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Antigenos e anticorpos na esporotricose: caracterizacao e aplicacoes

diagnosticas
RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Rodrigo de Almeida Paes

A esporotricose ¢ uma importante micose subcutanea que apresenta aumento do numero de
casos em todo o mundo. Entretanto, poucos sdo os dados disponiveis sobre seus aspectos
imunologicos, em especial da resposta humoral e como conseqiiéncia ha uma falta de
imunoensaios padronizados. Neste trabalho um ensaio imunoenzimatico foi desenvolvido para
detec¢do de anticorpos especificos em amostras de soro de 90 pacientes com diferentes formas
clinicas de esporotricose. Reacdes cruzadas foram analisadas com 72 soros heterdlogos de
pacientes com histoplasmose, paracoccidioidomicose, criptococose, aspergilose, tuberculose e
leishmaniose tegumentar americana. O teste foi feito com exoantigenos da forma filamentosa
de Sporothrix schenckii, um complexo antigénico que apresenta duas proteinas com homologia
a proteina STB2 de Saccharomyces cerevisiae, como determinado por espectrometria de
massas. Verificou-se uma sensibilidade de 97% e uma especificidade de 89% neste ensaio.
Reagdes cruzadas foram observadas, da mesma forma como em outros imunoensaios para o
diagnostico da esporotricose. O ELISA demonstra ser especialmente Util nas formas cutaneas
da doenga, que ndo sao facilmente diagnosticadas com as técnicas de aglutinagdo e
precipitagdo disponiveis. Utilizando este protocolo padronizado também verificamos
imunoglobulina G, IgM e IgA no soro de 41 pacientes com esporotricose antes da terapia
antifingica e em outros 35 pacientes com esporotricose durante o tratamento com itraconazol.
Anticorpos IgA contra exoantigenos de S. schenckii foram presentes na maioria dos pacientes
antes do tratamento (95,1%), assim como IgM e IgG (85,4%). IgG apresentou maior
freqliéncia em pacientes em tratamento (91,4%). Porcentagens de amostras positivas para I[gM
(71,4%) e IgA (88,6%) foram menores em pacientes em tratamento, assim como a média de
densidade otica. Setenta e oito por cento dos pacientes com esporotricose sem tratamento
tiveram niveis detectdveis de todos os isotipos testados e essa porcentagem caiu para 62,9%
em pacientes recebendo itraconazol. Porcentagem de pacientes com pelo menos dois isotipos
detectaveis foi 92,7% antes do tratamento ¢ 88,6% depois, mostrando que a deteccao destes
trés isotipos juntos aumenta a sensibilidade do sorodiagnostico da esporotricose. Reatividade
de 94 soros de pacientes com outras doengas e individuos saudaveis foi testada e reagdes
cruzadas foram vistas, em especial com IgM nos pacientes com leishmaniose. De forma geral,
8,5% dos soros heterdlogos foram positivos em pelo menos dois isotipos e somente um (1,1%)
foi positivo nos trés isotipos. Esses resultados sugerem que o ELISA usando exoantigenos da
forma filamentosa de S. schenckii ¢ uma ferramenta sensivel no sorodiagnostico da
esporotricose e pode ser utilizado em conjun¢do com métodos convencionais de diagndstico
desta infeccao.

Palavras-chave: Antigenos, Anticorpos, ELISA, Esporotricose
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Antigens and antibodies in sporotrichosis: characterization and application
on diagnosis
ABSTRACT

DISSERTACAO DE MESTRADO

Rodrigo de Almeida Paes

Sporotrichosis is an important subcutaneous mycosis, with increasing numbers of cases all
over the world. However, only few data is available regarding its immunological aspects,
particularly the humoral response. Consequently, there is a lack of standardized
immunoassays. In this work an enzyme-lynked immunosorbent assay was developed for
specific antibody detection in serum samples obtained from 90 patients with different clinical
forms of sporotrichosis. Potential cross-reactions were analyzed with 72 heterologous sera
from patients with histoplasmosis, paracoccidioidomycosis, cryptococcosis, aspergillosis,
tuberculosis and American tegumentary leishmaniasis. The assay was developed with
mycelial-phase Sporothrix schenckii exoantigens, an antigenic complex presenting two
proteins with homology to STB2 protein from Saccharomyces cerevisiae, as analyzed by mass
spectrometry. We found a sensitivity of 97% and a specificity of 89% in this assay. Some
cross reactions were seen, as observed in other immunoassays for the diagnosis of
sporotrichosis. The ELISA appears to be especially useful for cutaneous forms of disease,
since they are not promptly diagnosed with available immunoprecipitation or agglutination
techiniques. Using this standardized protocol we also measured immunoglobulin G, IgM and
IgA in sera from 41 patients with sporotrichosis before antifungal treatment and from another
35 patients with sporotrichosis during itraconazole treatment course. IgA antibodies against
S. schenckii exoantigens were present in the majority of patients before treatment (95.1%), as
well as IgM and 1gG (85.4%). IgG presented higher frequency in patients under treatment
(91.4%). Percentages of positive samples for IgM (71.4%) and IgA (88.6%) were lower in
patients under treatment and differences in mean optical densities were significant. Seventy-
eight percent of sporotrichosis patients without treatment had detectable levels of all isotypes
tested and this percentage dropped to 62.9% in patients receiving itraconazole. Percentage of
patients with at least two detectable isotypes was 92.7% before treatment and 88.6% after,
showing that detection of these three isotypes together improves sensitivity in the
serodiagnosis of sporotrichosis. Reactivity of 94 sera from patients with other diseases and
healthy individuals was also tested and some cross reactivity was seen, especially with IgM in
leishmaniasis patients. In general, 8.5% of these heterologous sera were positive for at least
two isotypes and only one (1.1%) was positive for the three isotypes. These results suggest that
the ELISA using mycelial-phase S. schenckii exoantigens is a very sensitive tool for the
serodiagnosis of sporotrichosis and can be used in conjunction with conventional methods of
diagnosis for this infection.

Key-words: Antigens, Antibodies, ELISA, Sporotrichosis
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Introducéo

Historico

O fungo Sporothrix schenckii foi isolado pela primeira vez pelo estudante de medicina
Benjamin Schenck, em 1896, de um paciente com 36 anos, do sexo masculino, apresentando
lesdes na mao e no brago direito. Este isolado, obtido da secre¢do dos abscessos que o paciente
apresentava, foi estudado pelo micologista Erwin Smith, que concluiu que este fungo pertencia
ao género Sporotrichum (Schenck, 1898). Anteriormente, Linck em 1809 ¢ Lutz em 1889 ja
tinham se referido a possiveis casos de esporotricose. No entanto, ndo foi possivel o
isolamento do fungo para a confirma¢do dos casos (apud Kwon-Chung & Bennet, 1992). O
segundo caso indiscutivel de esporotricose descrito, também nos Estados Unidos, em Chicago,
por Hekton & Perkins em 1900, relata o desenvolvimento de uma lesdao no dedo de um menino
apos ter sido ferido com martelo, lesdo esta que regrediu espontaneamente. Tais pesquisadores
deram a esse fungo patogénico sua denominacdo atual, Sporothrix schenckii (Hekton &
Perkins, 1900).

Em 1907, o primeiro caso de infeccao natural em animais foi descrito por Lutz e
Splendore, em ratos, no Brasil (Lutz & Splendore, 1907). Este fungo tem sido identificado em
diversas areas do mundo e, nos anos mais recentes, a maioria dos casos publicados sdo
provenientes da América Central e do Sul, em especial México, Colombia, Brasil e Peru, além

do continente africano (Pappas et al., 2000).

O patogeno

O fungo dimorfico S. schenckii é o agente etiologico da esporotricose, uma micose
subcutanea adquirida por inoculagdo traumatica do fungo nos tecidos. Eventualmente, a
inalagdo dos conidios do fungo pode levar a uma infeccdo primaria pulmonar e posterior
disseminagao, tal como nas micoses sistémicas (Rippon, 1988). Esse microrganismo faz parte
do Reino Fungi, é organismo eucariotico, heterotrofico, sem mobilidade propria, apresentando
parede celular rigida e quitinosa. Pertence a Divisdo Ascomycota e a classe Pyrenomycetes,
ordem Ophiostomatales, e familia Ophiostomataceae (Guarro et al., 1999).

Até o presente ndo se conhece a forma de reproducdo sexuada de S. schenckii, embora
haja fortes evidéncias moleculares de que este fungo sofra mecanismos de recombinac¢do na

natureza (Mesa-Arango et al., 2002). Estudos demonstram que S. schenckii ¢ um ascomiceto,
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uma vez que apresenta septo simples, com corpusculos de Woronin (Smith & Batenburg-van
der Vegte, 1985) e trés genes de quitina sintase (Chua et al., 1994). Analises moleculares da
regido 18S do DNA ribossomal mostraram evidéncias indiretas de que a forma sexuada deste
fungo pudesse ser Ophiostoma stenoceras (Berbee & Taylor, 1992) porém, estudos morfo-
fisiol6gicos mostram diferencas bdasicas entre as duas espécies: O. stenoceras ¢ incapaz de
produzir conidios demaceos, ao contrario de S. schenckii, e este ndo produz peritécio em meios
de batata, arroz ou malte, como acontece com os isolados de O. stenoceras (Dixon et al., 1991;
O’Reilly & Altman, 2006); as diferengas também se demonstram quando ambas espécies sao
inoculadas em camundongos, pois S. schenckii ¢ encontrado em diversos tecidos apods
inoculacdo intravenosa, o que nao ocorre com O. stenoceras, que somente ¢ encontrado em
determinados 6rgdos e nunca em todos os animais inoculados (Dixon et al., 1992). Tais
observacdes levaram a considerar como espécies diferentes o anamorfo de O. stenoceras
(Sporothrix sp.) e S. schenckii. Outros estudos moleculares (Hintz, 1999) unidos aos de Berbee
& Taylor (1992), reforcam, entretanto, que a forma teleomorfica do patdégeno S. schenckii
pertenca ao género Ophiostoma.

O habitat natural de S. schenckii pode ser vegetacao, madeira em decomposi¢do ou ndo
e solo. Sporothrix schenckii ¢ um fungo dimérfico. Em vida saprofitica ou em cultivo a 25°C
se apresenta na forma filamentosa, com hifas hialinas, septadas e ramificadas, com conidios
unicelulares de dois tipos: hialinos a marrom, pequenos, ovoides, surgindo de denticulos
distintos na por¢do apical de conidioforos, e conidios demaceos grandes, ovodides, de parede
celular grossa, sendo observados ao longo de toda a extensdo das hifas (St-Germain &
Summerbell, 1996). Os conidios nunca originam outros conidios ou formam cadeias (Sigler et
al., 1990). Em parasitismo ou quando cultivados a 37°C, S. schenckii se apresenta como
levedura unicelular ovalada, globosa e em forma de charuto, podendo apresentar um ou mais

brotamentos (Chandler et al., 1980).

Patogenia da esporotricose humana

Geralmente a infecg¢do por S. schenckii segue-se apds inocula¢do do fungo na pele, por
ocasido de um trauma com espinhos, farpas, arranhadura, mordedura ou ainda através da
contaminag@o de solugdo de continuidade cutanea pré-existente (Jin et al., 1990; Marques et
al., 1993), alcancando os tecidos cutaneo ¢ subcutaneo, limitando-se aquém dos linfonodos
regionais. Individuos que trabalham com solo ou plantas, tais como lavradores, jardineiros,
agricultores, entre outros, sdo os mais suscetiveis ao contato com este agente infectante,
desenvolvendo essa micose com maior freqiiéncia. Habitualmente, os sitios de infec¢ao sdo os

membros inferiores e superiores (Kwon-Chung & Bennett, 1992).
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O aspecto clinico da esporotricose ¢ muito variado, observando-se as seguintes formas
clinicas: cutanea fixa, linfocutanea, cutanea disseminada e extracutanea (Morris-Jones, 2002).
Estas diferentes formas clinicas da esporotricose estao relacionadas a fatores de viruléncia do
isolado infectante, a rota de infec¢do e a fatores imunoldgicos do hospedeiro (Kong et al.,
2006).

O primeiro sinal da doenga linfocutdnea é o aparecimento de um nodulo subcutaneo
pequeno, duro, mével, ndo aderido; podendo evoluir em multiplos nédulos subcutaneos ao
longo dos canais linfaticos locais, que podem supurar, ulcerar e drenar pus. A forma cutanea
fixa se difere desta por ndo alcancar o canal linfatico local, permanecendo como uma lesdo
unica (Rippon, 1988). A forma cutanea disseminada ¢ rara e se manifesta como lesoes
multiplas em diversas partes do corpo, podendo atingir também ossos e articulagdes.
Provavelmente o fungo dissemina-se pelo organismo por via hematogénica (Morris-Jones,
2002). A forma pulmonar priméria (forma extracutanea) ¢ muito rara e ocorre apos inalacao de
conidios. Clinicamente ¢ muito parecida com a tuberculose, onde a area apical do pulmao
parece ser o sitio de infec¢ao mais freqiiente (Rippon, 1988). Ja foram descritos casos de
disseminagdo hematogénica desta micose, atingindo ossos, articulagdes, pele, olhos, sistema
nervoso central, ou trato genito-urindrio. A dissemina¢do hematogénica do fungo € possivel
porque S. schenckii é capaz de interagir com células endoteliais in vitro e atravessa-las
(Figueiredo et al., 2004). A forma extracutdnea ndo decorre exclusivamente da forma
pulmonar primaria, mas também pode evoluir de uma lesao cutanea (Kwon-Chung & Bennet,
1992). As formas disseminada e extracutanea ocorrem mais freqiientemente em individuos
imunocomprometidos, tais como, alcoolatras, diabéticos, pacientes com doenca pulmonar
obstrutiva crdnica, sarcoidose, leucemia, transplantados de 6rgao ou medula 6ssea, individuos
sob corticoterapia e pacientes infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (Al-Tawfiq &
Wools, 1998; Yelverton et al., 2006) e provavelmente em pacientes com defeito metabdlico na
funcdo da NADPH oxidase, como ocorre por exemplo na doenga granulomatosa cronica
(Kajiwara et al., 2004).

Recentemente, Gutierrez-Galhardo e colaboradores reportaram o aparecimento de
eritema nodoso em pacientes com esporotricose. Tal patologia estd provavelmente relacionada
a mecanismos de hipersensibilidade e, até entdo, dentre as infecgdes fungicas, somente a
histoplasmose e a coccidioidomicose haviam sido descritas acompanhadas de eritema nodoso
(Gutierrez-Galhardo et al., 2002). O mesmo grupo também relata eritema multiforme na
esporotricose como uma manifestagdo incomum desta doenca (Gutierrez-Galhardo et al.,

2005).
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Embora sejam relatados casos de regressao espontanea da esporotricose (Rippon, 1988;

Barros et al., 2003), o tratamento € necessario para a grande maioria dos pacientes (Kusuhara,
et al., 1988; Davis, 1996). Dentre os medicamentos disponiveis, o mais utilizado durante
muitas décadas foi o iodeto de potdssio (Kauffman, 1995), o qual ndo deve ter agdo direta
sobre o fungo, mas deve atuar aumentando as defesas do organismo contra o patogeno.
Entretanto, ha sérias complicagdes na administracdo deste medicamento, em especial alergias e
problemas mais graves, como edema pulmonar, angioedema, mialgia, linfadenopatia, urticaria,
vasculite, psoriase pustular, acidose metabdlica e iododerma, entre outros. Seu uso ¢
desaconselhavel em mulheres gravidas e pessoas com comprometimento de rim e tiredide
(Sterling & Heymann, 2000). Portanto, nos paises desenvolvidos (Kauffman, 1995; Morris-
Jones, 2002) e mais recentemente no Brasil (Barros et al., 2003; Barros et al., 2004), tem se
utilizado o itraconazol no tratamento de pacientes com esporotricose, com uma boa evolucio
para cura das lesdes nestes pacientes. Entretanto, estudos de susceptibilidade a antimicrobianos
in vitro demonstram que isolados de pacientes com forma disseminada da infec¢ao apresentam
uma menor susceptibilidade ao itraconazol, o que provavelmente contribui para a falha
terapéutica com esta droga nos pacientes com esta forma mais grave de esporotricose (Trilles
et al., 2005). Uma alternativa ao itraconazol em pacientes com manifestagdes mais graves da
esporotricose ¢ o tratamento com anfotericina B (Kohler et al., 2007), entretanto casos de
esporotricose refratarios ao tratamento com anfotericina B ja foram relatados (Baker et al.,

1989) . Esses fatores levam a uma busca por novas estratégias terapéuticas na esporotricose.

Patogenia da esporotricose em animais domésticos

Até o presente, a patogenia da esporotricose em animais tem sido pouco descrita. Tém
sido relatadas em alguns animais lesdes ulceradas, exsudativas, de bordos irregulares que
podem tomar grandes proporgdes ¢ em alguns casos disseminar (Marques et al., 1993).
Recentemente descreveu-se o aparecimento de formas severas de estomatite e dermatite em
cobras infectadas por S. schenckii em um lago da Floérida (Cheatwood et al., 2003). A forma
disseminada da esporotricose em animais foi descrita pela primeira vez em 1979, onde a lesao
inicial em um gato consistia de uma ulceragdo piogranulomatosa; na necropsia o fungo foi
encontrado em linfonodo axilar, pulmdes e figado (Rippon, 1988). Também tem sido relatado
o comprometimento do bago e dos ossos, além dos orgdos discriminados acima, sendo fator
determinante de obitos (Marques et al., 1993). A forma disseminada ocorre principalmente em
gatos por disseminagdo hematogénica do fungo (Schubach et al., 2003a; Schubach et al.,
2004a), tendo como resultado o acometimento de diversos 6rgdos do felino, tais como pele,

pulmao, figado, bago, linfonodos, coracdo e rim (Schubach et al., 2003b).
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Os felinos sao muitos susceptiveis a infec¢do por S. schenckii. Os sitios de infecgdo
mais freqiientes sdo os membros, nariz ¢ orelha. Os habitos higiénicos dos felinos, entre os
quais podemos citar o ato de lamber-se e o de enterrar fezes, seu instinto de caga, brigas na
disputa da fémea, e seu hdbito de perambular em éreas fora do perimetro domiciliar os expdem
a algumas infec¢des e os permite infectar outros animais, inclusive o homem (Schubach &
Schubach, 2000). Os felinos domésticos podem, ainda, estar colonizados por S. schenckii, ndo
apresentando doenca em atividade, o que favoreceria a transmissao zoonotica desta infecgao
(Schubach et al., 2001a).

A associacdo entre criptococose, uma micose causada pela levedura Cryptococcus
neoformans, e imunodeficiéncia felina tem sido descrita na literatura. Em fun¢do dessa
deficiéncia, os gatos desenvolvem a forma sistémica da criptococose (Garcia & Blanco, 2000).
O aumento nos casos de esporotricose sist€émica em felinos tem sido observado nos ultimos
anos, e sugere-se que quadro semelhante ao ocorrido na criptococose poderia ser desenvolvido
também na esporotricose. Entretanto, até o presente momento, nao foi verificada associagdo de
infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia felina e esporotricose (Schubach et al, 2004b). A
exuberancia de células fungicas nas lesdes de esporotricose, as quais podem ser observadas até
mesmo no exame direto a fresco, € caracteristica em gatos domésticos infectados. Isto poderia
facilitar a transmissao intra e interespecifica desta micose (Reed et al., 1993). A transmissao
da esporotricose de gatos para humanos também ¢ favorecida pela presenca do fungo nas
unhas dos felinos infectados, o qual ¢ inoculado no tecido subcutineo do individuo no
momento da arranhadura (Schubach et al., 2001b).

A esporotricose em cdes em geral ¢ uma doenga auto-limitada e responde bem ao
tratamento (Whittemore & Webb, 2007). Em geral os animais apresentam anemia, leucocitose
com neutrofilia, hipoalbuminemia e hiperglobulinemia como sinais inespecificos mais
comuns. Sintomas respiratorios sao as manifestacdoes mais freqiiéntes na infec¢do extracutanea
¢ a maioria das lesdes localiza-se em geral no focinho dos animais (Schubach et al., 2006).
Esta infec¢do pode ser confundida com leishmaniose, seja por sinais clinicos como por reacdes
cruzadas em testes imunologicos, sendo importante o diagnostico diferencial entre as duas
infec¢des (Santos et al., 2007).

A estreita relagao entre seres humanos e animais de estimacao pode ser apontada como
uma das responsaveis pela transmissdo de doengas infecciosas como € o caso da dermatofitose,
verminoses, toxoplasmose, leishmaniose, raiva entre outras, em que o animal constitui um
reservatorio do agente infeccioso em questdo, sendo algumas vezes assintomatico (Martinko,
2000). A transmissao de esporotricose de animais infectados para seus donos ou tratadores tem

sido descrita na literatura (Marques et al., 1993, Oliveira-Neto et al., 2002; Barros et al., 2004)
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ndo s6 com diagnostico clinico, mas também com isolamento do fungo. Essa transmissdo foi
confirmada em um caso de esporotricose através de estudos moleculares utilizando digestao do
DNA dos isolados de S. schenckii do animal e do paciente com enzimas de restri¢do (Reed et
al., 1993) e recentemente em 14 surtos domiciliares envolvendo animais e seres humanos
ocorridos no Estado do Rio de Janeiro através da técnica da reagdo da polimerase em cadeia
utilizando iniciadores randomicos (Reis, 2004). No Rio de Janeiro, apresentacdes clinicas
pouco comuns vém sendo relacionadas a transmissao zoonotica da esporotricose (Schubach et

al., 2003).

Resposta imune na esporotricose

Os mecanismos imunologicos envolvidos na prevencdo e no controle de infecgdes
causadas por S. schenckii ainda ndo estdo muito bem compreendidos, porém, devem incluir
tanto a resposta imune humoral como a celular (Carlos et al., 1992; Maia et al., 2006), as quais
parecem ser disparadas contra antigenos distintos. Os antigenos de superficie, em especial
certo tipo de lipideos, inibem o processo de fagocitose, enquanto que a resposta humoral ¢
ativada por proteinas secretadas pelo fungo, ou exoantigenos, os quais nao tém qualquer acao
na resposta celular (Carlos et al., 2003).

A imunidade adquirida contra o fungo requer a acdo de macréfagos ativados por
linfocitos T CD4+, os quais liberam principalmente IFN-y, forte ativador de macréfagos
(Tachibana et al., 1999). O TNF-a, uma citocina que atua sobre macrofagos ativados para
produzirem reativos de nitrogénio, em especial Oxido nitrico (Carlos et al., 2003), o qual
apresenta alto grau citotoxico contra o fungo (Fernandes et al., 2000) é produzido nos
momentos inciais da infec¢do, bem como no seu término, para sua resolugdo total (Maia et al.,
2006). Monocitos e macrofagos quando fagocitam conidios e células leveduriformes de
S. schenckii sao fortemente induzidos a produzir reativos de oxigénio (Romero-Martinez et al.,
2000). Estes reativos, em especial o anion superoxido e seus metabodlitos oxidativamente
reativos, que também s3o produzidos por neutrofilos, estdo envolvidos em respostas
fungistaticas e fungicidas, sendo que sua auséncia estéa relacionada a uma maior letalidade em
infeccdo experimental em camundongos (Kajiwara et al., 2004). O TNF-a tem sua produgio
severamente diminuida no inicio da infec¢do o que levaria o fungo a conseguir se multiplicar e
infectar os tecidos hospedeiros. O inverso ocorre apos dois meses de infec¢do, onde os niveis
de IL-1 e TNF-q, citocinas importantes na resposta inflamatoria (Janeway et al., 2000) sao
aumentados, favorecendo a eliminagdo do fungo (Carlos et al., 1994). Assim sendo, a resposta
Thl ¢ de fundamental importancia na patogénese da esporotricose e sua ativagdo diferencial €

responsavel por manifestagdes clinicas variadas (Uenotsuchi et al., 2006). A ativacdo de
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células Thl tem sido relatada como responsavel por diferentes formas clinicas em outras
doengas infecciosas cutaneas, como por exemplo, a leishmaniose (Carvalho et al., 2007).

O sistema complemento também pode ser ativado por S. schenckii, em especial a via
alternada, embora ndo se possa descartar a ativacdo da via classica do complemento durante a
infeccdo. A ativagdo do sistema complemento favoreceria a fagocitose das células
leveduriformes do fungo, pela deposi¢do do componente C3b do complemento em sua parede,
bem como a formacdo do complexo de ataque a membrana favoreceria a lise das células do
fungo (Torinuki & Tagami, 1985; Scott et al., 1986).

Alguns estudos tém sido realizados sobre a estrutura antigénica de isolados de
S. schenckii. Recentemente foi demonstrado que extratos de cultura da forma filamentosa do
fungo apresentam, de acordo com o meio de cultivo utilizado, variagdes na composi¢ao
protéica e na reatividade imunologica frente a soros homdlogos e heter6logos, sendo o meio de
Sabouraud o mais adequado para a obtencdo de um bom extrato antigé€nico. Entretanto,
somente um isolado de S. schenckii foi utilizado neste estudo e os autores alertam para a
necessidade de se estudar a composi¢ao antigénica de mais isolados desse fungo e também de
se estudar os componentes antigénicos de sua forma leveduriforme (Mendoza et al., 2002).
Trés glicoproteinas da parede celular de S. schenckii, que se ligam a concanavalina A e de
pesos moleculares de 84, 70 e 58 kDa apresentam reatividade na técnica de imunoblot com
soros homologos (Lima & Lopes-Bezerra, 1997).

Quanto a resposta imune humoral ao patégeno S. schenckii, ja foram caracterizados
determinantes antigénicos de peptido-ramnomananas em coelhos. Entretanto estes ndo
apresentam reagdes cruzadas contra manoproteinas de Saccharomyces cerevisiae, mas fracas
reagOes cruzadas contra glicopeptideos da parede celular de O. stenoceras foram verificadas
(Lopes-Alves et al., 1994). Também foi descrito que na esporotricose experimental em
camundongos, anticorpos especificos da classe IgG1 e IgG3 contra uma proteina de 70 kDa
sao produzidos no decorrer da infec¢do e podem estar relacionados a eliminagdo do fungo do
organismo desses animais (Nascimento & Almeida, 2005). Novos estudos sdo necessarios no
sentido de melhor caracterizar a resposta imune humoral na esporotricose, visto que varios
aspectos continuam obscuros, como por exemplo, quais isotipos de imunoglobulinas estdo

envolvidos nas respostas aos diferentes antigenos do fungo.

Provaveis fatores de viruléncia

Fator de viruléncia pode ser definido como algum fator que o microrganismo possua
que aumente sua patogenicidade no hospedeiro. Para estudar um fator de viruléncia ¢

necessaria uma compara¢do da interagdo com o hospedeiro entre um isolado que expresse o
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fator e outro isolado mutante que ndo seja capaz de expressa-lo, o que pode ser conseguido
tanto por mutagénese induzida, como por estratégias moleculares. Havendo diferengas na
patogenicidade das infec¢des causadas pelos isolados, deve-se fazer com que o isolado
mutante recupere a propriedade de expressar o fator de viruléncia e verificar apos isso se ele
consegue instalar a infec¢do com uma patogenicidade maior (Hogan et al., 1996).

A origem da viruléncia microbiana tem sido alvo de diversos trabalhos. Em geral, a
teoria mais aceita ¢ a de que através da interacdo microbiana no solo os microrganismos
patogénicos adquirem estratégias de sobrevivéncia que levam a uma maior viruléncia quando
encontram um hospedeiro animal. Esses microrganismos possuem habilidades de, no
hospedeiro mamifero, por exemplo, formar biofilmes, adquirir ferro e produzir enzimas
proteoliticas que vao levar a uma elevada viruléncia (Casadevall, 2006).

Nesta linha de pensamento, Steenbergen e colaboradores, sugerem que a origem da
viruléncia em S. schenckii esteja relacionada as relagdes inter microbianas existentes em seu
habitat natural. Os autores demonstraram que células leveduriformes de S. schenckii quando
fagocitadas por Acantamoeba castellanii, uma ameba de solo, sdo capazes de sobreviver em
seu interior, matar a ameba e utiliza-la como nutriente. Esta caracteristica ndo ¢ compartilhada
por fungos patogénicos que ndo tenham o solo como seu habitat primario, como Candida
albicans, por exemplo, ou por fungos nao patogénicos, como S. cerevisiae, mas compartilhada
por outros fungos dimorficos patogénicos, como Histoplasma capsulatum e Blastomyces
dermatitidis (Steenbergen et al., 2004) e por C. neoformans, uma levedura com elevada
patogenicidade (Malliaris et al., 2004).

Muito pouco ¢ conhecido sobre os fatores de viruléncia de S. schenckii, devido a
escassez de estudos. Entretanto, alguns candidatos tém emergido de recentes investigagoes.

Um dos fatores de viruléncia apresentados por S. schenckii, assim como por outros
fungos patogénicos, ¢ a sua termotolerancia. De fato, isolados capazes de crescer a 35°C, mas
incapazes de fazé-lo a 37°C ndo sdo capazes de causar linfangites, limitando-se a infec¢des
cutaneas fixas. Ja os isolados de lesoes linfangiticas, disseminadas e extracutaneas apresentam
tolerancia e crescimento a temperatura de 37°C (Kwon-Chung & Bennet, 1992). Resultados de
um recente estudo mostram que isolados de S. schenckii provenientes da Colombia, onde a
forma clinica predominante da esporotricose ¢ a cutanea fixa, apresentam alta taxa de inibig@o
do crescimento a 35 e a 37°C, ao contrario de cepas do México e da Guatemala, onde
predominam as formas linfangiticas (Mesa-Arango et al., 2002). Em um ensaio in vivo com
camundongos, foi demonstrado que o aquecimento das patas de camundongos BALB/c
utilizando uma gaiola com aquecimento no chiao diminui a magnitude da proliferacao do fungo

isolado de lesdo cutanea, em comparagdo com os camundongos controle, mantidos em gaiolas
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sem aquecimento. Ja os isolados de lesdo pulmonar conseguem proliferar normalmente
(Tachibana et al., 1998).

O fungo S. schenckii também apresenta a capacidade de sintetizar melanina. Este
composto estd altamente relacionado a viruléncia de diversos fungos (Jacobson, 2000). A
produ¢do de melanina nos conidios de S. schenckii ocorre através da via do 1,8 —
diidroxinaftaleno penta acetato (Romero-Martinez et al., 2000). Embora macroscopicamente
somente a forma filamentosa do fungo pareca ser melanizada, recentemente foi demonstrada a
produgdo de melanina por S. schenckii também nas formas leveduriformes, tanto in vitro como
durante a infeccdo. As hifas, porém, ndo sdo capazes de sintetizar melanina, somente os
conidios (Morris-Jones et al., 2003). Foi demonstrado que a melanizagdo dos conidios torna-os
mais resistentes a fagocitose por macréfagos, o que favoreceria a instalagcdo da infecgao, ja que
estas sdo as particulas infectantes do fungo (Romero-Martinez et al., 2000). Corroborando com
esta hipotese, foi demonstrado através de tipagem molecular de cepa de S. schenckii isolada de
lesio de um laboratorista ap6s manipulacdo de duas amostras de S. schenckii, uma com
pigmentagao escura e outra sem pigmentagao. Verificou-se o mesmo padrao genotipico entre o
isolado infectante e a amostra dematidcea manipulada (Cooper et al., 1992a).

Sendo S. schenckii um fungo que vive na natureza e que no precisa, obrigatoriamente
parasitar um organismo para completar seu ciclo de vida, a melanizacao dos conidios também
deve ser importante contra pressdes ambientais, j4 que a forma filamentosa ¢ aquela
encontrada na natureza (Morris-Jones et al., 2003). Algumas evidéncias sobre a melanizagdo
do S. schenckii in vivo ja tinham sido descritas anteriormente, tal como a formagao de um fraco
halo marrom na parede celular das células leveduriformes de S. schenckii quando tecidos
infectados eram corados pelo Fontana-Masson, uma colora¢dao utilizada para demonstrar a
producdo de melanina em C. neoformans (Kwon-Chung et al., 1981). Atualmente esta
hipotese foi confirmada, tanto pela produgdo de “fantasmas” de melanina direto nos tecidos de
animais infectados, bem como pela detec¢do de anticorpos anti-melanina nos soros de
pacientes com esporotricose (Morris-Jones et al., 2003). Assim como a melanizagdo em C.
neoformans e em H. capsulatum diminui suas suscetibilidades a anfotericina B e a
caspofungina (van Duin et al., 2002), a formagao de pigmentos de melanina por S. schenckii
pode contribuir para dificultar o tratamento de alguns casos de esporotricose, em especial os
casos de doenca extracutanea ou em pacientes com a sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(Morris-Jones et al., 2003).

A adesdo primaria as células endoteliais e epiteliais, assim como aos componentes da
matrix extracelular sdo essenciais para uma eficaz invasdo dos tecidos por patogenos. Tanto

células leveduriformes como conidios de S.schenckii sdo capazes de reconhecer trés
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importantes glicoproteinas da matrix extracelular: fibronectina, laminina e colageno do tipo II
(Lima et al., 1999; Lima et al., 2001). Estudos demonstraram que o fungo apresenta integrinas
ou adesinas lectina-like que reconhecem a fibronectina humana em diversos pontos desta
molécula (Lima et al., 2001), sendo estes receptores para fibronectina distintos dos receptores
para laminina (Lima et al., 2004). Sabe-se também que estes receptores estdo presentes tanto
nas hifas como nas células leveduriformes do fungo, embora as leveduras de S. schenckii
possuam uma maior capacidade de ligacdo a matrix extracelular. A presenca destas adesinas
facilitaria a aderéncia a tecidos do hospedeiro e sua disseminagao pelo organismo (Lima et al.,
2004). A expressdo destas moléculas neste fungo provavelmente estdo ligadas a viruléncia, ja
que sua expressdo preferencial se d4 na forma parasitaria do fungo e ndo em sua forma
saprofitica.

Também foi recentemente demonstrada a interacdo in vitro de S. schenckii com células
endoteliais humanas, as quais podem internalizar as formas leveduriformes do fungo sem
serem lesadas ou terem sua viabilidade diminuida. Além disso, o fungo também consegue
atravessar o espaco intercelular. Ambos os processos poderiam facilitar a entrada do fungo na
corrente sanguinea e sua conseqiiente disseminacdo hematogénica (Figueiredo et al., 2004).
Embora tenha-se demonstrado as proteinas endoteliais responsaveis por essa interacdo, as
proteinas fuingicas necesséarias para o reconhecimento e adesdo ndo foram identificadas, e o
papel delas como fatores de viruléncia ainda precisa ser esclarecido.

O papel de diferentes proteinas na viruléncia de diversos fungos ja estd bem
caracterizado. O antigeno imunodominante de Paracoccidioides brasiliensis, uma
glicoproteina de peso molecular de 43kDa, ¢ a molécula responsavel pelo reconhecimento e
ligagdo a laminina e a fibronectina, o que aumenta a patogenia do fungo (Vicentini et al., 1994,
Mendes-Giannini et al., 2006). Proteinas ligantes de calcio sdo importantes na viruléncia de
H. capsulatum ja que permitem a aquisi¢do deste ion em microambientes com limitagdes
nutricionais de Ca”* (Woods, 2003). Em Aspergillus fumigatus, uma séric de proteinas
relacionadas a viruléncia j& esta bem estudada, como diferentes adesinas importantes na
adesdo aos tecidos, uma hemolisina de 30 kDa, que causa lise de eritrocitos, diversas proteases
que favorecem a colonizacdo dos pulmdes e a destrui¢do de fatores humorais, uma catalase de
350 kDa, importante como antioxidante no processo de fagocitose, entre outras (Latgé, 1999).
Entretanto, o papel das diferentes proteinas de S. schenckii na viruléncia deste fungo
permanece obscuro. Acredita-se que fosfatases acidas atuem na interagdo fungo-macrofago,
embora ndo haja evidéncias claras quanto a isso (Hogan et al., 1996). Peptido-ramnomananas
da parede celular causam depressao da resposta imune até a sexta semana de infec¢do e podem

servir como fator de viruléncia (Carlos et al., 1998). Devido a escassez de informagdes, se faz
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urgente caracterizar diferentes proteinas de S. schenckii e determinar novos fatores de

viruléncia, para um maior entendimento da patogenia da esporotricose.

Epidemiologia

A esporotricose ¢ a micose subcutanea mais prevalente na América Latina (Conti-Diaz,
1989), onde as taxas de infeccdo em dareas rurais podem alcangar um caso para cada 1000
individuos (Pappas et al., 2000).

No homem, a esporotricose ¢ uma doenga que costuma ocorrer sob a forma de casos
isolados ou pequenos surtos familiares ou profissionais, envolvendo pessoas expostas a
vegetais ou solo rico em matéria organica, como agricultores, floristas, jardineiros ¢ mineiros,
além de laboratoristas (Carrada-Bravo, 1975; Cooper et al., 1992a; Hajjeh et al., 1997).
Epidemias envolvendo grande ntimero de pessoas ou amplas regides geograficas sdo raras e
tém sido relacionadas a uma fonte de infec¢do comum no ambiente, sendo a maior epidemia
conhecida de esporotricose registrada na Africa do Sul, em trabalhadores de uma mina cujas
madeiras estavam contaminadas pelo fungo (Quintal, 2000). Outra importante epidemia
ocorreu nos Estados Unidos, sendo relacionada a um tipo de musgo contaminado por S.
schenckii (Coles et al., 1992), a qual foi confirmada por métodos moleculares de tipagem dos
isolados clinicos e ambientais (Cooper et al., 1992b). Também nos Estados Unidos, uma
microepidemia de esporotricose ocorreu através da contaminacdo de pessoas pelo feno
estocado numa casa abandonada, onde se realizavam festas de “Halloween” (Dooley et al.,
1997). Mais recentemente foi descrita na Austrdlia um aumento do numero de casos de
esporotricose, que por métodos moleculares ficou demonstrado ser relacionado a exposi¢ao ao
fungo presente no feno (O’Reilly & Altman, 2006).

No Brasil, a esporotricose foi primeiramente reportada em 1907 (Lutz & Splendore,
1907). Desde entdo, outros casos tém sido descritos, em especial no Rio Grande do Sul e em
Sdo Paulo (Freitas et al., 1965; Lopes et al., 1999). Uma recente revisdo dos casos de
esporotricose no Rio Grande do Sul entre 1967 e 2002 revelou um numero de 304 casos de
esporotricose, sendo 96% deles confirmados pelo isolamento de S. schenckii em cultura. Na
maioria dos pacientes (75%) a infec¢do foi relacionada a exposi¢cdo a matéria organica
contaminada. Nao foi possivel verificar transmissdo zoonoética da esporotricose neste estudo.
Também foi verificado que o nimero de casos de esporotricose nesse estado brasileiro esta
diminuindo desde a década de 90 (Rosa et al., 2005). Em um inquérito epidemioldgico com
esporotriquina realizado em Morro Velho, uma cidade do quadrilatero ferrifero em Minas
Gerais revelou positividade em 13,67% dos individuos submetidos ao estudo, embora S.

schenckii nao tenha sido isolado de nenhuma amostra de solo colhida no local do inquérito
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(Rodrigues & Resende, 1996). Assim como no Sul do pais, casos de esporotricose também

foram evidenciados em um estudo realizado na regido Norte, no periodo de 1973 a 1983

(Talhari et al., 1988).

Situacao da esporotricose no Rio de Janeiro

Sobre a casuistica de esporotricose no Estado do Rio de Janeiro, foi relatado por Barros
e colaboradores (2004) que, no periodo de 1987 a 1998, apenas treze casos de esporotricose
humana foram diagnosticados no IPEC. Desses, somente em dois pacientes a fonte de infec¢do
desta micose foi associada a arranhadura por um gato doente. Entretanto, num periodo de 24
meses (julho de 1998 a julho de 2000), 66 casos de esporotricose humana, 117 de
esporotricose felina e 7 de canina foram diagnosticados no mesmo centro, sendo 78,8% dos
casos de esporotricose humana causados por contato ou arranhadura de gatos com
esporotricose (Barros et al., 2001). Outros 112 casos foram reportados até o final de 2001,
verificando-se um numero crescente de casos de esporotricose ocorrendo no Estado, em
especial nos municipios do Rio de Janeiro, Duque de Caxias e Sao Joao de Meriti (Barros et
al., 2004). Estes dados sugerem a ocorréncia de uma endemia de esporotricose no referido
Estado brasileiro (Lopes-Bezerra et al., 2006). Esta difere das epidemias ocorridas em outros
lugares do mundo por ndo serem transmitidas por uma fonte vegetal contaminada pelo fungo,
mas sim por gatos domésticos infectados por S. schenckii.

Dificeis sdo as explicacdes para este aumento dramético do numero de casos de
esporotricose no Rio de Janeiro. Os pesquisadores que investigam este fato até o presente nao
chegaram a uma conclusao definitva sobre o assunto (Schubach et al., 2005a). Entretanto, tem
sido observado que a maioria dos casos de esporotricose diagnosticados apos 1998 ocorreram
em 4areas caracterizadas por condi¢des socio-econdmicas ndo privilegiadas, com servigos
precarios de saude e saneamento. A maioria dos pacientes ¢ do sexo feminino, a maioria
donas-de-casa, as quais acabam sendo mais expostas ao contagio do fungo através do cuidado
com gatos infectados (Schubach et al., 2005b). Barros e colaboradores explicam como fatores
responsaveis por esta endemia zoonoética de esporotricose o comportamento dos gatos
domésticos, os quais, embora convivam com os humanos, t€ém hdbitos de circular pela
vizinhang¢a, onde por varias vezes acabam entrando em contato com outros gatos € com solo e
vegetacdo (Barros et al., 2004).

Numa analise filogenética de 18 isolados de S. schenckii do Estado do Rio de Janeiro
entre 1999 e 2003 foi possivel observar a presenca de seis diferentes gendtipos, o que leva a
concluir que esta endemia ¢ causada ndo por um genotipo unico, altamente virulento, mas sim

por um grande conjunto de diferentes genétipos. Estes genotipos, entretanto sao
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completamente diferenciaveis dos genoétipos de S. schenckii de outros paises, como Argentina,
Espanha, Africa do Sul, Peru, Colombia e Bolivia, o que pode explicar as diferencas clinicas e

manifesta¢des incomuns desta doenga no Brasil (Marimon et al., 2006).

Diagnostico laboratorial da esporotricose

O diagnostico definitivo da esporotricose € realizado pelo isolamento e identificagdo de
seu agente etiologico em cultivo (Kwon-Chung & Bennett, 1992). As células leveduriformes
presentes no material clinico s3o pequenas, escassas e de dificil observacdo no exame
micologico direto (KOH a 10% ou NaOH a 4%), exceto quando o espécime bioldgico ¢
proveniente de gatos domésticos (Reed et al., 1993).

Esfregacos de pus e impressdo de tecidos biopsiados de lesdes corados pelo Giemsa
aumentam a sensibilidade do exame, ja que a visualiza¢do da forma infectante é favorecida.
Para cortes histologicos costuma-se usar impregnacgao pela prata, acido periddico de Schiff e
hematoxilina & eosina, porém, a menos que o material esteja muito rico em células
parasitarias, nao ¢ facil a observagao das formas leveduriformes caracteristicas de S. schenckii
(Morris-Jones, 2002). Geralmente, estas tém aspecto variando do globoso a ovalado com
brotamentos claveiformes, no interior de macréfagos, e, em cerca de 40% dos casos onde o
fungo ¢ encontrado, nota-se a presenca de corpo asterdide, substincia eosinofilica de forma
radiada constituida de complexo antigeno-anticorpo, que se deposita na parede de alguns
fungos (Chandler et al., 1980; Morris-Jones, 2002). Alguns autores enfatizam a importancia da
observagdao do corpo asterdide no diagndstico da esporotricose, para que um tratamento
especifico possa ser iniciado em um intervalo menor de tempo (Civila et al., 2004; Gezuele &
Rosa, 2005).

O isolamento de S. schenckii ¢ facilmente obtido através da semeadura do espécime
clinico, que, em geral, é biopsia ou o pus da lesdo, sem um tratamento prévio, em Agar
Sabouraud com cloranfenicol para evitar contaminacdo bacteriana, adicionado ou ndo de
cicloheximida, droga que reduz a contaminacdo por alguns fungos saprofitas. Apds cinco a
sete dias de incubacao a 25°C ou a temperatura ambiente ja é possivel observar o aparecimento
de colonias filamentosas, hialinas com aspecto imido que, com o tempo, ou comecam a
apresentar uma colora¢do escura no seu centro que vai aumentando centrifugamente ou
permanecem hialinas. Observando-se o crescimento de uma colonia com esse aspecto faz-se o
teste de termo-conversdo do fungo em meio BHI dgar com extrato de levedura, distribuindo-se
um pequeno inoculo por toda a superficie do meio de cultura e incubando a 37°C por cinco
dias. A coldnia, apds a conversdao do fungo a forma leveduriforme, assumird um aspecto

cremoso de cor bege amarelado (Morris-Jones, 2002).
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As colonias de S. schenckii sao urease negativas apds sete dias, podendo tornar-se
urease positivas ao décimo-quarto dia (Sigler et al., 1990). Na fase filamentosa deve-se montar
uma cultura em lamina para um estudo mais detalhado da microscopia das estruturas fungicas.
A presenga de dois tipos de conidios: hialinos a marrom, de parede fina, em conidioforo do
tipo simpodial e conidios escuros de parede espessa, dispostos ao logo da hifa identifica o
isolado como S. schenckii (Dixon et al., 1991). Em cultura a 37°C, S. schenckii apresenta
células leveduriformes hialinas, pequenas, globosas com um ou mais brotamentos
claveiformes, tais como aquelas observadas no exame direto. A confeccdo de ldminas de S.
schenckii, tanto na fase filamentosa como na leveduriforme, é feita com o corante lactofenol-
azul de algoddo e estas sdo observadas em um microscopio Optico nos aumentos de 100 e
400X.

O teste cutdneo (intradermorreagdo) com esporotriquina detecta reacdo de
hipersensibilidade do tipo tardia, ou seja, a resposta imune celular, e pode ser uma ferramenta
diagnéstica util, principalmente em estudos epidemioldgicos. Ela é usualmente positiva em
mais de 90% dos casos comprovados de esporotricose, mas pode também indicar infeccao
prévia (Itoh et al., 1986).

Para o estabelecimento do diagndstico imunoldgico de deteccdo de anticorpo no soro
de pacientes com esporotricose, varias técnicas tém sido descritas. Reagdes de imunodifusao
dupla para soros de pacientes com esporotricose ndo costumam apresentar reagoes cruzadas
com soros de pacientes com leishmaniose e cromoblastomicose, doengas com manifestagdes
clinicas semelhantes as da esporotricose. O teste de imunoeletroforese também apresenta alta
sensibilidade, sendo observado em todos os casos positivos a presenga de um arco anddico,
chamado arco S (Albornoz et al., 1984). Os testes de aglutinagdo em tubo e em particulas de
latex tém grande valor na pesquisa de anticorpos, demonstrando boa sensibilidade e
especificidade (Karlin & Nielsen, 1970; Blumer et al., 1973; Casserone et al., 1983).

Técnicas imunoldgicas mais sensiveis comecaram a ser padronizadas para sua
utilizacdo no sorodiagndstico da esporotricose. Loureiro y Penha & Lopes-Bezerra
descreveram a detec¢do de anticorpos contra uma peptido-ramnomanana capaz de se ligar a
concanavalina-A da parede celular de S. schenckii. Empregando este antigeno em um teste no
formato de ELISA foi demonstrado 100% de sensibilidade, quando testado frente a 35 soros de
pacientes com esporotricose. Entretanto, soros de pacientes com leishmaniose cutinea
apresentaram um baixo grau de reatividade cruzada com esse antigeno (Loureiro y Penha &
Lopes-Bezerra, 2000). Quando esse antigeno foi testado pelo imunoblot, sensibilidades que
variaram de 91,3 a 65,2% foram encontradas, de acordo com o isolado utilizado para produzir

o antigeno (Pereira et al., 2003). A técnica de imunoblot utilizando proteinas de massa
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molecular de 40 e 70 kDa oriundas de exoantigenos da fase leveduriforme do fungo apresentou
100 % de sensibilidade e 95% de especificade (Scott & Muchmore, 1989). Mais recentemente,
em uma tentativa de nosso grupo em reproduzir estes achados, foi observada uma sensibilidade
de 100%, mas alta reatividade cruzada com soros de pacientes com paracoccidioidomicose foi
verificada (Almeida-Paes et al., 2002). Na amostragem de Scott & Muchmore (1989) soros de
pacientes com esta micose nao foram incluidos, provavelmente pelo fato de que ndo hé casos
de paracoccidioidomicose nos Estados Unidos da América. Esses resultados sugerem que
técnicas imunologicas para deteccdo de anticorpos podem ser de grande valia para o
diagnostico da esporotricose. Entretanto, ainda ¢ um desafio importante em termos de se obter
um teste de alta especificidade, devido as diversas infeccdes flngicas existentes,
principalmente na populagao brasileira.

Recentemente, técnicas imunoenzimaticas comegaram a ser utilizadas no diagnostico
da esporotricose. Duas reacdes de ELISA foram descritas: a primeira utilizando um antigeno
purificado de parede celular da forma leveduriforme (Bernardes-Engemann et al., 2005) e
outra utilizando extrato bruto de cultivo da forma filamentosa de S. schenckii (Almeida-Paes et

al., 2007). Ambas técnicas apresentam valores satisfatorios de especificidade e sensibilidade.
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Objetivos

Sabe-se que os antigenos que S. schenckii produz e secreta quando cultivado em sua

forma filamentosa em diferentes meios de cultura, especialmente as moléculas de 90 e 50 kDa,

aparentemente sdo antigenos espécie-especificos. A expressdo Otima desses componentes

antigénicos ocorre na fase estaciondria de cultivo do fungo em meio liquido de Sabouraud

(Mendoza et al., 2002). Assim sendo, este trabalho teve como objetivo geral caracterizar

preliminarmente o complexo antigénico, verificando sua aplicabilidade no sorodiagnostico da

esporotricose. Os objetivos especificos foram os seguintes:

Avaliar a aplicabilidade dos exoantigenos de forma filamentosa de S. schenckii numa
reacdo de ELISA para o diagnostico imunoldgico da esporotricose através da detecgdo de
anticorpos em amostras de soro;

Determinar quais os isotipos de imunoglobulinas sdo produzidos ao longo da infec¢do
humana;

Correlacionar a resposta imune humoral com as diferentes formas clinicas da
esporotricose;

Verificar o perfil de anticorpos dos pacientes ao longo do tratamento com itraconazol;
Estudar bioquimica e imunologicamente o extrato de exoantigenos da forma filamentosa,

caracterizando proteinas presentes na fracdo antigénica.
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Materiais e métodos

Amostra fungica

O isolado 23508 de Sporothrix schenckii foi utilizado em todo o decorrer do estudo.
Este fungo foi isolado da poeira domiciliar de um paciente com esporotricose, que também
possuia gatos infectados em sua residéncia. O isolado foi identificado através de testes
bioquimicos, morfologia colonial (macroscopia da cultura) tipica, auséncia de peritécios em
meio agar batata dextrose (ABD) e aspecto microscopico do fungo em suas morfologias tipicas
a 25 e 37°C, conforme descrito na literatura (Rippon, 1988; Dixon et al., 1991; Kwon-Chung
& Bennett, 1992).

Este isolado em um estudo prévio foi comparado com outros isolados e foi
demonstrada sua capacidade em produzir uma série de moléculas antigénicas em cultivo,
apresentando forte reatividade quando testado com um soro hiperimune de coelho através da
técnica de imunoblot (Almeida-Paes, 2004).

Este isolado fungico encontra-se preservado na colecdo de culturas de fungos do
Servico de Micologia do Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas (IPEC), Fiocruz,
através dos métodos de liofilizacao, preservagao em oleo mineral e em agua destilada estéril.
Culturas e repiques no decorrer do estudo foram realizados nos meios Agar Dextrose de

Sabouraud e ABD e incubados a temperatura ambiente.

Amostragem de soros humanos

Para a padronizacdo da técnica de ELISA indireta para sorodiagnostico da
esporotricose, foram selecionadas 90 amostras de soro de diferentes pacientes com
esporotricose (21 do sexo masculino e 69 do sexo feminino, média de idade de 40,9+17,2
anos). Todos os soros foram colhidos no IPEC - Fiocruz entre Margo de 2000 e Dezembro de
2004 e estocados congelados a —20°C até o momento do uso. O critério de inclusdao de
pacientes no estudo foi a presenga de exame micoldgico positivo para esporotricose, baseado
no isolamento de S. schenckii em cultura a partir de materiais clinicos obtidos de lesdes desses
pacientes. Os 90 pacientes apresentavam diferentes formas clinicas da infec¢do, a saber:
cutanea fixa (n=22; 24,4%), linfocutanea (n=49; 54,4%), cutanea disseminada (n=16; 17,8%)),
extracutanea (n=2; 2,2%) e disseminada (n=1; 1,1%). Pacientes dos quais ndo foi possivel

isolar S. schenckii em cultivo micologico foram excluidos do estudo.
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Para investigacdo da resposta imune humoral em pacientes com esporotricose, foram
selecionados 76 soros de pacientes com esporotricose, diferentes dos pacientes analisados
durante a padronizagcdo da técnica. Esses 76 pacientes foram divididos em dois grupos: o
primeiro grupo consistiu de 41 diferentes pacientes sem tratamento antifungico (15 do sexo
masculino e 26 do sexo feminino) com diferentes formas clinicas de esporotricose (8 com
forma cutanea fixa, 11 com forma linfocutanea, 17 com forma cutanea disseminada ¢ 5 com
forma extracutanea) confirmadas por isolamento fungico em cultura. O segundo grupo
consistiu em 35 distintos pacientes com diferentes formas clinicas de esporotricose (12 com
forma cutanea fixa, 16 com forma linfocutanea, 5 com forma cutianea disseminada e 2 com
forma extracutanea) confimada por isolamento fingico em cultura os quais estavam recebendo
itraconazol como tratamento antifungico contra a infeccdo. A duracdo do tratamento nestes
pacientes variou de 2 semanas a 13 meses. Os pacientes dos dois grupos sdo todos distintos
entre si.

Os soros heterdlogos selecionados para determinacdo da especificidade do teste
também foram obtidos randomicamente da cole¢ao de soros humanos do Servico de Micologia
do IPEC - Fiocruz. Ao todo foram selecionados 72 soros heter6logos de pacientes com
isolamento dos respectivos agentes etioldgicos de suas infecgdes em cultivo micoldgico,
bacterioldgico ou parasitologico. Foram selecionados desta forma 12 soros de pacientes com
paracoccidioidomicose, 10 soros de pacientes com criptococose, 5 soros de pacientes com
aspergilose, 15 soros de pacientes com histoplasmose, 12 soros de pacientes com tuberculose e
18 soros de pacientes com leishmaniose tegumentar americana, onde houve isolamento de
Leishmania (Viannia) braziliensis. Todos esses soros foram colhidos antes do inicio do
tratamento antifungico (ou com antibidticos ou antimonio pentavalente, no caso de tuberculose
e leishmaniose, respectivamente) e nenhum dos pacientes realizou teste intradérmico com
esporotriquina.

Adicionalmente, foram selecionados 76 amostras de soro de individuos saudaveis,
doadores de sangue, previamente testadas para HIV, Hepatite B, doenca de Chagas e sifilis e
apresentando resultados negativos em todos os referidos testes para serem utilizados como
controles na padronizagdo da técnica de ELISA. Para o estudo da resposta imune humoral
foram utilizados outros 26 soros de individuos saudaveis, igualmente negativos em todas as
provas imunologicas descritas acima.

Todas as amostras de soro acima descritas foram colhidas na Regido Metropolitana do
Rio de Janeiro, uma area endémica de esporotricose (Barros et al., 2004, Lopes-Bezerra et al.,
2006). O uso desses soros neste estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do

IPEC — Fiocruz.
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Producéao do antigeno

O extrato antigénico utilizado no decorrer de todo o trabalho foi produzido conforme
descrito previamente (Mendoza et al., 2002), com algumas modificagdes. O isolado 23508 de
S. schenckii foi inoculado em sua forma filamentosa em um frasco do tipo Erlenmeyer
contendo 200 mL de meio liquido de Sabouraud e incubado a 28°C a 100 rota¢des por minuto
durante 14 dias. A massa de fungo inoculada consistiu no crescimento do fungo em um tubo
de cultura contendo meio ABD apds 10 dias de incubagdo. Apos este periodo de incubagdo, o
sobrenadante da cultura foi recolhido por centrifugacdo, esterilizado por filtragdo em
membrana Millipore com poros de didmetro de 0,22 um e concentrado 10X por pervaporagao.
Apobs a concentracdo, adicionou-se timerosal ao extrato antigénico numa concentragdo de
1:5000 como conservante. O extrato antigénico foi armazenado em geladeira, a 4°C até o
momento de seu uso.

A dosagem de proteinas totais do antigeno produzido foi determinada segundo a
técnica descrita por Bradford (1976), empregando reagente comercial (Bio-Rad, Laboratories
Richmond, CA, USA), e albumina sérica bovina como padrao. Apés o desenvolvimento da
reagao, a leitura da absorbancia foi realizada utilizando-se espectrofotometro com filtro de 595

nm de comprimento de onda.

SDS-PAGE

Esta técnica (Laemmli, 1970) foi utilizada para a analise unidimensional do extrato
antigénico obtido, tanto para a separagdo de proteinas como para analise da reatividade pela
técnica de imunoblot. Empregou-se um sistema que consistiu em gel de empilhamento na
concentragdo a 4% e gel de separacdo a 7,5% de acrilamida/bisacrilamida, utilizando-se, para a
montagem do gel e corrida eletroforética o sistema vertical BioRad Mini Protean III.

O gel de separagdo na concentracdo de 7,5% foi preparado seguindo a seguinte

formula:

Acrilamida / Bisacrilamida 30% T / 2,7% C 3,0 mL
Solugao tampao Tris 1,5 mol/L, pH 8,8 2,25 mL
Solucdo de SDS 10% 120 pL
Agua destilada 6,75 mL

N, N, N’, N’ tetrametil etilenodiamina (TEMED) 4,00 uL
Solugdo de persulfato de aménio 10% (APS) 60,0 uL
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Esta mistura foi colocada entre duas placas de vidro separadas por espacadores de

0,75mm de espessura, coberta por uma camada de 4gua destilada, deixada por
aproximadamente 40 minutos a temperatura ambiente até a completa polimerizagdo do gel.

Posteriormente, foi preparado o gel de empilhamento, na concentragao de 4%,

seguindo a seguinte formula:

Acrilamida/Bisacrilamida 30% T/ 2,7% C 1,33 mL
Solugao tampao Tris 0,5 mol/L, pH 6,8 2,5 mL
Solugao de SDS 10% 100 pL
Agua destilada 6,1 mL
TEMED 5,00 uL
APS 50,0 uL

Com o gel de separacdo totalmente polimerizado, retirou-se a camada de dgua que o
cobria e a mistura acima foi entdo adicionada no espago entre as placas, sendo colocado em
seguida um pente com dente unico de 67 mm.

O antigeno foi aplicado no gel com o auxilio de uma microsseringa, apds ter sido
desnaturado, o que aconteceu com a dilui¢do do antigeno 1:2 em tampao Tris-HCl 0,125
mol/L, pH 8,0 contendo 10% de B-mercaptoetanol, 20% de glicerol e 4% de SDS e posterior
aquecimento do antigeno a 100°C por dez minutos. Também foi adicionado 3 pL de solucao
de azul de bromofenol (azul de bromofenol 0,5%, glicerol 80%, Tris 0,05 mol/L, pH 8.,0)
como marcador de corrida.

Foram utilizados padrdes de peso molecular (BenchMarck™ Protein Ladder / Gibco,
BRL, Gaithersburg, MD 20887, USA) contendo proteinas com massas de 220, 160, 120, 100,
90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 25, 20, 15 e 10 kDa para calcular a massa das proteinas reveladas
no gel. Na transferéncia para membrana de nitrocelulose das proteinas separadas no SDS-
PAGE foi utilizado padrao de peso molecular pré corado (BenchMark™ Pré-stainned Protein
Ladder / Gibco, BRL), para monitoramento da corrida eletroforética, confirmacdo da
transferéncia de proteinas do gel para a membrana e comparacao relativa dos pesos
moleculares das bandas separadas pela eletroforese.

Para inicio da corrida eletroforética foi aplicada uma corrente de 15 mA, esta foi
mantida até as amostras entrarem uniformemente no gel de separagdo, quando entdo a corrente
foi aumentada para 30 mA. A corrida eletroforética foi finalizada quando o corante marcador
da corrida atingiu a base do gel de separacao.

Apods o término da eletroforese de proteinas, o gel, quando usado para comparar o
perfil protéico entre os isolados foi corado pelo azul brilhante de Coomassie (Neville &

Glossman, 1974). Para tal, o gel foi imerso numa solu¢do corante contendo 0,125% de azul
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brilhante de Coomassie R-250 (Bio-Rad), 50% metanol e 10% de acido acético por pelo
menos uma hora, seguindo-se de banhos repetidos em solugdo descorante, idéntica a corante,
s0 que sem o azul de Coomassie, até que a visualizacdo das bandas estivesse nitida. Apds o
término da descoloracdo, o gel foi deixado em banho de imersdo em solugdo contendo 50% de
metanol e 0,5% de glicerol em agua destilada por 20 minutos.

Quando necessario, ou seja, quando a visualizagdo das bandas pelo Coomassie nao
ficasse nitida, o gel foi corado pela prata (Morrisey, 1981), utilizando reagente comercial

(“Silver stain kit from BioRad”).

Imunoblot

Para avaliar a antigenicidade deste extrato antigénico produzido, apds a realizacao da
corrida eletroforética do mesmo, suas proteinas foram transferidas eletroforeticamente para
uma membrana de nitrocelulose com poros de 0,2 um (Bio-Rad). A técnica utilizada foi a
descrita por Tsang e colaboradores (1983). O gel de poliacrilamida contendo as proteinas
separadas por eletroforese foi colocado em cima de uma membrana de nitrocelulose ¢ estes
colocados entre folhas de papel de filtro (Blotting paper — Sigma Chemicals, Co, St. Louis,
Missouri, USA) embebidos em tampdo de transferéncia (Tris 0,025 mol/L, glicina 0,192
mol/L, metanol 20%, pH 8,3). O conjunto foi colocado entre duas esponjas de 3 mm de
espessura € preso com uma pinga plastica com perfuragdes em ambos os lados. Para a
transferéncia, utilizou-se a cuba de transferéncia Mini-trans-blot cell (Bio-Rad) contendo
tampao de transferéncia e um aparato resfriante, para evitar o superaquecimento do tampao,
submetida a uma corrente de 397 mA por uma hora. Para determinar a eficacia da
eletrotransferéncia das proteinas, um marcador de peso molecular pré-corado (Invitrogen) foi
adicionado ao gel e visualizado na membrana de nitrocelulose.

Apos a eletrotransferéncia, a membrana de nitrocelulose foi lavada em tampdo TBS
(0,02 mol/L Tris-HCI, 0,5 mol/L NaCl, pH 7,5). A parte da membrana que continha o antigeno
foi cortada em tiras de aproximadamente 3 mm, as quais foram utilizadas individualmente nas
reagdes imunoenzimaticas, ou seja, cada uma foi incubada com uma mistura de soros
diferentes: soros homodlogos (mistura de soros de pacientes com esporotricose), sOros
heter6logos (mistura de soros de pacientes com doengas infecciosas que ndo esporotricose) €
controle negativo (soro de individuos sadios, doadores de sangue).

Para a revelagdo imunoenzimatica, a membrana foi incubada primeiramente com tampao
TBS-TL (TBS + 0,2% Tween 20 + 5% leite desnatado) por uma hora, a fim de evitar possiveis
ligagdes inespecificas. A seguir, a membrana foi lavada trés vezes com TBS-T (TBS + 0,2%

tween 20) e em seguida incubada por uma hora em TBS-TL contendo os soros humanos
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diluidos 1:100, sob agitacdo constante. Ao final desta incubacdo, nova lavagem com TBS-T
foi realizada como descrito anteriormente. Por fim, um anticorpo de cabra anti-IgG humana
conjugado a fosfatase alcalina (Jackson Immuno Research Laboratories, PA, USA), foi
diluido 1:3.000 em tampdo TBS-TL e incubado com a membrana por uma hora, sob agitagao.
A revelagdo da reacao foi feita apds lavagem da membrana com TBS-T utilizando-se azul de
nitrotetrazo6lio e 5-bromo 4-cloro 3- indolil fosfato (BioRad) diluidos conforme instru¢do do
fabricante em tampao apropriado (0,1 mol/L Tris-HCI, pH 9,5, 0,1 mol/L NaCl, 5Smmol/L
MgClL,.6H,0). Apds o aparecimento das bandas, foi lavada exaustivamente com dagua

destilada.

ELISA

Para a padronizagdao da técnica de ELISA indireta para diagnostico imunologico da
esporotricose foi seguido o protocolo descrito previamente por Kostiala & Kostiala (1981),
com algumas modificagdes. A concentracdo e dilui¢do Otimas de antigeno e de soro
respectivamente foram determinadas por titulagdo pareada de diluigdes realizadas em base dois
do antigeno empregado e de um soro humano com alto titulo de anticorpos contra S. schenckii
e um soro humano de individuo saudavel. O soro com alto titulo de anticorpos contra
S. schenckii foi testado previamente pela técnica de imunodifusédo radial dupla em gel de agar e
apresentou linha de precipitagdo quando testado contra os exoantigenos de forma filamentosa
(Almeida-Paes, 2004). A concentragdo 6tima de antigeno e a dilui¢do 6tima de soro foram
determinadas como sendo as condi¢cdes em que obtivemos uma baixa leitura de densidade
otica do soro do individuo saudavel e uma grande diferenca entre as leituras de densidade dtica
do soro homologo e do soro normal.

A concentragdao otima de antigeno (40 ng de proteina diluidos em 100 puL de tampao
carbonato 63 mM, pH 9,6) foi colocada em cada pogo de placas de 96 pocos (Nunc-Immuno
Starwell, MaxiSorp Surface) e em seguida as placas foram incubadas durante 90 minutos a
37°C e durante a noite em geladeira a 4°C. Apos a sensibilizacdo com o antigeno, as placas
foram lavadas trés vezes com o tampao de lavagem (PBS - fosfato a 10mM e NaCl 0.15M -
adicionado de 0,1% Tween 20, pH 7,3) e em seguida bloqueadas com reagente comercial
(Superblock Blocking Buffer in PBS, Pierce Biotechnology, Inc., Rockford, IL, EUA) de
acordo com as instrugdes do fabricante. Apds o bloqueio, as placas foram novamente lavadas
como descrito acima. Seguiu-se a incubagdo das placas a 37°C durante uma hora com o soro
dos pacientes, os quais foram diluidos 1:4.000 em tampao de incubacdo (10 mM PBS, 0,1%
Tween 20, 5% leite desnatado, pH 7,3) e aplicados num volume de 100 pL em duplicata aos

pogos das placas. Novamente as placas foram lavadas trés vezes com tampao de lavagem e
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incubadas a 37°C por uma hora com anticorpo policlonal de cabra conjugado a peroxidase
especifico para a por¢do Fc da IgG total humana diluido 1:32.000 em tampao de incubagaio,
conforme as instrugdes do fabricante (Jackson Immunoresearch Laboratories, PA) num
volume final de 100 pL por pogo. O desenvolvimento da reagdo enzimética iniciou-se apds a
lavagem das placas como descrito acima através da adicdo de 100 pL por pogo de solucio de
0,4 mg/mL de o-fenilenodiamina e 0,04% de peroxido de hidrogénio diluidos em tampao
citrato (pH 5,5) a 37°C durante 30 minutos. A reagdo foi interrompida com a adi¢ao de 50 uL
de acido cloridrico 3 mol/L por pogo. As absorbancias foram lidas em um espectrofotdmetro
para leitura de microplacas utilizando um filtro de comprimento de onda de 490 nm.

Para o estudo da resposta imune humoral dos pacientes com esporotricose utilizou-se o
mesmo protocolo acima, com algumas modificagcdes. Utilizaram-se placas Corning Inc.
Coastar polystyrene EIA/RIA plates as quais foram sensibilizadas com 40 ng de antigeno por
pogo diluidos em 100 puL por pogo. A sensibilizacdo, lavagens e o bloqueio foram realizados
conforme descrito acima, utilizando-se TBS ao invés de PBS na formulagdo dos tampdes. A
incubagdo com soro dos pacientes também foi realizada nas mesmas condicdes, a ndo ser pela
diluicao dos soros que foi de 1:4.000 quando o objetivo era a pesquisa de IgG no soro, 1:1.000
para pesquisa de IgM e 1:800 para pesquisa de IgA. Estas diluicdes 6timas de soro também
foram determinadas por titulacdo pareada conforme descrito anteriormente. Os anticorpos
conjugados utilizados especificos contra IgG, IgM e IgA foram diluidos 1:2.000 em tampao de
incubacdo conforme instru¢cdes do fabricante (Southern Biotech, Birmingham, AL, USA).
Devido ao fato destes anticorpos estarem conjugados a fosfatase alcalina, a reacdo enzimatica
foi realizada com a adi¢do de 100 puL por pogo de solugdo de p-nitrofenil fosfato 1,0 mg/mL
em tampao glicina 0,1 M contendo 1 mM MgCl, e 1 mM ZnCl,, pH 10,4. A reagdo foi
interrompida apds 30 minutos de incubagdo a 37°C com adi¢do de 25 pL de solu¢do NaOH
3 mol/L por pogo. Absorbancias foram entdo lidas a 405 nm.

Para cada experimento dois controles foram realizados: o primeiro controle foi
realizado para verificar possiveis interagdes inespecificas do anticorpo secundario com o
antigeno sensibilizado na placa e o segundo foi um controle em branco. Estes controles
consistiram respectivamente de pocos em duplicata sensibilizados com antigeno onde ndo
foram aplicados soros humanos, mas o conjugado foi adicionado na dilui¢do descrita acima e
em pocos duplicados onde somente o sistema revelador foi adicionado, sem adi¢do de soro,
anticorpo conjugado nem de antigeno.

Todos os experimentos foram realizados duas vezes no minimo, a fim de se determinar

a reprodutibilidade dos ensaios.
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O valor de absorbancia de cada soro em todos os experimentos realizados foi a média
aritmética dos valores obtidos na duplicata onde o soro foi aplicado.

Com base no numero de pacientes com esporotricose € controles positivos € negativos
foram determinados sensibilidade, especificidade, eficiéncia, valor preditivo positivo, valor
preditivo negativo, razao de probabilidade positiva e razao de probabilidade negativa para cada
teste. A sensibilidade indica a probabilidade do teste ser positivo, dado que existe a doenca.
Especificidade indica a probabilidade do teste ser negativo, dado que ndo existe a doenga.
Eficiéncia demonstra a probabilidade do teste diagnosticar corretamente pacientes com e sem a
doenga. O valor preditivo positivo ¢ a probabilidade de existir a doenca, ja que o resultado do
teste foi positivo, enquanto que o valor preditivo negativo € a probabilidade de ndo existir a
doenca, dado o resultado negativo do exame. A razdo de probabilidade positiva € a razao entre
a probabilidade do teste ser positivo dado que existe a doenca pela probabilidade do teste ser
positivo dado que ndo existe a doenga. A razdo de probabilidade negativa por sua vez ¢ a razdo
entre a probabilidade do teste ser negativo dado que existe a doenga pela probabilidade do

teste ser negativo dado que ndo existe a doenca.

Calculo de pontos de corte

Para o experimento de padronizagdo da ELISA para diagnodstico da esporotricose
através da detecgdo de IgG no soro dos pacientes, o ponto de corte para reatividade contra os
exoantigenos de forma filamentosa de S. schenckii foi determinado como sendo a média dos
valores de densidade 6tica dos soros de individuos saudédveis mais trés vezes o desvio padrao
das leituras de densidade 6tica destes mesmos soros. Em probabilidade e estatistica, o desvio
padrdo ¢ a medida mais comum da dispersao estatistica. De uma distribui¢ao normal unimodal,
simétrica, de afunilamento médio (ou mesocurtica) pode-se dizer o seguinte: 68% dos valores
encontram-se a uma distancia da média inferior a um desvio padrdo; 95% dos valores
encontram-se a uma distdncia da média inferior a duas vezes o desvio padrdo; 99,7% dos
valores encontram-se a uma distancia da média inferior a trés vezes o desvio padrdo. Assim
sendo, esta forma de célculo de ponto de corte foi escolhida neste experimento a fim de
diminuir a0 maximo o nimero de reagdes falso-positivas.

Para os experimentos de estudo da resposta imune humoral em pacientes com
esporotricose os pontos de corte foram determinados através da constru¢do de curvas TG-
ROC, como descrito previamente (Greiner et al., 1995). Esta curva ¢ realizada através da
plotagem dos valores de sensibilidade e de especificidade da reacdo (eixo y) contra os
diferentes valores de densidade dtica observados no experimento (eixo x), € o ponto de corte

corresponde a intersec¢do entre as duas curvas geradas no grafico. Este tipo de abordagem em


http://pt.wikipedia.org/wiki/Distribui%C3%A7%C3%A3o_normal

25
geral permite a obten¢dao de um ponto de corte com especificidade e sensibilidade 6timas. Para
construcdo destas curvas somente soros de pacientes com esporotricose sem tratamento
antifingico foram utilizados, visto que o tratamento antifungico pode alterar a resposta imune
humoral nas infec¢des fungicas (Esterre et al., 2000; Valle et al., 2001).

Em todos os casos descritos acima, amostras com valores de absorbancia acima do
ponto de corte foram consideradas positivas e aquelas com valores menores ou iguais ao ponto

de corte foram consideradas negativas.

Espectrometria de massas

A fim de se caracterizarem proteinas antigénicas de S. schenckii, foram selecionadas
através da técnica de imunoblot duas bandas proteicas presentes no exoantigeno de forma
filamentosa de S. schenckii, uma que reagiu imunologicamente somente com o pool de soros
de pacientes com esporotricose e outra que apresentou reatividade cruzada com o pool de soros
de pacientes com outras doencas infecciosas.

Imediatamente apds a eletroforese e coloracdo pelo Coomassie blue, o gel foi
exaustivamente lavado com agua destilada e as bandas de interesse foram cortadas do gel com
o auxilio de um bisturi estéril. Acetonitrila (0,1 mL de solugdo 50% em 50 mM NH4HCO3) foi
adicionada a cada amostra, as quais foram misturadas vigorosamente utilizando vortex por 10
minutos. O sobrenadante foi descartado ¢ o procedimento repetido trés vezes. Os pedagos de
gel foram secos em Centri-Vap, a 45°C por 20 minutos. Um volume de 0,1 mL de ditiotreitol
contendo 10 mM NH4HCOs; foi adicionado aos pedagos secos de gel e agitados em vortex
brevemente. Essa mistura foi incubada em repouso, a 56°C por uma hora. Em seguida, o
sobrenadante foi removido e iodoacetamida (0,1 mL de solugdo contendo 25 mM NH4HCO3)
foi adicionada aos pedagos de gel, os quais foram em seguida agitados em vortex. As
suspensdes foram incubadas a temperatura ambiente por 45 minutos. O sobrenadante foi
removido e descartado e os pedacos do gel foram lavados com solugdo 25 mM de NH4HCO;.
O sobrenadante novamente foi descartado e os pedacos do gel foram tratados com acetonitrila
(0,1 mL de solucdo 50% em 50 mM NH4HCOs) duas vezes. Os pedacos de gel foram
novamente secos conforme descrito acima. Para cada gel, 0,1 mL de solucdo de tripsina (13
mg/mL em 25 mM NH4HCOs) foi adicionado. Essa mistura foi incubada a 37°C por 19 horas.
Apos esta incubagdo 0,1 mL de dgua destilada foi adicionada a cada amostra. Cada amostra foi
agitada em vortex por 10 minutos e depois submetida a ultra som em um sonicador. A solugdo
resultante em cada tubo foi transferida para um tubo de centrifuga contendo 5 puLL de solugao
de acetonitrila 50%, é4cido trifluoroacético 5%. Ao restante do gel que sobrou, 50 pL da

solucdo acima foi adicionado, seguido por 10 minutos de agitagdo em vortex e 5 minutos de
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ultra som. Esse procedimento foi repetido duas vezes e todas as solugdes misturadas. A
mistura final foi concentrada até um volume de 25uL.

Anadlise por MALDI-TOF-MS foi realizada utilizando um espectrometro de massas

Micromass QTOF-2, como descrito previamente (Winters & Day, 2003).

ldentificacdo das proteinas

Apbs a obtengdo dos valores de peso molecular dos peptideos obtidos na digestao com
tripsina, estes valores foram colocados em um algoritimo computacional para a identificacao
das proteinas. O algoritimo utilizado foi o programa Protein Prospector, desenvolvido pela
Universidade da Califérnia, Sdo Francisco (http://prospector.ucsf.edu/), o qual ¢ utilizado por
diversos laboratorios que trabalham com atividades que envolvem protedmica (Chalkley et al.,
2005). O processo envolveu a entrada dos valores dos pesos moleculares dos peptideos obtidos
para cada proteina no algoritimo, o qual faz uma busca contra uma seqiiéncia proteica
previamente digerida em uma base de dados. Pardmetros como tolerdncia de massas e
carbamidometila¢do (que modifica residuos de cisteina aumentando a eficacia da digestdo pela
tripsina) foram selecionados e a busca realizada. Apds identificacao dos peptideos, uma busca
BLASTp foi realizada contra o banco de dados de proteinas do NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) para determinacdo do homologo mais préoximo aos peptideos

obtidos.

Analise de antigenicidade

A andlise de antigenicidade foi realizada através de ferramentas de bioinformatica. A
sequéncia da proteina foi analisada através do software Protean versdao 7.0, DNASTAR, Inc.
Os graficos gerados foram estudados, verificando regidoes de alta antigenicidade,
hidrofibicidade e flexibilidade, a fim de verificar a existéncia de provaveis epitopos B na

molécula.

Analise estatistica

Comparacdo de médias entre diferentes grupos foi realizada através do teste t de
Student ndo pareado utilizando o programa computacional GraphPad Prism 3.0. Analises de
correlagdes foram feitas por ANOVA utilizando o software SigmaPlot 2000. Comparagdes
entre pacientes com esporotricose, pacientes heterologos e individuos normais foi feita
utilizando o teste Qui-quadrado.Valores de P<0.05 foram considerados estatisticamente

significantes.
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Além destas andlises, para a determinacdo do poder discriminatorio dos testes
realizados, foram construidas curvas ROC para cada ELISA realizada, utilizando-se o
programa SPSS 14.0 para Windows, na qual sensibilidade e especificidade sdo calculadas
como uma fun¢do de diferentes pontos de corte. Nesta andlise o valor de (1-especificidade) ¢

plotado contra o valor de sensibilidade e o valor da area sob a curva ¢ calculado.
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Resultados

Caracteristicas morfologicas do isolado utilizado

Em todas as analises deste estudo foi utilizado o isolado 23508 de S. schenckii nas
analises. Este isolado foi estudado quanto as suas caracteristicas macro ¢ micromorfoldgicas,
em suas duas distintas morfologias, a saber, micélio e levedura, as quais podem ser observadas
na Figura 1.

Quando o fungo foi semeado em meio ABD e incubado a uma temperatura de 25°C
observou-se o crescimento de uma colonia glabra, inicialmente hialina e que, apds sete dias de
crescimento comegou a apresentar areas escuras, que com o passar do tempo se tornaram
negras (Figura 1A). Mesmo ap6s dois meses de crescimento ndo foram observadas quaisquer
estruturas de reprodu¢do sexuada, em especial peritécios, o que permite a diferenciacdo de
S. schenckii com O. stenoceras, espécie nao patogénica, extremamente relacionada (Dixon
etal., 1991). O mesmo fungo, crescido em meio BHI agar e incubado a temperatura de 37°C
demonstrou conversdo a forma leveduriforme, apresentando coldnias cremosas, de cor
esbranqui¢cada que com o passar do tempo adquiriram a tonalidade creme (Figura 1B).

Analise micromorfologica da forma filamentosa foi realizada através da confeccao de
cultura em lamina do isolado crescido durante 15 dias a 25°C em meio ABD. Este isolado
apresentou, quando observado em microscopia optica de campo claro em aumento de 1000X,
hifas hialinas septadas e ramificadas bastante finas, muitas delas formando sinémios. Dois
tipos de conidios puderam ser observados: conidios hialinos elipsoides, os quais se originavam
de forma simpodial a partir de pequenos conididéforos originados da hifa e conidios deméceos
piriformes, originados a partir das hifas (Figura 1C). A microscopia da forma leveduriforme
foi observada retirando um pequeno fragmento da colonia com auxilio de uma al¢a de platina,
o qual foi colocado em uma lamina de microscopia contendo uma gota de lactofenol azul de
algoddo. A lamina foi fechada com uma laminula e observada em microscopio Optico de
campo claro, em uma magnitude de 400X e 1000X. Foi possivel observar que mais que 95%
das células observadas apresentavam-se na forma leveduriforme, comprovando assim a
capacidade dimorfica deste isolado. As leveduras observadas eram pequenas, unibrotantes e

muitas delas apresentavam forma de charuto (Figura 1D).



Figura 1: Aspectos macro (A e B) e micromorfologicos (C e D) do isolado de S. schenckii 23508 em suas formas
filamentosa (A e C) e leveduriforme (B e D). Culturas foram realizadas em meio ABD (A) ou BHI (B) e
incubadas a temperatura de 25°C e 37°C respectivamente. Microscopia em C foi realizada através da técnica de
cultura em lamina. Em D utilizou-se um pequeno fragmento de uma coldnia crescida na placa mostrada em B
para a montagem da lamina.

Analise do extrato antigénico

O exoantigeno da forma filamentosa do isolado 23508 de S. schenckii obtido apds
incubagdo a 28°C sob agitagdo em meio Sabouraud liquido apresentou uma concentragdo de
proteinas de 280 ug/mL, conforme determinado utilizando o método de Bradford (1976). A
analise da preparacao antigénica em gel de poliacrilamida pode ser verificada na Figura 2. O
gel de poliacrilamida (7,5%) corado pela prata apos eletroforese mostrou a presenga de cinco
bandas proteicas, de pesos moleculares de 90, 70, 63, 51 e 42 kDa, com as bandas de 51 e

63 kDa sendo as mais proeminentes.
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Figura 2: Eletroforese em gel de poliacrilamida corada pela prata dos exoantigenos da forma filamentosa do
isolado 23508 de S. schenckii. MW — padro de peso molecular; Ag — antigeno. Os pesos moleculares (em kDa)
das cinco bandas proteicas detectadas por esta técnicas estdo indicados a direita.

Padronizacao datécnica de ELISA

Reatividade sorolégica no ensaio
A reatividade soroldgica contra os exoantigenos da forma filamentosa de S. schenckii

foi estudada através da técnica de ELISA. O valor do ponto de corte para este ensaio foi
definido como sendo a média dos valores de densidade 6tica dos soros de indiduos saudaveis
mais trés vezes o desvio padrao das leituras de densidade dtica destes mesmos soros. Assim
sendo, amostras com uma média de valores de absorbancia optica acima de 0,582 foram
consideradas positivas (Figura 3). Com este ponto de corte, nenhum dos 76 soros de
individuos saudaveis (doadores de sangue negativos para HIV, Hepatite B, Doenca de Chagas

e sifilis) foram positivos.
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Figura 3: Resposta de anticorpos da classe IgG contra
os exoantigenos de forma filamentosa de S. schenckii
nos soros de pacientes com esporotricose, pacientes
com outras doencas infecciosas e de individuos
saudaveis. A linha pontilhada horizontal representa o
ponto de corte da reacdo. OD — densidade otica,
Sp — esporotricose, PCM — paracoccidioidomicose,

Cr —  criptococose, Asp —  aspergilose,
Hp - histoplasmose, Tb —  tuberculose,
Leish — leishmaniose tegumentar americana,
NHS - soros de individuos normais (controles
negativos).

A Tabela 1 apresenta um resumo dos resultados obtidos em cada grupo de doencgas

infecciosas estudado. Dos 90 soros de pacientes com esporotricose somente 3 amostras

apresentaram resultado negativo. O teste Qui-quadrado mostrou diferenca estatisticamente

significante entre a resposta de anticorpos dos pacientes com esporotricose € os controles

negativos (x> = 154,37, P < 0,0001). Um total de 72 soros heterélogos também foi testado e 16

deles apresentaram valores de absorbancia acima do ponto de corte, sendo por isso

considerados positivos. Mais uma vez, o teste Qui-quadrado mostrou uma diferenga

estatisticamente significante entre os soros homologos e heterélogos (x* = 95,73; P < 0,0001),

bem como entre os soros heterélogos e os individuos normais (Xz =18,94; P <0,0001).

Tabela 1: Resultados da ELISA para deteccao de IgG contra exoantigenos de S. schenckii.

Grupo de pacientes (nimero) Numero de pacientes Média + desvio padrao das

positivos (%) absorbancias
Esporotricose (90) 87 (97) 1.824+0.681
Paracoccidioidomicose (12) 4(33) 0.440+0.267
Criptococose (10) 0.230+0.153
Aspergilose (5) 3 (60) 0.585+0.330
Histoplasmose (15) 4 (27) 0.567+0.499
Tuberculose (12) 2(17) 0.441+0.421
Leishmaniose (18) 3(17) 0.353+0.283
Individuos saudaveis (76) 0.261+0.107
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Curva ROC e parametros do teste
A Figura 4 mostra a curva ROC obtida na padroniza¢do da técnica de ELISA no

sorodiagnoéstico da esporotricose. A area calculada sob a curva foi de 0.9767+0.0085. De
acordo com os estudos realizados por Greiner e colaboradores (2000), este valor permite
classificar a ELISA padronizada como um ensaio com excelente acurdcia para o diagndstico

soroldgico da esporotricose.
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Figura 4: Curva ROC obtida na padrnizagdo da técnica de ELISA para esporotricose utilizando exoantigenos de
forma filamentosa de S. schenckii. A area sob a curva foi de 0.9767+0.0085.

Conforme pode ser verificado na tabela 2, o teste apresentou uma sensibilidade de
97%, especificidade de 89% e uma eficiéncia de 92%, corroborando os resultados encontrados

na analise da curva ROC descritos acima.

Tabela 2: Pardmetros sorologicos do ELISA descrito.

Parametro Valor Intervalo de confianga 95%
Sensibilidade 97% 90.57-99.31%
Especificidade 89% 83.04 — 93.69%
Eficiéncia 92% 87.81 -95.13%
Valor preditivo positivo 84% 76 —90.85%

Valor preditivo negativo 98% 93.64 — 99.54%
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Comparacao da resposta entre as diferentes formas clinicas da esporotricose
Um total de 90 soros de pacientes com esporotricose foi analisado através da técnica de

ELISA e trés deles apresentaram resultados negativos. Esses soros eram provenientes de um
paciente com a forma linfocutanea da esporotricose, outro com a forma cutanea disseminada e
o ultimo com a forma extracutanea da esporotricose. Todos os soros de pacientes com a forma
cutanea fixa da esporotricose apresentaram resultados positivos. A Figura 5 apresenta os
valores de absorbancia de cada soro de acordo com a respectiva forma clinica da esporotricose.

O teste t de Student ndo mostrou diferenga significante entre as formas clinicas estudadas.
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Figura 5: Resposta de anticorpos da classe IgG em pacientes com diferentes formas clinicas de esporotricose na
técnica de ELISA. A linha pontilhada horizontal representa o ponto de corte da reagdao. OD — densidade otica,
FC — forma cuténea fixa, LC — forma linfocutdnea, CD — forma cutaneo-disseminada, Dis — forma disseminada,
EC — forma extracutanea.

Reacdes cruzadas
Para verificar possiveis reacdes cruzadas no ensaio de ELISA padronizado, 72 soros de

pacientes com diferentes doengas infecciosas que podem ser clinicamente confundidas com
esporotricose foram utilizados neste estudo. Verificou-se que 78% dos soros heterdlogos
estudados apresentou resultado negativo no teste. Dos 16 soros que apresentaram valores de
absorbancia acima do ponto de corte, 4 sdo provenientes de pacientes com
paracoccidioidomicose, outros 4 foram de pacientes com histoplasmose, 3 foram de pacientes
com aspergilose, 3 de pacientes com leishmaniose tegumentar americana e os dois Ultimos de

pacientes com tuberculose. Nenhum dos 10 soros de pacientes infectados por C. neoformans
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apresentou resultado positivo, o que pode ser verificado na Tabela 1, bem como na Figura 3. O
teste Qui-quadrado mostrou diferenca estatisticamente significante entre o niumero de soros
positivos e negativos dentre as doengas testadas e o numero de soros positivos e negativos dos
pacientes com esporotricose (y° = 95,73; P < 0,0001).

A média de leituras de absorbancias obtidas dos soros dos 90 pacientes com
esporotricose comparada a média de leituras dos 76 soros provenientes de individuos
saudaveis foi estatisticamente significante, como analisado pelo teste t ndo-pareado de Student
(t =22,69; P <0,0001). De forma similar, os valores de absorbancia dos soros de pacientes
com esporotricose ¢ demais heterdlogos foi estatisticamente diferente (t = 19,19; P < 0,0001),
bem como os valores de absorbancia dos soros heterologos e dos soros controles negativos

(t=3,13; P =0,002).

Reprodutibilidade do ensaio
Para verificar a reprodutibilidade do ELISA descrito, os valores de densidade otica de

cada soro obtido em dois diferentes testes realizados em dias diferentes foram comparados. A
reprodutibilidade do teste pode ser analisada na Figura 6. O coeficiente de correlagio ()
encontrado foi de 0,9608, mostrando uniformidade entre os diferentes ensaios realizados

durante a padronizacdo desta técnica imunoenzimatica.
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Figura 6: Distribuigdo e reprodutibilidade dos resultados do ELISA em dois experimentos distintos. Simbolos:
® soros homologos, ¥ soros heterologos M soros de individuos normais. OD1 — densidade ética no primeiro
experimento, OD2 — densidade Otica no segundo experimento. O coeficiente de correlagdo entre os dois
experimentos foi de 0,9608.
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Pesquisa de isotipos de anticorpos na esporotricose

Curvas TG-ROC e determinacdo do ponto de corte
As curvas TG-ROC para a detecgao de IgG, IgM e IgA reativas contra exoantigenos da

forma filamentosa de S. schenckii estdo apresentadas na Figura 7. A analise destas curvas
mostrou valores de pontos de corte de 0,418; 0,284 e 0,223 para a deteccdo de anticorpos da

classe IgG (Figura 7A), IgM (Figura 7B) e IgA (Figura 7C) respectivamente.
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Figura 7: Curvas TG-ROC na deteccdo de anticorpos da classe IgG (A), IgM (B) ou IgA (C) através da técnica
de ELISA na esporotricose. A interseccao entre as duas curvas de cada grafico representa o ponto de corte de
cada reagdo. Os graficos representam a relagdo entre os valores de sensibilidade e especificidade (eixo y) e os
valores de densidade otica (eixo x) para cada ensaio imunoenzimatico.

Deteccao de anticorpos nos soros de pacientes com esporotricose
A figura 8A apresenta os valores de densidade 6tica para IgG em cada soro proveniente

de pacientes com diferentes formas clinicas de esporotricose antes do inicio da terapia
antifungica (n=41). Todos os soros de pacientes com a forma fixa da doenga foram positivos.
Dois pacientes com a forma linfocutanea, 3 com a forma cutinea disseminada ¢ um com
esporotricose extracutanea foram negativos. Nao foram observadas diferencas estatisticamente
significantes entre as médias de absorbancia das diferentes formas clinicas estudadas.

Na figura 8B verificamos os valores de densidade dtica para detec¢ao de IgG dos soros
dos pacientes com esporotricose durante o tratamento com itraconazol. Trés soros foram
negativos neste ensaio, sendo um de paciente com a forma cutanea fixa, outro de um paciente

com a forma linfocutdnea e o ultimo de um paciente com a forma cutdnea disseminada da
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esporotricose. Estes pacientes estavam sob tratamento antifungico por 10, 11 e 4 meses
respectivamente.

A reatividade de anticorpos da classe IgM em soros de pacientes com esporotricose
antes do inicio do tratamento antifingico pode ser verificada na figura 8C. Assim como na
deteccdo de IgG, todos os pacientes com a forma cutanea fixa apresentaram valores de
absorbancia para IgM acima do valor do ponto de corte. Por outro lado, outros seis pacientes
apresentaram resultados negativos para a reatividade de IgM contra exoantigenos da forma
filamentosa de S. schenckii: um paciente apresentava a forma linfocutinea, outros 4
apresentavam a forma cutaneo-disseminada e um paciente possuia a forma extracutanea da
esporotricose. Semelhantemente ao observado para IgG, o teste t de Student também nao
mostrou diferengas estatisticamente significantes quando comparadas as médias de densidade
Otica na reacdo para deteccdo de IgM no soro de pacientes com diferentes formas clinicas da
esporotricose.

A figura 8D apresenta os niveis de IgM em pacientes com esporotricose fazendo uso de
itraconazol. Verificou-se que um total de 10 pacientes (3 com a forma cutanea fixa e 7 com a
forma linfocutanea) foram negativos neste teste.

Os perfis de reatividade para anticorpos da classe IgA contra os exoantigenos de
S. schenckii em pacientes com esporotricose antes e durante o tratamento antifungico com
itraconazol estdo demonstradas nas figuras 8E e 8F respectivamente. Dois pacientes foram
negativos quando testados antes do inicio da terapia antifingica, um deles apresentando a
forma cutineo disseminada e outro apresentando a forma extracutdnea da esporotricose. Estes
dois pacientes também apresentaram resultados negativos quando testados para IgG e [gM. Em
nenhum dos dois pacientes foi verificada imunossupressao. Quatro pacientes recebendo terapia
antifingica com itraconazol apresentaram resultados negativos no ensaio imunoenzimatico.
Destes quatro pacientes, um deles apresentava a forma cutinea fixa e os outros trés possuiam a
forma linfocutdnea da esporotricose. Nao foram observadas diferencas estatisticamente
significantes entre as médias de densidade otica das diferentes formas clinicas estudadas no

grupo de pacientes nao tratados, assim como no grupo de pacientes recebendo itraconazol.
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Figura 8: Niveis de anticorpos em pacientes com diferentes formas clinicas de esporotricose contra exoantigenos
da forma filamentosa de S. schenckii. IgG (A, B), IgM (C, D) e IgA (E, F) ELISA em pacientes antes do inicio da
terapia antifungica (A, C, E) e durante o uso de itraconazol (B, D, F). Linhas pontilhadas horizontais indicam o
ponto de corte de cada rea¢do. OD — densidade otica, FC — forma cutanea fixa, LC — forma linfocutanea, DC —
forma cutanea disseminada, EC — forma extracutanea.
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Perfil de anticorpos em pacientes sob terapia antifungica
Os 35 pacientes com esporotricose recebendo itraconazol como terapia contra a

infeccdo foram capazes de produzir anticorpos de pelo menos uma classe em niveis que
pudessem ser detectados nos ELISAs realizados para pesquisa de IgG, IgM e IgA. Vinte e dois
pacientes (62,9%) apresentaram niveis detectaveis dos trés isotipos pesquisados, 9 pacientes
(25,7%) apresentaram dois isotipos de anticorpos detectaveis e 4 pacientes (11,4%) foram
positivos em apenas um isotipo. A Figura 9 compara os niveis de anticorpos dos pacientes com
esporotricose antes ¢ durante a terapia antifingica. Foi verificada diferenca estatisticamente
significante (P <0,001) entre as médias de densidade Otica na pesquisa de IgM e IgA dos
pacientes ainda ndo tratados (0,795+0,086 e 0,926+0,102, respectivamente) e dos pacientes
fazendo uso de itraconazol (0,425+0,044 e 0,467+0,040, respectivamente). Embora tenha sido
detectada uma diminui¢do dos niveis de anticorpos da classe IgG nos pacientes com
esporotricose em uso de itraconazol (1,282+0,128 nos pacientes antes do tratamento e
0,952+0,104 no grupo de pacientes em tratamento), esta diferenca ndo foi estatisticamente
significante (P = 0,0533).

A andlise da terapia antifingica em cada uma das formas clinicas de esporotricose
estudadas estd representada na Tabela 3. Diminui¢des significantes foram verificadas nos
niveis de IgM e IgA nos pacientes com a forma cutdnea fixa e linfocutdnea no grupo de
pacientes em tratamento. Nenhuma diferenga estatistica foi verificada nos niveis de IgG das
diferentes formas clinicas entre os pacientes sem tratamento e em tratamento, fato idéntico ao
observado nos grupos de pacientes com as formas cutaneo-disseminada e extracutdnea com

relacdo a anticorpos das classes IgM e IgA.
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Figura 9: Comparagéo entre a resposta IgG (A), IgM (B) e IgA (C) nos soros de pacientes com esporotricose sem
tratamento antifiingico e durante tratamento com itraconazol. * P = 0,0005; ** P = 0,0002. As linhas horizontais
representam a média de OD (densidade 6tica) de cada um dos grupos analisados.
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Tabela 3: Respostas de IgG, IgM e IgA contra exoantigenos da forma filamentosa de S. schenckii em pacientes
com diferentes formas clinicas de esporotricose antes e durante a terapia antifungica com itraconazol.

Isotipo de Forma Média = DP das absorbancias
anticorpo clinica Antes do tratamento  Durante o tratamento Valorde P*
IgG FC" 1,212 £ 0,8031 0,9828 + 0,5704 0.4645
LC* 1,112 +0,7479 0,7996 + 0,5078 0.2071
DC! 1,416 +0,9043 0,9376 + 0,4650 0.2739
EC® 1,319 +0,8453 2,015+ 1,4149 0.4375
IgM FC 0,9507 + 0,5903 0,3742 +0,1793 0.0049*
LC 0,8296 + 0,5437 0,3317 £ 0,1446 0.0017*
DC 0,7190 + 0,6058 0,6656 + 0,3008 0.8529
EC 0,7243 +0,3488 0,8685 +0,6718 0.7071
IgA FC 1,327 £0,7116 0,5356 + 0,3004 0.0028*
LC 0,7783 + 0,4329 0,3933 +0,1692 0.0034*
DC 0,8770 £ 0,7641 0,4459 + 0,2605 0.2358
EC 0,7769 + 0,4106 0,6885 + 0,08768 0.7863

* Valor P calculado pelo teste t de Student; ® FC — cutlnea fixa; © LC — linfocutinea; ¢ DC — cutaneo-disseminada;
¢ EC — extracutanea * P < 0,05.

Com a finalidade de verificar se a duracdo do tratamento antifingico interfere nos
niveis de anticorpos na esporotricose, foi estudada a correlagdo entre o tempo de tratamento
com itraconazol e a densidade 6tica do soro de cada paciente para cada um dos trés isotipos
estudados (Figura 10). Foi verificada uma diminui¢do dos niveis de anticorpos quando o
tempo de uso de itraconazol aumentou, embora somente para IgG e para IgM esta correlagdo
tenha sido significante, com valores de P iguais a 0,004, 0,0160 ¢ 0,074 para IgG, IgM e IgA,

respectivamente.

A IgG B IgM C IgA
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Figura 10: Correlagdo entre o tempo de tratamento (eixo X) e os niveis (eixo y) de IgG (A), IgM (B) e IgA (C) no
soro de pacientes com esporotricose. A linha tracejada mostra o intervalo de confianga 95% para a regressdo linear
(linha continua) dos valores obtidos nos experimentos.
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Reacdes cruzadas
Para estudar reatividade de anticorpos IgG, IgM e IgA contra os exoantigenos da forma

filamentosa de S. schenckii presentes nos soros de pacientes com outras doengas infecciosas, €
de individuos saudaveis, foram incluidos 94 soros neste estudo e suas reatividades estdo
demonstradas na figura 11. Reagdes cruzadas foram mais freqiientes com anticorpos da classe
IgM que com os demais. Um total de 21 soros (22,34% do total de soros heterdlogos e
controles negativos) apresentou reatividade para IgM nos ELISAs realizados. Destes, 2 soros
foram obtidos de pacientes com histoplasmose (n=13; 15%), 3 de pacientes com tuberculose
(n=12; 25%), 9 de pacientes com leishmaniose tegumentar americana (n=18; 50%), um de
paciente com aspergilose (n=4; 25%), um de paciente com paracoccidioidomicose (n=12, 8%)
e 5 de individuos sadios (n=26, 19%). Nenhum dos soros de pacientes com criptococose
apresentou reatividade para IgM, assim como para IgG.

Reatividade cruzada foi observada em 11 soros testados para detec¢ao de IgG contra
exoantigenos de S. schenckii, sendo 3 provenientes de pacientes com histoplasmose (n=13,
23%), 2 de pacientes com tuberculose (n=12, 17%), 3 de pacientes com leishmaniose
tegumentar americana (n=18, 17%), um de paciente com aspergilose (n=4, 25%), um de
paciente com paracoccidioidomicose (n=12, 8%) e um de um individuo saudével, doador de
sangue (n=26, 4%).

Oito soros apresentaram reatividade para IgA nos ensaios realizados. As doengas que
apresentaram reacdes positivas foram histoplasmose (3 de 13 soros, 23%), leishmaniose
tegumentar americana (2 de 18 soros, 11%), paracoccidioidomicose (2 de 12 soros, 17%) e
criptococose (1 de 9 soros, 11%). Nenhum paciente com tuberculose ou aspergilose apresentou
resultado positivo na pesquisa de IgA.

Embora reatividade cruzada tenha sido observada, a média de densidades oticas para
cada doenca estudada foi estatisticamente menor que a média das leituras dos soros de

pacientes com esporotricose antes do inicio do tratamento antifingico (Tabela 4).
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Figura 11: Reagdes cruzadas observadas nas rea¢des imunoenzimaticas para detecgdo de IgG (A), IgM (B) e IgA
(C) contra exoantigenos de forma filamentosa de S. schenckii. Este estudo foi realizado com 94 soros de pacientes
com histoplasmose (Histo), tuberculose (TB), leishmaniose tegumentar americana (Leish), aspergilose (Asp),
paracoccidioidomicose (PCM), criptococose (Crypto) e individuos sadios (NHS). As linhas tracejadas
simbolizam o ponto de corte de cada reacdo. Amostras acima deste ponto de corte foram consideradas positivas.



Tabela 4: Médias e desvios padrdes das leituras de densidade otica dos diferentes grupos na pesquisa de 1gG,

IgM e IgA contra exoantigenos de S. schenckii.

Grupo de pacientes

19G

IgM

IgA

Esporotricose
Paracoccidioidomicose
Criptococose
Aspergilose
Histoplasmose
Tuberculose
Leishmaniose

Individuos normais

1,282 +0,8173
0,3042 + 0,1687
0,1649 + 0,06879
0,3255+0,1759
0,4161 +0,3214
0,3227 +0,2362
0,2809 + 0,1677
0,2112 + 1067

0,7945 + 0,5497
0,1974 + 0,06256
0,1557 +0,03766
0,2351 +£0,1068
0,1978 £ 0,1071
0,2237 +0,1090
0,3412 + 0,1685
0,2254 + 0,09806

0,9261 + 0,6541
0,2062 + 0,1637
0,1578 +0,05370
0,1448 +0,05316
0,2182 +0,1251
0,1362 +0,02107
0,1469 +0,07717
0,1531 +0,02630

Comparacéao entre deteccdo de diferentes isotipos de anticorpos

Para comparar os trés ensaios imunoenzimaticos realizados para pesquisa dos trés
diferentes isotipos de imunoglobulinas curvas ROC foram construidas utilizando as densidades
oOticas dos soros de pacientes com esporotricose antes do inicio da terapia antifingica bem
como soros de pacientes com outras doengas infecciosas e os controles negativos. Na tabela 4
verificamos que a area sob a curva da deteccdo de IgA foi maior que a da detecgdo de IgG, que
foi maior que a de detec¢ao de IgM (IgA>IgG>IgM). De acordo com a classificagdo proposta
por Greiner e seus colaboradores (2000), os valores apresentados na Tabela 5 permitem
classificar a detec¢do de anticorpos da classe IgG e IgA através da técnica de ELISA indireto
com exoantigenos da forma filamentosa de S. schenckii como tendo excelente acuracia e a

detecgdo de [gM como tendo acuracia moderada.

Tabela 5: Anélise estatistica das areas sob as curvas ROC na pesquisa de IgG, IgM e IgA na esporotricose.

Anticorpo Intervalo de confianga 95%

detectado Area Erro padrao Valor inferior Valor superior
IgG 0,936 0,023 0,890 0,982
IgM 0,856 0,042 0,774 0,939
IgA 0,957 0,022 0,913 1,001

Também foram comparadas as densidades oticas dos diferentes isotipos nos diferentes
pacientes para verificar se existe correlagdo entre os niveis de anticorpos de diferentes isotipos
num mesmo paciente com esporotricose, antes do inicio do tratamento antifingico. Os
resultados desta analise podem ser observados na Figura 12. Em todas as comparacdes foram
verificadas correlagdes positivas (IgG e IgM, r=0,530; IgG e IgA, r=0,671; IgM e IgA,

r=0,589). ANOVA mostrou correlagdo em todas as analises (P<0,05 em todos os casos).
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Figura 12: Correlagdo entre os niveis de anticorpos de diferentes isotipos em pacientes com esporotricose.
Valores de densidade 6tica (OD) de um dado isotipo foram plotados contra valores de densidade 6tica de outro
isotipo. A linha de regressdo linear (continua) no meio ¢ circundada por duas linhas tracejadas que representam o
intervalo de confianga 95%. Valores de r* foram calculados para cada comparagdo usando o programa SigmaPlot
2000. A: comparacdo entre os niveis de IgG e IgM. B: comparagéo entre os niveis de IgG e IgA. C: comparacdo
entre os niveis de IgM e IgA.

Aplicabilidade da deteccao de diferentes isotipos no sorodiagndstico da
esporotricose

A Tabela 6 apresenta os parametros sorologicos obtidos para cada ELISA realizada
durante o estudo da resposta imune humoral nos pacientes com esporotricose. Como sugerido
pela anélise de curvas ROC, os melhores resultados foram obtidos quando anticorpos da classe
IgA foram pesquisados, com uma sensibilidade de 95,1%, especificidade de 91,5% e eficiéncia

de 92,6%.

Tabela 6: Pardmetros sorologicos dos ensaios imunoenzimaticos para deteccdo de IgG, IgM e IgA contra os
exoantigenos de S. schenckii no diagnéstico imunologico da esporotricose.

Valores para a deteccao de

Parametro IgG IeM IgA
Sensibilidade 85,4% 85,4% 95,1%
Especificidade 87,2% 77,7% 91,5%
Eficiéncia 87,4% 80,0% 92,6%
Valor preditivo positivo 76,1% 62,5% 83,0%
Valor preditivo negativo 93,3% 92,4% 97,7%
Razao de probabilidade positiva 7,2949 3,8211 11,1768
Razao de probabilidade negativa 0,1657 0,1884 0,0533

Para verificar se a combinagdo de resultados de dois ou trés diferentes ensaios de
pesquisa de diferentes isotipos de imunoglobulinas poderia aumentar a sensibilidade ou a
especificidade da técnica padronizada, foram realizados os mesmos calculos dos parametros
sorologicos considerando como positiva uma amostra de soro com resultados positivos para

IgG e IgM, IgG e IgA, IgM e IgA, nos trés isotipos testados ou em quaisquer dois dos trés
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isotipos analisados neste estudo. Os resultados desta andlise estdo apresentados na Tabela 7.
Foi observado um aumento geral da especificidade em todos os casos, devido ao fato de que,
dos soros que apresentaram reatividade cruzada com os exoantigenos da forma filamentosa de
S. schenckii, a maioria deles (23 de 31 soros com reatividade cruzada, 74,2%) o fez em apenas
um isotipo de imunoglobulina. O melhor cendrio para o diagnostico sorologico da
esporotricose foi obtido quando uma amostra de soro foi considerada positiva quando
apresentou reatividade em pelo menos dois dos trés isotipos de anticorpos pesquisados. Neste

caso o ensaio obteve 92,7% de sensibilidade, 91,5% de especificidade e uma eficiéncia de

91,9%.

Tabela 7: Combinagéo do resultado de diferentes ELISAs no sorodiagnostico da esporotricose.

Isotipos Sensibilidade Especificidade Eficiéncia ~ VPP? VPN®
IgG e IgM positivos 78,0% 95,7% 90,4% 88,9% 90,9%
IgG e IgA positivos 85,4% 97,9% 94,1% 94,6% 93,9%
IgM e IgA positivos 85,4% 95,7% 92,6% 89,7% 93,8%
Dois isotipos positivos 92,7% 91,5% 91,9% 82,6% 96,6%
IgG, IgM e IgA positivos 78,0% 98,9% 92,6% 97,0% 91,2%

* VPP = valor preditivo positivo
® VPN = valor preditivo negativo

Caracterizacao de proteinas antigénicas

Em uma tentativa de caracterizar uma possivel proteina que estivesse relacionada a
reatividade observada em nossos ensaios imunoenzimaticos, realizamos uma separa¢do das
proteinas deste extrato por SDS-PAGE, analisando em seguida a reatividade dessas proteinas
frente a soros de pacientes com esporotricose, com outras doencas infecciosas e de individuos
saudaveis. A figura 13 apresenta o resultado da técnica de imunoblot realizada apos
eletroforese do exoantigeno da forma filamentosa do isolado 23508 de S. schenckii. Tiras
contendo as proteinas do antigeno separadas de acordo com seu peso molecular foram
incubadas com uma mistura de soros de pacientes com esporotricose (tira 1), mistura de soros
de pacientes com diferentes doencas infecciosas, a saber as mesmas testadas para reacao
cruzada nos ELISAs (tira 2) e com uma mistura de soros de individuos doadores de sangue,
saudaveis (tira 3). Conforme verifica-se na figura, a maioria das proteinas de alto peso
molecular apresentou reatividade cruzada e as proteinas de baixo peso molecular mostraram

ser espécie-especificas.
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Figura 13: Reacdo de imunoblot utilizando exoantigenos da forma filamentosa de S. schenckii quando testados
contra uma mistura de 41 soros de pacientes com esporotricose (tira 1), 48 soros de pacientes com doengas
infecciosas diversas como histoplasmose, paracoccidioidomicose, leishmaniose, aspergilose, tuberculose e
criptococose (tira 2) e 26 soros de individuos saudaveis com sorologia negativa para HIV, Hepatite B, VDRL e
doenga de Chagas (tira 3). A esquerda temos o marcador de peso molecular pré-corado. As setas indicam as
proteinas de 90 e 37 kDa selecionadas para caracterizagdo por MALDI-TOF-MS.

Para caracterizagdo proteica foram entdo selecionadas duas proteinas deste extrato:
uma proteina espécie-especifica, de 37 kDa, e uma proteina que apresenta reatividade cruzada
com soros heterdlogos, de 90 kDa. Como controles negativos foram selecionadas areas
diferentes do gel de poliacrilamida que nao possuiam bandas proteicas coradas pelo Coomassie
Blue. Andlise por MALDI-TOF-MS dos controles negativos ndo revelou nenhum peptideo.
Surpreendentemente, os peptideos isolados das duas proteinas analisadas foram caracterizados
como sendo os mesmos nas duas diferentes amostras. Os seis peptideos isolados apresentaram
homologia com a proteina STB2 de S. cerevisiae quando feita busca por meio da ferramenta
BLASTp (Figura 14). Esta proteina interage com a proteina Sin3p e outras num complexo
proteico que possui atividade enzimdtica de histona desacetilase. A proteina STB2 em
S. cerevisiae apresenta peso molecular de 97 kDa e quando analisada com o programa Protean
Lasergene 7.0 (DNASTAR Inc.) apresenta varias regioes de grande hidrofilicidade e alto

indice antigénico (Figura 15).
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Figura 14: Seqiiéncia peptidica da proteina STB2 de Saccharomyces cerevisiae, a qual participa de um complexo
enzimatico com atividade biologica de histona desacetilase. A proteina apresenta 850 aminodcidos e um peso
molecular de 97 kDa. Peptideos marcados em vermelho foram os peptideos isolados das duas proteinas de 90 ¢ 37
kDa presentes nos exoantigenos da forma filamentosa de S. schenckii.
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Figura 15: Analise computacional da proteina STB2 de S. cerevisiae utilizando o programa Protean 7.0
(DNASTAR, Inc.). Importante verificar que a proteina apresenta alto indice antigénico (grafico na cor rosa da
figura) em regides hidrofilicas (grafico azul escuro da figura) e flexiveis (grafico com barras azuis claras da
figura). Todos estes fatores contribuem para a predi¢do de um epitopo B linear.

A fim de tentar entender as reacdes cruzadas que ocorrem quando se utilizam os
exoantigenos de S. schenckii na técnica de ELISA, foi feita uma busca de similaridade dos
peptideos isolados com proteinas dos agentes das doengas estudadas neste trabalho.
Interessantemente, foi verificado que um dos peptideos apresentava alta homologia com uma

proteina hipotética de Leishmania major (Figura 16).
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Figura 16: Busca utilizando o algoritmo BLASTp de proteinas dos agentes etiologicos das doencas que
apresentaram reatividade cruzada nos ensaios imunoenzimaticos realizados neste estudo. Verificou-se que um dos
peptideos obtidos das proteinas presentes na mistura antigénica utilizada em todo o decorrer deste trabalho
(primeira linha) apresenta alta homologia com uma proteina de L. major (terceira linha). Na segunda linha temos
o mesmo peptideo na proteina STB2 de S. cerevisiae. Abaixo dos peptideos temos simbolos que representam o
grau de semelhanga entre os aminodcidos. * simboliza identidade total e : simboliza aminoacidos com
caracteristicas fisico-quimicas semelhantes.
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Discussao

A esporotricose ¢ uma doenga cosmopolita, sendo considerada a micose subcutanea de
maior prevaléncia na América Latina (Conti-Diaz, 1989). O padrdo ouro no diagndstico desta
doenca infecciosa ¢ o isolamento do seu agente etiologico em cultivo micologico, entretanto
longo tempo ¢é necessario desde a coleta e o processamento do material clinico, o crescimento
do fungo nos meios de cultura e a realiza¢do de todos as analises necessarias para a sua correta
identificagdo (Dixon et al., 1991). Todos estes procedimentos podem levar até trés semanas.
Além disso, em casos de esporotricose extracutanea, a coleta de material clinico adequado para
o isolamento do fungo em cultivo ¢ extremamente dificil, necessitando de procedimentos
invasivos para sua realizagdo, e em alguns casos ¢ mesmo impossivel de ser realizada. A
obtencdo de material clinico para o diagnostico também ndo pode ser realizada em casos de
regressao espontanea das lesoes.

Recentemente, no Estado do Rio de Janeiro, deu-se inicio a uma epidemia de
esporotricose, envolvendo diversos municipios, onde o fungo vém sendo transmitido aos
humanos nao pela forma cléssica de contaminagdo desta doencga, ou seja, através de plantas,
madeiras ou solo contaminado (Rippon, 1988), mas através da arranhadura, mordedura ou
contato com gatos domésticos infectados por S. schenckii (Barros et al., 2001). Esta forma de
veiculagdo da doenca tem acarretado em manifestagdes clinicas pouco comuns da
esporotricose, tal como o acometimento primario da mucosa nasal (Schubach et al., 2003),
eritema nodoso (Gutierrez-Galhardo et al., 2002), eritema multiforme (Gutierrez-Galhardo et
al., 2005), conjuntivite primaria (Schubach et al., 2005¢) e elevado numero de casos de
esporotricose cutanea disseminada, uma forma clinica menos comum da doenga (Barros et al.,
2003). Como conseqiiéncia destes fatos, o desenvolvimento de técnicas imunoldgicas baseadas
na deteccdo de anticorpos do hospedeiro ou antigenos flingicos ¢ altamente importante e
necessario, tanto para o diagnostico como para o acompanhamento terapéutico da infecgao.

A deteccdo de anticorpos no soro de pacientes com esporotricose vém sendo realizada
a muitos anos através de técnicas imunoldgicas que envolvem precipitagdo ou aglutinagdo de
complexos antigeno-anticorpo (Karlin & Nielsen, 1970; Blumer et al., 1973; Ishizaki et al.,
1978; Smith et al., 1981; Casserone et al., 1983; Albornoz et al., 1984; Mendoza et al., 2002).
Limitacdes destas técnicas incluem sua baixa sensibilidade em casos de esporotricose cutinea
(Albornoz et al., 1984; Rippon, 1988) e o fato de ndo ser possivel determinar os diferentes

isotipos de anticorpos que estdo participando da resposta imune humoral contra S. schenckii.
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Os testes imunoenzimaticos constituem uma solucdo interessante a este problema, visto que
eles possuem em geral um limiar de detec¢do maior que os métodos de aglutinagdo e
conseqiientemente uma sensibilidade mais elevada.

Na literatura médica especializada hd uma imensa variedade de ensaios
imunoenzimaticos descritos para o diagndstico de infecgdes causadas por diversos fungos
dimorficos, como histoplasmose, paracoccidioidomicose e peniciliose marnefei (Mendes-
Giannini et al., 1984; Hammilton, 1998; Pizzini et al., 1999; Valle et al., 2001; Guimaraes et
al., 2004; Albuquerque et al., 2005). Entretanto, no nosso conhecimento, para o diagnostico
imunoldgico da esporotricose, até o ano de 2006 havia somente duas publica¢des descrevendo
o uso de técnicas imunoenzimaticas no sorodiagnostico da esporotricose, ambas focando
somente a pesquisa de anticorpos da classe IgG (Scott & Muchmore, 1989; Bernardes-
Engemann et al., 2005). Também o primeiro estudo realizado por nosso grupo neste sentido
foi acerca da pesquisa de IgG no soro de pacientes com esporotricose (Almeida-Paes et al.,
2007). Desta forma, o trabalho aqui descrito ¢ o primeiro a demonstrar a participagdo de
anticorpos da classe IgM e IgA na patogenia da esporotricose humana. Este ¢ um achado
importante, visto que anticorpos de diferentes isotipos podem participar da linha de defesa do
hospedeiro contra fungos patogénicos (Nosanchuk et al., 2005; Chaturvedi et al., 2005; Rivera
& Casadevall, 2005) e situacdo semelhante poderia ocorrer na esporotricose. Além disso,
outros fatores que nos impeliram a estudar os diferentes isotipos de anticorpos na esporotricose
foram dados de infec¢do experimental em camundongos que sugerem a participagdo de
anticorpos de diferentes isotipos na resposta imune humoral (Nascimento & Almeida, 2005).
Outro aspecto é o fato de que, como ocorre com outros fungos, muitos individuos residentes
em areas endémicas nao desenvolvem a doenga, mas acabam desenvolvendo uma resposta
imune humoral especifica (Esterre et al., 1997; Baida et al., 1999), cenario que pode estar
ocorrendo no Rio de Janeiro.

A técnica de ELISA recentemente publicada para o diagnodstico imunolégico da
esporotricose (Bernardes-Engemann et al., 2005) utiliza uma preparagdo antigénica purificada
da parede celular, denominada SsCBF, preparada através de cromatografia de afinidade em
coluna com concanavalina A, a qual se pressupde que possam ocorrer menos variagdes a cada
lote antigénico produzido. O antigeno utilizado no ensaio imunoenzimatico descrito neste
trabalho possui uma colecdo de proteinas altamente reativas como demonstrado na técnica de
imunoblot e ¢ obtido com bastante facilidade, nao necessitando de equipamentos nem de
técnicas de purificagdo sofisticadas, tais como as cromatograficas, e pode ser utilizado
especialmente nos laboratorios de dreas com recursos financeiros limitados, sendo assim uma

nova ferramenta para o diagnodstico desta doencga fungica.
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O método de ELISA padronizado por nds utilizando os exoantigenos estudados
apresentou 97% de sensibilidade na detec¢do de IgG. Anticorpos anti-S. schenckii foram
detectados na maioria das amostras de soro de pacientes com diferentes formas clinicas da
esporotricose apresentando valores de densidade dtica maiores que o ponto de corte, muitos
deles inclusive com altos valores de leitura de absorbancia, indicando que este teste pode ser
utilizado no diagnostico das mais diversas formas clinicas da esporotricose. A média das
absorbancias observadas nos soros de pacientes com diferentes formas clinicas ndo apresentou
diferenga estatisticamente significante, dado também observado por Bernardes-Engemann e
seus colaboradores (2005). Esta verificagdo ndo ¢ observada por exemplo, na
cromoblastomicose, uma micose subcutanea tal qual a esporotricose, onde os pacientes com
multiplas lesdes apresentam titulos de anticorpos da classe IgG mais elevados que os pacientes
com uma lesao tnica (Esterre et al., 2000). Embora aparentemente a resposta imune humoral
possa participar no controle e na prevencdo da esporotricose (Nascimento & Almeida, 2005),
os titulos de anticorpos especificos contra S. schenckii ndo parecem estar relacionados a
gravidade da doenca, jA que os pacientes com uma lesdo cutdnea fixa possuem titulos de
anticorpos extrapolados pelos valores de densidade Otica similares aos valores obtidos de
pacientes com multiplas lesdes.

Verificou-se também que ndo somente anticorpos da classe IgG apresentam reatividade
cruzada contra antigenos de S. schenckii, mas também os da classe IgM e IgA. Observou-se
também que em 33% de individuos sem esporotricose confirmada pelo isolamento do fungo
em cultivo anticorpos anti-S. schenckii de pelo menos um isotipo nas técnicas de ELISA
empregadas no estudo foram encontrados. Destes pacientes com reatividade cruzada, 74,2%
apresentaram somente um isotipo positivo nas reagdes imunoenzimaticas. Esta reatividade
provavelmente se deve a similaridade entre os antigenos de S. schenckii e os de outras espécies
microbianas, ao invés de contato prévio com S. schenckii, ja que somente 2,56% dos pacientes
com esporotricose comprovada testados para os trés isotipos apresentaram somente niveis
detectaveis de uma tUnica classe de anticorpos. Mesmo durante o tratamento, a maioria dos
pacientes com esporotricose mantém reatividade imunolégica em mais de um isotipo de
imunoglobulina. Entretanto, para os demais 25,8% dos pacientes sem esporotricose
confirmada micologicamente com resultados positivos, em especial um paciente com
histoplasmose, que apresentou reatividade nos trés isotipos de imunoglobulina testados,
contato prévio com S. schenckii ndo pode ser descartado, ja que estes pacientes moram em
uma area endémica de esporotricose.

A esporotricose cutdnea e a leishmaniose tegumentar americana apresentam varias

caracteristicas clinicas e epidemioldgicas semelhantes, e muitos pacientes com esporotricose
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relatam que a doenga iniciou como uma picada de mosquito, o que pode levar a um
diagnéstico erroneo por parte dos clinicos, especialmente aqueles que nao dispdoem de
condigdes laboratoriais adequadas para um diagndstico correto (Lober et al., 1980).
Complicando ainda mais este cenario, um estudo recente mostrou que 48% dos pacientes com
esporotricose reagem positivamente no teste intradérmico de Montenegro, ¢ 23% destes
também sdo positivos na técnica de ELISA para leishmaniose, ainda que nao tenha sido
isolada qualquer espécie de Leishmania em cultivo (Barros et al., 2005). Embora co-infecgao
por S. schenckii e Leishmania possa acontecer (Agudelo et al., 1999) este ¢ um achado
incomum, j& que as duas doengas apresentam vias de transmissdo totalmente distintas. Em
nossos estudos verificamos uma série de reacdes positivas em soros de pacientes com
leishmaniose contra antigenos de S. schenckii nos diversos isotipos estudados (17%, 50% e
11% para IgG, IgM e IgA, respectivamente), mostrando que a reatividade cruzada entre
Leishmania e S. schenckii é evidente. Para corroborar este achado, verificamos que um dos
peptideos obtidos apds digestdo enzimatica de duas proteinas antigénicas de S. schenckii
presentes na amostra antigénica usada em nossos ELISAs apresentava alto grau de homologia
com uma proteina hipotética de L. major, reforcando, com isso, a hipdtese que proteinas
dessas duas espécies compartilham determinantes antigénicos comuns. Portanto, se faz
necessario identificar antigenos especificos que permitam o diagnoéstico diferencial entre essas
duas doengas infecciosas, uma vez que um diagnoéstico incorreto poderia levar a instauragao de
um regime terapéutico ineficaz ao paciente.

Quando estudamos os diferentes isotipos de imunoglobulinas produzidas na infec¢ao
natural humana por S. schenckii, verificamos que a maioria dos pacientes com esporotricose
apresentaram niveis detectdveis de anticorpos das classes IgG, IgM e IgA contra os
exoantigenos da forma filamentosa de S. schenckii no momento do diagnoéstico clinico, ou
seja, antes do inicio do tratamento antifingico. Esta reatividade permaneceu em pacientes em
tratamento com itraconazol, com uma tendéncia de diminui¢do dos niveis de anticorpos a
medida que o tempo de terapia antifingica se prolonga. Para o nosso conhecimento, este € o
primeiro relato de anticorpos IgM e IgA na esporotricose humana. Essas duas classes de
anticorpos podem ter participacdo importante na patogenia da esporotricose. Ja foi
demonstrado que S. schenckii é capaz de ativar o sistema complemento pela via alternada, e
que a ativagdo da via classica também possa ocorrer (Scott et al., 1986). Os anticorpos da
classe IgM podem ter um papel na ativagao do sistema complemento pela via classica na
esporotricose, o que ja foi demonstrado em outras micoses (Kozel, 1996). Envolvimento de

mucosas pode ocorrer na esporotricose (Castro et al., 1981; Hampton et al., 2002; Barros et
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al., 2003; Schubach et al., 2003; Schubach et al., 2005c; Lopes-Bezerra et al., 2006) e nesse
contexto, anticorpos IgA podem representar um importante mecanismo de defesa.

E importante observar que neste estudo, foi verificado que anticorpos IgM e IgA
permaneceram com niveis detectdveis na maioria dos pacientes em tratamento para
esporotricose fazendo uso de itraconazol, embora seus niveis tenham variado dependendo da
forma clinica do paciente. Pacientes em uso de itraconazol com as formas cutanea fixa e
linfocutanea de esporotricose apresentaram titulos de anticorpos extrapolados pelos valores de
densidade Otica estatisticamente inferiores aos pacientes sem tratamento. Entretanto, ndo foi
observada diferenca significante nos niveis desses anticorpos em pacientes com as formas
cutaneo-disseminada e extracutanea da esporotricose, antes e durante o tratamento.
Possivelmente isso se deve a uma maior carga parasitaria nestes ultimos pacientes, o que
levaria a uma estimulagdo antigénica continua e constante produgdo de anticorpos, em especial
os da classe IgM. Anticorpos da classe IgG ndo tiveram seus niveis estatisticamente
diminuidos em pacientes em tratamento contra a esporotricose, em comparacdo com oS
pacientes sem tratamento. Esta observagdo pode ser explicada pela elevada meia vida deste
isotipo de imunoglobulina. Entretanto, verificando o comportamento dos niveis de anticorpos
especificos nos pacientes em tratamento, com respeito ao tempo de terapia antifiingica,
verificamos que IgG e IgM apresentam uma diminui¢do de seus niveis de acordo com o tempo,
sugerindo com isso que esses isotipos podem ser utilizados como marcadores para o
acompanhamento da terapia antifingica na esporotricose. Como as formas cutineo-
disseminada e extracutanea sdo formas menos comuns de esporotricose, a amostragem de
soros de pacientes com estas formas clinicas em tratamento incluida no estudo foi reduzida,
portanto sao necessarios novos estudos com um numero maior de soros para validar esta
hipotese.

A medida da performance da ELISA padronizada para uso no diagndstico da
esporotricose através da curva ROC mostra uma diferenca estatisticamente significante entre
as absorbancias médias observadas nos soros de pacientes com esporotricose € naquelas
observadas nos controles humanos sauddveis bem como nos soros de pacientes heterdlogos.
Por outro lado, a absorbancia média dos soros heterdlogos foi estatisticamente maior que a
média encontrada no grupo de controles negativos. Sugere-se que os antigenos de S. schenckii
sejam, em sua maioria, glicoproteinas apresentando alto grau de glicosilagdo, sobretudo com
os carboidratos manose, ramnomanose ¢ galactose (Takata & Ishizaki, 1983; Lopes-Bezerra et
al., 2006) e que porgdes glicosidicas dos antigenos fingicos sdo responsaveis por elevado grau
de reagdes cruzadas em outras micoses (Wheat et al., 1986, Zancopé-Oliveira et al., 1994). De

fato, reagdes cruzadas entre S. schenckii e diversos fungos patogénicos tais como Exophiala
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verneckii, Fonsecaea pedrosoi, H. capsulatum, Coccidioides immitis, A. fumigatus e
Trichophyton mentagrophytes foram descritas devido aos epitopos glicosilados presentes nos
antigenos destes fungos (Ishizaki et al., 1981). Reagdes cruzadas entre S. schenckii e fungos
ambientais (Ishikazi et al., 1976; Polonelli & Morace, 1982) ¢ entre espécies bacterianas,
como Streptococcus do grupo B (Nakamura et al., 1977) e Klebsiella pneumoniae (Takata &
Ishizaki, 1983) também ja foram descritas. O reconhecimento ndo especifico de epitopos
glicosilados pode explicar as reacdes cruzadas observadas nos ELISAs realizados neste estudo,
bem como a diferenga estatistica entre os soros heter6logos e os soros de individuos sadios.
Paralelamente, ndo se pode descartar a possibilidade de exposi¢do prévia dos individuos com
falsa soropositividade ao fungo S. schenckii, visto que todos os soros foram colhidos de
habitantes de uma area onde a esporotricose ¢ endémica (Barros et al., 2004, Lopes-Bezerra et
al., 2006). A glicosilagdo dos antigenos de S. schenckii também explica a produgdo de
anticorpos da classe IgM contra este fungo, ja que antigenos de origem glicidica evocam a
produgdo deste isotipo de imunoglobulina.

Nossos ensaios imunoenzimdticos foram realizados com uma preparagao antigénica
nao purificada. Quando um extrato antigénico ndo purificado de P. brasiliensis foi utilizado na
padronizagdo de uma técnica de ELISA, reacdes cruzadas foram observadas com soro de
pacientes com outras micoses, como histoplasmose, lobomicose, criptococose, candidiase e
esporotricose, reagoes estas que puderam ser eliminadas com a incubagdo do soro com
antigenos de H. capsulatum antes dos ensaios imunoenzimaticos (Mendes-Giannini et al.,
1984). Em nossos ensaios também observamos reagdes cruzadas com diversas doencgas
infecciosas, o que também ocorreu no ELISA recentemente padronizado por Bernardes-
Engemann e colaboradores (2005). Para reduzir a reatividade cruzada de soros contra
antigenos de S. schenckii um método de adsor¢do poderia ser aplicado aos soros antes da sua
aplica¢do na técnica de ELISA. Outra estratégia que poderia ser utilizada ¢ a deglicosilagdo de
antigenos de S. schenckii, como é atualmente realizado no sorodiagndstico da histoplasmose, o
que aumenta a especificidade do ensaio (Pizzini et al., 1999; Guimarées et al., 2004). Estudos
neste sentido estdo sendo conduzidos em nosso laboratorio para verificar se estas hipoteses
podem ser aplicadas nos métodos sorologicos empregados no diagnostico da esporotricose.

Neste trabalho foram utilizadas duas abordagens para célculo e determinagdo do ponto
de corte. Na padroniza¢dao da pesquisa de IgG nos soros de pacientes com esporotricose foi
utilizado para essa finalidade o valor obtido através da média de leitura dos soros normais
adicionada de trés vezes o valor do desvio padrdo destes soros, como ¢ realizado na sorologia
de outras micoses (Guimaraes et al., 2004). Esta abordagem foi escolhida inicialmente porque

queriamos determinar um ponto de corte que permitisse a diminui¢gdo maxima de resultados
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falso-positivos neste teste com finalidades diagnoésticas. Ja nos experimentos para pesquisa dos
diferentes isotipos de imunoglobulinas produzidas durante a infec¢do demos preferéncia a
escolher uma metodologia estatistica que permitisse a detec¢do de um ponto de corte 6timo,
independente do ntimero de falso negativos ou positivos (Greiner et al., 1995), ja que a
abordagem inicial neste experimento ndo era diagnéstica. Entretanto, mesmo assim foi
verificado que a detec¢do conjunta dos diferentes isotipos de imunoglobulinas pode aumentar a
especificidade no sorodiagnostico da esporotricose. Estudos estdo atualmente em andamento
para validar esta abordagem.

O diagnostico soroldgico da esporotricose ¢ um problema, especialmente em termos de
especificidade (Bernardes-Engemann et al., 2005; Almeida-Paes et al., 2007). O namero cada
vez mais crescente desta doenca, juntamente com os casos complicados que podem acontecer
em pacientes imunocomprometidos (Hardman et al., 2005) impelem a uma busca por
metodologias diagnoésticas cada vez melhores. Quando padronizamos a técnica de ELISA para
o diagnostico da esporotricose verificamos um valor de sensibilidade maior que o observado
quando testamos os soros para IgG no contexto da analise de isotipos de anticorpos produzidos
no decorrer da infec¢do. Esta diferenga pode ter ocorrido pelas pequenas mudangas inseridas
no protocolo do segundo experimento, realizadas para permitir a deteccdo de IgM e IgA nos
soros dos pacientes. Outro fator que pode ter contribuido para a diminui¢do do valor de
sensibilidade pode ter sido o fato dos soros terem sido colhidos de pacientes distintos nos dois
estudos. Como todos os soros foram selecionados randomicamente, alguns deles podem ter
sido colhidos em momentos iniciais da doenca, antes da producio de anticorpos especificos se
iniciar. De fato, para dar suporte a esta hipotese, foi verificado que na infecgcdo experimental
de S. schenckii em camundongos, a resposta imune humoral é montada em estagios avancados
da infecgdo, normalmente apos a quinta semana (Maia et al., 2006). Outra observagao que
sugere coleta de soro antes do inicio da producgdo de IgG ¢é que 3 dos pacientes com niveis nao
detectaveis desta imunoglobulina apresentaram IgM positiva no soro. Entretanto, a area da
curva ROC obtida nos dois estudos apresentou valores superiores a 0.9, indicando que a
deteccdo de IgG especifica contra exoantigenos da forma filamentosa de S. schenckii é um
teste com excelente acurdcia no diagndstico sorologico da esporotricose.

No contexto da deteccdo de diferentes isotipos na esporotricose, verificou-se valores de
especificidade variando de 77,7% a 91,5%, dependendo do isotipo detectado no soro. Todavia,
quando os resultados dos diferentes ELISAs sdo combinados, um grande aumento na
especificidade ¢ verificado, particularmente quando se considera positiva uma amostra de soro
que possua pelo menos dois isotipos reativos contra os antigenos de S. schenckii testados. Isso

¢ bastante significante, j4 que nao ha kits sorologicos comercialmente disponiveis para o



54
diagnostico desta micose e testes especificos sdo extremamente necessarios. Embora testes
sorologicos nao fornecam diagnéstico definitivo, eles sdo ferramentas importantes no
diagnostico das infecgdes. Assim sendo, os resultados dos testes sorologicos devem ser
interpretados de acordo com achados clinicos e historia epidemioldgica dos pacientes.

Paralelamente ao desenvolvimento de ensaios imunoenzimaticos para o diagnostico da
esporotricose nosso grupo iniciou a caracterizagdo das proteinas com atividade antigénica do
fungo, uma vez que a composicdo antigénica de S. schenckii é pouco conhecida e ha poucos
antigenos descritos, fato que dificulta o desenvolvimento de ensaios imunoenziméaticos
sensiveis e especificos, sobretudo aqueles baseados na deteccdo de antigenos flngicos.
Mendoza e colaboradores (2002) descreveram a composi¢do antigénica de exoantigenos de
forma filamentosa de S. schenckii e mostraram que estes exoantigenos obtidos em meio
Sabouraud liquido ndo apresentava reatividade cruzada na técnica de imunodifusdo radial
dupla em gel de agar com uma amostra de soro de paciente com coccidioidomicose, uma
amostra de soro de paciente com histoplasmose e uma amostra de soro de paciente com
paracoccidioidomicose. Esses mesmos exoantigenos também foram utilizados previamente
com sucesso no sorodiagnostico da esporotricose nas técnicas de imunodifusdo e
imunoeletroforese, nas quais ndo foram observadas reacdes cruzadas frente a soros de
pacientes com leishmaniose ou cromoblastomicose (Albornoz et al., 1984). De fato, Albornoz
e seus colaboradores (1984) verificaram quem quando os exoantigenos da forma filamentosa
de S. schenckii sdo utilizados na imunoeletroforese, todos os soros positivos apresentavam um
arco anddico de precipitagdo, o qual foi denominado arco S. A proteina envolvida na formacao
deste arco de precipitagdo provavelmente estd relacionada a alta sensibilidade observada no
teste imunoenzimatico descrito neste trabalho, o qual utilizou a mesma preparagdo antigénica.
Entretanto, como este antigeno nao foi purificado e caracterizado até hoje, maiores estudos sdo
necessarios para confirmar esta hipotese. Mais recentemente também foi demonstrado que as
proteinas secretadas por S. schenckii sdo as grandes responsaveis pela resposta imune humoral
na esporotricose (Carlos et al., 2003). Por esses motivos resolvemos caracterizar esta
preparacdo antigénica utilizada na padronizagdo de um ensaio imunoenzimatico para o
diagnostico da esporotricose.

O complexo antigénico estudado por nods apresentou cinco proteinas que foram
possiveis de serem detectadas através de coloragdo pela prata de um gel de poliacrilamida
submetido a eletroforese. Analisando a reatividade destas moléculas pela técnica de imunoblot
verificou-se que as proteinas de menor peso molecular é¢ que parecem ser espécie-especificas.
Para melhor compreender a natureza desses antigenos, duas proteinas, uma aparentemente

especifica e outra que apresentou reatividade cruzada no imunoblot, foram submetidas a
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MALDI-TOF-MS e surpreendentemente obtivemos peptideos idénticos nas duas moléculas.
Inicialmente suspeitou-se em contaminacdo do material analisado como razdo para explicar
este achado, porém ha diversos fatores que sugerem o contrario: i) os peptideos encontrados
apresentaram homologia com uma proteina de S. cerevisiae, um fungo, ascomiceto, tal qual
S. schenckii; ii) a proteina de S. cerevisiae que apresentou homologia com os peptideos
encontrados apresenta peso molecular de 97 kDa, similar aos 90 kDa da proteina submetida a
MALDI-TOF-MS; iii) analise computacional da proteina de S. cerevisiae mostra que cla
apresenta elevado indice antigénico, podendo ter epitopos B, fato demonstrado nas proteinas
submetidas @ MALDI-TOF-MS, altamente reativas contra IgG conforme demonstrado no
nosso imunoblot; iv) a proteina de S. cerevisiae com homologia a proteina de S. schenckii
submetida a MALDI-TOF-MS apresenta atividade enzimatica, tal qual a maioria dos antigenos
fungicos (Fonseca et al., 2001); v) o experimento, quando repetido, apresentou os mesmos
resultados.

Assim sendo, pode-se sugerir que duas das proteinas secretadas por S. schenckii em sua
fase estaciondria de crescimento na forma filamentosa participem do complexo histona
desacetilase como a proteina STB2 de S. cerevisiae. A proteina de 37 kDa, com peptideos
idénticos a proteina de 90 kDa, poderia ser um produto de degradacdo da de maior peso
molecular. Um fator que suporta esta idéia é o fato de que os seis peptideos seqiienciados
encontram-se nos 300 aminoacidos mais proéximos a regiao N terminal da proteina STB2 de
S. cerevisiae, o que resultaria numa proteina de 34 kDa, conforme calculado no algoritimo
computacional Compute pI/MW (disponivel em http://www.expasy.ch/tools/#primary). Este
produto de degradacdo poderia ter perdido partes da molécula maior que apresentasse epitopos
comuns com os agentes das doengas estudadas neste trabalho, o que resultou na auséncia de
reatividade cruzada da proteina com peso molecular menor na reagdo de imunoblot.

A proteina STB2 em S. cerevisiae forma um complexo com a proteina Sin3p, o qual
possui atividade de histona desacetilase. STB2 foi identificada a partir de ensaios duplo-
hibrido para verificar proteinas que se ligassem a Sin3p, ja que ela por si sO € incapaz de ligar-
se a0 DNA diretamente (Kasten & Stillman, 1997). A evidenciagdo de uma proteina que
participa em um complexo com atividade de histona desacetilase, de localizacdo
preferencialmente nuclear, sendo secretada no sobrenadante de cultura nos chamou a atengao.
Entretanto, Nosanchuk e colaboradores (2003) identificaram uma histona H2B de 17 kDa na
superficie do fungo dimorfico H. capsulatum. Além disso, também foi recentemente descrito
que histona desacetilases também podem realizar sua fung¢do enzimatica em proteinas que ndo

sejam histonas (Hildmann et al., 2007). Desta forma, proteinas relacionadas a histonas podem
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ter algum papel na biologia celular de fungos patogénicos ao serem secretadas e expressas em
suas superficies.

A resposta de um hospedeiro a uma infeccdo microbiana envolve uma série de
interagdes do microrganismo ¢ os mecanismos de imunidade inata e adaptativa do hospedeiro.
Neste sentido, embora haja uma série de informagdes sobre a importancia da resposta imune
celular nas diversas infecgdes fungicas, o papel dos anticorpos nestas micoses ¢ pouco
conhecido (Nosanchuk, 2005) e a situacdo da esporotricose nao ¢ diferente. Alguns dos
mecanismos pelos quais os anticorpos protegem o hospedeiro de infec¢des fliingicas envolvem
aglutinacdo de células fungicas, interferéncia com adesdo, aumento da fagocitose,
neutralizagdo de moléculas imunorreguladoras e ativagdo do sistema complemento
(Casadevall, 1995). Além disso, ha certos anticorpos produzidos durante a infeccdo que nao
conferem nenhuma protecdo e outros que, pelo contrario, aumentam a gravidade da doenca
(Casadevall, 1995; Pirofski & Casadevall, 1996; Casadevall & Pirofski, 2006). Como neste
estudo ndo foi verificada diferenca estatisticamente significante nos niveis de anticorpos de
diferentes isotipos nas diferentes formas clinicas da esporotricose, ndo podemos sugerir se 0s
anticorpos gerados contra exoantigenos de S. schenckii sdo protetores ou se eles aumentam a
gravidade da doenga. Por sua vez, observamos que todos os pacientes com a forma cutanea
fixa da esporotricose envolvidos nos estudos de padronizagdo da ELISA para esporotricose,
bem como nos envolvidos na analise do perfil de anticorpos produzidos durante a infeccao,
apresentaram niveis detectaveis de anticorpos dos trés isotipos estudados e € possivel que esses
anticorpos tenham tido algum papel na prevencdo da disseminagdo do fungo. Com a
caracterizagdo, purificagdo e clonagem de moléculas antigénicas de S. schenckii que iniciamos
neste estudo sera possivel produzir anticorpos monoclonais contra este patdgeno para verificar

a veracidade desta hipdtese.
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Conclusoes

Uma técnica de ELISA utilizando exoantigenos de S. schenckii foi padronizada com
sucesso, apresentando uma sensibilidade de 97%, especificidade de 89% e uma eficiéncia de
92%, sugerindo que este ensaio tém potencial para ser utilizado como uma ferramenta
adicional no diagnoéstico da esporotricose, em especial em sua forma cutdnea que ocorre na
maioria dos pacientes infectados por S. schenckii.

O alto valor preditivo negativo do teste (98%) sugere que este ensaio pode ser Util para
eliminar a hipotese diagndstica de esporotricose no diagndstico diferencial de lesdes
dermatologicas.

Esta técnica também demonstrou ser reprodutivel, o que favorece sua aplicacdo no
sorodiagndstico da esporotricose.

A mesma técnica de ELISA pbéde ser utilizada no estudo de isotipos de
imunoglobulinas produzidas na infec¢do, sendo verificado que IgG, IgM e IgA sdo produzidas
durante a infeccdo e que mesmo durante o tratamento seus niveis continuam detectaveis, com
niveis decrescentes a medida que a terapia antifungica se estende.

Esses isotipos também podem ser pesquisados com finalidades diagndsticas e para
acompanhamento terapéutico da esporotricose.

Para aumentar a eficacia do diagndstico soroldgico da esporotricose ¢ altamente
recomendado que sejam detectados estes trés isotipos de imunoglobulinas e que uma
combinagdo de resultados seja realizada para que um resultado com maior acuricia seja
fornecido.

Os antigenos de S. schenckii embora tenham sido recentemente mais aplicados a
técnicas diagnoésticas ainda carecem de devido estudo e conveniente caracterizacdo. Uma das
moléculas antigénicas de S. schenckii apresenta homologia com a proteina STB2 de S.
cerevisiae, uma proteina envolvida na formagdo de um complexo de histona desacetilase,
apresentando um produto de degradagdo que apresenta maior especificidade e que tém
potencial para ser purificado e utilizado numa reagdo imunoenzimatica para fornecer

resultados mais especificos.
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Artigo publicado no periddico Clinical and Vaccine Immunology, em marco de 2007, referente
a padronizacdo da técnica de ELISA entitulado “Use of mycelial-phase Sporothrix schenckii
exoantigens in an enzyme-linked immunosorbent assay for diagnosis of sporotrichosis by
antibody detection.”
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An enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was developed for specific antibody detection in serum
specimens of patients with sporotrichesis. The assay was made with mycelial-phase Sporothrix schenckii
exoantigens and was tested against 90 sera from patients with different clinical forms of sporotrichosis.
Potential cross-reactions were analyzed with 72 heterologous sera from patients with paracoccidioidomycosis,
cryptococcosis, aspergillosis, histoplasmosis, tuberculosis, and American tegumentary leishmaniasis, as well as
76 sera from healthy controls. We found a sensitivity of 97% and a specificity of §9% in this assay. Some
cross-reactions were seen, as observed in other immunoassays for the diagnosis of sporotrichosis. The ELISA
appears to be especially useful for cutaneous forms of disease, since these are not promptly diagnosed with
available immunoprecipitation or agglutination techniques. These results suggest that the ELISA using
mycelial-phase 8. schenckii exoantigens is a very sensitive diagnostic tool for the serodiagnosis of sporotrichosis
and can be vsed in conjunction with conventional methods of diagnosis, particularly in cases where cross-
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reactions or false-positive results are experienced with the serodiagnosis.

Sporotrichosis is a subcutaneous infection caused by the
dimorphic fungus Sporothrix schenckii that occasionally results
in disseminated disease. This disease has a worldwide distri-
bution, and infection is usually acquired by traumatic inocula-
tion of the fungus into the subcutaneous tissue (18, 23). §.
schenckii has been isolated from several environmental sources
(8, 11, 18, 29), and most sporotrichosis cases occur in profes-
sionals who work with thorny plants, such as farmers, garden-
ers, and forestry workers (8, 11). However, in a recent sporo-
trichosis outbreak in Rio de Janeiro, Brazil, transmission of the
disease occutred broadly in the populace through the scratches
or bites of S. schenckii-infected cats, along with a notable
increased incidence in veterinarians (4).

Definitive diagnosis of sporotrichosis relies either on direct
visualization of the organism in clinical specimens, which lacks
sensitivity, and/or the isolation of the source of the organism in
culture, which is time-consuming and, in some manifestations
of the disease, such as S. schenckii-induced arthritis, the col-
lection of material for culture is difficult (23). Although some
cases of sporofrichosis are benign, severe disease or unusual
presentations can occur in immunocompromised individuals
stich as human immunodeficiency virus-infected patients and
patients with chronic granulomatous disease (3, 15). There-
fore, sporotrichosis may be mistaken for other infections, such
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as tuberculosis, leishmaniasis, paracoceidioidomycosis, gum-
matous syphilis, and chromoblastomycosis (28, 31, 33). The
delay in the diagnosis of sporotrichosis can lead to fatality (3).

Detection of patients’ antibodies offers a more rapid alter-
native to the diagnosis than that afforded by histology or cul-
ture. At present, the detection of host antibodies to S. schenckii
is accomplished by immunoelectrophoresis and tube aggluti-
nation (1, 16). Although several new immunoassays have been
developed for the detection of antibodies in the serum samples
of patients with histoplasmosis (10, 26), paracoccidioidomyco-
sis (2, 21), chromoblastomycosis (9, 34), and candidiasis (17),
there is a paucity of effective immunoassays for the serodiag-
nosis of sporotrichosis. In addition, these immunoassays in-
volve laborious antigen production procedures (6, 30).

The mycelial phase of the fungus produces a number of
exoantigens in culture, especially those of 90 and 50 kDa,
which appear to be species specific. The optimum expression of
these principal antigenic components of S. schenckii occurs in
the stationary phase of cultures grown in Sabouraud dextrose
broth (22). Accordingly, we describe here the application of
mycelial 8. schenckii exoantigens in an enzyme-linked immu-
nosorbent assay (ELISA) for the detection of antibody re-
sponses in patients with sporotrichosis.

MATERIALS AND METHODS

. sehenckii strain and antigen prodoction. §. schenclii 23508 was used in the
present study. It was isolated from the dwelling of a patient with sporotrichosis.
This isolate was identified by biochemical testing, typical colony morphology, and
microscopic appearance of growth on culture medium at 25 and 37°C (8, 18, 28),
and this strain is available in the culture collection from the Mycology Branch of
Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas, Fiocruz, Brazil. This strain was
compared to other isolates and was demonstrated to be a prolific antigen pro-
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ducer, with an excellent response when probed with a rabbit hyperimmune
antiserum by Western blot analysis (K. Almeida-Paes, unpublished results). The
exoantigen used in the ELIS A was prepared from the mycelial form of this strain
according to the method of Mendoza et al. (22). In brief, Sabouraud dextrose
broth (Difeo Laboratories, Detroit, MI) was inoculated with S. schenckii mycelial
phase, followed by incubation at 28°C in a rotatory shaker at 100 rpm for 14 days.
Subsequently, culture supernatants were filtered through a 045-pm-pore-size
mixed cellulose acetate membrane (Millipore Corp.. Billerica, MA), concen-
trated 10-fold by pervaporation, and dialyzed against distilled water at 4°C for 3
days. Thimerosal {1:5,000) was added as a preservative. The protein concentra-
tion was measured by a dye-binding assay with respect to an albumin standard,
and the protein profile was studied according to the method of Laemmli (19)
in a silver-stained sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis
(4% stacking gel and 7.5% resolving gel). The antigen mixture was stored at
4°C until use.

Se samples. Ninety serum specimens obtained from different patients with
sporotrichosis (21 male and 69 female, 409 = 17.2 years [mean age + the
standard deviation]) were used in the present study. The sera were collected at
Fiocruz between March 2000 and December 2004 and stored at —20°C until use.
The diagnosis of sporotrichosis was based on the isolation of S schenckii in
culture, and the disease manifestations were fixed cutaneous (n = 22, 24.4%),
lymphocutaneous (n = 49, 54.4%), disseminated cutaneous (n = 16, 17.8%),
extracutaneous (n = 2, 2.2% [one osteoarticular, one central nervous system]),
and disseminated (n = 1, 1.1%). All of the patients with sporotrichosis were
evaluated for evidence of underlying immunosuppression in our clinic, and none
of the patients were found to have immunological abnormalities. A total of 72
heterologous serum samples from patients with culture-proven diseases that can
mimic sporotrichosis were also examined, including paracoccidioidomycosis (n =
12), eryptococeosis (v = 10), aspergillosis (n = 5), histoplasmosis (n = 15),
tuberculosis (n = 12), and American tegumentary leishmaniasis (n = 18). Sera
from homologous and heterologous groups had been collected before the treat-
ment of their disease, and none of patients had received the sporotrichin skin
test. All of the clinical samples were chosen randomly and were obtained from
the Immunodiagnostic Section Serum Bank, Mycology Branch, IPEC, Fiocruz,
Brazil. In addition, 76 serum samples from blood donors—healthy individuals
previously tested for human immunodeficiency virus infection, syphilis, hepatitis
B, and Chagas’ disease and showing negative results—were included in the
present study as negative controls. All serum specimens were collected from
individuals living in the city of Rio de Janeiro, Brazil, a region where sporotri-
chosis is endemic (4).

ELISA. Indirect ELISA was performed as described previously (17), with
slight modifications to detect immunoglobulin G (IgG) class antibodies to §.
schenckii. Antigen was added (40 ng of protein in 100 ol of carbonate buffer [63
mM; pH 9.6] per well) to %-well microtiter plates (Nunc-Immuno Starwell,
MaxiSorp Surface). This concentration of S schenckii protein was determined by
checkerboard titration of twofold dilutions of antigen and high-titer human
serum. The plates were incubated for ) min at 37°C and overnight at 4°C. Plates
were washed three times with washing buffer (10 mM phosphate-buffered saline
[PBS], 0.1% Tween 20 [pH 7.3]) and blocked with Superblock blocking buffer in
PBS (Pierce Biotechnology, Inc., Rockford, IL) according to the manufacturer’s
instructions. The plates were then washed three times with washing buffer, and
serum samples were added in duplicate to wells at a 1:4,000 dilution in incubation
buffer (10 mM PBS, 0.1% Tween 20, 5% nonfat skimmed milk powder [pH 7.3])
and then incubated at 37°C for 1 h. After three washes, plates were incubated at
37°C for | hwith goat anti-human IgG-peroxidase conjugate Fe fragment specific
(Jackson Immunoresearch Laboratories, PA) diluted 1:32,000 in incubation
buffer at a final volume of 100 pl per well. Plates were washed three times, and
then the enzymatic reaction was developed with the addition of 100 ul per well
of 0.4 mg of o-phenylenediamine dihydrochloride/ml and 0.04% hydrogen per-
oxide in 10 mM sodium citrate buffer (pH 5.5) at 37°C for 30 min. The reaction
was stopped by the addition of 50 pl of 3 M HCI per well. The absorbances were
measured on a microplate reader (Bio-Rad model 550) at 490 nm. This exper-
iment was done twice under uniform laboratory conditions to avoid internal
variations in order to ascertain the reproducibility of the assay. For each exper-
iment two controls were made: a control to ensure that the secondary antibody
was not interacting with the antigen in the plate and a blank control. These two
controls consisted of duplicate wells in which no serum was applied but antigen
was coated and secondary antibody was added, and additional duplicate wells in
which neither antigen, serum, nor conjugate was applied, respectively. The ab-
sorbance value for each serum was the mean of the values for each well to which
serum was applied. The cutoff point for serum reactivity to the 8 schenckii
mycelial exoantigen was set as the mean plus three standard deviations of values
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FIG. 1. Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis
profile of the mycelial-phase 8. schenckii 23508 exoantigens. MW, stan-
dard molecular mass; Ag, antigen. The molecular masses (in kD) of the
five protein bands detected in the silver stain are indicated on the right.

of the healthy control patients' sera. Serum samples with absorbance values
above the cutoff were considered positive.

Statistical analyses. Analyses were performed by using SPSS 11.0 for Windows
software. Comparison between sporotrichosis patients, heterologous patients,
and control individuals was made by using the chi-square test. Comparisons of
means were made by using the Student unpaired r test. A P value of =0.01 was
considered statistically significant. In addition, we performed a receiver-operat-
ing-characteristic (ROC) analysis in which sensitivity and specificity were calcu-
lated as a function of the cutoff value. For this, “1 — the specificity” was plotted
against sensitivity, and the area under the curve was calculated.

RESULTS

Antigen analysis. The S. schenckii 23508 exoantigen con-
tained 280 ng of protein/wl as assayed by the Bradford method
(7). The characteristics of the exoantigen are shown in Fig. 1.
Silver-stained electrophoresis gel revealed the presence of five
protein bands of 90, 70, 63, 51, and 42 kDa, with the 50- and
63-kDa bands being most prominent.

Serological reactivity in the ELISA. The serological reactiv-
ity against the mycelial-phase exoantigen was investigated by
the described ELISA in the sera of patients with sporotrichosis
or other infections and with control serum samples from
healthy individuals. The cutoff point for the ELISA was estab-
lished as the mean absorbance plus three standard deviations
of the healthy controls. Accordingly, samples with absorbances
higher than 0.582 were considered positive (Fig. 2). With this
cutoff, none of control sera were positive. Table 1 summarizes
the results obtained with each serum group. Of 90 sporotri-
chosis patient sera, only three samples gave negative results.
Chi-square analysis of sera from individuals with sporotrichosis
and the negative controls showed a statistically significant dif-
ference between the antibody responses (x> = 154.37, P <
0.0001). A total of 72 heterologous sera were also tested in the
ELISA, and 16 were found to be positive. Also, chi-square
analysis between the positive and negative heterologous sera
showed a statistically significant difference (x* = 95.73, P <
0.0001), as did the analysis between sera from healthy controls
and heterologous sera (x* = 18.94, P = 0.0001).

ROC analysis. Figure 3 shows the ROC curve for the ELISA
described in the present study. The area under the curve was
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FIG. 2. Detection by ELISA of IgG responses to 8. schenckii
exoantigens in sera from sporotrichosis patients, from patients with
other proven infectious diseases, and from healthy controls. The
dashed horizontal line shows the cutoff point. Sp, sporotrichosis; PCM,
paracoccidioidomycosis; Cr, cryptococcosis; Asp, aspergillosis; Hp, his-
toplasmosis; Th, tuberculosis; Leish, leishmaniasis; NHS, normal
healthy sera (controls).

0.9767 + 0.0085, and the chosen cutoff (mean absorbances plus
three standard deviations of the healthy controls) achieved the
maximum efficacy of the test. The described ELISA had a 97%
sensitivity (95% confidence interval [95%CI] = 90.57 to 99.31),
a 89% specificity (95%CI = 83.04 to 93.69), a 92% global
efficiency (95%CI = 87.81 to 95.13), a 84% positive predictive
value (95%CI = 76 to 90.85), and a 98% negative predictive
value (95%CI = 93.64 to 99.54).

Serological evaluation of patients with different clinical
forms of sporotrichesis. A total of 90 sera from patients with
sporotrichosis were analyzed in this ELISA, and 3 of them
presented negative results: one from a patient with dissemi-
nated cutaneous disease, one with lymphocutaneous infection,
and the last patient had the extracutaneous form (infection in

TABLE 1. ELISA results in IgG detection against
8. schenckii exoantigens

Mean
absorbance + 5D

No. of positive
patients (%)

Patient group
(no. of patients)

Sporotrichosis (90) B7(97) 1.824 = (L681
Paracoccidioidomycosis (12) 4(33) 0.440 + 0.267
Cryptococcosis (10) 00y 0.230 % 0.153
Aspergillosis (5) 360y 0.585 = 0,330
Histoplasmosis (15) 4(27) 0.567 + 0.40G
Tuberculosis (12) 2(17) 0.441 = 0.421
Leishmaniasis (18) 3n 0353 = 0.283
Healthy individuals (76) 00y 0.261 = 0.107
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FIG. 3. ROC curve of the described ELISA. The area under the
curve is 0.9767 = 0.0085.

the central nervous system) of sporotrichosis. All sera obtained
from patients with the fixed cutaneous forms of sporotrichosis
gave positive results. Figure 4 shows the absorbance values of
each single serum according to the clinical form of sporotri-

35
P
00
30+ X
@
oo 6@.’9 5©
o
254 o
o
ao [569 &
o - B
oD o 0@ R
154 o fa] céo «
o
o la}
<
104 e .
a® &0
51 i &
a
0o ] i} ) ) _
FC LC CD Dis EC

FIG. 4. IgG antibodies responses from patients with different clin-
ical forms of sporotrichosis by ELISA. The dashed horizontal line
shows the cutoff point. FC, fixed cutaneous sporotrichosis; LC, lym-
phocutaneous sporotrichosis; CD, cutaneous disseminated sporotri-
chosis; Dis, disseminated sporotrichosis; EC, extracutaneous sporotri-
chosis.
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FIG. 5. Distribution and reproducibility of ELISA results in two
distinct experiments. Symbols: ®, homologous sera; ¥, heterologous
sera; W, healthy control sera. The correlation coeficient (r*) between
these two experiments was (.9608.

chosis. Student unpaired ¢ test analysis showed that there is no
statistically significant difference between the mean absor-
bances among distinct sporotrichosis clinical forms.

Cross-reaction analysis. In order to evaluate cross-reactions
in the assay, 72 heterologous sera from patients with selected
infectious diseases were used in the present study. A specificity
of 78% was obtained for the ELISA using the S. schenckii
mycelial exoantigens with the heterologous sera. Of the 16
false-positive results, 4 were from the sera of patients with
paracoccidioidomycosis, 4 were from patients with histoplas-
mosis, 3 were from patients with aspergillosis, 3 were from
patients with leishmaniasis, and 2 were from patients with
tuberculosis. Sera collected from 10 patients infected with
Cryptococcus neoformans were all negative (Table 1). Chi-
square analysis revealed statistical differences between the
number of positive and negative sera from the tested diseases
and sporotrichosis (x> = 95.73; P < 0.0001).

The mean absorbances obtained from the sera from the 90
sporotrichosis cases compared to the 76 serum samples from
healthy individuals were statistically different as determined by
the Student unpaired ¢ test (t = 22.69, P = 0.0001). Similarly,
the absorbance values from sera of patients with sporotrichosis
and heterologous sera were statistically different (r = 19.19, P <
0.0001), as were the values from the heterologous sera and sera
from healthy controls (t = 3.13, P = 0.002).

ELISA reproducibility. To ensure the reproducibility of the
described ELISA, the optical density values for each serum
obtained in two different assays were compared. The repro-
ducibility of the test is shown in Fig. 5. The correlation coef-
ficient (+*) was 0.9608, showing uniformity throughout the re-
sults for the ELISA described.

DISCUSSION

The detection of antibodies in the sera of sporotrichosis
patients by immunoelectrophoresis and agglutination tech-
niques has historically been very useful in the serodiagnosis of
this mycosis (1, 16). A limitation of these tests is their lack of
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sensitivity in cutaneous sporotrichosis (1, 28). Immunoassays
are a very interesting potential solution for this problem be-
cause of their high sensitivity. Whereas there have been several
described immunoassays for detecting infections due to some
dimorphic fungi, such as histoplasmosis, paracoccidioidomyco-
sis, and penicilliosis (2, 10, 12, 21, 26), to our knowledge there
are only two publications of immunoassays for sporotrichosis
(6. 30). The recently published ELISA for sporotrichosis (6)
utilizes a single cell wall antigen, SsCBF. prepared by affinity
chromatography with concanavalin A that is purported to pro-
vide less batch-to-batch variation and resulted in 90% sensi-
tivity and 86% global efficiency. Importantly, our new ELISA
has a collection of antigens that are easily isolated, especially in
laboratories in areas with limited financial resources, and is
another alternative for the diagnosis of this life-threatening
disease.

The antigenic composition of S. schenckii is poorly under-
stood, and there are few described antigens, which complicates
the development of specific and sensitive immunoassays. Men-
doza et al. described the antigenic composition of mycelial-
phase S. schenckii exoantigens and showed that the protein
profile of exoantigens produced in Sabouraud dextrose broth
did not cross-react with a single serum specimen of coccidioi-
domycosis, histoplasmosis, and paracoccidioidomycosis (22).
The mycelial-phase S. schemckii exoantigens have also been
used in immunodiffusion and immunoelectrophoresis assays in
which there were no cross-reactions with chromoblastomycosis
and leishmaniasis sera (1). Therefore, we decided to standard-
ize and to evaluate the mycelial-phase exoantigens in an
ELISA format.

Our ELISA had a 97% sensitivity. All serum samples from
patients with different clinical forms of disease showed high
absorbance values, suggesting that this test could be broadly
applied for the serodiagnosis of sporotrichosis. The mean ab-
sorbances of the various cutaneous forms of sporotrichosis
were 1ot statistically significantly different, which was also ob-
served by Bernardes-Engemann et al. (6). This is in contrast to
what occurs in chromoblastomycosis, another subcutaneous
mycosis, where patients with multiple lesions had higher titers
of specific IgG compared to patients with localized lesions (9).
Although humoral immune responses can participate in the
control and prevention of sporotrichosis (25), antibody titers to
S. schenckii antigens do not appear to be related to the severity
of the disease, since patients with a fixed cutaneous lesion have
absorbances similar to those of patients with multiple lesions.

Albornoz et al. found that when the mycelial-phase §.
schenckii exoantigens are used in immunoelectrophoresis, all
positive sera present an anodic arc, called the “S arc” (1). The
protein involved in the formation of this precipitation arc may
be responsible for the high sensitivity observed in our test
because we also used mycelial-phase S. schenckii exoantigens
in our ELISA. Since this antigen has not been putified and
characterized before now, more studies are necessary to verify
this hypothesis.

The measurement of assay performance by ROC analysis
indicated a statistically significant difference between the mean
absorbances observed in sporotrichosis sera and those
achieved in healthy controls and heterologous sera. However,
of mean absorbances heterologous sera were statistically dif-
ferent from those encountered in the healthy control group.
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The S. schenckii antigens are composed mainly of glycopro-
teins with a high degree of glycosylation, especially with man-
nosis, rhamnosis, and galactosis (32). Cross-reactivity in sero-
diagnostic assays for other mycoses has been attributed to such
glycosidic moieties (35, 36). S. schenckii cross-reactions have
been documented with several pathogenic fungi, such as Ex-
ophiala wemeckii, Fonsecaea pedrosoi, Histoplasma capsulatum,
Coccidioides immitis, Aspergillus fumigatus, and Trichophyton
mentagrophytes because of glycosylated epitopes present in an-
tigens from these fungi (13). Cross-reactions between environ-
mental fungi (14, 27) and bacterial species, such as group B
streptococcus and Kiebsiella preurnoniae (24, 32), have also been
described. Nonspecific recognition of glycosylated epitopes could
explain the cross-reactions observed in our ELISA (22%) and
also the differences between the heterologous and healthy control
sera. In addition, we could not exclude the possibility of previous
exposure to 8. schenckii in our false-positive patients because all
sera used in the present study were collected in an area where
sporotrichosis is endemic (4).

In an ELISA using a crude antigen extract from P. brasil-
iensis, cross-reactions were observed with sera from patients
with other mycoses, such as histoplasmosis, lobomycosis, cryp-
tococcosis, candidiasis, and sporotrichosis (21). Cross-reactiv-
ity could be eliminated by absorbing the sera with H. capsula-
fum antigens before their use in the immunoassay (21). With
our 8. schencki ELISA, we also observed cross-reactions with
some infectious diseases, which similarly occurred in the re-
cently reported ELISA developed by Bernardes-Engemann et
al. utilizing the single cell wall antigen (6). In order to reduce
cross-reactions, an absorption method could be applied to sera
before sporotrichosis ELISA. Another strategy is the deglyco-
sylation of S. schenckii antigens, as is currently done in his-
toplasmosis immunoassays, which increases the specificity of
the assay (10, 26). Studies are currently being carried out in our
laboratory to verify whether this approach can be applied to §.
schenckil antigens.

Cutaneous sporotrichosis and American tegumentary leish-
maniasis share various clinical and epidemiological character-
istics, and some patients infected with S. schenckii report that
that the disease had first appeared as an insect bite, which can
lead to a misdiagnosis of the infection by clinicians, especially
those with limited laboratory conditions for a correct diagnosis
(20). A recent study has shown that up to 48% of sporotricho-
sis patients react to the Montenegro skin test, and 23% of them
are positive in an ELISA using Leishmania antigens (5). In our
ELISA, 17% of the sera from patients with leishmaniasis were
positive, showing that cross-reactions between §. schenckii and
Leishmania occurred. Although cross-reactions in our ELISA
were less common than in the Leishmania ELISA, it is neces-
sary to identify antigens that discriminate these two diseases,
since they have distinct treatments.

The use of this antigen in ELISA gave 97% sensitivity, 89%
specificity, and 92% efficiency, showing that this assay can be
used as a conjunctive tool for the diagnosis of sporotrichosis.
The mycelial exoantigen ELISA’s high negative predictive
value (98%) suggests that this immunoassay might serve as a
useful screen to eliminate sporotrichosis from the differential
diagnosis of dermatological lesions in an outbreak setting. No-
tably, our immunoassay was highly reproducible, which again
favors its application in the serodiagnosis of sporotrichosis.

CLiN. VACCINE IMMUNOL.

Therefore, the mycelial excantigen ELISA is an important tool
for the diagnosis of sporotrichosis, especially in its cutaneous
forms that occur in the majority of patients infected with §.
schenckii (18, 23, 28).
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Artigo publicado no periddico Clinical and Vaccine Immunology, em setembro de 2007,
referente a andlise de classes de imunoglobulinas em soro de pacientes com esporotricose
entitulado “Immunoglobulins G, M, and A against Sporothrix schenckii exoantigens in
patients with Sporotrichosis before and during treatment with itraconazole.”
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Sporotrichosis is an important subcutaneous mycosis, with an increasing worldwide incidence. However, few
data are available regarding the immunological aspects of Sporothrix schenckii infection, particularly the
humoral responses to the fungus. In this study we measured immunoglobulin G (IgG), IgM, and IgA in sera
from 41 patients with sporotrichosis before antifungal treatment and from another 35 patients with sporotri-
chosis during itraconazole treatment by uvsing a recently described 8. schenckii exoantigen enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA). More than 95% of patients had detectable IgA antibodies, and more than 85%
had IgM and IgG antibodies before treatment. The number of patients with IgGG antibodies increased to 91%
during treatment. Conversely, significantly fewer samples from treated patients were positive for IgM (71%)
and IgA (89%). Overall, 78% of patients had detectable levels of all isotypes tested at diagnosis, and this
percentage dropped to 62.9% in patients receiving itraconazole. Testing of all three isotypes improved the
sensitivity; at least two isotypes were detected in 93% of patients before and 89% after treatment. The reactivity
of 94 sera from patients with other diseases and healthy individuals was also tested. Cross-reactivity occurred
in 33% of the heterologous sera. Most of them were positive only in one isotype, 8.5% were positive for at least
two isotypes, and only one serum (1.1%) was positive for the three isotypes. Antibodies produced during S.
schenckii infection are diverse, and we demonstrate that an exoantigen ELISA for the detection of combinations

of IgA, IgG, and IgM antibodies is a highly sensitive and specific diagnostic assay for sporotrichosis.

The host response to infection is the culmination of intricate
interactions between a microbe and the host’s innate and adap-
tive immune system. In this context, whereas substantial infor-
mation is available about the cellular immune response against
endemic fungi, the role of antibody in these mycoses is rela-
tively poorly understood (37). Some mechanisms by which
antibodies can protect the host against fungal infections in-
clude the agglutination of fungal cells, interference with fungal
attachment, enhancement of phagocytosis by host effector
cells, neutralization of immunoregulatory molecules, and com-
plement activation (13). In addition, antibodies are generated
that do not confer protection or even enhance disease (13, 14,
40). Antibody isotypes and their role in the humoral immune
response of patients have been studied in several types of
mycosis (3, 11, 20, 24, 46, 50). For instance, in paracoccidioido-
mycosis, there is a differential expression of isotypes to the
major Paracoccidioides brasiliensts antigen. a 43-kDa glycopro-
tein. Immunoglobulin G (IgG) is found predominantly in pa-
tients with the juvenile form of the disease. and IgA is found in
patients with the adult form, which has been associated with
mucosal protection in the adult form (5). In chromoblasto-
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mycosis, high levels of IgM are observed during the course of
the disease, presumably due to constant antigen stimulation by
continuous low background fungal degradation (20).

Sporotrichosis is a chronic granulomatous disease caused by
Sporothrix schenckii, a saprophytic dimorphic fungus found on
dead or senescent vegetation, such as thorns, hay, straw, sphag-
num moss, and wood, and also in soil. For this reason, this
subcutaneous mycosis is usually associated with puncture inju-
ries in farmers, florists, leisure gardeners, nursery workers,
landscapers, and greenhouse workers. S. schenckil exists as a
mycelial form in the environment and as a yeast form in hu-
mans and other mammals, as well as when cultured at 35 to
37°C(34). No sexual stage has been observed, but the sexual or
perfect stage of S. schenckii is thought to belong, to the genus
Ophiostoma (31).

Disease caused by §. schenckii is usually limited to cutaneous
and subcutaneous tissues as a consequence of a traumatic
implantation of the fungus into the skin (31, 34). Clinically, it
may manifest as lymphocutaneous, fixed cutaneous, dissemi-
nated cutaneous, extracutaneous, and disseminated forms and
very rarely as a primary pulmonary disease (4). The most
common form of extracutaneous sporotrichosis is osteoarthri-
tis (32). Disseminated sporotrichosis is rare, but the frequency
of disseminated sporotrichosis is increased in human immuno-
deficiency virus (HIV)-infected individuals (26, 45).

The humoral immune response appears to have a role in
prevention and control of sporotrichosis in experimentally in-
fected mice (36), however, there is no information available
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about the antibody profile produced during human infection.
Recently, our group described an enzyme-linked immunosor-
bent assay (ELISA) that is useful for detecting antibodies
raised against mycelial exoantigens of S. schenckii (3). An
outbreak of sporotrichosis has been occurring in Rio de Ja-
neiro, Brazil, since 1998 (8). Sera from patients in this region
have been collected either before treatment or during treat-
ment with itraconazole. In this report, we describe the pres-
ence of IgG, IgM., and IgA antibodies to S. schenckii mycelial
exoantigens in sera from patients with sporotrichosis and their
application in the serodiagnosis of this mycotic infection.

MATERIALS AND METHODS

Study pepulations. Sera from two groups of sporotrichosis patients cared for
in the Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas (IPEC), Fiocruz, Brazil,
were subjected to the exoantigen ELISA. The first group consisted of individuals
from whom serum was collected prior to antifungal therapy (41 patients, 15 male
and 26 female), and the patients had different clinical forms of sporotrichosis
(8 fixed cutaneous, 11 lymphocutaneous, 17 disseminated cutaneous, and 5 ex-
tracutaneous). The second group consisted of 35 different patients (7 male and
28 female) whose sera were collected while they were receiving itraconazole for
diagnosed sporotrichosis (12 fixed cutaneous, 16 lymphocutaneous, 5 dissemi-
nated cutaneous, and 2 extracutaneous). The duration of treatment of these
patients ranged from 2 weeks to 13 months. The patients in both groups had
sporotrichosis diagnosed based on isolation of §. schenckii in culture. Impor-
tantly, no immunological abnormalities, including HIV infection, were found in
any of the patients. For cross-reactivity assays, serum samples from 68 patients
with other culture-proven infectious diseases (13 with histoplasmosis, 12 with
tuberculosis, 18 with leishmaniasis, 4 with aspergillosis, 9 with cryptococcosis,
and 12 with paracoccidicidomycosis) collected before antifungal therapy and
sera from 26 healthy blood donors (negative for antibodies to HIV, hepatitis B
virus, Treponema pallidum. and Trypanosoma cruzi) were tested by the S
schenckii ELISA. None of the 170 subjects had received a sporotrichin skin test.
The control samples were chosen randomly and were obtained from the Immu-
nodiagnostic Section Serum Bank, Mycology Branch, IPEC.

S. schenckii strain and antigen production. S, schenckii 23508, originally iso-
lated from a dwelling of a patient with sporotrichosis, was used in the present
study. This isolate was identified by biochemical testing, typical colony morphol-
ogy, and microscopic appearance of growth on culture medium at 25 and 37°C
{19). This strain is available in the culture collection from the Mycology Branch,
IPEC-Fiocruz. The exoantigen used in the ELISA was prepared from the
mycelial form of this strain according to the method of Mendoza et al. (33). In
brief, Sabouraud dextrose broth (Difco Laboratories, Detroit, MI) was inocu-
lated with 8. schenckii mycelial phase and incubated at 28°C with shaking at 100
rpm for 14 days. Subsequently, culture supernatants were filtered through a
0.45-pm-pore-size mixed cellulose acetate membrane (Millipore Corp. Billerica,
MA), concentrated 10-fold by pervaporation, and dialvzed for 3 days against
distilled water at 4°C. Thimerosal {1:5,000) was added as a preservative. The
antigen mixture was stored at 4°C until use.

ELISA. Indirect ELISA was performed as described previously (3), with slight
modifications to detect IgG, IgM. and IgA class antibodies against 8. schenckii.
Antigen was added (40 ng of protein in 100 ! of carbonate buffer [63 mM: pH
9.6] per well) to 96-well microtiter plates (Corning, Inc., Costar polystyrene
EIA/RIA plates), followed by incubation for 90 min at 37°C and then overnight
at 4°C. This concentration of §. schenckii protein was determined by checker-
board titration of twofold dilutions of antigen and high-titer human serum. Plates
were washed three times with washing buffer {10 mM Tris-buffered saline [TBS].
0.1% Tween 20 [pH 7.3]) and blocked with Superblock blocking buffer in TBS
(Pierce Biotechnology, Inc., Rockford, IL) according to the manufacturer’s in-
structions. The plates were then washed three times with washing buffer, and
serum samples were added in duplicate to wells at 1:4,000, 1:1,000, and 1:800
dilutions for 1gG, Igh, and IgA detection, respectively, in incubation buffer {10
mM TBS, 0.1% Tween 20, 5% nonfat skimmed milk powder [pH 7.3]), followed
by incubation at 37°C for 1 h. After three washes, the plates were incubated at
37°C for 1 h with goat anti-human IgG, IgM, or IgA alkaline phosphatase
conjugate (Southern Biotech, Birmingham, AL) diluted 1:2,000 in incubation
buffer at a final volume of 100 ! per well. Plates were washed three times, and
then the enzymatic reaction was developed with the addition of 100 pl per well
of 1.0 mg of p-nitrophenyl phosphate/ml in 0.1 M glycine buffer containing 1 mM
MgCly and 1 mM ZnCl, (pH 10.4) at 37°C for 30 min. The reaction was stopped
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by the addition of 25 pl of 3 M NaOH per well. Absorbances were measured on
a microplate reader (Bio-Tek model pQuant) at 405 nm. This experiment was
done twice on different dates under uniform laboratory conditions to aveid
internal variations in order to ascertain the reproducibility of the assay. For each
experiment two controls were made: secondary antibody alone to ensure that the
reagent was not interacting with the antigen in the plate and a blank control to
which no antigen, serum or conjugate was applied. The absorbance value re-
ported for each patient was the mean of the values for each well where the
patient’s serum was applied.

Cutoff determination. In order to choose the best cutoff value that gives high
values of sensitivity and specificity, TG-ROC curves were constructed as previ-
ously described (23). The cutoff point was determined by the optical density
(OD) value that corresponds to the intersection point between sensitivity and
specificity plots. In order to determine sensitivities of the tests and the cutoff
values, only sera from patients without treatment were used, since antifungal
therapy can alter the humoral immune response in mycotic infections (20, 49).

Statistical analyses, Comparisons of means were made by using the Student
nonpaired r test using the GraphPad Prism 3.0 software. Analysis of correlations
was made by analysis of variance using SigmaPlot 2000 software. A P value of
=0.05 was considered statistically significant. To evaluate the discriminatory
power of the described assays as diagnostic tests, we performed receiver oper-
ating characteristics (ROC) analysis of each ELISA using SPSS 140, in which
sensitivity and specificity were calculated as a function of the cutoff value. For
this, (1 — specificity) was plotted against sensitivity, and the area under the curve
was calculated.

RESULTS

TG-ROC curves and cutoff determination. The TG-ROC
curves for the IgG, IgM, and IgA ELISAs were determined.
The analysis of this curve showed cutoff values of 0.418, 0.284,
and 0.223 for IgG, IgM, and IgA antibody detection, respec-
tively.

Antibody detection in sera from patients with sporotricho-
sis. Fig. 1A shows the OD values for IgG in each unique serum
from patients with different clinical forms of sporotrichosis. All
sera from patients with the fixed cutaneous form of the disease
were positive. Two patients with the lymphocutaneous form
(189%), 3 patients with the disseminated cutaneous form (18%%),
and one patient with extracutaneous sporotrichosis (20%) were
negative. No statistical differences were observed between the
mean OD values of the different clinical forms. Figure 1B shows
OD wvalues for IgG in sera from patients with sporotrichosis re-
ceiving itraconazole. There were three patient serum samples that
were negative by the IgG ELISA: one with the fixed cutaneous
form of sporotrichosis (3% ), one with lymphocutaneous sporotri-
chosis (6%) and one with the disseminated cutaneous disease
(209%). The durations of the treatments for these patients were
10, 11, and 4 months, respectively.

Figure 1C shows the absorbance values for IgM reactivity in
sera from patients with sporotrichosis before antifungal ther-
apy. All of the patients with the fixed cutaneous form of the
disease were positive. In contrast, six patients had negative
results: one with lymphocutaneous disease (9%), four with the
disseminated cutaneous form (24%), and one with extracuta-
neous disease (20%). No statistical difference was observed
between the mean OD values in the IgM detection against
mycelial §. schenckii antigens. The profile of IgM response in
sera from patients receiving itraconazole is shown in Fig. 1D,
where 10 patients (3 with the fixed cutaneous form and 7 with
the lymphocutaneous form [25 and 44%, respectively]) were
found to be negative by the ELISA.

The IgA reactivity profiles of patients with sporotrichosis
before and during treatment are shown in Fig. 1E and F,
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FIG. 1. Antibody levels in patients with several clinical forms of sporotrichosis against mycelial phase S. schenckii exoantigens. IgG (A and B),
IgM (C and D), and IgA (E and F) ELISA results in patients with sporotrichosis who were not yet treated (A, C, and E) and in those receiving
itraconazole (B, D, and F) are shown. Dashed lines indicate cutoff values for each single ELISA. FC, fixed cutaneous sporotrichosis; LC,
lymphocutaneous sporotrichosis, DC, disseminated cutaneous sporotrichosis; EC, extracutaneous sporotrichosis.
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in the group receiving itraconazole. =, P < 0.0

respectively. Two patients were negative when tested before
antifungal therapy: one with disseminated cutaneous disease
and the other with the extracutaneous form. These two pa-
tients were also negative for IgG and IgM antibodies. As de-
scribed above, no immune defects were identified in these
patients. Four patients on itraconazole—one with fixed cuta-
neous disease (8%) and three with lymphocutaneous sporotri-
chosis (19% }—were determined to be negative by the ELISA.
No statistical differences in absorbance were seen between the
different clinical forms,

Analysis of antifungal therapy on antibody profile. The 35
patients with sporotrichosis receiving itraconazole produced
antibody at sufficient levels to be detected by at least one of the
isotype ELISAs. Twenty-two (62.9%) were positive for IgG,
IgM. and IgA. nine (25.7%) had two detectable isotypes, and
four (11.4%) had one positive isotype. Figure 2 compares the
OD values of sporotrichosis patients before and during anti-
fungal therapy. There were significant differences (P < 0.001)
between the mean ODs of IgM and IgA responses between
patients not yet treated (0.79 £ 0.09 and 0.926 * 0.102, re-
spectively) and those receiving itraconazole (0.42 * 0.04 and
0.47 = 0.04, respectively). Although there was a decrease in the
OD mean for IgG antibody detection between the two groups
(1.28 = 0.13 prior to treatment and 0.95 = 0.10 on itracon-
azole), this difference was not statistically different. Analysis of
antifungal therapy on antibody isotype responses in each of the
clinical forms of sporotrichosis studied is shown in Table 1.
Significant decreases in IgM and IgA levels were observed for
the fixed cutaneous and lymphocutaneous forms of sporotri-
chosis between the patients prior (o treatment compared to
those on therapy. No statistical differences were observed in
the clinical forms by IgG antibody levels or for IgM and IgA
responses in disseminated cutaneous and extracutaneous spo-
rotrichosis. In order to assess the relationship between length
of antifungal therapy and antibody levels, we studied the cor-
relation between these two variables (Fig. 3). A general de-
crease in levels during treatment time could be observed with
each isotype, but the correlation was only significant for IgG
and IgM, with P values of 0.004, 0.0160, and 0.074 for IgG,
IgM, and IgA. respectively.

Cross-reactions. Cross-reactions between IgG, IgM, and
IgA antibodies present in sera from patients with other infec-
tious diseases and in sera from normal subjects are shown in
Fig. 4. There were more cross-reactions with the mycelial-
phase S. schenckii exoantigens with IgM than the other iso-
types. A total of 21 sera (22% of total heterologous sera) had

Conlp1rlson between IgG (A), IeM {B} and IgA (C) antibody levels in patients with sporotrichosis in the group not yet treated and

detectable IgM in our assay. Of these, 2 were collected from
patients with histoplasmosis (2 of 13 [15%]). 3 were from
patients with tuberculosis (3 of 12 [25%]), 9 were from patients
with leishmaniasis (9 of 18 [50%]), 1 was from a patient with
aspergillosis (1 of 4 [25%]), 1 was from a patient with para-
coccidioidomycosis (1 of 12 [8%]), and 5 were from normal
subjects (5 of 26 [19%]). None of the tested patients infected
with Cryptococcus neoformans had positive IgM or IgG tests.
Cross-reactions were observed in 11 heterologous sera tested
for IgG response against S. schenckii exoantigens. These pos-
itive reactions were observed in three sera from patients with
histoplasmosis (3 of 13 [23%]), 2 were from patients with
tuberculosis (2 of 12 [17%]), 3 were from patients with leish-
mamniasis (3 of 18 [17%]), 1 was from a patient with aspergil-
losis (1 of 4 [25%]), another was from a patient with paracoc-
cidioidomycosis (1 of 12 [8%]). and one was a normal subject
(1 of 26, 4%). IgA was the isotype with the least cross-reac-
tions, which occurred in 8 sera from individuals with histoplas-
mosis (3 of 13 sera [23%]), leishmaniasis (2 of 18 sera [11%]),
paracoccidioidomycosis (2 of 12 sera [17%]), and cryptococco-
sis (1 of 9 sera [11%]). Despite these cross-reactive test results
for IgA, the mean OD value for each disease studied and for
the normal subject group was statistically lower than the mean
OD from patients with sporotrichosis before antifungal ther-

TABLE 1. ELISA results of IgG, IgM, and IgA responses against
mycelial-phase S. schenckii exoantigens in patients with different
clinical forms of sporotrichosis

Clinical

Antibody

Absorbance {mean + SD)

- - I

isotype form' Before treatment During treatment

IeG FC L1212 = 02839 0.9828 + 0.1647 0.4645
LC L112 £ 02255 0.7996 + (.1269 0.2071
DC L416 £ 0.2193  0.9376 = 0.2080 0.2739
EC 1.319 = 0.3780 2,015 * 1.001 0.4375

IgM FC 0.9507 £ 0.2087  0.2742 = 0.05177  0.0049
LC 0.8296 = 01639 0.2317 = 003616 0.0017
DC 0.7190 = 0.1469  0.6656 + (.1345 0.8529
EC 0.7243 £ 0.1560  0.8685 = 0.4750 0.7071

IgA FC L327T 202516 05356 = 0.08671  0.0028
LC 0."?8_1 + 01305 0.3933 + 0.04230  0.0034
DC 08770 = 01853 0.4459 = (0.1165 0.2358
EC 07769 £ 01836 0.6885 = 0.06200  0.7863

“FC, fixed cutaneous; LC, lymphocutaneous; DC, disseminated cutaneous;

EC, extracutaneous.

P The PP value was calculated by using the unpaired Student r test.
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FIG. 3. Correlation between time of treatment and levels of IgG (A), IgM (B), and IgA (C) in sera from patients with sporotrichosis. Dashed
lines indicate the 95% confidence interval for the linear regression (continuous line) of values.
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(C) ELISAs using mycelial-phase S. schemckii exoantigens. Cross-re-
actions were studied in 94 sera from patients with histoplasmosis
(Histo), tuberculosis (TB), leishmaniasis (Leish), aspergillosis (Asp),
paracoceidioidomycosis (PCM), and cryptococcosis (Crypto) and with
sera from normal human subjects (NHS). Dashed lines indicate the
cutoff values for each ELISA. Samples above the cutoff were consid-
ered positive.
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apy. All sera from normal subjects and patients with tubercu-
losis or aspergillosis were determined to be negative by the IgA
assay.

Comparison between ELISA tests. In order to compare the
three immunoassays described, ROC curves were constructed
by using the OD values of patients without treatment and the
area under each curve was compared. Table 2 reveals that the
area under the curve results were IgA = IgG = IgM. Accord-
ing to Greiner et al. (22), the values obtained for the areas
under the curves shown in Table 2 classify the IgG and IgA
ELISAs as highly accurate tests and the IgM ELISA as a
moderately accurate test for the serodiagnosis of sporotricho-
sis. In addition, we also compared absorbance readings with
the three ELISAs as a measure of specific antibody titers for
each patient with sporotrichosis without treatment to test for
correlation between the levels of different isotypes (Fig. 5). We
found positive correlations for all comparisons (IgG and IgM,
r=0.53; IgG and IgA, r = 0.67; [gM and IgA, r = 0.59), and
analysis of variance showed a positive correlation in each in-
stance (P = 0.05 for all analyses).

Application of specific IgG, IgM, and IgA detection in the
serediagnosis of sporotrichosis. Table 3 shows the parameters
obtained for each single ELISA. As suggested by the ROC
curve analysis, the best results were obtained for IgA isotype
detection, with a sensitivity of 95.1%, a specificity of 91.5%,
and an efficiency of 92.6%. In order to check whether the
combination of results from two or three assays could improve
diagnosis, we repeated the analysis considering as *“positive” a
serum sample with positive results in two specific isotypes, in
all three isotypes tested, and in at least two isotypes. The
results of this analysis are shown in Table 4. We observed a
general increase in specificity in all cases due to the fact that

TABLE 2. Area under ROC curves for IgG, IgM, and IgA
antibody detection in sporotrichosis

Asymptotic 95%

Anl]ibody Area SE confidence interval
class
Lower bound Upper bound
IgG 0.936 0.023 0.890 0.982
IgM 0.856 0.042 0.774 0.939
IgA 0.957 0.022 0.913 1.001
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FIG. 5. Correlation between the antibody levels of different isotypes
in each patient with sporotrichosis. The OD values for one ELISA were
plotted versus the OD values of another ELISA to detect another isotype.
The linear regression line in the middle is bracketed by two dashed lines,
which indicate the 95% confidence interval. R values were calculated for
each comparison by using SigmaPlot 2000, (A) Comparison between IgG
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heterologous sera typically cross-reacted in only one of the S.
schenckii exoantigen ELISA (23 of 31 cross-reactive sera
[74.29%]). When a serum sample was categorized as “positive”
upon reactivity against the S. schenckii mycelial exoantigens in
two or three isotype ELISAs, the combined assay achieved
92.7% sensitivity and 91.5% specificity, with an efficiency of
91.9%.

DISCUSSION

Sporotrichosis is a cosmopolitan disease and is considered
the most prevalent subcutaneous mycosis in Latin America
(18). The gold standard method for the diagnosis of sporotri-
chosis is culture, but the time necessary for fungal growth and
identification can be up to 3 weeks. In addition, in cases of
extracutaneous disease, collection of clinical specimens may be
difficult, requiring invasive procedures. Obtaining clinical spec-
imens is also not possible in cases of spontaneous regression of
lesions. As a consequence, the establishment of serological
methods for diagnosis and follow-up of therapy in sporotricho-
sis is urgently needed.

Historically, antibody response against . schenckii antigens
has been detected by using agglutination or immunoprecipita-
tion assays (2, 10, 15, 28, 29, 33, 47): these assays do not allow
differentiation among different antibody isotypes in the hu-
moral immune response against this dimorphic fungus. More
recently, ELISA-based tests have been used to study antibod-
ies produced in sporotrichosis (9, 39, 43). In contrast to the
present study, prior investigations only assayed for IgG isotype
responses. However, antibodies of different isotypes can par-
ticipate in the defense of a host against pathogenic fungi (17,
38, 41). Although murine data suggest that there are differ-
ences in isotype responses (o sporotrichosis (36), there is no
detailed information about humoral immune response in hu-
man disease. As with many microorganisms, not all individuals
in areas of endemicity exposed to the fungus will develop
disease, but they may develop a specific humoral response (5,
21). Because of the lack of knowledge about antibodies pro-
duced in sporotrichosis we decided to study [gG, IgM. and IgA
responses in the sera of patients with sporotrichosis against the
exoantigens produced by this fungus in its infective form.

The majority of our patients with sporotrichosis had anti-
bodies of IgG, IgM. and IgA classes against mycelial-phase
exoantigens of §. schenckii on presentation to our clinic, and
reactivity persisted during the treatment of the disease, with a
trend toward lower reactivity with increasing length of time on
therapy. To our knowledge, this is the first report of IgM and
IgA antibodies in human sporotrichosis. These two classes of
antibodies potentially have important roles in the pathogenesis
of the disease. It has been shown that §. schenckii can activate
complement by the alternate pathway and that classical acti-
vation cannot be excluded (44). IgM antibodies especially can
have a role in the activation of complement by the classical
pathway and have been shown to activate complement in sev-
eral mycotic diseases (30). Mucosal involvement can occur in

and IgM levels; (B) comparison between IgG and IgA levels; (C)
comparison between IgM and IgA levels.
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TABLE 3. Serological parameters of ELISA tests to detect I1gG, IgM, and IgA against 8. schenckii exoantigens in the
serodiagnosis of sporotrichosis®

Likelihood ratio
Immunoglobulin Sensitivity (%) Specificity (%) Efficiency (%) PPV (%) NBV (%)
Positive Negative
IgG 85.4 87.2 87.4 Th.1 93.3 7.2949 0.1657
IzgM 85.4 7.7 80.0 62.5 92.4 3821 0.1884
IgA 95.1 91.5 92.6 830 97.7 11.1768 0.0533

@ PPV, positive predictive value; NPV, negative predictive value.

sporotrichosis (7, 16, 25, 31, 42) and, in this context, IgA might
represent an important mechanism of defense. It is interesting
that IgM and IgA antibodies remain at detectable levels in the
majority of patients undergoing itraconazole treatment, al-
though the levels differ depending on the clinical form of the
patient. Patients with fixed cutaneous and lymphocutaneous
sporotrichosis had lower OD values while receiving itracon-
azole. However, no difference was seen in the mean OD values
of IgM and IgA in patients with disseminated cutaneous and
extracutaneous sporotrichosis, before and during therapy. This
could be due to a higher fungal burden in these patients,
leading to continuous antigen presentation and antibody pro-
duction, especially for IgM antibodies. Most S. schenckii anti-
gens are glycosylated (31), and the glycosidic moieties could
evoke an IgM response. Although the percentage of patients
with detectable levels of IgG antibodies increased in the group
of patients receiving itraconazole, their mean OD levels did
not show a significant decrease for any of the clinical forms
studied, which could be due to the long half-life of IgG anti-
bodies. However, this isotype, as well as IgM, appears to de-
crease in sera during treatment, and they can be used as a
marker to study the clinical efficacy of antifungal therapy. Since
disseminated cutaneous and extracutaneous sporotrichosis are
not common forms of the disease, we did not have a large
number of sera from such patients, especially during itracon-
azole therapy. Hence, it is important to study a larger number
of sera from patients with these clinical forms to validate our
hypothesis. In fact, we are now studying the antibody response
of patients from diagnosis through treatment to better validate
the use of these ELISAs in the follow-up of patients after
treatment with itraconazole and other drugs.

Cross-reactions between fungal antigens have been de-
scribed in several different studies (9, 12, 27, 28, 35,49, 51), and
some of them show that S. schenckii cross-reacts against several
fungi and some bacteria (27, 28, 35, 48). We observed that 33%
of sera from individuals without sporotrichosis were positive by
at least one of our isotype ELISAs. Of the cross-reactive sera,
74.2% of them had only one positive antibody isotype, which

we postulate occurred because of similarities between fungal
or other microbial antigens instead of previous contact with 5.
schenckii, since only 2.6% of seroreactive patients with sporo-
trichosis had only one positive isotype. Even during treatment,
patients with sporotrichosis typically were positive by at least
two antibody class ELISAs. However, for the other 25.8% of
individuals without sporotrichosis and with serological reactiv-
ity against S. schenckil exoantigens, especially one patient with
histoplasmosis that was positive in all three assays, the possi-
bility of previous contact with S. schenckii could not be dis-
carded, since our patients live in the metropolitan area of Rio
de Janeiro, a region where sporotrichosis is endemic (7, 31).

American tegumentary leishmaniasis is a vector-borne dis-
ease caused in Brazil mainly by Leishmania (Viannia) brazilien-
sis, an intracellular pathogen. This unique Leishmania species
can cause a spectrum of clinical presentation ranging from
self-healing or benign cutaneous lesions to more severe forms,
such as mucosal leishmaniasis. This disease had a higher level
of cross-reactivity with the S. schenckii antigens. Although
Leishmania-S. schenckii coinfection can occur (1), it is an un-
usual finding, since the routes of transmission for these two
diseases are distinct. Cross-reactivity is seen in patients with
sporotrichosis when subjected to the Montenegro skin test (6),
and our results show a broad cross-reaction range in patients
with leishmaniasis and S. schenckii exoantigens. For this rea-
son, it is necessary to study more specific antigens and/or iden-
tify specific epitopes on available antigens to improve the dif-
ferential serodiagnosis of these diseases that share some
clinical characteristics but that have distinet therapeutic con-
ducts.

Serodiagnosis of sporotrichosis by ELISA is a challenging
problem, especially in terms of specificity (9). The increasing
awareness of this disease, along with life-threatening disease
that may occur in immunocompromised patients (26) and di-
agnostic challenges, in particular with this latter group of pa-
tients, provides a strong rationale for pursuing improved meth-
ods of diagnosis. Our previous work on IgG detection in sera
from patients with sporotrichosis showed a higher sensitivity

TABLE 4. Combination of ELISA test results in the serodiagnosis of sporotrichosis®

Isotypes Sensitivity (%) Specificity (%) Efficiency (%) PPV (%) NPV (%)
IgG and IgM positive 78.0 95.7 on.4 25.9 90.9
IgG and IgA positive 254 97.9 94.1 94.6 939
IgM and IgA positive 854 05.7 026 89.7 93.8
At least two positive isotypes® 927 915 91.9 B1.6 96.6
IgG, IgM, and IgA positive 78.0 98.9 92.6 97.0 91.2

“ PPV, positive predictive value; NPV, negative predictive value.

B In this case, a positive sample was considered when the OD values for two isotypes were above the cutoff value, not regarding which isotype was positive.
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value than the one found in the present study. This difference
can be explained by some alterations such as different 96-well
microtiter plates and conjugate that we introduced in the
ELISAs described here in order to allow for IgM and IgA
detection. Another factor for the observed disparity can be the
different sera used in these studies. Since all sera were ran-
domly selected, some of our sera were collected in the very
beginning of the disease, potentially before the immune system
could effectively produce specific immunoglobulins. One ob-
servation that supports this thesis is that three patients with a
negative IgG serology had detectable levels of IgM antibodies.
However, ROC curves in both studies present similar areas
under the curve (higher than 0.9), indicating that the assays are
very accurate tests for sporotrichosis serodiagnosis. In the
present study, we noticed specificity values ranging from 77.7
o 91.5%, depending on which isotype was being detected.
However, when we combined the results from the three
ELISAs, an increase in specificity was observed, particularly
when we considered serum samples that had positive results in
at least two different isotypes to represent a positive test result.
This is significant, since no specific immunological test is com-
mercially available. In conclusion, we strongly suggest that in
the serodiagnosis of sporotrichosis that IgG, Igh., and IgA
isotypes have to be tested and a combination of results be
utilized in order to provide the most accurate result. Finally, it
is important to note that serodiagnosis tests in sporotrichosis
do not provide a definitive diagnosis; they are conjunctive tools
for the diagnosis of this infection. The results must be inter-
preted according to the clinical findings and the eco-epidemi-
ologic history of the patient.

ACKNOWLEDGMENTS

R.A-P. was supported in part by an Interhemispheric Research
Training Grant in Infectious Diseases, Fogarty International Center
(NIH D43-TW007129), J.D.N. is supported in part by NIH AI52733
and AIOS6070-01A2, a Wyeth Vaccine Young Investigator Research
Award from the Infectious Disease Society of America, and the Center
for AIDS Research at the Albert Einstein College of Medicine and
Montefiore Medical Center (NIH AI-51519). RM.Z.-O. is in part
supported by CNPq 306288,/2006-0.

We thank Armando de Oliveira Schubach and Maria Clara Gutier-
rez Galhardo for providing clinical information about the patients
included in this study.

REFERENCES

1. Agudelo, S. 1%, 8. Restrepo, and L 1. Veler. 1999, Cutaneous New World

leishmaniasis-sporotrichosis coinfection: report of 3 cases. . Am. Acad.

Dermatol. #0:1002-1004,

Albornoz, M. B., K. Villanueva, and E. D. Torres. 1984, Application of

immunoprecipitation techniques to the diagnosis of cutaneous and extracu-

taneous forms of sporotrichosis. Mycopathologia 85:177-183.

3. Almeida-Pacs, K., M. A, Pimenta, C. V. Pizzini, P. C. Monteiro, J. M.
Peralta, J. . Nosanchok, and R. M. Zancope-Oliveira. 2007, Use of myce-
lial-phase Spovohriv schenckii exoantigens in an enzyme-linked immunosor-
bent assay for diagnosis of sporotrichosis by antibody detection. Clin. Vac-
cine Immunol. 14:244-240,

=]

4. Aranjo, T.. A. C. Margues, and F. Kerdel. 2001, Sporotrichosis. Int. I
Dermatol. 40:737-742

5. Baida, H., P. J. Biselli, M. Juvens G, M. Del Negro, M. . Mendes-
Giannini, A. J. Duarte, and G. Benard. 1999, Differential antibody isotype
expression to the major Paracoccidioides brasiliensis antigen in juvenile and
adult form paracoccidioidomyeosis. Microbes Infect. 1: 2"‘1_“"‘8

&, Barros, M. B. L. A. Schuobach, A. C. Francesconi-to-Valle “ Gurierrez-

Galhardo, T. M. Sc

F. Concelcan=Silva, M. de os Salgueiro, I
Mouta=Confort, R. 5. Rei L. Fatima Madeira, T. Cuozd, L. . Quintella,
1. . Silva Passos, M. J. ceican, M. C. A, Marzochi. 2005, Positive
Montenegro skin test among patients with sporotrichosis in Rio de Janeiro.
Acta Trop. 93:41-47.

=1

=

=}

. Buene, . 1,

. Casserone, S., L

. Castroe, R M., M.

. Chatorvedi,

85

CLin. Vacomnge IMMUNOL.

. Barros, M. B, L., A O, Schubach, M. C. Galhardo, T. M. Schubach, R. S, dos

Reis, M. J. Conceicao, and A, C. F. Valle. 2003, Sporotrichosis with wide-
spread cutaneous lesions: report of 24 cases related to transmission by
domestic cats in Rio de Janeiro, Brazil, Int. J. Dermatol. 42:677-681.
Barros, M. B. L., T. M. Schubach, M. C. Galhardo, A, O, Schubach, 1% C.
R. 5. Reis, R M. Zancope-Oliveira, M. S, La Cuzi-Maya,
T. . co, K. B. Marzochi, B Wanke, and A. C. F. Valle. 2001. Sporo-
trichosis: an emergent zoonosis in Rio de Janeiro. Mem. Inst. Oswaldo Cruz.
96:777-779.

Bernardes-Engemann, A. R, R C. Cosia, B R Miguens, C. V. Penha, E.
Neves, B AL Pereira, € s, M. tos, M. C. Gutierrez, A. Schubach,
M. P Oliveira Neto, M. Lazera, and L. M. Lopes-Bezerra. 2005, Develop-

ment of an enzyme-linked immunosorbent assay for the serodiagnosis of

several clinical forms of sporotrichosis. Med. Mycol. 43:487-493,

Blumer, S, O, L. Kaufiman, W. Kaplan, 1) W. McLaoghlin, and 1. E. Krafi.

1973, Comparative evaluation of five serological methods for the diagnosis of

sporotrichosis. Appl. Microbiol. 26:4-8.

M. Nll.nduu( idnnini G M. Del Negro, C. M. Assis, C. K.

997, 1gG, IgM and [gA antibody

response for the d1agn0515 a.nd follow- -up of paracoccidicidomycosis: com-

parison of counterimmunoelectrophoresis and complement fixation. J. Mead.

Vet Myeol. 3%213-217.

Camargo, #. ., R G, Barozzi, 5. M. Maeda, and M. C. Floriano., 1998,

Antigenic relationship between Loboa loboi and Paracoccidioides brasiliensis

as shown by serological methods. Med. Mycol. 36:413-417.

Casadevall, A. 1995, Antibody immunity and invasive fungal infections. In-

fect. Immun. 63:4211-4218.

Casadevall, Ao, and L. A. Pirofski. 2006, A reappraisal of humoral immunity

based on mechanisms of antibody-mediated protection against intracellular

pathogens, Adv. Immunol. 91:1-44,

Ao Conti-Diaz, E. Zanetta, and M. E. P. Pereira. 1983,

Serologia de la esporotricosis cutinea. Sabouraudia 21:317-321.

F. Sabogal, L. C. Cuce, and A. Salebian. 1981, Disseminate

sporotrichosis: report of a clinical case with mucocutaneous, osteo-articular,

and ocular lesions. Mykosen 24:92-96.

A K., A Kavishwar, G B, Shiva Keshava, and P, K. Shokla.

2005. Monoclonal immunoglobulin G1 directed against Ay, fumigatus

cell wall glycoprotein protects against experimental murine aspergillosis.

Clin. Diagn. Lab. Immunol. 12:1063-1068.

Conti Diaz, 1. A. 1989, Epidemiology of sporotrichosis in Latin America.

M\'copatho]ogm 105:113-116.
ML, LF. Salking B. A. Duncan, N, J. Hurd, J. H. Haines, M. E.

F. B. Coles. 191. Isolation and characterization of Sparothric

schenciii from clinical and environmental sources associated with the largest

U5, epidemic of sporotrichosis. J. Clin. Microbiol. 29:1106-1113.

erre, ., M. Jahevitra, and A. Andriantsimahavandy. 2000 Humoral

immune response in chromoblastomycosis during and after therapy. Clin.

[
=1

. Esterre, 1%, M

. Lopes-Bezerra, L. M.,

Diagn. Lab. Imnmumnaol. 7:497-500.

1. Jaheviwra, . Ramarcel, and A. Adriantsimahayandy. 1997,
Evaluation of the ELISA technique for the diagnosis and the seroepidemi-
ology of chromoblastomycosis. J. Mycol. Med. 7:137-141.

Greiner, M., D, Pleiffer, and R. D, Smith. 2000. Principles and practical
application of the receiver-operating characteristic analysis for diagnostic
tests. Prev. Vet. Med. 45:23-41.

. Greiner, M., I Sohr, and P Gobel, 1995, A modified ROC analysis for the

selection of cut-off values and the definition of intermediate results of sero-
diagnostic tests, J. Immunol. Methods 185:123-132,

Hami L T O Ik Jefries, B M. ERladios, A, M. el-Mishad, M. cl-Koomy,
and N. Saleh. 1994, Class-specific antibody in human dermatophytosis reac-
tive with Trichopiyton rubrum derived antigen. Mycopathologia 127:83-88.
ptom, . E., A, Adesina, and J. Chodosh. 2002. Conjunctival sporotri-
chosis in the absence of antecedent trauma. Cornea 21:831-833.
Hardman, 5., I. Stephenson, 1) R. Jenkins, M. J. Wiselka, and E. M.
Johnson. 2005, Disseminated Sporothrix schenckii in a patient with AIDS.
1. Infect. 51:73-77
aki, H., ¥. Nakamura, and R. W, Wheat. 1981, Serological cross-reac-
tivity between Sporothriv schenclkii and various unrelated fungi. Mycopatho-
logia 73:65-68.

. Ishizaki, H., B. W. Wheat, I P, Kiel, and N. F. Conant. 1978, Serological

cross-reactivity among Sporothrix schenckii, Ceratocystis, Ewrophitm, and
Graphium species. Infect. Immun. 21:585-593,

. Karlin, 1. V., and H. S. Nielsen, Jr. 1970, Serologic aspects of sporotrichosis.

is. 121:316-327.

1. Infect.

. Kozel, T. R. 1996, Activation of the complement system by pathogenic fungi.

Clin. Mictobiol. Rev. 9:34-46,

Ao On Schubach, and R. O Costa, 2006, Sporothrie
schenckii and sporotrichosis. An. Acad. Bras. Cienc. 78:293-308.

Manhart, J. W., J. A. Wilson, and B. C. Korbitz. 1970. Articular and cuta-
neous sporotrichosis JAMA 214:365-367.

Mendoza, M., A. M. Diaz, M. B. Hung, E. A. Zambrane, E. Diaz, and M. C.
Alhornoz. 20[);, Production of culture filtrates of Spororhrix schenckii in
diverse culture media. Med. Mycol. 40:447-454.




Vor. 14, 2007

34
35

36.

. Nosanchuk, J. Ib., 1

. Schubach, A, M. B, de Lima Barros

Morris-Jones, R, 2002. Sporotrichosis. Clin. Exp. Dermatol. 27:427-431.
Nakamura, Y., H. Ishizaki, and R. W. Wheat. 1977, Serological cross-reac-
tivity between group B Streprococcus and Sporothriv schenckii, Ceratocysis
species, and Graphium species. Infect. Immun. 16:547-549.

Nascimento, R C. and S, R, Almeida, 2005, Humoral immune response
against soluble and fractionate antigens in experimental sporotrichosis.
FEMS Immunol. Med. Microbiol, 43:241-247.

. Nosanchuk, J. In 2005, Protective antibodies and endemic dimorphic fungi.

Corr. Mol. Med. 5435442,

Steenbergen, L. Shi, G S, Deepe, Jr., and A, Cas-
adevall. 2003, Antibodies to a cell surface histone-like protein protect
against Histoplasma capsulanam. 1. Clin. Investig. 112:1164-1175.

. Penha, C. V., and L. M. Bezerra 2000, Concanavalin A-binding cell wall

antigens of Sporothriv schenckii: a serological study. Med. Mycol. 38:1-7.

. Pirofski, L. A, and A Casadevall. 1996, Cryprococcus neoformans: paradigm

for the role of antibody immunity against fungi? Zentbl. Bakteriol. 284475
495,

. Rivera, J., and A, Casadevall. 2005, Mouse genetic background is a major

determinant of isotype-related differences for antibody-mediated protective
efficacy against Cryprococcus neoformans. J. Immunol. 174:8017-8026.
L. Schubach, A. C. Francesconi-

do-Valle, M. C. Gutierrez-Galhardo, M. s
Fialho-Monteiro, K. 5. Reis, K. B, Marzochi, B Wa .
Silva. 2005, Primary conjunctival sporotrichosis: two cases from a zoonotic
epidemic in Rio de Janeiro, Brazil. Cornea 24:491-493,

3. Scott, . N, and H. G, Muchmore., 1989, Immunoblot analysis of antibody

responses to Sperothriv schenckii. I. Clin. Microbiol. 27:300-304.

44,

46,

=

47,

48,

.
o

n
=

n

. Silva-Vergara, M. L., T.

86

ANTIBODIES IN SPOROTRICHOSIS 1157

Scott, E. N, H. G, Muchmore, and 1) P, Fine. 1986, Activation of the
alternative complement pathway by Sporotirix schenckii. Infect. Immun. 51z
69

K. Maneira, R. M. Oliveira, C. T. Santes, R. M.
Etchebehere, and S. ). Adad. 2005. Multifocal sporotrichosis with meningeal
involvement in a patient with AIDS. Med. Mycol. 43:187-1%0.

Silva, V., O, Fischman, and 7., P'. Camargo, 1997, Humoral immune response
to Malassezia furfir in patients with pityriasis versicolor and seborrheic der-
matitis. Mycopathologia 13%:79-85.

Smith, P, W., G. W. Loomis, J. L. Luckasen, and R K. Osterholm, 1981,
Disseminated cutaneous sporotrichosis: three illustrative cases. Arch. Der-
matol. 117:143-144,

Tak: and H. Ishizaki. 1983, Correlations among culture times, sugar
composition and biological activities of Sporothnir schenckii antigens. Myoo-
pathologia 84:31-39.

L Valle, A C. F., Re L Costa, I CL Fialho Monteiro, J. Von Helder, M. M.

Muniz, and R. M. ZancopeOliveira, 2001, Interpretation and clinical cor-
relation of serological tests in paracoccidioidomycosis. Med. Mycol. 39:373-
377

L van de Sande, W, W, DL ) Janse, Vo Hira, H. Goedbart, K. van der Zee, A0,

Ahmed, A, O, H. Verbrugh, and A, van Belkum, 2006, Translationally
controlled tumor protein from Madwrella myceromaris, a marker for tumor-
ous mycetoma progression. J. Immunol. 177:1997-2005.

. Zancope-Cliveira, R M., 5. L, Brage, E. Reiss, B Wanke, and J. M. Peralta

1994, Effects of histoplasmin M antigen chemical and enzymatic deglycosyl-
ation on cross-reactivity in the enzyme-linked immunoelectrotransfer blot
method. Clin. Diagn. Lab. Immunol. 1:390-393,



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

