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RESUMO

A paracoccidioidomicose (PCM) e a tuberculose (TB) sdo doencas graves, fatais, com

sintomatologia respiratoria importante, entretanto s6 a TB € investigada rotineiramente. O
objetivo deste estudo foi determinar a prevaléncia de PCM entre os pacientes sintoméaticos
respiratorios residentes em Maringd e o aprimoramento do diagndstico laboratorial da PCM.
Foram analisadas amostras de escarro e sangue de pacientes triados para o diagnoéstico de TB,
encaminhadas ao Laboratdrio de Ensino e Pesquisa em Anélises Clinicas — LEPAC/UEM. De
todos os pacientes foram realizados os seguintes métodos: 1) baciloscopia e cultura para
bacilo-dlcool-acido resistentes (BAAR); 2) exame micoldgico direto, coloracio metenamina-
prata segundo Gomori-Grocott para investigar a presenca de Paracoccidioides brasiliensis; 3)
trés técnicas soroldgicas para PCM: Imunodifusdo, ELISA e Western blot (WB). Os
resultados foram divididos em dois artigos. No primeiro, ‘“Paracoccidioidomicose e
tuberculose: o erro diagndstico ainda persiste” foi relatado o caso de um paciente portador de
PCM, supostamente hd 15 anos, que apesar das pesquisas de BAAR sempre negativas, foi
tratado empiricamente para TB, por duas vezes sem sucesso. O correto diagndstico somente
ocorreu com este estudo, chamando a atengdo para a importancia da investigacao paralela de
TB e PCM. Ja o segundo artigo “Contribui¢do do Western blot no diagnéstico diferencial
entre paracoccidioidomicose e tuberculose pulmonar”, ¢ um informe preliminar mostrando a
contribuicdo do WB no diagnéstico diferencial entre essas doencas. Foi proposto um ponto de
corte capaz de minimizar possiveis reacdes cruzadas entre TB e PCM, apresentando a técnica
de WB como uma importante ferramenta a ser utilizada em laboratérios clinicos.

Palavras-chave: Paracoccidioidomicose. Tuberculose. Western blot. Diagnéstico diferencial.

Erro diagnéstico.
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Differential laboratory diagnosis between tuberculosis and

paracoccidioidomycosis

ABSTRACT (Times 12 centralizado negrito e itdlico)

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
Maringd and improve the laboratory diagnosis of PCM. Sputum and blood samples of patients
attended at Laboratério de Ensino e Pesquisa em Anélises Clinicas — 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.

Obs.: Conforme a norma da ABNT NBR 6022/2003 a palavra Keywords esta escrita junta,

em negrito e itdlico.
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CAPITULO 1

HISTORICO

A micose sistémica granulomatosa hoje definida como Paracoccidioidomicose (PCM
ou Pb micose) ja foi denominada de Blastomicose brasileira, Granuloma paracoccididico,
Blastomicose sul-americana, Moléstia de Lutz-Esplendore-Almeida, Moléstia de Almeida,
Granulomatose blastomicéide tropical, Granuloma ganglionar maligno de origem
blastomicética, Moléstia de Lutz, Granulomatose paracoccidididica.

Completando o centendrio de sua descoberta neste ano de 2008, a PCM assume
importancia cada vez maior, dado o aumento crescente dessa micose e, principalmente, em
razdo da gravidade de algumas de suas lesdes anatomo-clinicas. Essa infec¢do de natureza
fingica tem sido bem estudada pelos pesquisadores brasileiros, sendo, todavia pouco
conhecida dos dermatologistas e tropicalistas norte-americanos e europeus(l) .

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 (Suica) - o
qual chamou a atencdo para as lesdes orais e linfadenopatia cervical encontradas em dois
pacientes atendidos na Santa Casa de Sao Paulo®®.

Diversos trabalhos, muito bem documentados por Splendore, contribuiram tanto para
um estudo mais aprofundado da morfologia do fungo agente da PCM como para
caracterizacao clinica da doenga. Em 1910, em relatério 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, Sdo
caracterizados pela localizacdo primitiva da lesdo na mucosa da boca”. E, prosseguindo a
pagina oito do seu trabalho, dizia: “em dois casos, o inicio foi propriamente na comissura
labial e num terceiro, na gengiva. Os pacientes se queixavam, com freqiiéncia de dificuldade
de degluticdo, alguns tinham enorme secregdo salivar; quase todos acusavam extraordindrio
cansago geral, sempre crescente” . No entanto, o trabalho fundamental de Splendore foi
publicado na Itdlia, em 1912, no qual estudou quatro casos de PCM e descreveu com precisio
os caracteres clinicos dessa infeccdo. Além disso, neste mesmo ano, propds a denominacao
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 género —
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Paracoccidioides. Desde entdo, a maioria dos micologistas utilizam a denominagdo
Paracoccidioides brasiliensis para designar o agente da PCM. Jia o termo
Paracoccidioidomicose foi instituido em 1971 na reunido de micologistas das Américas em
Medellin e persiste, até hoje, como nomenclatura oficial®.

Nao resta a menor divida de que a Lutz e Splendore devemos o estudo dos primeiros

casos de PCM observados no Brasil.

O FUNGO

P. brasiliensis ¢ um fungo termo-dimoérfico devido a sua capacidade de mudar da
forma miceliana (infectante) para a leveduriforme (parasitdria) pela diferenca de temperatura,
sendo este passo crucial para o estabelecimento da infec¢io pulmonar. No ambiente,
temperatura de aproximadamente 25°C, P. brasiliensis desenvolve na forma filamentosa e
estd assim distribuido na natureza, na forma de propdgulos infectantes chamados conidios.
Esses quando inalados, irdo se alojar nos pulmdes, onde a temperatura ¢ de 37°C que oferece
aos conidios a oportunidade de transformagdo para leveduras e, entdo desenvolver a micose™.

O fungo agente da PCM € um microrganismo verdadeiramente patogénico, que se
instala primeiramente nos pulmdes e ali pode permanecer por anos circunscrito por um
granuloma que € o resultado da resposta priméria do hospedeiro produzida a fim de destruir e
eliminar o microrganismo. Por alteracdes na relacdo fungo-hospedeiro ainda desconhecidas,
apos anos de quiescéncia o fungo se reativa e inicia o processo de multiplicagdo, provocando
sérias alteracdes teciduais®.

Muitos estudos tém sido realizados a fim de elucidar o habitat natural do P.
brasiliensis. Franco e colaboradores (5) descreveram como caracteristicas favoraveis ao seu
desenvolvimento solo imido, rico em matéria organica e coberto por vegetacdo, em regides
com a temperatura em torno de 20°C sem variagdes drésticas. Existem alguns artigos sobre o
isolamento de P. brasiliensis do solo, particularmente em areas de cultivo de café no Brasil®.
Restrepo, McEwen e Castafieda (7), em uma revisdo sobre o habitat natural de P. brasiliensis,
apresentam dados de muitos estudos confirmando a presenca do fungo, pelo isolamento em
meio de cultura e andlise histopatoldgica, em tatus de nove cintas (Dasypus novemcinctus)
origindrios de distintas regides endémicas do Brasil: Botucati - Sdo Paulo, Ibid — Minas
Gerais, Serra da Mesa — Goids. Em um destes estudos a taxa de infec¢do aproximou-se de
75%®. Além disso, dados apontam ndo s6 a infeccdo dos tatus pelo P. brasiliensis, mas

também a manifestacdo da doenga nestes mamiferos, confirmada pela presenca de granulomas

encontrados no bago e pulmdes destes animais.
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Um nimero de potenciais fatores de viruléncia e outros eventos sdo considerados
importantes para fungos invasivos, incluindo dimorfismo, crescimento em altas temperaturas,
aderéncia a células do hospedeiro, componentes da parede celular, produ¢ao de enzimas como

proteinases, lipases, fosfolipases - e outros™.

Nos ultimos anos vdrios grupos de
pesquisadores tém investido grandes esforcos para elucidar os diversos fatores de viruléncia
do P. brasiliensis, tanto em sua forma miceliana como na leveduriforme. Estudos
experimentais demonstram diferencas morfolégicas entre linhagens distintas de P. brasiliensis
isoladas de espécimes clinicos ap6s passagem em animal'?.

A producdo de melanina é uma caracteristica de resisténcia j4 identificada em outros
fungos. Estudos in vitro mostram que células melanizadas de Cryptococcus neoformans, por
exemplo, sdo menos susceptiveis aos danos causados pela luz UV que as células ndo
melanizadas, tornando-os mais resistentes aos intempéries ambientais'V. Silva er al. (12)
demonstraram a produ¢do de melanina por P. brasiliensis in vitro, o que contribuiu tanto para
menor susceptibilidade do fungo a potentes drogas antifiingicas, particularmente anfotericina
B, como contra a fagocitose. Portanto, a melanizacao pode apresentar importante impacto nos
tratamentos de pacientes com PCM e pode ser um potencial marcador terapéutico no futuro.

Componentes da parede celular também parecem influenciar na viruléncia do P.
brasiliensis. Estudos sugerem o envolvimento de paracoccina e quinina na organizacdo da
parede celular do fungo: quinina parece se acumular nos sitios de brotamento e pode ser passo
crucial na divisao celular. A intera¢do quinina/paracoccina pode estar envolvida na biogénese
da parede celular e consequentemente no crescimento do P. brasiliensis'” .

Em uma revisdo sobre a viruléncia de P. brasiliensis baseada no transcriptoma,
Tavares e colaboradores (9) puderam fornecer importantes informacdes sobre a fisiologia do
complexo fungo P. brasiliensis. A comparagdo das seqiiéncias de DNA com outros fungos
permitiu a identificacdo de varios genes de viruléncia no agente da PCM, agrupando-o em
cinco classes. Estas se distinguem por genes relacionados ao metabolismo, parede celular,
detoxificagdo, fatores secretados e outros determinantes. Tais achados podem ser tteis, como

ponto de partida, para um melhor entendimento molecular deste tdo importante patégeno

humano.

A DOENCA
A PCM esta distribuida de forma endémica na América Latina, principalmente no

Brasil, Argentina, Coldmbia e Venezuela, afetando com maior freqiiéncia trabalhadores

14

rurais De acordo com dados de inquéritos epidemioldgicos realizados com
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paracoccidioidina nestes paises, acredita-se que em torno de 50% dos habitantes de zonas
endémicas tenham sido expostos ao agente desta micose. A faixa etdria mais acometida situa-
se entre 30 e 50 anos de idade e mais de 90% dos casos sao do sexo masculino. Embora haja
grandes variacoes entre as regides, na média estima-se que cerca de 10% dos casos da doenca
ocorram até os 20 anos de idade e os demais ocorram em idade mais avangada(4).

A taxa de acometimento da PCM em adultos varia entre 10 a 15 homens para 1
mulher, o que nao ocorre na infancia, onde a infec¢io e a doenca se distribuem
uniformemente entre ambos os sexos, com ligeiro predominio do masculino em adultos
jovens. A razdo da maior freqiiéncia de acometimento em homens por essa micose baseia-se
nas caracteristicas estruturais do P. brasiliensis que apresenta receptores para o 17-f-estradiol
em seu citoplasma, este hormoénio inibe a transformacao de micélio para levedura. Portanto,
as mulheres sdo menos afetadas entre a menarca e a menopausa, ou seja durante a idade
fértil'>. Neste momento vale a pena ressaltar que, nas ultimas décadas muitas mulheres em
idade fértil t€ém apresentado alteracdes hormonais importantes, tais como: Sindrome do ovério
policistico, uso prolongado de contraceptivos orais, menopausa precoce € outros, o que pode
tornar esse grupo tao susceptivel quanto os homens, principalmente em area endémica.

Os individuos acometidos pela PCM, usualmente encontram-se na fase mais produtiva
da vida, sendo que a doenca leva a impacto social e econdmico, j4 que em muitas situacdes
pode ser considerada uma doenga ocupacional. Esta micose representa um importante
problema de Sauide Publica devido ao seu alto potencial incapacitante e a quantidade de
mortes prematuras que provoca'”.

Os sinais e sintomas da PCM s@o muito variados. A doenca varia quanto a gravidade
envolvendo primeiramente os pulmdes, com subseqiiente disseminag¢do para outros Orgaos e
sistemas. As lesdes secundérias podem ocorrer na pele, linfonodos e glandulas adrenais'®. A
interacdo fungo-hospedeiro sem a expressao da doenga, ou seja, auséncia de sinais e sintomas
€ conhecida como PCM infec¢ao. Um desequilibrio nesta interacao leva a maior multiplicagcdo
fingica e dissemina¢do linfo-hematogénica e expressdao da doengca como forma aguda, mais
comum em criangas e adultos jovens. A forma cronica reflete a reativacao das lesdes fingicas
nos pulmdes (granulomas) ou qualquer outro 6rgdo anos mais tarde, ja na idade adulta. A
evolucdo de infeccdo para doenga, nestas diferentes formas clinicas, depende de muitos
fatores, dos quais: meio ambiente, status imunolégico do hospedeiro e viruléncia do
parasito” ¥,

O controle da infeccio depende da resposta imune celular efetiva, geralmente

associada ao padrao Thl de resposta imunoldgica, resultando na formacdo de granulomas
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compactos. Esta organizacdo da resposta imune celular permite o controle da replicacdo do
fungo, mas formas quiescentes podem persistir no interior do granuloma™. Pacientes com
PCM localizada, normalmente apresentam baixos niveis de anticorpos (Ac) especificos e
resposta imune celular adequada. Enquanto que aqueles pacientes com a doenga disseminada
tipicamente mostram altos niveis de Ac especificos, ativagdo policlonal de células B,

. . . .. 17. 18
antigenemia e resposta imune celular deficiente!'”'®),

DIAGNOSTICO
O diagnéstico definitivo da PCM inclui a visualizagdo direta do patégeno: células
caracteristicas com multiplos brotamentos em fluidos biol6gicos e/ou bidpsias de tecidos, ou

ainda o isolamento do fungo de material clinico em meio de cultura"”

. Ainda hoje ¢é
observada certa dificuldade no diagndstico da PCM por vdrias razdes: nem sempre o exame
clinico é definitivo, pois as lesdes e os sintomas ocasionados pelo fungo, algumas vezes ndo
sdo exclusivos da PCM®“Y. Além disso, a infeccdo primdria pode ser assintomdtica € nao
detectada por raio X, pode apresentar quadro semelhante ao produzido por infecc¢des
pulmonares de origem bacteriana ou viral. As lesdes buco faringeas sdo muito semelhantes as

) ) e (@21, 2
de leishmaniose tegumentar, tuberculose, sifilis e processos neoplaswos( 22

exigindo
diagndstico diferencial com a forma cronica tipo adulto da PCM.

No entanto, grande atencdo deve ser dada a Tuberculose (TB), devido a sobreposicao
da histodria clinica e epidemiologia. Dados indicam que as duas doencas podem coexistir numa
freqiiéncia aproximada de 5,5 a 14,4% dos casos® Y. A problemitica maior é a prépria
indicacdo do tratamento empirico anti-TB uma vez que a sensibilidade da baciloscopia para
TB ¢ baixa®. Entretanto, como infelizmente a pesquisa para PCM no escarro ainda ndo estd
totalmente difundida, ha o risco de pacientes com PCM serem tratados para TB.

Dessa forma um diagndstico laboratorial especifico, com a demonstragao do fungo,
faz-se necessdrio para a conclusdo diagndstica. Os testes soroldgicos podem contribuir no
diagndstico e, sobretudo t€ém importante valor no monitoramento da terapéutica da doenca.
Entre as técnicas soroldgicas disponiveis, a Imunodifusio Radial Dupla (ID) € a mais
utilizada, e capaz de acompanhar a evolucdo da doenca. Permite monitorar o tratamento
através da observacdo da queda dos titulos de anticorpos, é de baixo custo e fécil
exeqiiibilidade técnica. O tnico inconveniente € a baixa sensibilidade, inerente as técnicas de
precipitacdo em gel, pois fornecem resultados falso negativos, mesmo no inicio do tratamento
perdendo, portanto a funcdo de acompanhar a queda dos anticorpos e indicar o final do

tratamento. Nesse sentido tém sido avaliadas outras técnicas mais sensiveis como o Ensaio
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Imunoenzimético (ELISA) e Western Blot (WB), ambas ja sdo utilizadas largamente em
laboratdrios de pesquisa com fungos patogénicos. Considerando a alta sensibilidade dessas
técnicas, seria interessante inclui-las na investigacdo laboratorial da PCM, sobretudo em
pacientes sintomaticos respiratérios e com resultado negativo a ID para a PCM e baciloscopia
para BAAR.

Apesar de a PCM ser considerada endémica na regido noroeste do Parand, ainda é
pouco conhecida e documentada. Desde 1966 ha relatos de casos PCM diagnosticados em
Curitiba que foram considerados autéctones dessa regido. Posteriormente alguns inquéritos
epidemioldgicos foram realizados sugerindo alta sensibiliza¢do da populagdo aos antigenos de

P. brasiliensis. Foram encontrados indices de 51% de positividade na regido de Curitiba®®,

50% em populacdo rural de Londrina-PR“”

e 43% em operarios de uma usina de dlcool
residentes em Sdo Carlos do Ivai e Paraiso do Norte®®. Dois estudos desenvolvidos na regido,
baseados na deteccio de anticorpos pelo teste de ELISA em individuos saudaveis, aceitos na
triagem clinica para doacdo de sangue, mostraram a aplicacdo dessa técnica para o
conhecimento da epidemiologia da PCM. Paralelamente indicam altos niveis de
sensibilizacdo ao fungo P. brasiliensis de individuos sauddveis residentes na regidao. Maluf
(29) e colaboradores mostraram que de 680 soros de doadores de sangue provenientes de
quatro municipios da regido noroeste, 27% foram reatores aos antigenos de P. brasiliensis e a
distribuicado por municipio foi: Campo Mourdo (42%), Maringd (34%), Cianorte (23%) e
Umuarama (15%). Em Londrina 20% dos inquiridos estavam sensibilizados®?. Além disso,
registros de PCM em criangas nascidas e criadas na regidao®" reforcam a preocupacio com
essa doenca no estado do Parand, pois comprovam a presenca do fungo no local e, portanto
inferem maiores riscos de desenvolvimento da PCM.

O presente projeto permitird ao Laboratério de Ensino e Pesquisa em Andlises Clinicas
— LEPAC — UEM, a implantacdo de metodologias modernas e sofisticadas, de maior precisao
e reprodutibilidade para o diagndstico da PCM, tais como: ELISA e WB, em substituicdo a

técnica atualmente utilizada, a ID.
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JUSTIFICATIVA

O diagnéstico rotineiro de tuberculose de modo geral € realizado pela pesquisa direta
(Baciloscopia) de bacilos dalcool-dcido resistentes (BAAR) em esfregaco de secrecdo
pulmonar, utilizando a coloracio de Ziehl-Neelsen. Apesar de que, nos pacientes
paucibacilares € nos doentes de AIDS a cultura direcionada para BAAR € sempre
recomendada, pois aumenta a sensibilidade e permite a identificacdo da espécie de
micobactéria e a realizacao do teste de susceptibilidade as drogas antituberculosas.

Da mesma forma o protocolo para diagndstico rotineiro da PCM, nas rotinas
laboratoriais nem sempre vem sendo aplicado. Neste sentido, a descoberta precoce de pessoas
infectadas e o tratamento efetivo sdo metas primordiais para combater o recrudescimento da
PCM. A necessidade de se conhecer e pesquisar os casos de PCM associado aos de
tuberculose € importante na investigacdo do diagndstico precoce, pois ambas as doengas tem
semelhantes sinais e sintomas que podem confundir o clinico no diagndstico das doengas. O
laboratdrio por sua vez participa deste processo fornecendo suporte diagnostico pelas técnicas

microbioldgicas que exercem importante influéncia na avaliac¢do clinica e epidemioldgica.

Normalmente a investigacao clinica para tosse produtiva, emagrecimento com ou sem
imagem radioldgica, é para tuberculose, podendo existir uma falha na investigacdo de P.
brasilienses. Podemos estar perdendo pacientes sem diagndstico ou até com co-infeccdo
entre as duas doencas. Salientando que a regido do Noroeste do Parand € zona endémica para
P. brasilienses, onde temos: clima, temperatura, solo e umidade do ar compativel para o

desenvolvimento deste fungo, que causa tdo grande poder incapacitante ao homem.
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OBJETIVOS

GERAL

Aperfeicoar o diagnostico laboratorial diferencial entre tuberculose pulmonar e PCM,
estabelecer a freqiiéncia de PCM em pacientes triados clinicamente como suspeitos de
tuberculose e avaliar a proporcdo da co-infeccdo por M. tuberculosis e P. brasilienses em

pacientes atendidos no servig¢o publico de Maringa.

ESPECIFICOS

Determinar a prevaléncia de PCM entre os pacientes sintomdticos respiratorios

residentes em Maringd, verificando a propor¢ao das associagdes com a tuberculose.

Aprimorar o diagndstico laboratorial da PCM, confirmando os casos detectados por
meio do exame micolégico direto através da pesquisa sorolégica pelas técnicas de

Imunodifusao radial, ELISA classica e Western blot.

Detectar e encaminhar os individuos infectados com P. brasiliensis para atendimento
junto a rede publica de saide do municipio, viabilizando diagndstico clinico e laboratorial,

tratamento adequado inclusive com fornecimento da medicacao.

Realizar levantamento epidemioldgico sobre a prevaléncia de PCM-doenca e PCM-
infeccdo elaborando e divulgando a série histérica da doenca no municipio de Maringé.

Contribuindo para a efetiva implantacdo e execugao do protocolo da PCM em Maring4d/PR.

Proporcionar intera¢do entre os 6rgaos envolvidos de modo que enquanto subsidios
técnico-cientificos préprios da academia sdo transferidos aos servicos, o convivio e aplicagdao
direta desses conhecimentos a rede basica de saide fornecerdo insumos e novos desafios que

alimentarao futuros estudos sobre a PCM e seu agente etiol6gico o fungo P. brasiliensis.
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PARACOCCIDIOIDOMICOSE E TUBERCULOSE: O ERRO DIAGNOSTICO
AINDA PERSISTE
PARACOCCIDIOIDOMYCOSIS AND TUBERCULOSIS: MISDIAGNOSIS STILL
PERSIST

Thamara Aline Bertonil, Elisa Keiko Hirayama Takaoz, José Ricardo Colleti Dias3, Terezinha
Inez Estivalet Svidzinski®.

Resumo

E relatado um caso de paciente portador de paracoccidioidomicose, supostamente hd 15 anos,
que apesar das pesquisas de bacilo-dlcool-dcido resistentes sempre resultarem negativas, foi
tratado empiricamente para tuberculose por duas vezes sem sucesso. Recentemente, o fungo
Paracoccidioides brasiliensis foi encontrado em exame micoldgico direto e em esfregaco
corado com metenamina-prata segundo Gomori-Grocott. O teste de Imunodifusdo Radial
Dupla foi negativo, porém testes de maior sensibilidade, ELISA e Western blot, resultaram
positivos. Este caso chama a atencdo para a importancia da investigacdo paralela de
tuberculose e paracoccidioidomicose.

Descritores: Paracoccidioidomicose; tuberculose; erro diagndstico.

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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INTRODUCAO

A Paracocidiodomicose (PCM) € uma micose sistémica grave, importante problema de
Saude Publica, se apresenta sob duas principais formas clinicas: aguda ou subaguda (juvenil)
e cronica (adulto). A faixa etaria mais acometida € entre 30 e 50 anos de idade, fase mais
produtiva da vida, e mais de 90% dos casos sdo do sexo masculino'”.

A mortalidade por PCM ¢ alta e os estudos apontam a doenga como a oitava causa de
6bito dentre as doencas infecciosas e parasitdrias predominantemente cronicas no Brasil®”
sendo no Parand classificada em quinto lugar nesse grupo de doengas. O indice de
mortalidade € consideravel, foram documentadas taxas de 3,48 mortes/milhdo de habitantes®.

Na clinica, o diagnéstico de PCM ¢ considerado simples, porém o grande nimero de
outras afec¢des com as quais pode ser confundida acaba dificultando um pouco. A forma
cronica exige diagndstico diferencial com doencgas que envolvem as mucosas como cancer,

leishmaniose cutineo-mucosa, sifilis secundaria ou terciaria, sarcoidose, histoplasmose(2'4).

No entanto, grande aten¢do deve ser dada a tuberculose (TB) devido a sobreposi¢do da
histéria clinica e epidemioldgica. Além disso, as duas doencas podem coexistir numa

freqiiéncia aproximada de 5,5 a 14,4% dos casos® ©

. A problematica maior € a propria
indicacdo do tratamento empirico anti-TB uma vez que a sensibilidade da baciloscopia para
TB é baixa (varia de 50 a 80%)".

Neste relato, o diagndstico de PCM ocorreu tardiamente, em fun¢do da implantacdo de
um projeto de pesquisa, por meio de técnicas simples de visualizagdo do fungo em escarro,

apo6s aproximadamente 15 anos de investigagdo, diagndsticos e tratamentos equivocados para

TB.
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RELATO DE CASO

Homem de 74 anos, portador de Diabetes Mellitos insulino-dependente em tratamento,
diagnostico de doenga pulmonar obstrutiva cronica ha 15 anos e quadro de depressao. Histéria
de tabagismo e etilismo por cerca de 30 anos. Residiu em regido de Mirandopolis, interior do
estado de Sao Paulo até aproximadamente os 20 anos de idade. Como ocupagdo principal foi
motorista de caminhdo, transportando agrotéxicos por mais de 30 anos. H4 15 anos queixava
de dor torécica e tosse produtiva cronica, além de dispnéia progressiva aos pequenos e médios
esforcos. Na época, foram realizadas inimeras baciloscopias de escarro, todas negativas,
varios exames radioldgicos de térax mostravam infiltrado pulmonar, com derrame pleural a
esquerda em algumas situagdes.

Recebeu tratamento empirico para TB por duas ocasides: ha 15 anos, no inicio da
histéria e recentemente, uma vez que as imagens ao Raio X de térax se mantinham com
infiltracdo em 4pice bilateral. Nessa ocasido a pesquisa de BAAR manteve-se negativa apesar
de uma reacdo de PPD forte, igual a 10mm.

Este tratamento nao resultou em melhora, ao contrdrio, houve piora do estado geral do
paciente, emagrecimento e permanéncia das imagens pulmonares, mesmo com o tratamento
para TB. Somente nesta fase, amostras de escarro e sangue do paciente foram incluidas em
um projeto do laboratério de micologia para a pesquisa de PCM.

Cinco amostras de escarro foram analisadas, das quais duas exibiram estruturas
fingicas compativeis com Paracoccidioides brasiliensis (Figura 1). Estes achados foram
confirmados pela técnica de impregnacdo pela metenamina-prata, segundo Gomori-Grocott,
em esfregacos de escarro (Figura 2). O teste de Imunodifusio Radial Dupla(g), exame
sorolégico de rotina, apresentou resultado negativo, porém testes de maior sensibilidade

ELISA® e Western blot"” (Figura 3) foram positivos.
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Figura 1- E colégico direto de amostras de escarro fluidificadas com dithioerythritol
(Sigma® e preparadas a fresco com tinta QuinK + KOH 20% evidenciando
estrut ativeis com P. brasiliensis em aumento de 40X.

Figura 2 - P. brasiliensis em esfregaco de escarro corado pela técnica de Gomori-Grocott em

aumento de 40X.
+ — PM

G6 kDA

48,5 kDa

24 kDa

18,4 kDa

Figura 3 — Resultados da sorologia por Western blot realizada para confirmag¢do do caso:
Linha (+): soro do paciente revelando a presenca de anticorpos produzidos contra o
componente de 43KDa; Linha (-): soro controle negativo; Linha (PM): padrdo de pesos
moleculares.



33

DISCUSSAO

A combinacio de PCM e TB é reconhecida de longa data''"

, podendo ocorrer de
forma simultanea ou seqiiencial. O diagnéstico equivocado € raro em pacientes atendidos por
profissionais experientes, mais comum nas fases iniciais da doenca, periodo em que os sinais
clinicos e radiolégicos, nem sempre permitem clara distincdo entre as doencas"’.

A PCM tem como agente o fungo termodimérfico P. brasiliensis, que infecta o
homem através da inalacdo de conidios, estruturas de reproducio do fungo produzidas na fase
filamentosa (25°C) presente em solos imidos de regides com temperaturas amenas (em torno
de 20°C)"?. E uma micose de grande interesse e prevaléncia nos paises da América Latina,
evolui frequentemente para o 6bito se ndo diagnosticada precocemente e tratada de forma
especifica'.

Apesar da infec¢@o primdria ocorrer por via inalatdria, o fungo costuma atingir varios
orgdos e sistemas, por disseminagcdo hematogénica, originando ampla gama de manifestagdes
clinicas, mas sem evidéncias de transmissao homem-homem?.

O diagnéstico de PCM € confirmado pela demonstracio direta das células
multibrotantes caracteristicas em amostras bioldgicas, ou o isolamento do fungo destes
espécimes. Acredita-se que os casos de PCM sejam subestimados no Brasil, especialmente no
interior do pais, justificado por vdrios fatores: variabilidade de manifestagcdes clinicas,
semelhanga com vdrias outras doencas, menor divulgacdo das micoses, que acabam
negligenciando a PCM em relacdo a TB. Em regides distantes dos grandes centros ainda nao é
rotineira a exclusdo da PCM pela investigacdao laboratorial, ou seja, aparentemente PCM
ainda ndo € incluida entre as hipdteses diagndsticas de sintomaticos respiratorios. Contudo,

testes de intradermorreacdo indicam que mais de 40% da populacdo que vive em dreas

A_: 14 . . . . . . L, . .
endémicas teve contato com o fungo"'?, este é um indicativo epidemiolégico importante que



34

justifica a investigacdo da PCM em todos os respiradores sintomadticos, residentes nessas
regioes.

Além do contato com o fungo e da falha nos mecanismos de defesa do hospedeiro,
alguns hébitos de vida contribuem para o desenvolvimento da PCM como etilismo cronico,
desnutri¢do e tabagismo, todos relatados pelo paciente sujeito deste relato. Essas condig¢des
sao comuns em trabalhadores rurais de baixo nivel s6cio-econdmico e representam riscos
importantes na progressao da doenga, pois interferem na formag¢do do granuloma e no
mecanismo de defesa do hospedeiro. O paciente aqui investigado assumiu o hébito de ter
consumido alcool diariamente por mais de trinta anos, o que segundo Martinez & Moya (15)
teria grande importancia na patogenia da forma crénica da PCM.

Por outro lado, a TB continua sendo causa de grande preocupacdo, a Organizacao
Mundial da Saude estima que um terco da populagdo mundial esteja infectada com
Mycobacterium tuberculosis. Destes, oito milhdes de pessoas anualmente desenvolvem TB
ativa e dois milhdes morrem por essa doenca a cada ano. A histéria clinica e imagens
radioldgicas permitem fundamentar uma suspeita de TB, mas que deve ser confirmada. O
achado do bacilo élcool-4dcido resistente (BAAR) em espécimes como escarro ou lavado
bronquico, é o método confirmatdrio da tuberculose pulmonar. No entanto, a sensibilidade
deste método é reconhecidamente baixa, variando entre 50 e 80%'". Considerando que
aproximadamente metade dos pacientes com TB pode apresentar baciloscopia do escarro
negativa, € indicado o inicio do tratamento com tuberculostaticos, visando beneficiar o
paciente e contribuindo para o controle da TB na comunidade"'?. Contudo essa recomendacao
€ justamente um dos fatores responsaveis pelo tratamento equivocado da PCM.

Os preditores para a presenca de TB pulmonar quando a baciloscopia resulta negativa,
incluem: teste da tuberculina, linfadenopatia cervical ou mediastinal, lesdes cavitdrias nos

pulmdes, histéria de contato com TB, tosse por mais de 3 semanas e perda de peso”’. No
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entanto, estes sinais ndo podem ser atribuidos indubitavelmente a TB. Segundo Lee et al.
(16), um Raio X de térax inicial com “dreas de neblina” consolidadas poderia ser um sinal
independente para implementagdo de tratamento empirico anti-TB. No entanto, alteracdes
radiolégicas causadas na PCM e TB nao sdo especificas nem fecham diagndstico para
qualquer das doencas. Imagens radioldgicas alteradas em térax sdo freqiientes no exame de
rotina de pacientes com doengas pulmonares. Porém, as imagens encontradas podem ser
semelhantes em varios tipos de agressdes inflamatérias impostas ao parénquima pulmonar'”.

Neste relato, o tratamento empirico para TB foi realizado por duas vezes, nao
consecutivas, ambas sem confirmagdo laboratorial, portanto sem sucesso terapéutico. O
diagnéstico de PCM somente ocorreu depois de 15 anos de sinais e sintomas clinicos
progressivos e debilitantes e imagens radioldgicas inespecificas. Além disso, a confirmacgao
da PCM ocorreu devido a implantacdo de um projeto de pesquisa, que investiga PCM em
todas as amostras de escarro encaminhadas para pesquisa de BAAR. Desde que recebeu o
diagndstico laboratorial de PCM, o paciente encontra-se em acompanhamento com
infectologista recebendo Itraconazol 200mg/dia, segundo preconiza a Secretaria de Satde do

Estado do Parana'”,

Entre os testes sorolégicos, a Imunodifusdo Radial Dupla é o udnico validado, é
simples, de baixo custo e de grande importancia para o acompanhamento do tratamento da
PCM. Seu ponto limitante é a baixa sensibilidade, um resultado negativo, como ocorreu neste

caso, ndo exclui a possibilidade de pcM"®

, além de inviabilizar a monitorizacdo do
tratamento. Testes mais sensiveis como ELISA e Western blot prometem incrementar a
sensibilidade e especificidade dos métodos imunoldgicos para diagndstico e acompanhamento
da PCM. A evidenciagdo de anticorpos produzidos contra o componente de 43kDa,

considerado especifico de P. brasiliensis, estd de acordo com o achado inquestiondvel do

fungo no escarro.
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A decisao de submeter o relato deste paciente visa chamar a atencdo dos
pneumologistas para a importancia da investigacdo paralela de TB e PCM. Somente dessa
forma serd possivel a confirmac¢do da co-morbidade e afastar o risco de doentes de PCM
serem tratados para TB, mesmo sem o achado microbiolégico de BAAR, preocupacio
registrada desde 1968"". Ndo é mais permitido considerar apenas teoricamente o fato das
duas doencas se sobreporem clinica e epidemiologicamente. Informagdes cldssicas da
literatura e da academia precisam ser refletidas na pratica pela investigacao das duas doencgas

concomitantemente.
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CONTRIBUICAO DA TECNICA DE WESTERN BLOT NO DIAGNOSTICO
DIFERENCIAL ENTRE PARA COCCIDIOIDOMICOSE E TUBERCULOSE
PULMONAR
WESTERN BLOT CONTRIBUTION IN DIFFERENTIAL DIAGNOSIS BETWEEN
PARACOCCIDIOIDOMYCOSIS AND PULMONARY TUBERCULOSIS

Thamara Aline Bertoniz, Maysa Cldudia Zolin Perenha Vianal, Eliana Valéria Patussiz,
Rosilene Fressatti Card0s03, Terezinha Inez Estivaleti Svidizinski’.

RESUMO

Foi realizado um estudo preliminar com o objetivo de padronizar a técnica de Western blot
para contribuir no diagnéstico diferencial entre paracoccidioidomicose e tuberculose. E
proposto um ponto de corte capaz de minimizar reacdes cruzadas entre as duas doencas
mostrando potencial para ser incluida em laboratorios clinicos.

Palavras-chaves: Paracoccidioidomicose. Tuberculose. Western blott. Diagndstico

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) € uma micose sist€émica, de natureza granulomatosa,
causada pelo fungo termo-dimoérfico Paracoccidioides brasiliensis. E a oitava causa de morte
no Brasil considerando as doencas infecciosas e parasitdrias predominantemente crOnicas,

superando inclusive a leishmaniose, demonstrando que essa doenga possui grande magnitude
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e pequena visibilidade’. Trata-se de uma doenca grave que se apresenta com uma variada
gama de sinais e sintomas clinicos classificados em duas formas: aguda ou subaguda “tipo
juvenil”, por acometer principalmente criangas ou adolescentes, e a forma cronica “tipo
adulto”. A primeira € a forma mais rara, porém mais grave, atinge ganglios linfaticos, bago,
figado, levando com freqii€ncia a disfuncao da medula éssea. A maioria dos casos entretanto,
evolui para a forma cronica, caracterizada por comprometimento pulmonar, lesdes ulceradas
de pele, mucosas (oral, nasal, gastrointestinal), baco e figado e por linfadenopatia'”.

O polimorfismo da apresentacdo clinica da PCM permite que esta doenga seja incluida
no diagnoéstico diferencial de vérios agravos humanos, de origem infecciosa ou nao. Entre as
doencas respiratdrias, a diferenciagdo deve ser feita com a histoplasmose, coccidioidomicose,
sarcoidose e principalmente com a tuberculose (TB)' '°.

A associacdo entre PCM e TB nao é incomum, ocorre numa freqiiéncia que varia entre
55a 15,8%9 i e, a determinagdo do diagnéstico diferencial entre elas, baseada unicamente
em dados clinicos e radioldgicos, pode ser dificil. As duas doengas podem ocorrer de forma
simultanea ou seqiiencial. Em aproximadamente 75% dos casos de PCM os pulmdes sao
comprometidos, € as lesOes pulmonares iniciais teriam caracteristicas semelhantes ao
complexo primdrio da tuberculose’. Segundo Quagliato ez al. (2007), o erro diagndstico pode
ocorrer, especialmente em unidades bésicas de saide, em casos cuja apresentacdo clinica e
radioldgica ndo permite distin¢do clara entre as duas doengas. O tratamento incorreto aumenta
a chance de seqiielas pulmonares, tais como fibrose, bronquiectasias e insufici€éncia
respiratdria cronica.

O diagnoéstico definitivo da PCM € estabelecido pela visualizacio de células
leveduriformes de P. brasiliensis em exame micoldgico direto a fresco ou em técnicas
histopatoldgicas, alternativamente pode ser fornecido pelo isolamento e identificacdo do

fungo em cultura. Da mesma forma o diagndstico da TB € estabelecido pela pesquisa direta
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dos bacilos-dlcool-4cido resistentes (BAAR) e pelo isolamento e identificacdo do
Mycobacterium tuberculosis. Essas técnicas, entretanto t€m alguns importantes fatores
limitantes que sao inerentes aos proprios fundamentos de cada uma como o longo tempo para
desenvolvimento e identificacdo dos agentes, baixa sensibilidade das técnicas diretas
(baciloscopia e exame micoldgico direto). Além disso, o dificil acesso a amostras mais
representativas implica que o escarro seja o material biolégico de rotina para pesquisa de
BAAR e P. brasiliensis. O escarro espontaneo ou induzido além de ser altamente
contaminado pode nao conter microrganismos suficientes para o diagnodstico direto o que
aliado a possibilidade dos individuos ja terem recebido tratamento prévio, dificulta ainda mais
o desenvolvimento dos agentes e confere ao diagndstico microbiolégico menor poder
discriminatdrio.

Portanto, a busca de métodos diagndsticos indiretos que fornecam resultados mais
rapidos e seguros € objetivo de muitos grupos de estudos. A sorologia para esta micose € de
extrema importincia, além de auxiliar no diagnéstico, é util no controle de cura dos
palcientes13 . Testes soroldgicos fornecem resultados precoces aos da cultura e histopalogia e
poderiam ser bem utilizados para o diagnéstico da PCM”. Contudo ainda carecem de
validacdo para uso rotineiro em laboratdrios clinicos. O teste de Imunodifusdo Radial Dupla
(ID) é o método sorolégico cldssico o qual estd padronizado e € aceito, sobretudo para
monitorizacdo da terapéutica da PCM, por meio do acompanhamento da queda de anticorpos.
Porém para o diagndstico de PCM tem contribuicdo limitada, € questionado pela sua baixa
sensibilidade, um resultado negativo ndo excluiria a possibilidade da doenga. Por outro lado
testes mais sensiveis como os imunoenzimdticos (ELISA) e Western blot (WB) poderiam
contribuir com um diagnostico mais rdpido além de servirem como bons indicadores da

evolucdo do tratamento, por detectarem concentragdes menores de anticorpos que a ID.
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Neste sentido o presente trabalho objetiva apresentar e discutir resultados preliminares
dos testes soroldgicos: ID, ELISA e WB, aplicados a uma populagdo triada para diagnéstico
de TB, na intencao de contribuir com a padronizacao de métodos imunoldgicos mais seguros,
rapidos e que possam ser uteis no diagnéstico diferencial entre TB e PCM.

Com a criagao do “Centro Interdisciplinar para o Diagnéstico e Acompanhamento da
Paracoccidioidomicose”, pacientes sintomdticos respiratérios, triados e encaminhados para
pesquisa de TB foram simultaneamente investigados quanto a PCM. Realizaram-se exames de
baciloscopia e cultura para BAAR, exame micoldgico direto a fresco (MD), ID* e ELISA®. A
técnica de WB'* somente foi empregada nas situacdes em que o diagnéstico 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 6ptica (DO)=1,0. Para padronizacdo do método WB soro de
cinco pacientes com PCM confirmada foram diluidos até 1:800. Destes um tinha resultado
negativo a ID e quatro com ID positiva com titulos de 1:2, 1:4, 1:16 e 1:32. Ainda nesta
bateria de padronizagdo foi utilizado soro de um paciente com TB e sem PCM (excluida por
critérios clinicos e laboratoriais). Os resultados de WB foram positivo até a dilui¢dao de 1:800
para os soros dos cinco pacientes com PCM. Ja para o paciente com TB a reacdo de WB foi
positiva até a diluicao de 1:200, ou seja, até esta diluicdo ha possibilidade de reagdes cruzadas
entre PCM e TB. Diante deste panorama fixou-se como ponto de corte a diluicdo 1:400 para a
técnica de WB", titulo este que incluiu pacientes com baixos niveis de anticorpos em ID e
excluiu resultados falso-positivos ou possivel reagdo cruzada com TB.

No periodo de estudo compreendido entre Fevereiro de 2007 e Agosto de 2008 foram
analisadas amostras de escarro de 540 pacientes. Destes somente foi possivel obter amostras
de sangue de 250 pacientes. Até o momento foi possivel realizar todos os exames (BAAR,

cultura para BK, MD, ID, ELISA e WB), de 134 deles dos quais 11 (8,2%) foram
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confirmados com TB pulmonar e seis (4,5%) tiveram diagndstico micolégico (MD) positivo
para PCM. Este dado € relevante visto que a populagdo havia sido triada para pesquisa de TB,
nio havia nenhuma suspeita de PCM, comprovando que essa micose estd sendo
subvalorizada. Nao houve concomitancia das duas doengas, todas as amostras dos individuos
TB positivos foram negativas para a pesquisa do fungo.

O perfil sorolégico dos seis pacientes com PCM foi: somente um (16,7%) teve
resultado positivo para ID, confirmando a baixa sensibilidade do método. J4 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 dilui¢do 1:400.

A especificidade dos testes soroldgicos depende da qualidade do antigeno de P.
brasiliensis utilizado e do grau de reagdes cruzadas com outras enfermidades originando
resultados falso positivos®. A fim de eliminar estes interferentes e padronizar uma técnica de
ELISA e WB reprodutivel, utilizou-se para este estudo o antigeno de P. brasiliensis
produzido pelo Centro de Produgdo e Pesquisa de Imunobiolégicos (CPPI) e distribuido aos
laboratdrios publicos. Este é o antigeno utilizado para realiza¢do da ID ha quase 10 anos-.

Nossos resultados preliminares permitem algumas conclusdes importantes para a
abordagem diagnoéstica dessas duas doengas: ID realmente ndo tem valor diagndstico, pois
apenas detectaria um dos seis individuos positivos para PCM. ELISA foi mais sensivel que
ID, mas ainda carece de ajustes na padronizagdo, pois com esse valor de corte teria detectado
apenas quatro dos seis doentes de PCM, colocando em risco inclusive a sugestdo de uso dessa
técnica como ferramenta epidemioldgica em inquéritos sorolégicos6 ¥ Também ndo poderia
servir de critério para diagnodstico definitivo de PCM tendo em vista uma reacao falso-positiva
em paciente de TB.

A maior contribui¢do deste estudo preliminar €, portanto, mostrar que a técnica de WB

pode ser utilizada como ferramenta para firmar o diagndstico diferencial entre TB e PCM,
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encaminhando para tratamento seguro pelo menos seis pacientes, triados e encaminhados para
pesquisa de BAAR e, excluiu a concomitancia das duas doencas. Sem esta investigacao
soroldégica, provavelmente estes pacientes ndo seriam diagnosticados corretamente, ou ainda,
poderiam ter sido diagnosticados com TB devido a alteragdes radioldgicas e indicacgao clinica

de tratamento empirico anti-TB, podendo evoluir para ébito devido a PCM.
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CAPITULO III

CONCLUSOES

O estudo realizado com pacientes triados para pesquisa de BAAR e posteriormente avaliados

para PCM mostrou que:

1y

2)

3)

4)

A parceria entre Saide Publica e Pesquisa, aqui representados por Secretaria Municipal de
Saude de Maringa e Laboratério de Micologia Médica — LEPAC, é possivel e, apesar das
dificuldades, € capaz de trazer muitos beneficios tanto a comunidade social quanto a
cientifica.

A investigacdo clinica da PCM ainda € subvalorizada pelos profissionais de satide e
acredita-se que o diagndstico equivocado entre TB e PCM ainda seja realidade no meio
clinico, visto que pelo menos um paciente de nossa casuistica foi tratado para TB, por
duas vezes sem sucesso, foi confirmado com PCM, gracas a implantacdo de um projeto

regional.

Western blot parece ser uma importante ferramenta para diagndstico sorolégico da PCM
num futuro préximo, pois resultados preliminares mostram grande capacidade desta

técnica em minimizar reacoes cruzadas entre as doencas pulmonares, TB e PCM.

E necessdrio alertar os profissionais da saide para uma constante vigilancia em relacdo a
PCM, pois € uma micose importante, endémica no Estado do Parand e tem sido causa de

mortes sem o adequado diagndstico (dados nao publicados).
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Frente aos promissores resultados obtidos com a técnica de Western blot, faz-se
necessario o seu aperfeicoamento metodolégico aumentando o nimero de pacientes testados,
com o objetivo de padronizar um método seguro, sensivel e especifico para o diagnéstico e
acompanhamento sorolégico da PCM.

Andlises adicionais também podem trazer beneficios em relacdo a coloragdo pela
impregnacdo da prata (Gomori-Grocott), técnica que pode auxiliar o método cléssico,
micoldgico direto, na visualizagdo direta de estruturas caracteristicas de P. brasiliensis.

Além das melhorias laboratoriais que ainda podem ser alcangadas a partir destes
resultados cientificos, este trabalho contribui para a implantagdo, ainda incipiente, do projeto
“CIDAP” para o adequado diagndstico e acompanhamento de pacientes com PCM. No
entanto, constante deve ser o contato mantido com profissionais envolvidos na Satude Publica,
para a ampliagdo deste protocolo e tratamento adequado de pacientes sintomaticos

respiratorios.



