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Prevaléncia de paracoccidioidomicose-infeccao determinada através
de teste sorologico em doadores de sangue
naregiao Noroeste do Parana, Brasil

Prevalence of paracoccidioidomycosis infection determined by
sorologic test in donors’ blood in the
Northwest of Parana, Brazil.
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Resumo No presente trabalho, empregamos uma metodologia de alta sensibilidade, o teste de ELISA classico,
com o objetivo de avaliar os niveis de anticorpos anti Paracoccidioides brasiliensis em individuos saudaveis,
residentes na regido Noroeste do Parand. Foram analisados 680 soros de doadores de sangue aprovados
pela triagem soroldgica classica de Bancos de Sangue. Os doadores eram residentes em quatro municipios. O
exo-antigeno empregado foi o Ag7dias, soros diluidos 1/400, conjugado anti-lgG humana marcada com
peroxidase e revelada com orto-fenilenodiamina. Foi possivel detectar 181 (27%) soros com niveis de anticorpos
acima do valor de corte. Essa porcentagem variou entre os municipios amostrados: Campo Mour&o, Maringa,
Cianorte e Umuarama. Nossos resultados, aliados as condigbes climaticas e geograficas favoraveis, além de
relatos anteriores de casos de PCM autéctones da regido, permitem sugerir que a regido Noroeste do Parana
seja regido endémica para PCM.

Palavras-chaves: Paracoccidioidomicose. Epidemiologia. ELISA. Paracoccidioides brasiliensis.

Abstract In this paper the classical ELISA test was used, which is a highly sensitive method, with the objective
of estimating the anti-Paracoccidioides brasiliensis antibodies level in healthy people, residing in supposedly
endemic regions for PCM, Northwest Parana State, Brazil. The sera was analyzed from 680 blood donors’who
were approved by the classical serologic screening by blood banks. Four cities were studied (Campo Mouré&o,
Maringa, Cianorte and Umuarama) with a sample of 170 donors each. The antigen used was Ag7days, diluted
serum 1/400, anti human IgG-conjugate marked with peroxidase and revealed with O-Phenylenediamine. It
was possible to detect 181 (27%) sera with antibody level above the cut off threshold. The percentage varied
between the cities. These results allied with the favorable climatic and geographical conditions and also previous
reports of PCM indigenous to the region, indicate that the Northwest of Parana is an endemic region for PCM.

Key-words: Paracoccidioidomycosis. Epidemiology. ELISA. Paracoccidioides brasiliensis.

Paracoccidioidomicose (PCM) é uma doencga
granulomatosa crdnica causada pelo fungo
termicamente dimorfico Paracoccidioides brasiliensis.
E considerada a micose sistémica mais importante
na América Latina® sendo, prevalente nas regides
tropicais e subtropicais. O Brasil é considerado um
centro endémico dessa infeccdo micoética, onde a
sua ocorréncia é maior nas regiées Sul, Sudeste e
Centro-Oeste®.

A infecco é adquirida pela via respiratdria, através
da inalagéo de particulas ou propagulos infectantes®®.
Tém sido descritos alguns aspectos epidemiologicos
relacionados com as condicdes nas quais o homem
pode adquirir a infecgdo e, de maneira geral estédo
associados a participagdo permanente ou transitéria em
atividades rurais, sejam de trabalho, viagem ou lazer.
Porém, é impossivel precisar o momento e a
circunstéancia do contato entre 0 homem e o agente'?5.
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A PCM acomete mais freqientemente adultos,
trabalhadores rurais, do sexo masculino®, e muitas
vezes, resulta em seqielas irreversiveis que
incapacitam o individuo para o trabalho. Sem
intervencado terapéutica especifica o paciente evolui
para o 6bito. Essas complicagdes implicam em elevados
custos sociais e econémicos, além de caracterizar a

doenca como de alta relevancia em saude publica,
justificando a necessidade de estabelecer diagndstico tao
precoce quanto possivel .

O presente estudo foi realizado com o objetivo de
determinar os niveis de anticorpos anti-P, brasiliensis em
doadores de sangue e avaliar a possibilidade da aplicag&o
do teste de ELISA para a deteccdo de PCM infecgéao.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho envolveu doadores de sangue
residentes em quatro municipios da Regido Noroeste
do Parana e foi realizado no Hemocentro Regional de
Maringa, PR. Este, constitui-se em unidade de
complexidade intermediaria para atuagdo macro-
regional na area hemoterépica-hematoldgica, presta
apoio e assisténcia a rede de saude e também realiza
atividades de ensino e pesquisa. E encarregado da
supervisdo dos servigcos e a realizacdo dos exames
sorolégicos de todas as unidades de coleta. Campo
Mourdo é um hemonucleo, enquanto Cianorte e
Umuarama, sdo unidades de coleta e transfusdo que
prestam assisténcia hemoterapica a nivel local. Os
quatro municipios em conjunto totalizam uma area de
3.300,00 km?e populagéo de 517.000 habitantes’.

Foram analisadas 680 amostras de soro de doadores
de sangue residentes na Regido Noroeste que foram
aceitos na triagem clinica. Todos tinham sorologia
negativa para os exames de hepatite (B e C), anti-HTLYV,
sifilis, doenca de Chagas e anti-HIV. Apds a coleta da
bolsa de sangue, foi obtida uma amostra de 10ml de
sangue sem anticoagulante, que foi incubada a 37°C
durante 30 minutos, em seguida centrifugada a 400xg
por 10 minutos, obtendo-se o soro que foi congelado a
-20°C até a realizagdo dos testes.

Durante o més de marco de 2000, os primeiros 170
doadores de cada municipio que preenchiam as condi¢bes
citadas acima, foram incluidos no presente trabalho.

A metodologia empregada foi o teste de ELISA
classico. Foram utilizados como referencial para controle
negativo soros de 30 doadores de sangue provenientes
da area urbana de Curitiba, PR. Considerou-se que esse
grupo teria menor probabilidade de exposicao ao fungo
por residir em area considerada de menor risco. Para o

controle positivo, foram utilizados soros de pacientes
comprovadamente reativos.

O exo-antigeno de P, brasiliensis B339 utilizado foi
um filtrado de cultura do fungo que apresentava a
molécula de 43Kda em expressiva quantidade. Essa, é
conhecida como gp43 e corresponde ao componente
antigénico majoritario excretado para meios de cultura*.

Para a realizacdo do teste de ELISA, utilizaram-se
placas da marca (NUNC) com 96 pocos que foram
sensibilizadas com exo-antigeno de P, brasiliensis. Para
a sensibilizagéo, as placas foram incubadas com 200ul
do exo-antigeno por duas horas, a 37°C e mantidas por
18 horas a 4°C. As placas foram lavadas com
tampdo PBS-Tween 20 ;... (PBS-T), bloqueadas
com PBS-T- . leite ,, porumahoraa 37°C e 18 horas
a 4°C, em seguida foram lavadas com PBS-T (5x). Para
arealizacdo dos testes foram adicionados 100pl de cada
amostra de soro diluido 1/400, sendo 4 soros controles
positivos e 7 soros controles negativos, em cada placa
e incubados por uma hora a 37°C. As placas foram entdo
lavadas com PBS-T (5x) e incubadas com o
conjugado anti-humano IgG (100ul, 1/2000, Sigma)
por uma hora a 37°C, lavadas com tampéao PBS-T (5x)
e a seguir adicionadas da solucao do substrato (5mg
orthophenylenediamine, 10ml de tampéo citrato 0,1 M)
por 5 a 10 minutos. A reacéo foi interrompida pela adicao
de &cido H,SO, 4N e a leitura da densidade oOtica feita
em 490nm. Todas as reacdes foram realizadas em
duplicatas e repetidas em dois dias diferentes.

A anédlise estatistica foi feita com os valores de
densidade ética (DO) com cada um dos 680 soros, pelo
método de K-médias em andlise de cluster, o que
permitiu o agrupamento da populacdo em dois grupos.
O grupo 1 representado pelos individuos considerados
reatores e 0 grupo 2 pelos néo reatores.

RESULTADOS

Foram analisados 680 soros de doadores de sangue,
sendo 170 de cada um dos municipios Campo Mourao,
Cianorte, Maringd e Umuarama, todos localizados na
Regido Noroeste do Parana como mostra a Figura 1.

A populacgéo estudada foi constituida por individuos
saudéaveis, com idade média de 28 anos, sendo 70%
pertencente ao sexo masculino e apenas 12%
residente em zona rural. Detalhes destes dados,
apresentados por municipio de origem, podem ser
observados na Tabela 1.

12

Admitiu-se como sensibilizados os soros que
apresentaram DO acima do dobro da média dos controles
negativos, denominado em sorologia ponto de exclusdo
ou cut-off. Para essa interpretagdo, foram determinados
arbitrariamente, como negativos os valores obtidos com
soros de doadores residentes em Curitiba.

Levando em conta esse valor de corte,
determinamos que 27% dos individuos apresentaram
anticorpos anti P, brasiliensis acima desse nivel e,
para efeito de interpretacdo foram considerados



Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical 36:11-16, jan-fev, 2003

Tabela 1 — Distribuicdo quanto ao sexo, residéncia, faixa etaria e procedéncia de 680 doadores de sangue residentes na regido

Noroeste do PR, cujos soros foram avaliados quanto a presencga de anticorpos anti Paracoccidioides brasiliensis. Margo de 2000.

Residéncia Idade anos
masculino feminino 18-29 >30
Municipio n° % n° % n° % n° % n° % n° %
Campo Mouréo 114 67 56 33 32 19 138 81 45 26 125 74
Maringa 115 68 55 32 13 8 157 92 67 39 103 61
Umuarama 137 81 33 19 24 14 146 86 70 42 100 58
Cianorte 108 64 62 36 15 9 155 91 65 38 105 62
Total 474 70 206 30 84 12 596 88 247 36 433 64

Figura 1 - Mapa da América do Sul evidenciando a Regido Noroeste do Estado do Parana,

Brasil.
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sensibilizados, enquanto que os valores abaixo dessa
faixa de corte, 73% dos soros, foram considerados nao
sensibilizados.

A Figura 2 mostra esses dados distribuidos conforme
0 municipio de origem, compreendendo individuos

provenientes de Campo Mourdo, de Maringda, de
Cianorte e de Umuarama.

A Tabela 2 apresenta os valores de leitura (DO)
minimos e maximos, além da média e desvio padrédo
encontrados para cada grupo.

ividuos

% de ind

Campo Mourdo Maringa

Umuarama

Cianorte

Reatores

% Nao reatores

Figura 2 - Distribuicdo dos doadores de sangue da Regido Noroeste do Parana segundo municipio de origem e
reatividade aos antigenos de Paracoccidioides brasiliensis, mar¢o de 2000.

Tabela 2 — Distribui¢do dos resultados obtidos, em densidade otica, pela reacdo de ELISA em 680
soros de doadores de sangue de quatro municipios da Regido Noroeste do PR. Margo de 2000.

densidade ética

Municipio Grupo* N° % Média min max + DP
Campo Mourdo S 67 39 2,86 2,065 3.857 0.4755
NS 103 61 1.105 0.101 1.957 0.457
Maringa S 53 31 2.40 1.752 3.499 0.514
NS 117 69 1.062 0.186 1.694 0.377
Umuarama S 24 14 1.354 0.892 2.72 0.548
NS 146 86 0.414 0.133 0.826 0.168
Cianorte S 37 22 2.029 1.365 4.409 0.681
NS 133 78 0.660 0.106 1.321 0.298

*Grupo - S: soros com niveis de anticorpos acima do valor de corte ou cut off

NS: soros com niveis de anticorpos menores ou iguais ao valor de corte ou cut off

DISCUSSA0

Considerando que PCM né&o é doenca de notificagdo
obrigatéria, é desconhecida sua real prevaléncia e
incidéncia. Contudo, as caracteristicas climaticas,
fisiograficas e o elevado nimero de casos
diagnosticados permitem considerar a Regido Noroeste
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do PR como endémica para paracoccidiodomicose.
Porém, essa idéia, considerada como consensual pela
comunidade cientifica, baseia-se em evidéncias, pois
tem sido restrita a relatos de casos esporadicos®. As
reservareas de P, brasiliensis? sdo compativeis com as
caracteristicas observadas na Regido Noroeste do PR.



O fungo P, brasiliensis parece crescer no solo como
saprobio permanente? !5, Aceita-se que nessas
condi¢cdes atinge o homem, por via inalatoria. A
progressao de infeccdo para doenca depende de fatores
relacionados tanto ao agente quanto ao hospedeiro e
pode ocorrer depois de varios anos. Dessa forma, as
manifestacfes clinicas da micose apresentam-se, na
maioria das vezes, em pessoas acima dos 30 anos,
apesar do contato inicial do hospedeiro com o fungo
ter ocorrido durante as primeiras décadas de vida.

No Estado do Parana, a histéria da PCM é pouco
documentada. Mota® mostrou que dos 57 pacientes
diagnosticados com PCM em Curitiba, 35% eram casos
autéctones da doenca, sendo que 20 pacientes residiam
no Noroeste do Parana.

Mais recentemente, inquéritos epidemioldgicos
foram realizados sugerindo sensibilizacao da populagdo
aos antigenos de P, brasiliensis. Rebelatto!* usando a
paracoccidioidina em testes intradérmicos obteve indice
de 51% de positividade em 104 individuos sadios da
regido metropolitana de Curitiba.

O mesmo teste empregando o antigeno purificado,
a gp43, demonstrou 50% de sensibilidade em
populagéo rural de Londrina, PR*® e 43% em operarios
de uma usina de alcool residentes em dois municipios
da Regido Noroeste do PRS.

Os estudos sobre a epidemiologia da PCM séao
baseados em inquéritos com a reagéo intradérmica de
leitura tardia, a intradermorreacao®. Porém trata-se de
metodologia complexa, invasiva e requer grande nimero
de voluntarios com complicagbes de ordem ética. No
presente trabalho avaliamos a possibilidade do emprego
de reacado sorologica como forma alternativa para
indicar a sensibilizagcdo de individuos saudaveis a
antigenos de P, brasiliensis.

A inclusdo dos doadores no presente estudo
respeitou a rotina do Hemocentro, dessa forma a
amostra torna-se representativa da populacéo regional,
pois inclui um grupo heterogéneo constituido por
individuos que se apresentaram espontaneamente e
desenvolvem varios tipos de atividades, diferentes
idades, sexo, habitos sociais, econémicos e culturais.

Conforme a Tabela 1, 87% dos doadores eram
provenientes de zona urbana. Ao analisar essa
observagédo, é preciso considerar as caracteristicas
proprias de municipios pequenos, onde os limites entre
zona urbana e rural sdo demasiadamente ténues. E
permitido assumir que todos os individuos amostrados
foram expostos ao P. brasiliensis, independente de
relatar residéncia em zona rural. Na verdade, todas as
pessoas nessas cidades desenvolvem algum tipo de
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contato com ambientes rurais, mesmo que para lazer,
ou estdo em contato continuo com particulas de solo
em suspenséo através da poeira e vegetacao.

O teste de ELISA foi o escolhido por apresentar alta
sensibilidade em estudos sobre a PCM*°® e por ser
utilizado para triagem soroldégica em servigos de
hemoterapia. O uso de antigeno com expressiva
quantidade de gp43, como foi 0 caso, é importante na
busca de alto grau de especificidade pois essa molécula
induz resposta de anticorpos em 100% dos pacientes
portadores de PCM o0 que nado ocorre com soro de
individuos normais®:.

Entretanto, tendo em vista a alta sensibilidade
da técnica de ELISA, ndo pode ser descartada a
possibilidade de reagfes cruzadas especialmente com
histoplasmose, leishmaniose e doenca de Chagas *3'7,
doengas comuns na regio.

O indice médio de soros com niveis de anticorpos acima
do atribuido como corte, para o presente trabalho foi de
27%. Este dado parece relevante como indicativo da
presenca de P, brasiliensis na regido, pois segundo Londero
& Del Negro *°, podem ser considerados como portadores
de infecgBes assintomaticas os individuos clinicamente
sadios com sorologia positiva para PCM, sobretudo entre
moradores de areas endémicas para a doenga.

Essas consideragdes, corroboradas por nossos
achados, tornam possivel admitir que o teste de ELISA
poderia ser indicado para substituir, com superioridade,
as intradermorreacgdes utilizadas em estudos de
inquéritos epidemioldgicos sobre PCM. Destaca-se entre
as vantagens o fato de ndo ser invasivo, permitir grandes
amostragens e sobretudo por indicar a sensibilizacdo
recente do individuo, refletindo dessa forma maior
fidedignidade com relagdo a regido amostrada. As
freqlentes migracdes observadas na populacéo de nosso
pais dificultam a interpretacéo dos resultados com testes
intradérmicos que se baseiam na imunidade celular, essa
€ mantida por longos periodos, podendo refletir
sensibilizagdo ocorrida no passado, talvez em regiao
geografica distante da amostrada.

Os resultados por nds obtidos deverdo servir de alerta
aos clinicos, pois a PCM é de alta relevancia em Saude
Publica. Segundo Londero e Del Negro'®, nas areas
endémicas essa doenga deveria ser levada em
consideracgéo no diagnadstico diferencial de todo paciente
com infeccdo respiratéria aguda ou cronica. Esses
autores recomendam ainda a inclusdo de técnicas
sorolégicas para triagem rotineira em pacientes dos
servicos de pneumologia e outras doencas do torax. A
positividade soroldgica obrigaria a repeticdo de exames
micolégicos para demonstrar 0 agente, 0 que as vezes,
requer varios exames em dias consecutivos.
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