos pesquisadores brasileiros, sendo, todavia pouco conhecida dos dermatologistas e tropicalistas norte-americanos e europeus(1).
A PCM foi observada pela primeira vez em 1908, no Brasil, por Adolpho Lutz (18/12/1855 – 6/10/1940) – um genial pesquisador brasileiro diplomado em Berna (Suíça) - o qual chamou a atenção para as lesões orais e linfadenopatia cervical encontradas em dois pacientes atendidos na Santa Casa de São Paulo(2).
Diversos trabalhos, muito bem documentados por Splendore, contribuíram tanto para um estudo mais aprofundado da morfologia do fungo agente da PCM como para caracterização clínica da doença. Em 1910, em relatório apresentado ao IV Congresso Médico Latino-Americano, referindo-se aos casos de blastomicose observados até aquela época, Splendore afirmava: “Esses casos, todos mais ou menos semelhantes entre si, são caracterizados pela localização primitiva da lesão na mucosa da boca”. E, prosseguindo à página oito do seu trabalho, dizia: “em dois casos, o início foi propriamente na comissura labial e num terceiro, na gengiva. Os pacientes se queixavam, com freqüência de dificuldade de deglutição, alguns tinham enorme secreção salivar; quase todos acusavam extraordinário cansaço geral, sempre crescente” (1). No entanto, o trabalho fundamental de Splendore foi publicado na Itália, em 1912, no qual estudou quatro casos de PCM e descreveu com precisão os caracteres clínicos dessa infecção. Além disso, neste mesmo ano, propôs a denominação Zymonema brasiliense para designar o microrganismo causador dessa forma de micose profunda, extremamente difundida no Brasil.
Em 1930, Floriano Paulo de Almeida revalidou e redescreveu a espécie brasiliense de Splendore, dando ao referido microrganismo seu justo lugar em um novo gênero –
 (
49
)



Paracoccidioides. Desde então, a maioria dos micologistas utilizam a denominação Paracoccidioides brasiliensis para designar o agente da PCM. Já o termo Paracoccidioidomicose foi instituído em 1971 na reunião de micologistas das Américas em Medellin e persiste, até hoje, como nomenclatura oficial(3).
[image: ]Não resta a menor dúvida de que a Lutz e Splendore devemos o estudo dos primeiros casos de PCM observados no Brasil.

O FUNGO
P. brasiliensis é um fungo termo-dimórfico devido à sua capacidade de mudar da forma miceliana (infectante) para a leveduriforme (parasitária) pela diferença de temperatura, sendo este passo crucial para o estabelecimento da infecção pulmonar. No ambiente, temperatura de aproximadamente 25ºC, P. brasiliensis desenvolve na forma filamentosa e está assim distribuído na natureza, na forma de propágulos infectantes chamados conídios. Esses quando inalados, irão se alojar nos pulmões, onde a temperatura é de 37ºC que oferece aos conídios a oportunidade de transformação para leveduras e, então desenvolver a micose(4).
O fungo agente da PCM é um microrganismo verdadeiramente patogênico, que se instala primeiramente nos pulmões e ali pode permanecer por anos circunscrito por um granuloma que é o resultado da resposta primária do hospedeiro produzida a fim de destruir e eliminar o microrganismo. Por alterações na relação fungo-hospedeiro ainda desconhecidas, após anos de quiescência o fungo se reativa e inicia o processo de multiplicação, provocando sérias alterações teciduais(2).
Muitos estudos têm sido realizados a fim de elucidar o habitat natural do P. brasiliensis. Franco e colaboradores (5) descreveram como características favoráveis ao seu desenvolvimento solo úmido, rico em matéria orgânica e coberto por vegetação, em regiões com a temperatura em torno de 20ºC sem variações drásticas. Existem alguns artigos sobre o isolamento de P. brasiliensis do solo, particularmente em áreas de cultivo de café no Brasil(6). Restrepo, McEwen e Castañeda (7), em uma revisão sobre o habitat natural de P. brasiliensis, apresentam dados de muitos estudos confirmando a presença do fungo, pelo isolamento em meio de cultura e análise histopatológica, em tatus de nove cintas (Dasypus novemcinctus) originários de distintas regiões endêmicas do Brasil: Botucatú - São Paulo, Ibiá – Minas Gerais, Serra da Mesa – Goiás. Em um destes estudos a taxa de infecção aproximou-se de 75%(8). Além disso, dados apontam não só a infecção dos tatus pelo P. brasiliensis, mas também a manifestação da doença nestes mamíferos, confirmada pela presença de granulomas encontrados no baço e pulmões destes animais.



[image: ]Um número de potenciais fatores de virulência e outros eventos são considerados importantes para fungos invasivos, incluindo dimorfismo, crescimento em altas temperaturas, aderência a células do hospedeiro, componentes da parede celular, produção de enzimas como proteinases, lipases, fosfolipases - e outros(9). Nos últimos anos vários grupos de pesquisadores têm investido grandes esforços para elucidar os diversos fatores de virulência do P. brasiliensis, tanto em sua forma miceliana como na leveduriforme. Estudos experimentais demonstram diferenças morfológicas entre linhagens distintas de P. brasiliensis isoladas de espécimes clínicos após passagem em animal(10).
A produção de melanina é uma característica de resistência já identificada em outros fungos. Estudos in vitro mostram que células melanizadas de Cryptococcus neoformans, por exemplo, são menos susceptíveis aos danos causados pela luz UV que as células não melanizadas, tornando-os mais resistentes aos intempéries ambientais(11). Silva et al. (12) demonstraram a produção de melanina por P. brasiliensis in vitro, o que contribuiu tanto para menor susceptibilidade do fungo a potentes drogas antifúngicas, particularmente anfotericina B, como contra a fagocitose. Portanto, a melanização pode apresentar importante impacto nos tratamentos de pacientes com PCM e pode ser um potencial marcador terapêutico no futuro.
Componentes da parede celular também parecem influenciar na virulência do P. brasiliensis. Estudos sugerem o envolvimento de paracoccina e quinina na organização da parede celular do fungo: quinina parece se acumular nos sítios de brotamento e pode ser passo crucial na divisão celular. A interação quinina/paracoccina pode estar envolvida na biogênese da parede celular e consequentemente no crescimento do P. brasiliensis(13).
Em uma revisão sobre a virulência de P. brasiliensis baseada no transcriptoma, Tavares e colaboradores (9) puderam fornecer importantes informações sobre a fisiologia do complexo fungo P. brasiliensis. A comparação das seqüências de DNA com outros fungos permitiu a identificação de vários genes de virulência no agente da PCM, agrupando-o em cinco classes. Estas se distinguem por genes relacionados ao metabolismo, parede celular, detoxificação, fatores secretados e outros determinantes. Tais achados podem ser úteis, como ponto de partida, para um melhor entendimento molecular deste tão importante patógeno humano.

A DOENÇA
A PCM está distribuída de forma endêmica na América Latina, principalmente no Brasil, Argentina, Colômbia e Venezuela, afetando com maior freqüência trabalhadores rurais(14). De acordo com dados de inquéritos epidemiológicos realizados com



paracoccidioidina nestes países, acredita-se que em torno de 50% dos habitantes de zonas endêmicas tenham sido expostos ao agente desta micose. A faixa etária mais acometida situa- se entre 30 e 50 anos de idade e mais de 90% dos casos são do sexo masculino. Embora haja grandes variações entre as regiões, na média estima-se que cerca de 10% dos casos da doença ocorram até os 20 anos de idade e os demais ocorram em idade mais avançada(4).
[image: ]A taxa de acometimento da PCM em adultos varia entre 10 a 15 homens para 1 mulher, o que não ocorre na infância, onde a infecção e a doença se distribuem uniformemente entre ambos os sexos, com ligeiro predomínio do masculino em adultos jovens. A razão da maior freqüência de acometimento em homens por essa micose baseia-se nas características estruturais do P. brasiliensis que apresenta receptores para o 17-β-estradiol em seu citoplasma, este hormônio inibe a transformação de micélio para levedura. Portanto, as mulheres são menos afetadas entre a menarca e a menopausa, ou seja durante a idade fértil(15). Neste momento vale a pena ressaltar que, nas últimas décadas muitas mulheres em idade fértil têm apresentado alterações hormonais importantes, tais como: Síndrome do ovário policístico, uso prolongado de contraceptivos orais, menopausa precoce e outros, o que pode tornar esse grupo tão susceptível quanto os homens, principalmente em área endêmica.
Os indivíduos acometidos pela PCM, usualmente encontram-se na fase mais produtiva da vida, sendo que a doença leva a impacto social e econômico, já que em muitas situações pode ser considerada uma doença ocupacional. Esta micose representa um importante problema de Saúde Pública devido ao seu alto potencial incapacitante e à quantidade de mortes prematuras que provoca(4).
Os sinais e sintomas da PCM são muito variados. A doença varia quanto à gravidade envolvendo primeiramente os pulmões, com subseqüente disseminação para outros órgãos e sistemas. As lesões secundárias podem ocorrer na pele, linfonodos e glândulas adrenais(16). A interação fungo-hospedeiro sem a expressão da doença, ou seja, ausência de sinais e sintomas é conhecida como PCM infecção. Um desequilíbrio nesta interação leva a maior multiplicação fúngica e disseminação linfo-hematogênica e expressão da doença como forma aguda, mais comum em crianças e adultos jovens. A forma crônica reflete a reativação das lesões fúngicas nos pulmões (granulomas) ou qualquer outro órgão anos mais tarde, já na idade adulta. A evolução de infecção para doença, nestas diferentes formas clínicas, depende de muitos fatores, dos quais: meio ambiente, status imunológico do hospedeiro e virulência do parasito(17, 18).
O controle da infecção depende da resposta imune celular efetiva, geralmente associada ao padrão Th1 de resposta imunológica, resultando na formação de granulomas



[image: ]compactos. Esta organização da resposta imune celular permite o controle da replicação do fungo, mas formas quiescentes podem persistir no interior do granuloma(4). Pacientes com PCM localizada, normalmente apresentam baixos níveis de anticorpos (Ac) específicos e resposta imune celular adequada. Enquanto que aqueles pacientes com a doença disseminada tipicamente mostram altos níveis de Ac específicos, ativação policlonal de células B, antigenemia e resposta imune celular deficiente(17, 18).

DIAGNÓSTICO
O diagnóstico definitivo da PCM inclui a visualização direta do patógeno: células características com múltiplos brotamentos em fluidos biológicos e/ou biópsias de tecidos, ou ainda o isolamento do fungo de material clínico em meio de cultura(19). Ainda hoje é observada certa dificuldade no diagnóstico da PCM por várias razões: nem sempre o exame clínico é definitivo, pois as lesões e os sintomas ocasionados pelo fungo, algumas vezes não são exclusivos da PCM(20). Além disso, a infecção primária pode ser assintomática e não detectada por raio X, pode apresentar quadro semelhante ao produzido por infecções pulmonares de origem bacteriana ou viral. As lesões buco faríngeas são muito semelhantes às de leishmaniose tegumentar, tuberculose, sífilis e processos neoplásicos(21, 22) exigindo diagnóstico diferencial com a forma crônica tipo adulto da PCM.
No entanto, grande atenção deve ser dada a Tuberculose (TB), devido à sobreposição da história clínica e epidemiologia. Dados indicam que as duas doenças podem coexistir numa freqüência aproximada de 5,5 a 14,4% dos casos(23, 24). A problemática maior é a própria indicação do tratamento empírico anti-TB uma vez que a sensibilidade da baciloscopia para TB é baixa(25). Entretanto, como infelizmente a pesquisa para PCM no escarro ainda não está totalmente difundida, há o risco de pacientes com PCM serem tratados para TB.
Dessa forma um diagnóstico laboratorial específico, com a demonstração do fungo, faz-se necessário para a conclusão diagnóstica. Os testes sorológicos podem contribuir no diagnóstico e, sobretudo têm importante valor no monitoramento da terapêutica da doença. Entre as técnicas sorológicas disponíveis, a Imunodifusão Radial Dupla (ID) é a mais utilizada, e capaz de acompanhar a evolução da doença. Permite monitorar o tratamento através da observação da queda dos títulos de anticorpos, é de baixo custo e fácil exeqüibilidade técnica. O único inconveniente é a baixa sensibilidade, inerente às técnicas de precipitação em gel, pois fornecem resultados falso negativos, mesmo no início do tratamento perdendo, portanto a função de acompanhar a queda dos anticorpos e indicar o final do tratamento. Nesse sentido têm sido avaliadas outras técnicas mais sensíveis como o Ensaio




Imunoenzimático (ELISA) e Western Blot (WB), ambas já são utilizadas largamente em laboratórios de pesquisa com fungos patogênicos. Considerando a alta sensibilidade dessas técnicas, seria interessante incluí-las na investigação laboratorial da PCM, sobretudo em pacientes sintomáticos respiratórios e com resultado negativo à ID para a PCM e baciloscopia para BAAR.
[image: ]Apesar de a PCM ser considerada endêmica na região noroeste do Paraná, ainda é pouco conhecida e documentada. Desde 1966 há relatos de casos PCM diagnosticados em Curitiba que foram considerados autóctones dessa região. Posteriormente alguns inquéritos epidemiológicos foram realizados sugerindo alta sensibilização da população aos antígenos de
P. brasiliensis. Foram encontrados índices de 51% de positividade na região de Curitiba(26), 50% em população rural de Londrina-PR(27) e 43% em operários de uma usina de álcool residentes em São Carlos do Ivaí e Paraíso do Norte(28). Dois estudos desenvolvidos na região, baseados na detecção de anticorpos pelo teste de ELISA em indivíduos saudáveis, aceitos na triagem clínica para doação de sangue, mostraram a aplicação dessa técnica para o conhecimento da epidemiologia da PCM. Paralelamente indicam altos níveis de sensibilização ao fungo P. brasiliensis de indivíduos saudáveis residentes na região. Maluf
(29) e colaboradores mostraram que de 680 soros de doadores de sangue provenientes de quatro municípios da região noroeste, 27% foram reatores aos antígenos de P. brasiliensis e a distribuição por município foi: Campo Mourão (42%), Maringá (34%), Cianorte (23%) e Umuarama (15%). Em Londrina 20% dos inquiridos estavam sensibilizados(30). Além disso, registros de PCM em crianças nascidas e criadas na região(31) reforçam a preocupação com essa doença no estado do Paraná, pois comprovam a presença do fungo no local e, portanto inferem maiores riscos de desenvolvimento da PCM.
O presente projeto permitirá ao Laboratório de Ensino e Pesquisa em Análises Clínicas
· LEPAC – UEM, a implantação de metodologias modernas e sofisticadas, de maior precisão e reprodutibilidade para o diagnóstico da PCM, tais como: ELISA e WB, em substituição à técnica atualmente utilizada, a ID.



JUSTIFICATIVA


O diagnóstico rotineiro de tuberculose de modo geral é realizado pela pesquisa direta (Baciloscopia) de bacilos álcool-ácido resistentes (BAAR) em esfregaço de secreção pulmonar, utilizando a coloração de Ziehl-Neelsen. Apesar de que, nos pacientes




paucibacilares e nos doentes de AIDS a cultura direcionada para BAAR é sempre recomendada, pois aumenta a sensibilidade e permite a identificação da espécie de micobactéria e a realização do teste de susceptibilidade às drogas antituberculosas.
[image: ]Da mesma forma o protocolo para diagnóstico rotineiro da PCM, nas rotinas laboratoriais nem sempre vem sendo aplicado. Neste sentido, a descoberta precoce de pessoas infectadas e o tratamento efetivo são metas primordiais para combater o recrudescimento da PCM. A necessidade de se conhecer e pesquisar os casos de PCM associado aos de tuberculose é importante na investigação do diagnóstico precoce, pois ambas as doenças tem semelhantes sinais e sintomas que podem confundir o clínico no diagnóstico das doenças. O laboratório por sua vez participa deste processo fornecendo suporte diagnóstico pelas técnicas microbiológicas que exercem importante influência na avaliação clínica e epidemiológica.
Normalmente a investigação clínica para tosse produtiva, emagrecimento com ou sem imagem radiológica, é para tuberculose, podendo existir uma falha na investigação de P. brasilienses. Podemos estar perdendo pacientes sem diagnóstico ou até com co-infecção entre as duas doenças. Salientando que a região do Noroeste do Paraná é zona endêmica para
P. brasilienses, onde temos: clima, temperatura, solo e umidade do ar compatível para o desenvolvimento deste fungo, que causa tão grande poder incapacitante ao homem.




OBJETIVOS


GERAL

Aperfeiçoar o diagnostico laboratorial diferencial entre tuberculose pulmonar e PCM, estabelecer a freqüência de PCM em pacientes triados clinicamente como suspeitos de tuberculose e avaliar a proporção da co-infecção por M. tuberculosis e P. brasilienses em pacientes atendidos no serviço público de Maringá.


ESPECÍFICOS

Determinar a prevalência de PCM entre os pacientes sintomáticos respiratórios residentes em Maringá, verificando a proporção das associações com a tuberculose.




Aprimorar o diagnóstico laboratorial da PCM, confirmando os casos detectados por meio do exame micológico direto através da pesquisa sorológica pelas técnicas de Imunodifusão radial, ELISA clássica e Western blot.
[image: ]Detectar e encaminhar os indivíduos infectados com P. brasiliensis para atendimento junto à rede pública de saúde do município, viabilizando diagnóstico clínico e laboratorial, tratamento adequado inclusive com fornecimento da medicação.
Realizar levantamento epidemiológico sobre a prevalência de PCM-doença e PCM- infecção elaborando e divulgando a série histórica da doença no município de Maringá. Contribuindo para a efetiva implantação e execução do protocolo da PCM em Maringá/PR.
Proporcionar interação entre os órgãos envolvidos de modo que enquanto subsídios técnico-científicos próprios da academia são transferidos aos serviços, o convívio e aplicação direta desses conhecimentos à rede básica de saúde fornecerão insumos e novos desafios que alimentarão futuros estudos sobre a PCM e seu agente etiológico o fungo P. brasiliensis.
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PARACOCCIDIOIDOMICOSE E TUBERCULOSE: O ERRO DIAGNÓSTICO AINDA PERSISTE
PARACOCCIDIOIDOMYCOSIS AND TUBERCULOSIS: MISDIAGNOSIS STILL PERSIST
[image: ]Thâmara Aline Bertoni1, Elisa Keiko Hirayama Takao2, José Ricardo Colleti Dias3, Terezinha Inez Estivalet Svidzinski4.

Resumo
É relatado um caso de paciente portador de paracoccidioidomicose, supostamente há 15 anos, que apesar das pesquisas de bacilo-álcool-ácido resistentes sempre resultarem negativas, foi tratado empiricamente para tuberculose por duas vezes sem sucesso. Recentemente, o fungo Paracoccidioides brasiliensis foi encontrado em exame micológico direto e em esfregaço corado com metenamina-prata segundo Gomori-Grocott. O teste de Imunodifusão Radial Dupla foi negativo, porém testes de maior sensibilidade, ELISA e Western blot, resultaram positivos. Este caso chama a atenção para a importância da investigação paralela de tuberculose e paracoccidioidomicose.
Descritores: Paracoccidioidomicose; tuberculose; erro diagnóstico.

Abstract
This study report a case of patient with paracoccidioidomycosis, has fifteen years, in spite of never had a positive baciloscopy exam, he received empirical treatment for tuberculosis twice without success. Recently Paracoccidioides brasiliensis was found in a direct mycological exam and in a special stain, Gomori-Grocott methenamine silver. Double immunodiffusion test showing negative result, however more sensible techniques like ELISA and Western blot were positive. This case attracts attention to the importance of parallel investigation between tuberculosis and paracoccidioidomycosis.
Keywords: Paracoccidioidomycosis; tuberculosis; misdiagnosis.
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INTRODUÇÃO

[image: ]A Paracocidiodomicose (PCM) é uma micose sistêmica grave, importante problema de Saúde Pública, se apresenta sob duas principais formas clínicas: aguda ou subaguda (juvenil) e crônica (adulto). A faixa etária mais acometida é entre 30 e 50 anos de idade, fase mais produtiva da vida, e mais de 90% dos casos são do sexo masculino(1).
A mortalidade por PCM é alta e os estudos apontam a doença como a oitava causa de óbito dentre as doenças infecciosas e parasitárias predominantemente crônicas no Brasil(1) sendo no Paraná classificada em quinto lugar nesse grupo de doenças. O índice de mortalidade é considerável, foram documentadas taxas de 3,48 mortes/milhão de habitantes(2).
Na clínica, o diagnóstico de PCM é considerado simples, porém o grande número de outras afecções com as quais pode ser confundida acaba dificultando um pouco. A forma crônica exige diagnóstico diferencial com doenças que envolvem as mucosas como câncer, leishmaniose cutâneo-mucosa, sífilis secundária ou terciária, sarcoidose, histoplasmose(2-4). No entanto, grande atenção deve ser dada a tuberculose (TB) devido à sobreposição da história clínica e epidemiológica. Além disso, as duas doenças podem coexistir numa freqüência aproximada de 5,5 a 14,4% dos casos(5, 6). A problemática maior é a própria indicação do tratamento empírico anti-TB uma vez que a sensibilidade da baciloscopia para TB é baixa (varia de 50 a 80%)(7).
Neste relato, o diagnóstico de PCM ocorreu tardiamente, em função da implantação de um projeto de pesquisa, por meio de técnicas simples de visualização do fungo em escarro, após aproximadamente 15 anos de investigação, diagnósticos e tratamentos equivocados para TB.




RELATO DE CASO

[image: ]Homem de 74 anos, portador de Diabetes Mellitos insulino-dependente em tratamento, diagnóstico de doença pulmonar obstrutiva crônica há 15 anos e quadro de depressão. História de tabagismo e etilismo por cerca de 30 anos. Residiu em região de Mirandópolis, interior do estado de São Paulo até aproximadamente os 20 anos de idade. Como ocupação principal foi motorista de caminhão, transportando agrotóxicos por mais de 30 anos. Há 15 anos queixava de dor torácica e tosse produtiva crônica, além de dispnéia progressiva aos pequenos e médios esforços. Na época, foram realizadas inúmeras baciloscopias de escarro, todas negativas, vários exames radiológicos de tórax mostravam infiltrado pulmonar, com derrame pleural à esquerda em algumas situações.
Recebeu tratamento empírico para TB por duas ocasiões: há 15 anos, no início da história e recentemente, uma vez que as imagens ao Raio X de tórax se mantinham com infiltração em ápice bilateral. Nessa ocasião a pesquisa de BAAR manteve-se negativa apesar de uma reação de PPD forte, igual a 10mm.
Este tratamento não resultou em melhora, ao contrário, houve piora do estado geral do paciente, emagrecimento e permanência das imagens pulmonares, mesmo com o tratamento para TB. Somente nesta fase, amostras de escarro e sangue do paciente foram incluídas em um projeto do laboratório de micologia para a pesquisa de PCM.
Cinco amostras de escarro foram analisadas, das quais duas exibiram estruturas fúngicas compatíveis com Paracoccidioides brasiliensis (Figura 1). Estes achados foram confirmados pela técnica de impregnação pela metenamina-prata, segundo Gomori-Grocott, em esfregaços de escarro (Figura 2). O teste de Imunodifusão Radial Dupla(8), exame sorológico de rotina, apresentou resultado negativo, porém testes de maior sensibilidade ELISA(9) e Western blot(10) (Figura 3) foram positivos.




[image: ]

[image: ]Figura 1- Exame micológico direto de amostras de escarro fluidificadas com dithioerythritol (Sigma® D-8161) e preparadas a fresco com tinta QuinK + KOH 20% evidenciando estruturas compatíveis com P. brasiliensis em aumento de 40X.
[image: ]
Figura 2 - P. brasiliensis em esfregaço de escarro corado pela técnica de Gomori-Grocott em aumento de 40X.
[image: ]
Figura 3 – Resultados da sorologia por Western blot realizada para confirmação do caso: Linha (+): soro do paciente revelando a presença de anticorpos produzidos contra o componente de 43KDa; Linha (-): soro controle negativo; Linha (PM): padrão de pesos moleculares.




DISCUSSÃO

[image: ]A combinação de PCM e TB é reconhecida de longa data(11), podendo ocorrer de forma simultânea ou seqüencial. O diagnóstico equivocado é raro em pacientes atendidos por profissionais experientes, mais comum nas fases iniciais da doença, período em que os sinais clínicos e radiológicos, nem sempre permitem clara distinção entre as doenças(5).
A PCM tem como agente o fungo termodimórfico P. brasiliensis, que infecta o homem através da inalação de conídios, estruturas de reprodução do fungo produzidas na fase filamentosa (25ºC) presente em solos úmidos de regiões com temperaturas amenas (em torno de 20ºC)(12). É uma micose de grande interesse e prevalência nos países da América Latina, evolui frequentemente para o óbito se não diagnosticada precocemente e tratada de forma específica(1).
Apesar da infecção primária ocorrer por via inalatória, o fungo costuma atingir vários órgãos e sistemas, por disseminação hematogênica, originando ampla gama de manifestações clínicas, mas sem evidências de transmissão homem-homem(13).
O diagnóstico de PCM é confirmado pela demonstração direta das células multibrotantes características em amostras biológicas, ou o isolamento do fungo destes espécimes. Acredita-se que os casos de PCM sejam subestimados no Brasil, especialmente no interior do país, justificado por vários fatores: variabilidade de manifestações clínicas, semelhança com várias outras doenças, menor divulgação das micoses, que acabam negligenciando a PCM em relação à TB. Em regiões distantes dos grandes centros ainda não é rotineira a exclusão da PCM pela investigação laboratorial, ou seja, aparentemente PCM ainda não é incluída entre as hipóteses diagnósticas de sintomáticos respiratórios. Contudo, testes de intradermorreação indicam que mais de 40% da população que vive em áreas endêmicas teve contato com o fungo(14), este é um indicativo epidemiológico importante que




justifica a investigação da PCM em todos os respiradores sintomáticos, residentes nessas regiões.
[image: ]Além do contato com o fungo e da falha nos mecanismos de defesa do hospedeiro, alguns hábitos de vida contribuem para o desenvolvimento da PCM como etilismo crônico, desnutrição e tabagismo, todos relatados pelo paciente sujeito deste relato. Essas condições são comuns em trabalhadores rurais de baixo nível sócio-econômico e representam riscos importantes na progressão da doença, pois interferem na formação do granuloma e no mecanismo de defesa do hospedeiro. O paciente aqui investigado assumiu o hábito de ter consumido álcool diariamente por mais de trinta anos, o que segundo Martinez & Moya (15) teria grande importância na patogenia da forma crônica da PCM.
Por outro lado, a TB continua sendo causa de grande preocupação, a Organização Mundial da Saúde estima que um terço da população mundial esteja infectada com Mycobacterium tuberculosis. Destes, oito milhões de pessoas anualmente desenvolvem TB ativa e dois milhões morrem por essa doença a cada ano. A história clínica e imagens radiológicas permitem fundamentar uma suspeita de TB, mas que deve ser confirmada. O achado do bacilo álcool-ácido resistente (BAAR) em espécimes como escarro ou lavado brônquico, é o método confirmatório da tuberculose pulmonar. No entanto, a sensibilidade deste método é reconhecidamente baixa, variando entre 50 e 80%(7). Considerando que aproximadamente metade dos pacientes com TB pode apresentar baciloscopia do escarro negativa, é indicado o início do tratamento com tuberculostáticos, visando beneficiar o paciente e contribuindo para o controle da TB na comunidade(16). Contudo essa recomendação é justamente um dos fatores responsáveis pelo tratamento equivocado da PCM.
Os preditores para a presença de TB pulmonar quando a baciloscopia resulta negativa, incluem: teste da tuberculina, linfadenopatia cervical ou mediastinal, lesões cavitárias nos pulmões, história de contato com TB, tosse por mais de 3 semanas e perda de peso(7). No



[image: ]entanto, estes sinais não podem ser atribuídos indubitavelmente a TB. Segundo Lee et al. (16), um Raio X de tórax inicial com “áreas de neblina” consolidadas poderia ser um sinal independente para implementação de tratamento empírico anti-TB. No entanto, alterações radiológicas causadas na PCM e TB não são específicas nem fecham diagnóstico para qualquer das doenças. Imagens radiológicas alteradas em tórax são freqüentes no exame de rotina de pacientes com doenças pulmonares. Porém, as imagens encontradas podem ser semelhantes em vários tipos de agressões inflamatórias impostas ao parênquima pulmonar(17).
Neste relato, o tratamento empírico para TB foi realizado por duas vezes, não consecutivas, ambas sem confirmação laboratorial, portanto sem sucesso terapêutico. O diagnóstico de PCM somente ocorreu depois de 15 anos de sinais e sintomas clínicos progressivos e debilitantes e imagens radiológicas inespecíficas. Além disso, a confirmação da PCM ocorreu devido à implantação de um projeto de pesquisa, que investiga PCM em todas as amostras de escarro encaminhadas para pesquisa de BAAR. Desde que recebeu o diagnóstico laboratorial de PCM, o paciente encontra-se em acompanhamento com infectologista recebendo Itraconazol 200mg/dia, segundo preconiza a Secretaria de Saúde do Estado do Paraná(1).
Entre os testes sorológicos, a Imunodifusão Radial Dupla é o único validado, é simples, de baixo custo e de grande importância para o acompanhamento do tratamento da PCM. Seu ponto limitante é a baixa sensibilidade, um resultado negativo, como ocorreu neste caso, não exclui a possibilidade de PCM(18), além de inviabilizar a monitorização do tratamento. Testes mais sensíveis como ELISA e Western blot prometem incrementar a sensibilidade e especificidade dos métodos imunológicos para diagnóstico e acompanhamento da PCM. A evidenciação de anticorpos produzidos contra o componente de 43kDa, considerado específico de P. brasiliensis, está de acordo com o achado inquestionável do fungo no escarro.




[image: ]A decisão de submeter o relato deste paciente visa chamar a atenção dos pneumologistas para a importância da investigação paralela de TB e PCM. Somente dessa forma será possível a confirmação da co-morbidade e afastar o risco de doentes de PCM serem tratados para TB, mesmo sem o achado microbiológico de BAAR, preocupação registrada desde 1968(11). Não é mais permitido considerar apenas teoricamente o fato das duas doenças se sobreporem clínica e epidemiologicamente. Informações clássicas da literatura e da academia precisam ser refletidas na prática pela investigação das duas doenças concomitantemente.
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[image: ]Artigo: “Contribuição da técnica de Western blot no diagnóstico diferencial entre paracoccidioidomicose e tuberculose pulmonar.”




CONTRIBUIÇÃO DA TÉCNICA DE WESTERN BLOT NO DIAGNÓSTICO DIFERENCIAL ENTRE PARACOCCIDIOIDOMICOSE E TUBERCULOSE PULMONAR
[image: ]WESTERN BLOT CONTRIBUTION IN DIFFERENTIAL DIAGNOSIS BETWEEN PARACOCCIDIOIDOMYCOSIS AND PULMONARY TUBERCULOSIS
Thâmara Aline Bertoni2, Maysa Cláudia Zolin Perenha Viana1, Eliana Valéria Patussi2, Rosilene Fressatti Cardoso3, Terezinha Inez Estivaleti Svidizinski2.

RESUMO
Foi realizado um estudo preliminar com o objetivo de padronizar a técnica de Western blot para contribuir no diagnóstico diferencial entre paracoccidioidomicose e tuberculose. É proposto um ponto de corte capaz de minimizar reações cruzadas entre as duas doenças mostrando potencial para ser incluída em laboratórios clínicos.

Palavras-chaves:	Paracoccidioidomicose.	Tuberculose.	Western	blott.	Diagnóstico diferencial.


ABSTRACT
A preliminary study was performed with the aim to standardize a Western blot technique for differential diagnosis between paracoccidioidomycosis and tuberculosis. This study proposed a cut-off to minimize cross reaction between both diseases showing a potential tool to be included in clinical laboratories.

Key-words: Paracoccidioidomycosis. Tuberculosis. Western Blot. Differentiate diagnosis.

Paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistêmica, de natureza granulomatosa, causada pelo fungo termo-dimórfico Paracoccidioides brasiliensis. É a oitava causa de morte no Brasil considerando as doenças infecciosas e parasitárias predominantemente crônicas, superando inclusive a leishmaniose, demonstrando que essa doença possui grande magnitude

2	Programa de Pós-Graduação em Análises Clínicas da Universidade Estadual de Maringá, Maringá, PR. 2Disciplina de Micologia Médica, Universidade Estadual de Maringá, Maringá, PR. 3Laboratório de Micobactérias, Universidade Estadual de Maringá.
Endereço para correspondência: Profa. Dra. Terezinha Inez Estivalet Svidzinski. Disciplina de Micologia Médica/Departamento de Análises Clínicas/UEM. Av. Colombo 5790, bloco J90 sala 11, CEP: 87020-900 - Maringá, PR.
Tel: 55 44 3261-4809; Fax: 55 44-3261-4959.
e-mail: tiesvidzinski@uem.br
Comitê Permanente de Ética em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos. Registrado no CONEP em 10/02/1998. Nº do Parecer = 302/2006.
Suporte financeiro: Fundação Araucária. Processo nº: 8843.



[image: ]e pequena visibilidade5. Trata-se de uma doença grave que se apresenta com uma variada gama de sinais e sintomas clínicos classificados em duas formas: aguda ou subaguda “tipo juvenil”, por acometer principalmente crianças ou adolescentes, e a forma crônica “tipo adulto”. A primeira é a forma mais rara, porém mais grave, atinge gânglios linfáticos, baço, fígado, levando com freqüência à disfunção da medula óssea. A maioria dos casos entretanto, evolui para a forma crônica, caracterizada por comprometimento pulmonar, lesões ulceradas de pele, mucosas (oral, nasal, gastrointestinal), baço e fígado e por linfadenopatia13.
O polimorfismo da apresentação clínica da PCM permite que esta doença seja incluída no diagnóstico diferencial de vários agravos humanos, de origem infecciosa ou não. Entre as doenças respiratórias, a diferenciação deve ser feita com a histoplasmose, coccidioidomicose, sarcoidose e principalmente com a tuberculose (TB)1 10.
A associação entre PCM e TB não é incomum, ocorre numa freqüência que varia entre 5,5 a 15,8%9 11 e, a determinação do diagnóstico diferencial entre elas, baseada unicamente em dados clínicos e radiológicos, pode ser difícil. As duas doenças podem ocorrer de forma simultânea ou seqüencial. Em aproximadamente 75% dos casos de PCM os pulmões são comprometidos, e as lesões pulmonares iniciais teriam características semelhantes ao complexo primário da tuberculose7. Segundo Quagliato et al. (2007), o erro diagnóstico pode ocorrer, especialmente em unidades básicas de saúde, em casos cuja apresentação clínica e radiológica não permite distinção clara entre as duas doenças. O tratamento incorreto aumenta a chance de seqüelas pulmonares, tais como fibrose, bronquiectasias e insuficiência respiratória crônica.
O diagnóstico definitivo da PCM é estabelecido pela visualização de células leveduriformes de P. brasiliensis em exame micológico direto a fresco ou em técnicas histopatológicas, alternativamente pode ser fornecido pelo isolamento e identificação do fungo em cultura. Da mesma forma o diagnóstico da TB é estabelecido pela pesquisa direta




[image: ]dos bacilos-álcool-ácido resistentes (BAAR) e pelo isolamento e identificação do Mycobacterium tuberculosis. Essas técnicas, entretanto têm alguns importantes fatores limitantes que são inerentes aos próprios fundamentos de cada uma como o longo tempo para desenvolvimento e identificação dos agentes, baixa sensibilidade das técnicas diretas (baciloscopia e exame micológico direto). Além disso, o difícil acesso a amostras mais representativas implica que o escarro seja o material biológico de rotina para pesquisa de BAAR e P. brasiliensis. O escarro espontâneo ou induzido além de ser altamente contaminado pode não conter microrganismos suficientes para o diagnóstico direto o que aliado à possibilidade dos indivíduos já terem recebido tratamento prévio, dificulta ainda mais o desenvolvimento dos agentes e confere ao diagnóstico microbiológico menor poder discriminatório.
Portanto, a busca de métodos diagnósticos indiretos que forneçam resultados mais rápidos e seguros é objetivo de muitos grupos de estudos. A sorologia para esta micose é de extrema importância, além de auxiliar no diagnóstico, é útil no controle de cura dos pacientes13. Testes sorológicos fornecem resultados precoces aos da cultura e histopalogia e poderiam ser bem utilizados para o diagnóstico da PCM2. Contudo ainda carecem de validação para uso rotineiro em laboratórios clínicos. O teste de Imunodifusão Radial Dupla (ID) é o método sorológico clássico o qual está padronizado e é aceito, sobretudo para monitorização da terapêutica da PCM, por meio do acompanhamento da queda de anticorpos. Porém para o diagnóstico de PCM tem contribuição limitada, é questionado pela sua baixa sensibilidade, um resultado negativo não excluiria a possibilidade da doença. Por outro lado testes mais sensíveis como os imunoenzimáticos (ELISA) e Western blot (WB) poderiam contribuir com um diagnóstico mais rápido além de servirem como bons indicadores da evolução do tratamento, por detectarem concentrações menores de anticorpos que a ID.




Neste sentido o presente trabalho objetiva apresentar e discutir resultados preliminares dos testes sorológicos: ID, ELISA e WB, aplicados a uma população triada para diagnóstico de TB, na intenção de contribuir com a padronização de métodos imunológicos mais seguros, rápidos e que possam ser úteis no diagnóstico diferencial entre TB e PCM.
[image: ]Com a criação do “Centro Interdisciplinar para o Diagnóstico e Acompanhamento da Paracoccidioidomicose”, pacientes sintomáticos respiratórios, triados e encaminhados para pesquisa de TB foram simultaneamente investigados quanto à PCM. Realizaram-se exames de baciloscopia e cultura para BAAR, exame micológico direto a fresco (MD), ID3 e ELISA8. A técnica de WB14 somente foi empregada nas situações em que o diagnóstico para TB e/ou PCM eram positivos.
A técnica de ELISA utilizada neste estudo baseou-se em Maluf et al. (2003). O ponto de corte utilizado foi densidade óptica (DO)=1,0. Para padronização do método WB soro de cinco pacientes com PCM confirmada foram diluídos até 1:800. Destes um tinha resultado negativo à ID e quatro com ID positiva com títulos de 1:2, 1:4, 1:16 e 1:32. Ainda nesta bateria de padronização foi utilizado soro de um paciente com TB e sem PCM (excluída por critérios clínicos e laboratoriais). Os resultados de WB foram positivo até a diluição de 1:800 para os soros dos cinco pacientes com PCM. Já para o paciente com TB a reação de WB foi positiva até a diluição de 1:200, ou seja, até esta diluição há possibilidade de reações cruzadas entre PCM e TB. Diante deste panorama fixou-se como ponto de corte a diluição 1:400 para a técnica de WB13, título este que incluiu pacientes com baixos níveis de anticorpos em ID e excluiu resultados falso-positivos ou possível reação cruzada com TB.
No período de estudo compreendido entre Fevereiro de 2007 e Agosto de 2008 foram analisadas amostras de escarro de 540 pacientes. Destes somente foi possível obter amostras de sangue de 250 pacientes. Até o momento foi possível realizar todos os exames (BAAR, cultura para BK, MD, ID, ELISA e WB), de 134 deles dos quais 11 (8,2%) foram




[image: ]confirmados com TB pulmonar e seis (4,5%) tiveram diagnóstico micológico (MD) positivo para PCM. Este dado é relevante visto que a população havia sido triada para pesquisa de TB, não havia nenhuma suspeita de PCM, comprovando que essa micose está sendo subvalorizada. Não houve concomitância das duas doenças, todas as amostras dos indivíduos TB positivos foram negativas para a pesquisa do fungo.
O perfil sorológico dos seis pacientes com PCM foi: somente um (16,7%) teve resultado positivo para ID, confirmando a baixa sensibilidade do método. Já em quatro deles (66,67%) foi encontrada DO superior a 1,0 ao teste de ELISA, enquanto todos os pacientes com PCM apresentaram resultado positivo para WB na diluição 1:400.
A especificidade dos testes sorológicos depende da qualidade do antígeno de P. brasiliensis utilizado e do grau de reações cruzadas com outras enfermidades originando resultados falso positivos4. A fim de eliminar estes interferentes e padronizar uma técnica de ELISA e WB reprodutível, utilizou-se para este estudo o antígeno de P. brasiliensis produzido pelo Centro de Produção e Pesquisa de Imunobiológicos (CPPI) e distribuído aos laboratórios públicos. Este é o antígeno utilizado para realização da ID há quase 10 anos3.
Nossos resultados preliminares permitem algumas conclusões importantes para a abordagem diagnóstica dessas duas doenças: ID realmente não tem valor diagnóstico, pois apenas detectaria um dos seis indivíduos positivos para PCM. ELISA foi mais sensível que ID, mas ainda carece de ajustes na padronização, pois com esse valor de corte teria detectado apenas quatro dos seis doentes de PCM, colocando em risco inclusive a sugestão de uso dessa técnica como ferramenta epidemiológica em inquéritos sorológicos6 8. Também não poderia servir de critério para diagnóstico definitivo de PCM tendo em vista uma reação falso-positiva em paciente de TB.
A maior contribuição deste estudo preliminar é, portanto, mostrar que a técnica de WB pode ser utilizada como ferramenta para firmar o diagnóstico diferencial entre TB e PCM,




[image: ]encaminhando para tratamento seguro pelo menos seis pacientes, triados e encaminhados para pesquisa de BAAR e, excluiu a concomitância das duas doenças. Sem esta investigação sorológica, provavelmente estes pacientes não seriam diagnosticados corretamente, ou ainda, poderiam ter sido diagnosticados com TB devido a alterações radiológicas e indicação clínica de tratamento empírico anti-TB, podendo evoluir para óbito devido a PCM.
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CAPÍTULO III


CONCLUSÕES


[image: ]O estudo realizado com pacientes triados para pesquisa de BAAR e posteriormente avaliados para PCM mostrou que:

1) A parceria entre Saúde Pública e Pesquisa, aqui representados por Secretaria Municipal de Saúde de Maringá e Laboratório de Micologia Médica – LEPAC, é possível e, apesar das dificuldades, é capaz de trazer muitos benefícios tanto à comunidade social quanto à científica.

2) A investigação clínica da PCM ainda é subvalorizada pelos profissionais de saúde e acredita-se que o diagnóstico equivocado entre TB e PCM ainda seja realidade no meio clínico, visto que pelo menos um paciente de nossa casuística foi tratado para TB, por duas vezes sem sucesso, foi confirmado com PCM, graças à implantação de um projeto regional.

3) Western blot parece ser uma importante ferramenta para diagnóstico sorológico da PCM num futuro próximo, pois resultados preliminares mostram grande capacidade desta técnica em minimizar reações cruzadas entre as doenças pulmonares, TB e PCM.

4) É necessário alertar os profissionais da saúde para uma constante vigilância em relação à PCM, pois é uma micose importante, endêmica no Estado do Paraná e tem sido causa de mortes sem o adequado diagnóstico (dados não publicados).




PERSPECTIVAS FUTURAS


Frente aos promissores resultados obtidos com a técnica de Western blot, faz-se necessário o seu aperfeiçoamento metodológico aumentando o número de pacientes testados, com o objetivo de padronizar um método seguro, sensível e específico para o diagnóstico e acompanhamento sorológico da PCM.
[image: ]Análises adicionais também podem trazer benefícios em relação à coloração pela impregnação da prata (Gomori-Grocott), técnica que pode auxiliar o método clássico, micológico direto, na visualização direta de estruturas características de P. brasiliensis.
Além das melhorias laboratoriais que ainda podem ser alcançadas a partir destes resultados científicos, este trabalho contribui para a implantação, ainda incipiente, do projeto “CIDAP” para o adequado diagnóstico e acompanhamento de pacientes com PCM. No entanto, constante deve ser o contato mantido com profissionais envolvidos na Saúde Pública, para a ampliação deste protocolo e tratamento adequado de pacientes sintomáticos respiratórios.
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