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RESUMO

A Paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistémica endémica causada pelo fungo
Paracoccidioides spp. O diagnostico de PCM ¢ baseado na visualizacdo dos elementos fungicos
no exame microscopico direto e no isolamento em cultura de espécimes clinicos. A PCM pode
estar associada a outras doencas infecciosas, as quais interferem diretamente no tratamento e
prognostico da doenca. A tuberculose (TB) esta presente em 10-15% dos casos de PCM pulmonar
e pode ocorrer simultaneamente ou sequencialmente, j& que uma pode facilitar a reativacdo de um
foco quiescente enddgeno da outra ou ainda facilitar a infecgé@o recente. Dessa forma, é importante
conhecer as diferengas clinicas, epidemioldgicas e laboratoriais da PCM quando associada a TB
para prevenir disseminacdo e complicagdes. O objetivo deste estudo foi determinar a associagédo
entre TB e PCM em pacientes com exame micoldgico negativo, utilizando técnicas moleculares.
Foram incluidas 53 amostras de escarro, provenientes do Sanatério Partenon de Porto Alegre, em
conjunto com o Laboratorio de Micologia da Irmandade Santa Casa de Misericordia de Porto
Alegre, positivas para bacilo alcool acido resistente (BAAR), exame direto e cultivo micoldgicos
negativos. Foram identificadas 9 amostras (18,4%) positivas para PCM pelo método Polymerase
Chain Reaction (PCR). Assim, a aplicacdo de um método molecular rapido e acurado propiciou o
diagnéstico diferencial de PCM em escarro de pacientes com TB, o que interfere diretamente no

tratamento e no grau de morbidade dos pacientes.
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ABSTRACT

Paracoccidioidomycosis (PCM) is an endemic systemic mycosis caused by Paracoccidioides spp.
The diagnosis of PCM is based on the visualization of fungal elements on microscopic direct
examination and isolation in culture of clinical specimens. The PCM may be associated with other
infectious diseases, which interfere directly in the treatment and prognosis of the disease.
Tuberculosis (TB) is present in 10-15% of cases of pulmonary PCM and may occur
simultaneously or sequentially, since one can facilitate the reactivation of an endogenous
quiescent or other focus of recent facilitate infection. Thus, it is important to know the clinical,
epidemiological and laboratory differences of PCM when associated to TB to prevent spread and
complications. The objective of this study was to determine the association between TB and PCM
in patients with negative mycological analysis, using molecular technique. Included were 53
sputum samples from the Sanat6rio Partenon of Porto Alegre, in conjunction with the Mycology
Laboratory of Irmandade Santa Casa of Misericordia of Porto Alegre, positive for acid fast bacilli
alcohol (BAAR), negative for direct examination and mycological cultivation. Were identified 9
samples (18.4%) to PCM positive by Polymerase Chain Reaction (PCR) method. Thus, the
application of rapid and accurate molecular method provided the differential diagnosis of PCM in

sputum of TB patients, which interferes directly in the treatment and the morbidity of patients.



1. INTRODUCAO

Os métodos moleculares vém sendo testados diretamente em amostras clinicas atraves da
analise de regides do genoma fungico (Dias et al., 2012; Sidrim et al., 2010), no entanto, ainda séo
usados somente na pesquisa. A técnica molecular mais comum é a Polymerase Chain Reaction
(PCR), que tem o potencial de melhorar o diagnostico de infeccdo fungica de modo especifico,
sensivel e rapido (White et al., 2009). Além disso, dados preliminares indicam que testes
diagndsticos baseados em PCR guiam a terapéutica antifingica, o que leva a reducdo da
mortalidade e diminuicdo de tratamentos desnecessarios, evitando custos e toxicidade
(Kourkoumpetis et al., 2012). Este procedimento, quando padronizado, é rapido, seguro e sensivel
(Atkins & Clark, 2004; Wengenack & Binnicker, 2009; Dean & Dark, 2011).

O diagnostico de  paracoccidioidomicose (PCM) € baseado na visualizacdo dos
elementos fangicos sugestivos de Paracoccidioides spp. através do exame microscopico direto e o
isolamento em cultura de espécimes clinicos. Esses testes sdo extremamente especificos, mas
pouco sensiveis. O crescimento deste fungo em meios de cultura ocorre somente em 85% dos
casos de PCM e a duracdo da incubacgéo ocorre entre 20 e 30 dias (Restrepo et al., 1976; Morris,
1996; Restrepo & Tobén, 2010).

A PCM é importante em paises tropicais e subtropicais da América Latina, do México até
a Argentina, especialmente no Brasil (Garcia et al., 2008). E uma doenca endémica em todo o
territdrio nacional, predominando nos estados do Sudeste, Centro-Oeste e Sul, com prevaléncia
estimada de até 3 casos/100.000 habitantes/ano (Restrepo et al, 2001). E uma patologia com
maltiplas apresentacfes clinicas, evolugdo prolongada e alta taxa de mortalidade e morbidade.
Acomete igualmente todas as racas e cerca de nove vezes mais homens do que mulheres (Bocca,
2013). A fase primaria da infeccdo aparece normalmente em individuos jovens, como uma doenca
pulmonar autolimitada e, raramente, progride para o estado agudo ou subagudo da infec¢do. Apos
um longo periodo de laténcia, uma infeccdo pode ser reativada, originando uma doenca pulmonar
crbnica, podendo ou ndo envolver outros érgdos (Cerri et al., 1998; Giovani et al., 2000).

A PCM pode estar associada a outras doencas infecciosas e/ou ndo infecciosas, as quais
interferem diretamente no tratamento e progndstico da doenca. (Shikanai-Yasuda et al., 2006). A
tuberculose (TB) estd presente em 10-15% dos casos de PCM pulmonar e pode ocorrer
simultaneamente ou sequencialmente, j& que uma pode facilitar a reativacdo de um foco
quiescente da outra ou ainda facilitar a infeccdo (Quagliato Janior et al. 2007). A diminuicéo da
imunidade celular é a responsavel pelo desencadeamento de ambas as doencas (Moraes-

Vasconcelos et al., 2005).
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O diagnostico diferencial entre as duas doencas é de extrema importancia devido a
sobreposicao e similaridades das manifestacdes clinicas, radioldgicas e epidemioldgicas (Moraes-
Vasconcelos et al., 2005). Dessa forma, o desenvolvimento e padronizacdo de um método
diagnostico, por técnicas moleculares, corroboram com o diagnostico clinico, principalmente em

pacientes com exame micol6gico negativo para PCM.



2.  REFERENCIAL TEORICO

2.1. Paracoccidioidomicose

2.1.1.Definicéo

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistémica endémica causada pelo fungo
Paracoccidioides spp. A infeccdo ocorre pela inalacdo de conidios presentes no ar com
subsequente transformacdo para células leveduriformes (Wanke & Aidé, 2009). Apos a inalacdo,
0s propagulos se alojam nos pulmdes e assim, como para outras micoses sistémicas, dependendo
da interagcdo do fungo com a resposta imunoldgica do hospedeiro, esta pode evoluir para a cura
espontanea ou disseminar-se pelo organismo causando uma doenca inflamatoria granulomatosa
crénica (Restrepo et al, 2001; Coutinho et al, 2002).

2.1.2. Agente Etioldgico

Desde a sua descricdo, o P. brasiliensis vinha sendo citado como a Unica espécie do
género Paracoccidioides, mesmo existindo uma grande diversidade em relacdo a sua estrutura
genbmica e viruléncia, entre diferentes isolados desse fungo (Singer-Vermes et al, 1989).
Entretanto, recentemente foi descrito que o género Paracoccidioides abriga quatro espécies
cripticas, filogenéticas distintas: S1 (grupo parafilético formado por 38 isolados da Argentina,
Brasil, Peru, Venezuela e Antartida), PS2 (contém 6 isolados, 5 dos quais provenientes do Brasil e
1 da Venezuela), PS3 (com 21 isolados da Colémbia) e PS4 (isolados clinicos da Venezuela), que
se diferenciam por caracteristicas evolutivas e distribuicdo geogréafica (Matute et al, 2006). Neste
processo de caracterizagdo molecular dos diferentes isolados do Paracoccidioides, foi descrito um
novo clado, composto por 17 isolados geneticamente similares. Estes isolados foram descritos
como uma nova espécie, denominada P. lutzii (Teixeira et al., 2009). O P. Lutzii é encontrado
principalmente nas regides centro-oeste do Brasil e Equador. O tipo de multiplicacdo conhecido é
assexuado, porém dados recentes sugerem a presenca de ciclo sexual e a recombinacdo génica
intraespécies (Teixeira et al., 2013).

Paracoccidioides é um fungo termodimdrfico, com estruturas filamentosas (hifas)
contendo propagulos ou conidios infecciosos na natureza e, a 37°C, apresenta-se como leveduras
com multibrotamentos. In vitro, a fase filamentosa cresce lentamente a 25°C e as col6nias
desenvolvem uma coloracgdo branca ou castanha, podendo ter aspecto enrugado. A forma miceliar
ndo é usada para o diagndstico, pois ndo tem caracteristicas que permitam sua distin¢do. As hifas
séo hialinas e septadas com clamidoconideos intercalados. Assim, para que seja identificado como
Paracoccidioides spp. € necessario que esta forma se converta na forma de levedura. A forma de

levedura cresce em cultura a 37°C e é também observada nos tecidos. As células leveduriformes
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se apresentam como uma forma oval ou esférica, com tamanhos variaveis de 3 a 30um ou até
mesmo maiores, com paredes retrateis duplas e gémulas Unicas ou maltiplas que dao origem a
blastoconideos. Os blastoconideos estdo ligados a célula mée por uma ligacdo estreita, e uma
célula pode originar cerca de seis ou até mais células filhas, com tamanhos varidveis. Deste modo,
0 numero de blastoconideos, os tamanhos e as suas ligagdes com a célula mde sdo as

caracteristicas que permitem a identificacdo deste fungo (Zaitz, 1998).

2.1.3.Epidemiologia

A inexisténcia de notificacdo compulséria dos casos de PCM impede a existéncia de
dados precisos sobre a incidéncia e gravidades da doenca no Brasil. As informacGes disponiveis se
baseiam em relatos de inquéritos epidemiologicos e de séries de casos. A PCM é endémica em
todo o Brasil, predominando nos estados do Sudeste, Centro-Oeste e Sul, com prevaléncia
estimada de até 3 casos/100.000 habitantes/ano. E a principal causa de morte entre as micoses
sistémicas no pais, incluindo as complicacdes tardias, em cerca de 5% dos pacientes. Apesar da
alta incidéncia estimada da PCM em humanos, o0 homem é um hospedeiro acidental do fungo.
Estima-se que em 2001 mais de 10 milhdes de pessoas estavam infectadas por este micro-
organismo (Restrepo et al, 2001). A PCM é de grande interesse para 0s paises tropicais e
subtropicais da América Latina, do México até a Argentina, especialmente no Brasil (Garcia et al.,
2008). As areas mais endémicas sao as florestas imidas subtropicais com muitos rios e montanhas
onde a temperatura média varia de 18°C a 23°C e o indice pluviométrico anual varia entre 800 a
2.000 mm. Nao sdo relatados casos de PCM em areas secas e quentes ou florestas equatoriais com
temperatura média acima de 25°C (Restrepo, 1994).

2.1.4.Patologia

A PCM é uma doenca com multiplas apresentacGes clinicas e evolugdo prolongada; o
periodo de incubagdo é desconhecido e a taxa de mortalidade e morbidade é alta. Acomete
igualmente todas as racgas e cerca de nove vezes mais homens do que mulheres (Bocca, 2013). Ja
foi demonstrado que o estrégeno é capaz de inibir a transformacdo do micélio ou conidio em
leveduras (Aristizabal, 2002; Pinzan, 2010). O estradiol (17b-estradiol), horménio feminino, leva
a uma modificacdo na parede celular do fungo durante essa fase, indicando que, ainda na forma
miceliana, ocorre uma modulagéo transcricional promovida pelo horménio na parede celular, que
acarreta uma supressao da atividade das proteinas Fksl e AGS, fundamentais na sintese da p-1-3
glicana sintase. (Clemons et al, 1989; Shankar et al, 2011; Tavares et al., 2014). A protecédo
hormonal feminina impede a progressdo da infeccdo para doenca, inibindo ou dificultando a

adaptacédo do fungo ao organismo do hospedeiro (Oliveira et al., 1997).
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As formas clinicas da PCM s8o classificadas de acordo com o Consenso de PCM
publicado em 2006 no Brasil. As definicbes foram estabelecidas através da relacdo entre os
aspectos clinicos e historia natural da doenca. As formas de infeccdo foram definidas em:
aguda/subaguda (tipo juvenil) podendo ser classificada como moderada a grave; e cronica (tipo
adulto) que pode ser classificada baseada em les6es unifocal ou multifocal (Shikanai-Yasuda et
al., 2006).

A fase primaria da infeccdo aparece usualmente em individuos jovens como uma doenca
pulmonar autolimitada e, raramente, progride para o estado agudo ou subagudo da infeccdo. Apds
um longo periodo de laténcia, uma infecgdo pode ser reativada, originando uma doenca pulmonar
crénica, podendo ou ndo envolver outros 6rgdos. O paciente com PCM pode queixar-se de insonia,
debilidade, inapeténcia, disfagia, dispneia, tosse, hemoptise, febre, perda de peso, prurido e ardor
(Cerri et al., 1998; Giovani et al., 2000). As principais sequelas séo: disfuncdo suprarrenal (15-
50% dos pacientes), disfonia e/ou obstrucdo da laringe, epilepsia e/ou hidrocefalia (6-25% dos
casos) (Wanke & Aidé, 2009).

2.1.5.Métodos Diagnosticos

O padréo ouro para o diagnostico de PCM ¢é o encontro de elementos flngicos sugestivos
de Paracoccidioides spp. atraves do exame microscopico a fresco em amostras de escarro ou outro
espécime clinico (raspado de lesdo, aspirado de linfonodos e/ou fragmento de biopsia de 6rgéos
supostamente acometidos) tratados com KOH ou calcofltor; ou ainda, em amostras fixadas e
coradas com hematoxilina-eosina, Gomori-Grocott e Papanicolau (Restrepo et al., 1976; Morris,
1996; Restrepo & Tobén, 2010).

O crescimento deste fungo em meios de cultura ocorre somente em 85% dos casos de
PCM e a duracdo da incubacdo ocorre entre 20 e 30 dias. Além disso, é necessaria a conversao
para a forma de levedura a 37°C para a identificacdo definitiva (Restrepo et al., 1976; Morris,
1996; Restrepo & Tobén, 2010).

As provas sorologicas especificas tém importancia, ndo apenas no auxilio diagnostico,
como também na avaliacdo da resposta do hospedeiro ao tratamento especifico. Atualmente, sdo
disponiveis em diferentes servicos de referéncia os métodos de imunodifusdo dupla (ID),
contraimunoeletroforese (CIE), imunofluorescéncia indireta (IFI), ensaio imunoenzimatico
(ELISA) e imunoblot (I1B) (Teles et. AL., 2011). Os testes de ID e CIE sdo utilizados para detectar
anticorpos anti-Paracoccidioides quando as lesGes possuem dificil acesso. Utilizando-se técnicas
padronizadas e antigenos adequados, estes testes apresentam sensibilidade entre 85% e 100%. O
titulo de anticorpos especificos anti- Paracoccidioides tem correlacdo com a gravidade das formas

clinicas, sendo mais elevados na forma aguda-subaguda da doenca (Fortes, 2011). Casos de PCM
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com resultados falso-negativos, observados em quaisquer testes, na maioria das vezes, associam-
se a lesbes muito localizadas e com hospedeiros com Acquired Immune Deficiency Syndrome
(AIDS) ou imunodeprimidos. A especificidade dos testes soroldgicos varia de 85% a valores
proximos de 100%, conforme a técnica utilizada. Reac¢des falso-positivas podem ocorrer em soros
de pacientes com histoplasmose, aspergilose, criptococose e candidiase (Bertolini et al.,2012).

Tendo em vista a maior simplicidade do teste, a ndo necessidade de equipamentos de alto
custo, a sensibilidade maior que 80% e a especificidade maior que 90%, bem como a experiéncia
acumulada nas Gltimas décadas, a reacdo de imunodifusdo dupla em gel agar é considerada,
atualmente, o principal método de diagnostico sorolégico da PCM. Recomenda-se para 1D ou
qualquer outro teste utilizado no diagndstico de PCM que os soros sejam titulados para melhor
interpretacdo da resposta terapéutica, uma vez que o0s titulos de anticorpos diminuem
progressivamente com o controle clinico da doenca. E desejavel que se tornem negativos ou
estabilizem em dilui¢des de 1:2 ou menos para que contemplem o critério de cura sorologica.
Alguns pacientes podem apresentar, ja no diagndstico, titulos abaixo de 1:4. Nesses casos, 0
critério soroldgico pela ID tem valor limitado no seguimento do tratamento (Telles et al.,2012,
Telles et al., 2011).

O ELISA representa um método alternativo para o sorodiagnéstico da PCM, mais rapido
e apropriado para exame de grande nimero de soros. E uma técnica mais sensivel, porém sua
especificidade ¢ menor do que a da ID, exigindo cuidadosa padronizacdo e interpretacdo dos
resultados positivos (Bertolini et al.,2012).

A reacdo de imunoblot é usada como teste confirmatorio, sendo mais sensivel e
especifico que os testes sorologicos, pois permite especificar 0s tipos de anticorpos séricos contra
os diversos determinantes antigénicos do fungo. Outra abordagem diagnostica consiste na
demonstracdo de anticorpos ou antigenos em outros fluidos, incluindo liquido cefalorraquiano,
lavado bronco-alveolar e urina (Bertolini et al.,2012).

Western blot, avaliado experimentalmente, tem se mostrado um importante método
confirmatorio de diagndstico de PCM, mesmo quando sdo encontrados resultados negativos em
outros testes soroldgicos, tal como a ID (Bertolini et al.,2012).

Com uma perspectiva factivel para aplicacdo em laboratérios clinicos e com maior poder
de deteccdo que a cultura, os métodos moleculares vém sendo testados diretamente em amostras
clinicas através da andlise de regides do genoma fangico (Dias et al., 2008; Sidrim et al., 2010), no
entanto, ainda sdo usados basicamente somente na pesquisa. A técnica molecular mais comum é a
PCR, poderosa ferramenta capaz de amplificar segmentos de DNA in vitro, por acdo enzimatica
da DNA polimerase (White et al., 2009). Caracteristicamente, tem o potencial de melhorar o

diagnédstico de infeccdo fungica de modo especifico, sensivel e rapido. Além disso, dados
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preliminares indicam que testes diagndsticos baseados em PCR guiam a terapéutica antifingica, o
que leva a reducdo de mortalidade e diminuicdo de tratamentos desnecessarios, evitando custos e
toxicidade (Kourkoumpetis et al., 2012). Este procedimento, quando padronizado, € rapido,
seguro, sensivel e dispensa a realizacdo de cultura (Atkins & Clark, 2004; Wengenack &
Binnicker, 2009; Dean & Dark, 2011). Existem muitas varia¢Oes da reacdo de PCR, cada uma com
uma caracteristica diferente, que responde melhor a necessidade imposta pela amostra clinica.
WHITE et al. (2009) acreditam que, para o teste direto de espécimes clinicos, com limitados alvos
de DNA, o nested ou semi-nested PCR (variagdes do PCR convencional onde séo realizadas duas
rodadas de amplificacdo e o produto da primeira reacédo serve de molde para a segunda) séo mais
indicados, pois aumentam muito a sensibilidade do método. Apesar de promissor, o diagndstico
molecular ainda é considerado elaborado e, para sua padronizacdo, € pré-requisito obrigatorio: a
escolha da amostra biolégica, o volume a ser testado e o método de extracdo do DNA; o0s
parametros de ciclagem da reacdo sdo essenciais para 0 sucesso da técnica e devem ser
amplamente estudados para que possa haver aumento da sensibilidade e especificidade dos

métodos diagndsticos (Klutts & Robinson-Dunn, 2011).

2.1.6. Tratamento

O manejo terapéutico da PCM deve obrigatoriamente incluir medidas de suporte as
complicacdes clinicas associadas ao envolvimento de diferentes 6rgdos pela micose, além da
terapéutica antifingica especifica. As drogas recomendadas para as formas leves e moderadas sdo
itraconazol e a combinacdo de sulfametoxazol-trimetoprim; j& para 0s casos graves é usado
anfotericina B e ainda o voriconazol. A disseminagdo das lesbes e a terapéutica prolongada,
aliadas a frequéncia elevada de recidivas e dificuldade no acompanhamento dos pacientes, fazem

desta micose objeto de grande interesse clinico e de pesquisa (Shikanai-Yasuda et al., 2006).

2.1.7.Comorbidades

A PCM pode estar associada a outras doencas infecciosas e/ou ndo infecciosas, as quais
interferem diretamente no tratamento e prognostico da doenca. Por isso, a presenca de
comorbidades em individuos que fazem uso regular de medicacdo antifingica e apresentam
resposta clinica insatisfatoria deve ser investigada (Shikanai-Yasuda et al., 2006).

Entre as comorbidades, a AIDS é a menos comum, ocorrendo em torno de 1,5% dos
casos. A maioria dos casos relatados na literatura apresenta caracteristicas da forma aguda e
disseminada de PCM concomitantemente as caracteristicas da forma cronica da doenga. A maioria
dos pacientes com co-infecgédo de PCM e HIV (Human immunodeficiency virus) apresenta-se com

niveis de linfécitos T CD4 inferiores a 200 células/mL e os anticorpos anti-Paracoccidioides estdo
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presentes em apenas 60% dos casos (Shikanai-Yasuda et al., 2006). A infec¢do pelo HIV e a
consequente imunodepressdo celular modificam a histdria natural da PCM. Em comparacdo a
doenca em imunocompetentes, 0s pacientes coinfectados tendem a ser mais jovens e menos
envolvidos em atividades agricolas, predominando as profissdes urbanas. A PCM oportunista
evolui com maior rapidez e com presenca de febre e sintomas de inflamacdo, devendo ser
considerada como uma condicdo definidora de AIDS. Estudos sobre a imunopatogenicidade da
PCM indicam que a resposta imunologica ao fungo depende da interacdo dos linfécitos T CD4+ e
das células polimorfonucleares. As citocinas produzidas por esses linfocitos modulam a atividade
fagocitica dos macréfagos e neutréfilos ocorrendo, nos pacientes imunocompetentes, a resposta
granulomatosa capaz de controlar a doenca (Dias et al., 2008; Fortes et al., 2011). Devido a
eficAcia da terapia antirretroviral, mais casos de co-infeccdes PCM/HIV sdo esperados em
pacientes que vivem em area de risco (Safe et al., 2014).

Menos frequentemente, é relatada a concomitancia de PCM com casos de leishmeniose,
micoses (dermatofitoses, candidiase, cromoblastomicose, esporotricose, histoplasmose classica e
criptococose), hanseniase, lues e doenca de Chagas. Doenca de Hodgkin e carcinomas, doencas
ndo infecciosas, sdo também relatadas como comorbidades. A presenca de carcinoma de pulméo
em pacientes com PCM pulmonar pode ser mascarada por manifestaces decorrentes de fibrose
pulmonar consequente a micose (Rodrigues et al., 2010). O mesmo pode ocorrer em lesdes
cicatriciais de acometimento de laringe e faringe, particularmente nos pacientes tabagistas e
alcoolistas. Dessa forma, individuos que apresentam resposta insatisfatoria ao uso regular de
antifungicos devem ser investigados para outras comorbidades ou sequelas (Shikanai-Yasuda et
al., 2006).

A queda da imunidade celular é a responsavel pelo desencadeamento de ambas as
doencas. Além disso, a deficiéncia na producao de algumas citocinas e de seus receptores como as
interleucinas (IL) IL-12, IL-23 e o interferon y (INF- y) predispdem os pacientes tanto a TB
quanto a PCM. A sobreposicdo e similaridades das manifestacfes clinicas, radioldgicas e
epidemioldgicas das duas doencas, contribuem para que o erro diagnéstico seja comum (Moraes-
Vasconcelos et al., 2005). Além disso, no Brasil, os casos de PCM sdo negligenciados em relacdo
a TB, isso ocorre devido as altas taxas de infec¢des de TB, principalmente, na regido Sul do Brasil
e menor valorizagdo de micoses, excluindo tal hipotese diagnostica de sintomaticos respiratorios
(Fornajeiro et al., 2005).

2.2. Tuberculose
2.2.1.Definicéo
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A tuberculose (TB) é transmitida quase sempre pela via inalatoria. A principal fonte de
infeccdo da TB €é o individuo bacilifero (doente que elimina bacilos no ar ambiente), portador de
lesdo pulmonar ou laringea que, ao tossir ou falar, lanca na atmosfera goticulas de secre¢do com
bacilos. Estas particulas contém bacilos viaveis, infectantes e que, ao serem inalados, alcangam 0s
alvéolos, onde 0s micro-organismos se estabelecem e se desenvolvem (Nicas et al., 2005).

A contencdo dos bacilos no organismo falha quando a condi¢do imunoldgica é alterada e
ocasionada geralmente pela desnutricdo, etilismo, idade avancada, AIDS, diabetes e uso de
medicamentos imunossupressores. Além da carga bacilifera e da viruléncia do micro-organismo
também influenciarem no aparecimento da doenc¢a em individuos imunocompetentes (Melo et al.,
2009).

2.2.2.Agente Etioldgico

O agente etiologico da TB pertence ao género Mycobacterium, o qual compreende 83
espécies, a maioria saprofitas de vida livre. O Complexo M.tuberculosis € composto pelas espécies
M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. canetti, M. caprae e M. microti, sendo que a mais
importante € a M. tuberculosis. Morfologicamente, essas bactérias sdo bacilos aerdbios
intracelulares, pequenos e finos, de crescimento lento e com parede celular rica em lipideos
estruturais, os quais formam uma barreira hidrofébica que confere resisténcia a dessecacdo e a
descoloracdo por alcool e &cido. Tal propriedade morfotintorial é a caracteristica diagndstica mais
importante do bacilo, ja que, em virtude disso, as micobactérias sdo denominadas bacilo alcool-
acido resistentes (BAAR) (Melo et al., 2006; Lorenz et al., 2009; Melo et al., 2009).

2.2.3.Epidemiologia

A TB é uma das mais antigas doencas infecciosas que representa um importante
problema de saude publica em todo o mundo. Devido a sua magnitude, transcendéncia e
vulnerabilidade, a doenga continua a ser hoje uma das principais causas de morte por um agente
infeccioso. Estima-se que 1/3 da populacdo mundial esteja infectada com o bacilo causador da
doenca e que em 2013 ocorreram nove milhdes de casos novos e um milhdo de 6bitos (WHO,
2014). No Brasil, a cada ano, sdo notificados aproximadamente 70 mil casos novos e ocorrem 4,6
mil mortes em decorréncia da doenca. O pais ocupa 0 17° lugar entre 0s 22 paises responsaveis
por 80% do total de casos de tuberculose no mundo (BRASIL, 2012). No Rio Grande do Sul a
incidéncia de TB € de 42,4 casos por 100 mil habitantes, sendo que Porto Alegre apresenta
coeficiente de incidéncia de 99,3 casos por 100 mil habitantes e 3 mortes a cada 100 mil
habitantes (BRASIL, 2015).



10

2.2.4.Patologia

A TB ¢ caracterizada por uma resposta inflamatoria granulomatosa e pode ocorrer com
diferentes manifestacdes clinicas que estdo diretamente relacionadas com o 6rgdo acometido e
resposta do hospedeiro ao microorganismo. As manifestagdes da forma pulmonar sdo as mais
frequentes e também a mais relevante para a saude publica, ja que esta forma tem sido a principal
responsavel pela manutencdo da cadeia de transmissdo da infecgdo. No entanto, existem as
apresentacdes extrapulmonares da TB, que tem sua ocorréncia aumentada em pacientes
imunocomprometidos de uma forma geral (Souza, 2009; BRASIL, 2011; Silva et al., 2011).

A TB pulmonar pode apresentar-se sob a forma primaria, pos-primaria (ou secundaria) ou
miliar. A forma primaria € mais comum em criangas e, clinicamente, na maioria das vezes,
mostra-se de forma insidiosa. A forma pos-priméaria pode acometer qualquer idade, sendo mais
comum no adolescente e adulto jovem. A forma miliar estd vinculada ao aspecto radioldgico
pulmonar, sendo a forma grave da doenca. O dano da TB pulmonar é causado pela presenca dos
bacilos nos macrofagos desencadeando uma inflamacdo cronica descontrolada e progressiva
(Campos, 2006). Tem como principal sintoma a tosse seca ou produtiva com expectoracao
mucoide ou purulenta, com a presenca ou ndo de hemoptise. O paciente também pode apresentar
irritabilidade, sudorese noturna, inapeténcia, emagrecimento e febre vespertina que ndo costuma
ultrapassar 38,5°C (BRASIL, 2011).

As formas extrapulmonares da TB tém seus sinais e sintomas dependentes dos 6rgéos ou
sistemas acometidos, sendo classificadas segundo a sua localizagdo: laringea, ganglionar
periférica, meningoencefalica, Ossea, genitourinria, miliar e ainda cutédnea e ocular. Sua
ocorréncia aumenta entre pacientes com AIDS, especialmente entre aqueles com
imunocomprometimento grave. Os sinais podem ser poucos até que a doenca esteja avancada. O
paciente apresenta febre com picos de até 40 a 41° C principalmente no periodo vespertino, além
de tosse e sudorese. Outras queixas comuns abrangem mal-estar, fadiga, perda de peso, dor
torécica e dispnéia (Silva et al., 2011).

2.2.5.Métodos Diagnosticos

A pesquisa bacteriolégica é fundamental em adultos, tanto para o diagnostico quanto para
o controle de tratamento (BRASIL, 2011).

O exame microscopico direto ou baciloscopia direta é a técnica mais utilizada e consiste
no esfregago do escarro in natura seguida da coloracdo pelo método de Ziehl-Neelsen (ZN); a
metodologia é viavel para todos os niveis de complexidade laboratorial e a sensibilidade do
método é de 60% a 80% para o diagnostico de TB pulmonar, o que é importante do ponto de vista

epidemioldgico, ja que os casos baciliferos sdo o0s responséaveis pela manutencdo da cadeia de
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transmissdo. Existem outros métodos de coloragdo como de Kinyoun (variante ZN, coloragdo sem
aquecimento da fucsina) e coloracdo pela Auramina. Esta propriedade esta diretamente
relacionada com os acidos micolicos da parede celular que formam complexos estaveis com
corantes como a fucsina e a auramina (Nolte & Metchock, 1995; Tarantino & Rosemberg, 1997,
BRASIL, 2011).

A cultura é um método de elevada especificidade (98,4-100%) e sensibilidade (30-96%)
no diagndstico da TB. Nos casos pulmonares com baciloscopia negativa, a cultura do escarro pode
aumentar em 30% o diagnostico bacterioldgico da doenca. Para a cultura de micobactérias séo
utilizados comumente os meios de cultura sélidos Léwenstein-Jensen e Ogawa-Kudoh, que sdo de
baixo custo e menor indice de contaminacgdo. A principal desvantagem do meio solido é o longo
tempo de deteccdo do crescimento, que varia de 14 a 30 dias, podendo se estender por até 8
semanas. Tais meios solidos também sdo utilizados para o teste de sensibilidade atraveés do método
de proporgdes, porém o resultado s6 é obtido apds 42 dias de incubacgdo (Levy et al., 1989).

Visando diminuir o tempo de cultivo de micobactérias de material clinico, na década de
70, novos sistemas foram desenvolvidos. Atualmente, o equipamento automatizado e néo
radiométrico MGIT® (Mycobacteria Growth Indicator Tube) utiliza um meio liquido para
diagnédstico de TB através da deteccdo do consumo de O, No final da década de 1990, esse
método passou a ser considerado padrdo ouro, pois além de apresentar performance similar ao
método de proporcdes, apresentou um tempo médio de deteccdo de sete dias (Coelho, 2007).

A radiografia do térax € um método diagnéstico de grande importancia na investigacdo
da tuberculose, ja que pode apontar a doenca em atividade ou a doencga no passado, além do tipo e
extensdo do comprometimento pulmonar. Entretanto, deve-se levar em conta que até 15% dos
casos de TB pulmonar ndo apresentam alteracdes radioldgicas, principalmente 0s
imunodeprimidos. A tomografia computadorizada de alta resolucdo (TCAR), ressonancia
magnética (RM) e tomografia com emissdo de pdsitrons (TEP) sdo tecnologias propostas para o
diagndstico de TB ativa e latente e podem auxiliar no diagnostico de tuberculose pulmonar atipica
ou extrapulmonar (Goo, 2000; Burril, 2007).

O diagnéstico histopatolégico é empregado nas formas extrapulmonares ou pulmonares
que se apresentam radiologicamente como doenca difusa, como na TB miliar, ou em individuos
imunossuprimidos (BRASIL, 2011).

Até 0 momento, os testes imunossorolégicos comerciais ou in house ndo estdo
recomendados para o diagnostico da tuberculose devido a variabilidade de resultados e maior
sensibilidade em pacientes com baciloscopia positiva. Embora os métodos de detec¢éo de antigeno
sejam mais rapidos, apresentam menor especificidade em razéo das reacfes cruzadas (Steingart et
al., 2007).
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Os testes imunoldgicos para deteccdo de gama interferon baseiam-se na estimulagdo da
resposta celular usando peptideos ausentes na BCG (Bacillus Calmette-Guérin) e em outras
micobactérias atipicas, em amostras de sangue periférico. N&o distingue tuberculose infeccdo de
TB doenca. (Dinnes et al., 2007).

A deteccdo da ADA (adenosinadeaminase), enzima intracelular presente particularmente
no linfdcito ativado, pode auxiliar no diagndstico da TB ativa. O aumento da atividade da ADA no
liquido pleural associado a outros paramentros como idade maior que 45 anos, predominio de
linfocitos (acima de 80%) e proteina alta (exsudato), € indicador de pleurite tubeculosa (Trajman
et al., 2008).

A amplificacdo de micobacteriéfagos como indicadores da presenca de M. tuberculosis
viaveis em espécime clinico consiste numa técnica simples que ndo necessita de equipamentos
especializados e requer apenas conhecimentos basicos de bacteriologia (Pai et al., 2003; Kalantri
et al., 2005).

Os testes moleculares sdo baseados na amplificacdo e deteccdo de sequéncias especificas
de acidos nucléicos do complexo M. tuberculosis em espécimes clinicos. As técnicas de PCR em
tempo real sdo rapidas e apresenta baixo risco de contamina¢do. Recentemente foi implantado na
rede publica o teste molecular répido Xpert™ MTB/Rif que implica a purificacéo, concentracéo,
amplificacdo de acidos nucleicos e identificacdo da sequéncia de rpof. Fornece resultados em um
mesmo equipamento e em menos de duas horas. Apresentou sensibilidade de 90% em amostras

negativas a baciloscopia e especificidade de 97,9% (Perkins, 2009).

2.2.6. Tratamento

A era da quimioterapia da tuberculose se inicia no final da década de 40, com a
descoberta da estreptomicina, utilizada em monoterapia, conforme o0s primeiros trabalhos
publicados pelo Conselho Meédico Briténico. A constatacdo do rapido desenvolvimento de
resisténcia a estreptomicina levou a descoberta e a testes de novos farmacos, como: acido para-
aminossalicilico (PAS), isoniazida, pirazinamida, tiossemicarbazona, cicloserina, canamicina,
etionamida, etambutol e capreomicina (Melo et al., 2006).

Os primeiros ensaios ja demonstravam a necessidade de uma combinacgdo farmacoldgica
no tratamento como a principal medida para se prevenir a resisténcia. Nos anos 50, surge o
primeiro regime poliquimioterapico, composto por estreptomicina, PAS e isoniazida,
administrados por 24 meses. A longa duracdo e a dificil aceitagdo do PAS justificaram buscar
regimes mais eficazes, mais curtos e mais toleraveis. Na década de 60, o PAS foi gradualmente
substituido pelo etambutol, e o regime triplice, com estreptomicina, isoniazida e etambutol, foi
encurtado para 12 meses (BRASIL, 2011; Brunton et al., 2007).
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A rifampicina foi introduzida na terapéutica em 1971 e é um marco no tratamento da
tuberculose por sua potente atividade esterilizante, tanto na fase de multiplicacéo rapida, quanto na
fase de manutencdo. Sua incorporacdo aos esquemas possibilitou a reducdo do tempo de
tratamento de 12 para 6 meses, com a chamada curta duragdo (Brunton et al., 2007; BRASIL,
2011).

A terapia de combinagdo constitui a abordagem desejavel no tratamento de doencas
micobacterianas a fim de assegurar uma atividade bactericida precoce, impedir a emergéncia da
resisténcia e atividade esterilizante. A atividade bactericida precoce erradica 0 maior nimero de
bacilos, em menor tempo possivel, reduzindo a infectividade no inicio do tratamento. A
emergéncia da resisténcia em um individuo portador de TB ocorre unicamente por meio da
selecdo de bacilos mutantes primariamente resistentes em uma populacdo selvagem. Cada
populagdo micobacteriana tem diferentes proporcdes de bacilos com resisténcia natural aos
diferentes medicamentos anti-TB (Melo et al., 2006).

Desde 2009, o tratamento da doenca no Brasil passou a ser realizado pelo esquema de
apresentacdo farmacoldgica em comprimidos de doses fixa combinadas de quatro medicamentos:
Rifampicina - R, Isoniazida - H, Pirazinamida - Z e Etambutol - E. Sendo que nos dois primeiros
meses (fase intensiva) utiliza-se a combinacdo RHZE e nos quatro meses restantes (fase de
manutencdo) a combinacdo RH. Esse esquema é utilizado para adolescentes e adultos, ja para as
criangas, 0 esquema utilizado é o RHZ por dois meses (fase de ataque) e RH, por quatro meses
(fase de manutencdo). O uso desses esquemas deve ser didrio em uma Unica administracdo
conjunta. Os casos que evoluem para faléncia do tratamento devem ser avaliados quanto ao
historico terapéutico, adesdo aos tratamentos anteriores e comprovacdo de resisténcia aos
medicamentos. Tais casos receberdo o Esquema Padronizado para Multirresisténcia ou Esquemas
Especiais individualizados, contemplados com farmacos de segunda linha, conforme a
combinacéo de resisténcias apresentadas pelo teste de sensibilidade (BRASIL, 2011).

Cada medicamento tem um mecanismo de agdo especifico contra a micobactéria. A
rifampicina, antibiotico de amplo espectro, age suprimindo a sintese de RNA (ribonucleic acid),
resultando em uma ac¢do bactericida, porém ndo pode ser administrado isoladamente no tratamento
da tuberculose, pois as micobactérias desenvolvem rapida resisténcia ao medicamento. A
isoniazida age inibindo a sintese de acidos micolicos, componente essencial da parede celular da
micobactéria. A pirazinamida possui agdo bactericida, € uma alternativa aos casos de resisténcia a
isoniazida, rifampicina e/ou etambutol e seu mecanismo de a¢do nédo esta esclarecido, mas parece
estar envolvido na biossintese do acido micoélico. J& o etambutol, especifico para micobacteéria,
atua inibindo a biossintese do arabinoalactano, resultando um desarranjo na estrutura da parede

celular da micobactéria (Brunton et al., 2007).
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3. JUSTIFICATIVA

O fungo Paracoccidioides spp. é o agente etiologico da paracoccidioidomicose (PCM),
uma micose sistémica de alta prevaléncia na América Latina, sendo o Brasil responsavel por 80%
dos registros da doenca. A PCM apresenta graves quadros de infeccdo, em geral de evolugéo
cronica, que variam em severidade e prognostico, tornando a doenca um importante problema de
salde publica. A PCM pode estar associada a outras doencas infecciosas, como a tuberculose
(TB), que esta presente em 10-15% dos casos de PCM pulmonar e pode ocorrer simultaneamente
ou sequencialmente, interferindo diretamente no tratamento e progndstico da doenca. Assim, é
importante conhecer as diferencas clinicas, epidemioldgicas e laboratoriais da PCM quando
associada a TB para prevenir disseminacao e complicagoes.

O diagnostico de PCM ¢é baseado na visualizacdo dos elementos fungicos sugestivos de
Paracoccidioides spp. através do exame microscopico direto e o isolamento em cultura de
espécimes clinicos. Esses testes sdo extremamente especificos, mas pouco sensiveis. Assim, a
aplicacdo de um método molecular rapido e acurado, como a reacdo em cadeia da polimerase, tem
o potencial de melhorar o diagnostico de infeccdo flngica de modo especifico, sensivel e rapido,
propiciando o diagnostico diferencial de PCM em escarro de pacientes com TB. Além disso, pode
guiar a terapéutica antifungica, reduzindo a mortalidade e os tratamentos desnecessarios, evitando
custos e toxicidade.

Dessa forma, o desenvolvimento e padronizacdo de um método diagndstico, por técnicas
moleculares, contribuem com o diagnostico clinico, principalmente em pacientes com exame

micoldgico negativo para PCM.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral
Determinar a associacao entre TB e PCM em pacientes com exame micoldgico negativo,

utilizando técnicas moleculares.

4.2. Objetivos especificos
o Padronizar a extracdo de acidos nucleicos de amostras de escarro através de um
método semi-automatizado;

. Padronizar o diagnostico molecular por PCR para PCM em amostras de escarro.
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5. ASPECTOSETICOS

O presente estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
ISCMPA, parecer n° 521.332 (07/01/2014), e foi dispensada a assinatura dos pacientes no termo

de consentimento, com o compromisso de manutencao do anonimato dos sujeitos da pesquisa.
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7.2. Resumo

Introducédo: A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistémica endémica causada
pelo fungo Paracoccidioides spp..

Objetivo: O objetivo deste estudo foi determinar a associagdo entre tuberculose (TB) e
PCM em pacientes com exame micoldgico negativo.

Método: Estudo prospectivo de diagnostico molecular de amostras de escarro, com
resultado positivo para bacilo alcool acido resistente (BAAR) e negativo no exame direto e cultivo
micoldgico.

Resultados: A aplicacdo de técnicas moleculares resultou em 18,4% de pacientes
coinfectados com PCM e TB.

Conclusdo: O conhecimento das diferencas clinicas, epidemioldgicas e laboratoriais da
PCM quando associada a TB € importante para prevenir a disseminacdo da doenca, complicacdes
e 0 aumento da letalidade.

Palavras-chave: paracoccidioidomicose; tuberculose; diagnéstico molecular.
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7.3. Abstract
Introduction: paracoccidioidomycosis (PCM) is an endemic systemic mycosis caused by
Paracoccidioides spp ..

Obijective: The aim of this study was to determine the association between tuberculosis
(TB) and PCM in patients with negative mycological examination.

Method: Prospective study of molecular diagnosis of sputum samples with positive for
bacilli resistant acid (BAAR) and negative on direct examination and mycological culture.

Results: The application of molecular techniques resulted in 18.4% of co-infected
patients with PCM and TB.

Conclusion: Knowledge of clinical, epidemiological and laboratory differences PCM
when associated with TB is important to prevent the spread of disease, complications and
increased mortality.

Keywords: paracoccidioidomycosis; tuberculosis; molecular diagnosis

7.4. Introducéo

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistémica endémica na America Latina,
causada pelos fungos Paracoccidioides brasiliensis e P. lutzii'. A infeccio ocorre pela inalacio de
conidios presentes no ar e posterior deposicdo dos propéagulos nos pulmdes com subsequente
transformacdo para células leveduriformes2. Dependendo da intera¢do do fungo com a resposta
imunoldgica do hospedeiro, a infec¢do pode evoluir para a cura espontanea ou disseminar-se pelo
organismo causando uma doenca inflamatéria granulomatosa cronica’®. A fase primaria da
infeccdo aparece normalmente em individuos jovens como uma doenca pulmonar autolimitada e,
raramente, progride para o estado agudo ou subagudo da infeccdo. Ap6s um longo periodo de
laténcia, uma infeccdo pode ser reativada, originando uma doenca pulmonar crénica, podendo ou
ndo envolver outros 6rgéos* >

A PCM pode estar associada a outras doencas infecciosas e/ou ndo infecciosas, as quais
interferem diretamente no tratamento e prognéstico da patologia®. A associacdo entre tuberculose
(TB) e PCM ocorre em 5,5-19%?2 dos casos e pode ocorrer simultaneamente ou sequencialmente,
ja que uma pode facilitar a reativagdo de um foco quiescente enddgeno da outra ou ainda facilitar a
infeccdo recente’. A queda da imunidade celular é a responsavel pelo desencadeamento de ambas
as doencas®.

O objetivo deste estudo foi determinar a associa¢do entre TB e PCM em pacientes com
exame micoldgico negativo, utilizando técnicas moleculares e assim contribuir para prevengéo de

complicagdes e sequelas nestes pacientes.
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7.5. Materiais e Métodos

Estudo prospectivo, no qual foram incluidas amostras de escarro provenientes do
Hospital Sanatorio Partenon de Porto Alegre em conjunto com o Laboratério de Micologia da
Irmandade Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre (ISCMPA), no periodo de 2014-2015,
positivas para bacilo alcool &cido resistente (BAAR) e negativas no exame direto e cultivo
micoldgico para PCM. Algumas dessas amostras ainda tiveram diagnosticos complementares de
cultivo e/ou teste molecular rapido para Complexo Mycobacterium tuberculosis (CMT). Foram
incluidas 62 amostras de escarro, sendo que 9 eram de pacientes repetidos, e 1 controle positivo
(CP). O CP é uma amostra proveniente do banco de cultura do Laboratério de Micologia da
ISCMPA. O presente estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
ISCMPA, parecer n° 521.332 (07/01/2014) e foi dispensada a assinatura dos pacientes no termo de
consentimento, com 0 compromisso de manutenc¢ao do anonimato dos sujeitos da pesquisa.

A extracdo do DNA das células presentes nas amostras de escarro e no CP (suspensdo em
4gua livre de DNA e RNA) foi realizada com o kit comercial Pathogen RNA/DNA MagMax® no
equipamento MagMax™ Express, conforme a seguinte padronizagdo: (1) preparo da solucdo de
lise através da adicdo de Carrier RNA (2 uL) a solucdo concentrada de lise/ligagdo (250 pL), (2)
adicdo da solucdo de lise (250 pL) e amostra (200 pL) em microtubos contendo esferas
potencializadoras de atrito, (3) homogeneizacéo rigorosa (15 min), (4) centrifugacdo (3min, 14000
RPM), (5) preparo da solucdo "Bead mix" (20uL) através da adicdo de esferas ligantes de acidos
nucleicos a solugdo Lysis enhancer, (6) preparo da placa com a solucdo "Bead mix", amostra,
isopropanol, solucdes de lavagem e tampdo eluente, (7) insercdo da placa no equipamento e
posterior programacdo do mesmo (protocolo 4462359). Apds esse processo, 0s acidos nucleicos
foram quantificados no equipamento Nanodrop®, diluidos a uma concentracdo de 10ng/ul e
armazenados a -20°C.

O PCR das amostras extraidas foi dividido em duas rea¢des. Na primeira reacdo (PCR1),
utilizaram-se iniciadores especificos (primers) para deteccdo de CMT (INS1 5
CGTGAGGGCATCGAGGTGGC 3', INS2 5' GCGTAGGCGTCGGTGACAAA 3'). Essa etapa
foi realizada para validacdo da extracdo, sendo o controle interno (CI) da reacdo de extracdo e
visou eliminar falsos-negativos na PCR2, que ocorrem devido a presenca de inibidores da reacdo
de amplificacdo. A reacdo ocorreu em um volume de 50uL, contendo: 25uL de GO Taq Master
Mix®, 1L de cada primer, 2uL de DNA da amostra extraida e 21uL de 4gua livre de DNA. A
amplificagcdo por PCR em termociclador se deu em 35 ciclos de 94°C por 2min, 68°C por 2 min e
72°C por 2 min.

O DNA do CP foi submetido a reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Os primers

universais,  espacadores internos  transcritos do DNA  ribossomal (ITS1 5%
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TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3’ e ITS4 5° TCCTCCGCTTATTGATATGC 3°), foram
utilizados para amplificacdo. Apds, o produto do PCR foi purificado com o Kit comercial
Wizard® PCR Clean-UP. Essa amostra foi encaminhada para sequenciamento no equipamento
ABI-Prism 3500 Genetic Analyzer® (Applied Biosystems). O resultado foi analisado no programa
ClustalW para encontrar a sequéncia contig. A seguir, foi feito um alinhamento através da
ferramenta BLAST no banco de dados GENBANK, concluindo-se que a amostra apresenta

identidade com o P. brasiliensis (codigo da sequéncia: dbj|AB038165.1]). Apds foi utilizado na

PCR2 como controle positivo para PCM.

A segunda reacdo (PCR2), destinada a pesquisa de Paracoccidioides spp., foi feita
somente nas amostras positivas da primeira reacdo. Os primers utilizados foram: OliPbmBI1F 5’
ACCCTTGTCTATTCTACC 3’, OliPbmBI1R 5> TTACTGATTATGATAGGTCTC 3’. Realizou-
se em um volume de 50uL contendo: 25uL de GO Taq Master Mix®, 1uL de cada primer, 2uL de
DNA da amostra extraida e 21uL de agua livre de DNA. A amplificacdo por PCR em
termociclador se deu a 96°C por 5min, 40 ciclos de 96°C por 35s, 55°C por 35s e 72°C por 35s,
finalizando com uma extensao de 72° por 7min.

Os fragmentos de DNA amplificados foram visualizados no fotodocumentador Bio Rad
Gel Doc XR+®, ap6s eletroforese em gel de agarose 2%, corado com Syber Safe®. Os fragmentos
da primeira reacdo de PCR possuem 245pb e os fragmentos da segunda reacdo, 144pb. Eles foram
quantificados conforme um marcador de peso molecular de 100pb e analisados por comparagédo

com um controle positivo.

7.6. Resultados

Este estudo padronizou a extracdo de &cidos nucleicos fangicos de amostras de escarro
através do kit comercial Pathogen RNA/DNA MagMax® no equipamento MagMax™ Express. A
eficiéncia da extracdo foi comprovada pela quantificacdo das moléculas de DNA que variou de 10
ng/ UL a 33,25 ng/uL e avaliacdo da pureza. A aplicacdo desta técnica proporcionou a obtencédo de
DNA purificado, pois a utilizacdo das particulas magnéticas e o processamento semi-automatizado
favoreceram a lise das paredes bacterianas e fungicas com remocdo dos possiveis inibidores de
PCR. Das 53 amostras com DNA extraido, quatro foram negativas no PCR1 e foram excluidas do
estudo, ja que ndo tem como definir se foram negativas pela presenca de inibidores da PCR ou por
ndo haver o rompimento da parede celular do CMT, que possui estrutura rigida e complexa,
constituida de &cidos micdlicos.

Destas 49 amostras restantes, a idade média de todos os pacientes foi de 45 anos (25-75
anos), com predominio do género masculino (96%). As condicGes associadas de alguns pacientes
incluidos no trabalho sdo: 16% (8/49) populacdo prisional, 14% (7/49) HIV, 10% (5/49)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/6978987?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=75TH27WA01R#_blank
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diabéticos, 8% (4/49) moradores de rua, 2% (1/49) indigenas, 2% (1/49) usuérios de droga, 2%
(1/49) profissionais da saude e 46% (22/49) ndo tinham informacdes cadastradas no sistema da
Secretaria da Saude do Estado do Rio Grande do Sul (RS). A pesquisa de resisténcia a rifampicina
foi realizada em 37% (18/49) das amostras, apresentando 1 caso de resisténcia. Na PCR2, 13
amostras foram positivas (Figura 1), sendo que destas, 4, eram de pacientes repetidos,
correspondendo entdo a 18,4% de pacientes coinfectados. Esses individuos apresentaram idade

média de 36,1 anos e todos sdo do género masculino (Tabela 1).

7.7. Discusséo

No Brasil, as taxas de TB sdo extremamente altas, chegando, a cada ano, a
aproximadamente 70 mil casos novos notificados e ocorrendo 4,6 mil mortes em decorréncia da
doenca®. No Estado do RS, a incidéncia é de 42,4 casos por 100 mil habitantes, sendo que o
municipio de Porto Alegre apresenta coeficiente de incidéncia de 99,3 casos por 100 mil
habitantes e 3 mortes a cada 100 mil habitantes®. A incidéncia de coinfeccdo com TB e PCM ja
estd bem descrita na literatura’, como encontrado neste estudo (18,4%). Todos os pacientes
avaliados no presente trabalho pertencem a grupos em situacdo de risco, pois sdo moradores de
rua, dependentes quimicos e privados de liberdade. Devido & alta incidéncia de TB no RS, o
diagnostico de PCM tem menor énfase.

A PCM pulmonar crbnica ocorre através da reativacdo de uma lesdo quiescente em
adultos entre 30-50 anos, com histérico de atividade relacionada ao solo, acometendo mais
homens que mulheres (proporcao de 15:1)™. J4 a TB acomete individuos de qualquer idade e sexo,
sendo mais comum em adultos jovens, com a maioria dos pacientes apresentando sintomas e
exame fisico comprometido™. Apesar dessas diferencas, as informagdes néo sdo suficientes para
um diagnostico diferencial entre ambas devido a sobreposicdo e similaridade das apresentacdes
clinicas e radiolégicas das duas doengas™.

O diagnostico de PCM é baseado na visualizacdo dos elementos fungicos sugestivos de
Paracoccidioides spp. através do exame microscépico a fresco e o isolamento em cultivo de
espécimes clinicos, testes que apresentam alta especificidade com baixa sensibilidade®. O
crescimento desse fungo em meios de cultivo ocorre somente em 85% dos casos de PCM e a
incubagdo demora entre 20 e 30 dias'*****. Para aumentar essa sensibilidade do exame direto,
LOPES (1955)*® desenvolveu uma técnica com soda, mas é necesséaria uma boa quantidade de
escarro, que nao estava disponivel neste estudo.

A realizacdo do teste sorologico de imunodifusdo em gel (ID) colaboraria para uma
melhor avaliacdo destes casos, ja que os registros de dados séo incompletos quanto a evolugéo da

doenca e retorno ao atendimento clinico. N&o foi possivel realizar o teste sorolégico nos pacientes
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porque as amostras de soro dos mesmos nédo foram disponibilizadas. A ID apresenta sensibilidade
aproximada de 90% e especificidade de 100%, sendo que a positividade do teste indica a presenca
de uma leséo ativa'® *" ',

Os pacientes coinfectados neste estudo receberam tratamento para TB, mas ndo para
PCM. A rifampicina, isoladamente, ndo tem acdo antifungica, mas pode ser administrada com
anfotericina B para tratamento das formas graves de PCM, pois a penetracdo da rifampicina no
citoplasma e sua consequente acao farmacoldgica é possibilitada pela desorganizacéo funcional da
membrana celular fingica causada pela anfotericina B'®*!. A opcéo terapéutica dos pacientes
coinfectados com TB e PCM deve ser avaliada, pois a escolha para tratamento da PCM é o
Itraconazol, que é metabolizado pelo sistema enzimatico do citocromo P-450 (CYP3A4). A
rifampicina um indutor deste sistema, diminuiu a biodisponibilidade do itraconazol,
comprometendo sua efic4cia™.

A metodologia utilizada nas nossas amostras de escarro foi descrita por Dias et al'® para
amostras de soro e plasma. Os primers utilizados detectam somente o género Paracoccidioides,
ndo sendo possivel a diferenciacdo entre P. brasiliensis e P. lutzzi. Tratam-se de primers
conservados da regido ITS do rDNA, sendo mais apropriada para aplicacdo da técnica de PCR
como ferramenta diagnéstica. Apesar de se saber que métodos moleculares quantitativos, como
PCR em tempo real, sdo mais adequados para predizer doenca ou infeccdo, sdo também
consideradas técnicas caras, que necessitam de alta tecnologia. A PCR convencional pode ter uma
Otima relacdo custo-beneficio para diagnéstico de PCM em amostras de escarro com exame

micoldgico negativo.

7.8. Concluséo

Desta forma, considerando as altas taxas de tuberculose no Brasil, principalmente no Rio
Grande do Sul, é de extrema importancia o diagnéstico diferencial da PCM, j& que a associacao
dessas duas doencas € comum e muitas vezes negligenciada. Além disso, a padronizacdo da
extracdo de &cidos nucleicos em amostras de escarro possibilitou a obtencdo rapida de DNA
purificado e sem interferentes para a PCR. O diagndstico molecular pela amplificacdo genémica

demonstrou eficicia na detecgdo de PCM em escarro.

7.9. Conflito de Interesse

Os autores declaram nao ter conflito de interesse.
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7.11. Anexos

Tabela 1: Perfil e resultados das amostras com coinfec¢ao.

Diagndstico bacteriolégico Diagnéstico Micol6gico

Condicdes

Amostras Género Idade . Raio X Cultura TMR Direto a Cultura Tratamento Evolucédo
associadas
BAAR CMT CMT PCRj'fresco PCM PCM PCR 2
1 Masculino 34 NI NI ++ POS POS POS NEG NEG POS RHZE NI
Alcoolista,
tabagista, .
. : Cavidade
43,53 e 61 Masculino 45 cardiopata : +++ POS POS POS NEG NEG POS RHZE Cura
: lobo superior
(implante de
stend)
44 Masculino 28 NI NI ++ POS POS POS NEG NEG POS RHZE NI

Dependente Cavidade

59 Masculino 25 - : POS POS POS NEG NEG POS RHZE Abandono
quimico lobo superior

60 Masculino 29  Dependente  lesdes + POS POS POS  NEG NEG POS  RHZE  Abandono
quimico bilaterais

63 Masculino 54 NI "’:g:g::s +++ POS POS POS NEG NEG POS RHZE NI

39,72 e 79 Masculino 33 NI NI ++ POS POS POS NEG NEG POS RHZE NI

74 Masculino 50  Fhedode o iide  +  POS POS POS  NEG NEG POS  RHZE  Abandono
Liberdade

75 Masculino 25 DZ"U";;‘?SQte Cavidade +++ POS POS POS NEG NEG POS  SELTZ Abandono

Pos: positivo; Neg: negativo; NI: ndo informado; CMT: cultura para TB realizada em
meio sélido Ogawa Kudoh; TMR: teste molecular rapido realizado por PCR em tempo real;
SELT: Estreptomicina, Etambutol, Levofloxacina, Pirazinamida, Terizidona; RHZE: Rifampicina,
Isoniazida, Pirazinamida, Etambutol.

Figura 1: Analise de amostras clinicas (escarro) de PCM por PCR. M: marcador de peso

molecular de 100 pb; Br: branco ou controle negativo; C+: controle positivo; 1, 43, 44 e 59:

amostras.
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8. CONCLUSOES

- Considerando as altas taxas de tuberculose no Brasil, principalmente no Rio
Grande do Sul, é de extrema importancia o diagndéstico diferencial da PCM, ja que a associagédo
dessas duas doencas é comum e muitas vezes negligenciada;
- A padronizagdo da extracéo de &cidos nucleicos em amostras de escarro possibilitou a
obtencdo rapida de DNA purificado e sem interferentes para a PCR;
- O diagnostico molecular pela amplificacdo genémica demonstrou eficacia na deteccéo

de PCM em escarro.
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9. CONSIDERACOES FINAIS

A partir deste trabalho, poderdo ser realizados outros estudos para dar continuidade ao
conhecimento dos Paracoccidioides spp., como a identificacdo genotipica das espécies S1 (grupo
parafilético formado por 38 isolados da Argentina, Brasil, Peru, Venezuela e Antartida), PS2
(contém 6 isolados, com 5 dos quais provenientes do Brasil e 1 da Venezuela), PS3 (com 21
isolados da Colémbia), PS4 (isolados clinicos da Venezuela) e P. lutz.

Outra possibilidade é o desenvolvimento de estudos para viabilizar a utilizacdo de testes

moleculares rapidos, praticos e de baixo custo para utilizacdo em rotinas de laboratdrios clinicos.



10.1. Formulario de coleta de dados dos pacientes

10. ANEXO

Instrumento para colheita de dados

Dados de identificacdo
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NOME: Lo Registro..................

Data internagao:..........ooevvivviiiinninnnnn. Idade:............. Sexo: ()M()F

Hospital......ooiiiiii N°caso:..c.oueuenenn.
Condic6es predisponentes

Diabete melito () Sim () Nao () Néao informado

Insuficiénciarenal () Sim () N&o () Néo informado

HIV () Sim () Néo (') N&o informado

Drogas injetaveis () Sim () Nao () Néao informado

Neutropénico () Sim () N&o () Néo informado

Sepse bacteriana () Sim () N&o () Néo informado

Neoplasia QUali. .

Transplante Quali......oooii Tempo:...............

Outros: QUal:. .
Dados clinicos

MOtIVO INEEINAGAO: .. .. ettt ettt e e e

Unidade internagdo Clinica () Cirargica

Cateter venoso central () arterial

N° de dias:.....

Terapia intensiva Sim () N&o () Néo informado

()
0
NPT () Sim () Nao () Néao informado
0
Ventilagdo mecanica () Sim () Néo () Nao informado

Sitios de infeccdes:

Pulmao () Sim () Néo

SNC () Sim () Nao

Rins () Sim () NAGOLOCal-.......coveeeieiisrcrec e

Ossos () SIm () NEBOLOCAI-......ceiiveiiiiirieeeciec e

Pele () Sim () NAGOLOCal-.......ccvieeieiisrceec e

Glandulas () SIm () NEBOLOCAI-......ccoviveiiiiiiriecece e
OULIOS: ettt r et r e n e nr e nnenre s

LeSBES diSSEMINAUAS ... .ivininini ittt e e e e e
Deterioragao clinica sem outra eXplicagao:..........o.oviriririniniiiiiieieeieeeeienenes

Terapia antimicrobiana
Fluconazol () Sim () N&o () N&o informado
Anfotericina B() Sim (') N&o () Né&o informado

Itraconazol () Sim () N&o () Ndo informado  Ha quanto tempo:.....

Voriconazol () Sim () Ndo() Ndo informado  Ha quanto tempo:.....

Sulfametoxazol/ () Sim () Néo () Nao informado  Ha quanto tempo:.....
Trimetropim

Tratamento de tuberculose

R (Rifampicina) — H (Isoniazida) — Z (Pirazinamida) — E (Etambutol)

S (Estreptomicina) — E (Etambutol) — L (Levofloxacina) — Z (Pirazinamida) — T (Terizidona)
Qual esquema terapéutico utilizado?

Diagnostico de imagem (se possivel tirar foto do exame de imagem ou salva-lo)
RX:

CT:

Evolucao

() Alta hospitalar ~ Data:................... Duragdo internagao:..............e.evevevnnnn..
() Obito Data:................... )



