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Introducao Resultados
Aspergilose ¢é uma doenga flingica oportunistica que acomete De todos os antigenos produzidos, os mais reativos foram
prnncipalmente imdividuos imunocompromehidos. O diagnostico desta doenca se A. fimigotus MG2 SB e pool A. fignignfus SB para soros de
torna dificil, pois os meétodos conhecidos sdo pouco sensiveis e especificos, A. fumigatus; pool total SM, pool total SB e A. niger HCPA SM para
fazendo com que o tratamento adequado seja aplicado tardiamente. soros de A. niger e A. flavus F58 SM para soros de A. flavus. No
entanto, para os soros de pacientes neuiropénicos, os antigenos
Objetivo produzidos nio foram reativos. Até o presente momento foram

caractenizadas duas proteinas: B-glicosidase para A. fignigafus ¢ a-
amilase para A. mniger. Para A flavis amnda ndo fo1 possivel
caracterizar a proteina responsavel pela atividade.

O presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento e caractenzacéo
de antigenos para diagndstico de aspergilose.

Materiais e métodos

Tabela 1: Relagio de titulos para antigenos reativos contra soros de aspergilose, através da
técmea de mmunodifusdo dupla.

Os microrganmismos utilizados foram Aspergiliis finmigatus (MG 2, HCPA e

ATCC 16913 ), Aspergillus flavus (HCPA, MG e F58), Aspergillus terreus (1, seres TR "ﬂf"“ﬂww ——
HCPA 1 ¢ CMMI 233-3) e Aspergillus niger (HCPA, MG e 19899), os quais om o me e ReE W R mm R 00
foram cultivados em caldo Smith (SM) e caldo Sabouraud (SB) ¢ incubados a e -

37°C por 15 dias. Apdés o culbivo fo1 filtrado, dialisado e hofilizado. Os po a o e

exoantigenos produzidos foram testados por imunodifuséo frente a 69 soros de 124 | :'._ﬁi ::: 1:1
pacientes com micoses sistémicas (29 com aspergilose, 20 com histoplasmose e i 4 15_12 1

20 com paracoccidioidomicose). Além disso, foram utihzados 120 soros de ﬁfig t8 E% 19

pacientes neutropénicos, submetidos a Transplante de Medula Ossea (TMO), e " 11_5145 11_5:;

coletados em 3 momentos distintos. Aliquotas dos extratos protéicos foram e 1:4 :I'.fz ;‘Ifz

quantificadas empregando o sistema Bradford (Bio-Rad Proetin Assay). Os o 11=f 11{;'; j'lég

perfis protéicos foram analisados por SDS-PAGE utlizando 100 ug de o 14 jl'ég jl'é’j

proteinas. Altemativamente, proteinas foram eletrotransfendas para membrana L s j'lii :.'53

de PVDF (GE Biosciences) utihzando o sistema Trans-Blof® Electrophoretic e ot 1

Transfer Cell (Bio-Rad) segundo recomendacdes do fabnicante. A 1dentificacéo il = = o

das proteinas reconhecidas pelos anticorpos fo1 realizada por espectromeina de R

massas. Todos os soros foram submehdos a um ensalo imuncenzimatco tipo e o i .

sanduiche para detecgéio do antigeno galactomanana de Aspergillies uhhzando o s = T
kit comercial Plateha® Aspergillus EIA (Bio-Rad). Concomitantemente, os S o

antigenos produzidos foram analhisados usando wm espectrémetro de massa ESI-
MS/MS acoplado a um cromatoégrafo.
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Ay Figura 1: Avaliagdo da reatvidade de soros contra antigenos de diferentes espécies de
gl Aspergilins.
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3 Tabela 2: Niimeros de soros anahsados para cada micose ¢ a quantdade de soros que apresentaram

e R S resultado positivo no ensalo immunoenzimatico para deteegio do antigeno de galactomanana.

Indculo Suspensdn
em PL0A de esparos

Micose N* de soros analisados N" de soros reatvos
Aspergilose 24 24
Histoplasmose 20 18
Paracoccidioidomicose 20 13
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Concluséao

(s antigenos sob mmvestigacio possuem bom potencial imunolégico
para o diagnostico da aspergilose. No entanto, os antigenos produzidos néo
foram reativos frente a soros de pacientes neutropénicos. Assim proteinag

Antigeno responsavels pela ahvidade anhigénica podem ser, futuramente, alvo de
estudos para serem uhlizadas i1soladamente e possibilitarem um
diagndstico mais preciso e precoce da aspergilose.

Reagéo antigeno Agradecimentos

COIM AgArose antigeno e do soro X
E °
A Qcnpq

Preparo da lamina Inoculagéo do

anticorpo { 48h)

l

Coloracdo «— Secagem em estufa <+«— Lavagem




