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RESUMO

Paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistémica causada por Paracoccidioides
brasiliensis e P. lutzii. E a micose sistémica mais importante na América Latina, e acomete
principalmente trabalhadores rurais do sexo masculino. A glicoproteina de 43 kDa (gp43) é 0
antigeno de P. brasiliensis mais utilizado no imunodiagnostico e epidemiologia da PCM,
porém pode apresentar reatividade cruzada com antigenos de outros patdgenos, devido aos
epitopos de carboidrato. Este trabalho teve como objetivo a producdo e purificacdo da gp43
recombinante, assim como a avaliacdo da reatividade da gp43 nativa e gp43 recombinante
(rgp43) na sorologia da PCM e da candidiase sistémica. A rgp43 foi produzida em
Escherichia coli BL21 e purificada por cromatografia de afinidade. A reatividade cruzada da
gp43 nativa de P. brasiliensis e rgp43 foi avaliada por Imunodifusdo Radial Dupla (IDRD),
ELISA indireto e Western blot, empregando amostras de soros de individuos soropositivos e
soronegativos para candidiase sistémica. As amostras soropositivas e soronegativas para
candidiase sistémica analisadas por IDRD e por ELISA, ndo apresentaram reatividade com
exoantigeno de P. brasiliensis. No entanto, quando avaliada a reatividade cruzada da gp43
nativa por Western blot, verificamos que a gp43 nativa foi reconhecida por 72,7% e 10% das
amostras soropositivas e soronegativas para candidiase sistémica, respectivamente. Esses
resultados sugerem que amostras soropositivas para candidiase sistémica podem apresentar
reatividade cruzada com a gp43 nativa no ensaio de Western blot, provavelmente devido a
epitopos carboidrato.

Palavras-chaves: Paracoccidioides brasiliensis. Micose sistémica. Immunodiagndstico. gp43
recombinante. Reatividade cruzada.



REGO, Brunna Emanuella Franca. Evaluation of cross-reactivity in serological tests for
candidemia against antigens gp43 and recombinant gp43 of Paracoccidioides brasiliensis.
2015. 48 p. Dissertation (Master’s Degree in Experimental Pathology) — Universidade
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ABSTRACT

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic mycosis caused by Paracoccidioides
brasiliensis and P. lutzii. It is the most important systemic mycosis in Latin America, and
affects mainly male rural. The 43 kDa glycoprotein (gp43) is antigen most widely used in
serological tests for the diagnosis and epidemiology of PCM, although cross-reactivity may
occur with antigens of other pathogens, due to carbohydrate epitopes. The objective of this
study was to produce recombinant gp43 and evaluate the cross-reactivity of native gp43 and
recombinant gp43 (rgp43) in serology for PCM and systemic candidiasis. The rgp43 was
produced in Escherichia coli BL21 and purified by affinity chromatography. The reactivity of
P. brasiliensis native gp43 and rgp43 was evaluated by Agar Gel Immunodiffusion (AGID),
indirect ELISA and Western blot, using serum samples from individuals seropositive and
seronegative to systemic candidiasis. The seropositive and seronegative samples analyzed by
AGID and ELISA showed no reactivity with P. brasiliensis exoantigen. However, a
crossreactivity was observed against native gp43 by Western blot in 72.7% and 10% of
seropositive and seronegative samples, respectively. These results suggest that serum samples
positive for systemic candidiasis may cross-react with native gp43 in Western Blot, probably
due to carbohydrate epitopes.

Keywords:Paracoccidioides  brasiliensis. ~ Systemic ~ mycosis.  Immunodiagnostics.
Recombinant gp43. Crossreactivity.
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1 INTRODUCAO

1.1 Paracoccidioides brasiliensis E APARACOCCIDIOIDOMICOSE

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistémica causada pelos fungos
Paracoccidioides brasiliensis e Paracoccidioides lutzii pertencentes ao reino Fungi, filo
Ascomycota, ordem Onygenales, familia Onygenaceae (TEIXEIRA et al., 2009). O fungo P.
brasiliensis originalmente descrito por Adolfo Lutz, no Brasil, em 1908 é um fungo
termodimorfico, que cresce na forma miceliana a 25°C e na forma de levedura a 37°C (LUTZ,
1908; BRUMMER; CASTANEDA; RESTREPO, 1993). Essa transicdo para a forma de
levedura no hospedeiro é essencial tanto para a sobrevivéncia do patégeno como para a
invasdo tecidual (FRANCO, 1986; SAN-BLAS; NINO-VEJA, 2008). Esta mudanca
morfologica é reversivel e esta ligada a regulacdo enzimatica da sintese de glucanas que
modificam a estrutura da parede celular do fungo (ARRAES et al., 2005).

A forma miceliana do P. brasiliensis & caracterizada por hifas septadas, com a
presenca de conidios, enquanto que as células leveduriformes sdo constituidas por
brotamentos multiplos originados de uma célula-mée, apresentando uma estrutura semelhante
a uma roda de leme de navio (RESTREPO et al., 2008).

A PCM é a micose sistémica mais importante na América Latina, e acomete
principalmente trabalhadores rurais do sexo masculino entre 30 e 60 anos de idade
(SHIKANAI-YASUDA et al., 2006). A menor prevaléncia da doenca em mulheres ocorre pela
influéncia do estrogénio, que interfere na conversdo da forma de micélio para levedura
(PINZAN et al., 2010). Estudos sobre a inibicdo da transicdo dimorfica in vitro pelo
horménio feminino e demonstraram que o estrogénio liga-se a proteinas do fungo e retarda ou
inibe a conversdo para a forma de levedura (LOOSE et al., 1983; RESTREPO et al., 1984;
STOVER et al., 1986; SALAZAR et al., 1988).

Acredita-se que o habitat natural do P. brasiliensis seja 0 solo e que a infeccdo ocorra
provavelmente pela inalacdo de propagulos do fungo (RESTREPO et al., 1985; SHIKANAI-
YASUDA et al., 2006). Uma vez inalados, os propagulos alcancam os bronguiolos terminais e
alvéolos pulmonares, sob a influéncia da temperatura corpdrea convertem para a forma de
levedura com possivel disseminagdo para outros érgaos como pele, mucosas, figado, baco e
glandulas supra-renais por meio da circulacdo sanguinea ou linfatica (SAN-BLAS et al.,
2002; REIS et al., 2005). A PCM é uma doenca granulomatosa cronica, e a resposta imune

celular é o principal mecanismo de defesa levando a uma resposta tecidual especifica do
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hospedeiro contra o fungo, na tentativa de destruir e limitar o parasita, evitando assim sua
multiplicacdo e disseminacdo (ANDRE et al., 2004; CACERE et al., 2008).

Na maioria dos casos a infeccdo apresenta-se assintomatica, porém alguns individuos
desenvolvem sinais e sintomas da doenca resultando na forma cronica ou na forma aguda
(SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).

A forma cronica acomete principalmente individuos adultos do sexo masculino. A
progressdo € lenta e silenciosa, pois o fungo P. brasiliensis tem a capacidade de permanecer
quiescente no pulmao por longos periodos de tempo (RESTREPO et al., 1984). Quando a
PCM se desenvolve pode ficar restrita aos pulmdes, com manifestacdes pulmonares presentes
em 90% dos pacientes, sendo que a fibrose pulmonar é observada em cerca de 50% dos
pacientes com infec¢do crbénica nos pulmdes, evoluindo em alguns casos para doenca
pulmonar obstrutiva crénica, ou levar a disseminacdo para outros orgdos (FRANCO, 1986;
SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).

Enquanto que na forma aguda ou subaguda, que é considerada a forma menos
frequente da PCM acomete principalmente criangas e adolescentes, ocorre comprometimento
grave do sistema mononuclear fagocitario e caracteriza-se por evolucdo mais rapida
(ROMANO et al., 2005).

O estabelecimento da doenca, sua disseminacdo e gravidade dependem de fatores
ligados ao fungo, como viruléncia e composicdo antigénica e de fatores ligados a resposta
imune do hospedeiro. Assim, nos pacientes com PCM, observa-se que formas graves da
doenca sdo acompanhadas pela perda gradual de resposta imune celulares especificas e por
altos titulos de anticorpos, enquanto formas mais branda, tendem a cura, sdo concomitantes a
resposta celular preservada e baixos niveis de anticorpos especificos (FRANCO, 1986).

A incidéncia da PCM é maior no Brasil, Argentina, Coldmbia e Venezuela, e o Brasil
detém 80% dos casos, distribuidos entre as regides sul, sudeste e centro-oeste (WANKE;
AIDE, 2009; BERNI et al., 2010). Por ser uma doenca sem notificacdo compulséria no Brasil,
ndo existem dados precisos sobre a incidéncia de PCM, porém, de acordo com inquéritos
epidemiologicos e relatos de casos, acredita-se que a incidéncia anual em zonas rurais
endémicas varie de 3 a 4 novos casos/1.000.000 de habitantes até 1 a 3 novos casos/100.000
habitantes (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006;WANKE; AIDE, 2009).

A PCM foi a causa de 3.181 6bitos no Brasil entre 1980 e 1995, com média anual de
198,81 mortes. A taxa de mortalidade por milhdo de habitantes no mesmo periodo foi de 1,45
casos, superando doencas como criptococose (0,33 casos por milhdo de habitantes),

pneumocistose (0,13 casos por milh&o de habitantes) e histoplasmose (0,04 casos por milhdo
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de habitantes). Neste periodo, a PCM destacou-se como oitava causa de mortalidade por
doenca predominantemente crdnica ou repetitiva entre as doencas infecciosas e parasitarias e
a mais alta taxa de mortalidade entre as micoses sistémicas (COUTINHO et al., 2002).

Sendo assim, a PCM representa um importante problema de salde publica devido a
quantidade de mortes prematuras que provoca, e ao seu alto potencial incapacitante
(SHIKANAI-YASUDA et al., 2006; WANKE; AIDE, 2009). Além disso, a falta de programas
de controle ou de padronizacdo no diagndstico de PCM no pais, aliados a deficiéncias de
acesso e suporte da rede de servicos de saude contribuem para um diagnéstico tardio
(COUTINHO et al., 2002; SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).

1.2 DIAGNOSTICO DA PARACOCCIDIOIDOMICOSE

O diagnostico definitivo da PCM é obtido por meio da identificagdo do fungo em
espécimes clinicos, como escarro, raspado de lesdes cutaneas e de mucosas, aspirado
ganglionar ou de material obtido por broncoscopia (CAMARGO; FRANCO, 2000; WANKE;
AIDE, 2009). O diagndstico da PCM pode ser feito por meio da deteccdo do fungo no
material biologico ou pela cultura, porém constantemente o fungo na forma de levedura pode
ndo ser observado ou ser confundido com outros fungos dimorficos, e o resultado de cultura €
demorado devido ao crescimento lento do fungo. O exame histopatoldgico também € uma
alternativa de diagnostico da PCM, pois permite a visualizacdo das formas fungicas, no
entanto é um procedimento invasivo (CARVALHO et al., 2008; TELES; MARTINS, 2011).

Os testes sorologicos constituem uma importante ferramenta de auxilio no diagnéstico
da doenca, além de permitir o acompanhamento durante e pos-tratamento, uma vez que existe
correlacdo direta entre resultado sorolégico e gravidade da doenca (FRANCO, 1986;
BLOTTA et al., 1999; DEL NEGRO et al., 2000; DINIZ et al., 2002; MARQUES et al.,
2003).

Os métodos soroldgicos mais utilizados para o diagnostico da PCM sdo Imunodifuséo
Radial Dupla (IDRD), ELISA e Western Blot (SILVA et al., 2003). A maioria dos ensaios
sorolégicos emprega antigenos brutos obtidos a partir de filtrados de cultura do fungo, que
podem conter componentes comuns a outros fungos e apresentar reagdes cruzadas com outras
micoses como histoplasmose, aspergilose e candidiase (CAMARGO et al., 1988; PUCCIA;
TRAVASSOS, 1991; TABORDA; CAMARGO, 1994; CAMARGO; FRANCO, 2000).
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1.3 ANTIGENO RECOMBINANTE GP43

A glicoproteina com massa molecular de 43 kDa (gp43), presente no exoantigeno de P.
brasiliensis, ¢ o principal antigeno utilizado em testes sorolégicos para o diagnostico e
estudos epidemiologicos da PCM (CISALPINO et al., 1996). A gp43 pode apresentar
reatividade cruzada com antigenos de outros patdgenos devido a presenca de residuos de
galactofuranose na porcao terminal da cadeia oligossacaridica (PUCCIA; TRAVASSOS,
1991).

Cisalpino e colaboradores (1996) demonstraram através da clonagem e caracterizacao
do gene codificante para gp43 que sua seqiéncia de aminoacido apresenta 58% de
similaridade com a exo-1,3-beta-D-glucanase de Candida albicans.

Varios trabalhos descreveram a producédo e caracterizagdo de gp43 recombinante com
0 objetivo de produzir antigenos mais sensiveis e especificos para o imunodiagndstico da
PCM (CISALPINO et al.,1996; DINIZ et al., 2002; CARVALHO et al., 2008). A gp43
recombinante na forma solivel so foi possivel quando clonada em Pichia pastoris, porém
apresentava a porcdo carboidrato que precisou ser retirada para eliminar reacfes cruzadas
(CARVALHO et al., 2008).

A primeira tentativa de expressar a gp43 recombinante em Escherichia coli
demonstrou o reconhecimento do antigeno recombinante por soros de pacientes com PCM
(TABA et al., 1989). Cisalpino e colaboradores (1996) caracterizaram a sequéncia completa
do gene que codifica a gp43, posteriormente clonaram determinadas por¢des da gp43 em E.
coli e analisaram a reatividade de diferentes regides da gp43 obtidas utilizando-se soros de
pacientes com PCM, que reagiram no teste de Western blot.

A producédo da gp43 em E. coli avaliou a reatividade da molécula recombinante e de
fragmentos da proteina recombinante com soros de pacientes com PCM. Desta forma
verificaram que a gp43 na forma de molécula recombinante foi reconhecida por todos os
soros analisados de pacientes com PCM (DINIZ et al., 2002).

A gp43 recombinante pura é produzida por meio da tecnologia do DNA recombinante
em E. coli permite sua obtencdo em larga escala, bem como a reducdo de possiveis reacdes

cruzadas em ensaios sorolégicos, uma vez que nao € glicosilada.
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1.4 CANDIDEMIA E Candida albicans

As leveduras do género Candida fazem parte do reino Fungi; Divisdo Deuteromycotina;
Classe Deuteromycetes; Ordem Cryptococcales; Género Candida. Microscopicamente, essas
leveduras se apresentam na forma unicelular chamadas de blastoconideos e por vezes na
forma de pseudohifas (resultante do alongamento, unido e ramificacdo dos blastoconideos) ao
invadir tecidos. Macroscopicamente, as col6nias sdo cremosas, branco-amareladas e de
aspecto liso ou rugoso. Sdo usualmente encontradas em reservatdrios humanos e animais,
solo, plantas, alimentos e ambiente hospitalar (SIDRIM, 1999; GIANNINI; MELHEM, 2000;
LACAZ et al., 2002; SILVA; DIAZ; FEBRE, 2002).

As espécies de Candida podem fazer parte da microbiota da pele e mucosas do ser
humano como um organismo comensal benigno (HELJIC et al., 2005). A transi¢do da forma
comensal para patogénica oportunista se manifesta quando fatores predisponentes,
fisiologicos, patologicos e mecénicos, modificam o relacionamento que ocorre entre o
hospedeiro e a microbiota natural, podendo passar a causar infec¢Ges superficiais em pessoas
saudaveis e, sistémicas graves, colonizando a cavidade oral, tratos gastrointestinal,
respiratorio e urinario além da circulacio sanguinea (COLOMBO; GUIMARAES, 2003;
PFALLER; DIEKEMA, 2007; JOUAULT et al., 2009; MOCHON et al., 2010).

Candidemia é uma infeccdo da corrente sanguinea causada por leveduras de Candida
spp., sendo considerada a terceira causa mais frequente de infeccdo de corrente sanguinea na
unidade de terapia intensiva (UTI) é a infeccOes sistémicas com a mais alta taxa de
mortalidade, atingindo 30% a 40% nos pacientes da UTI (FRANCA; RIBEIRO; QUEIROZ,
2008; NEUFELD, 2009; TAPIA et al, 2011).

Muitos estudos epidemioldgicos tém demonstrado que atualmente Candida spp séo os
principais patdgenos causadores de fungemias em pacientes hospitalizados e aparecem como
quarto microrganismo mais isolado em hemoculturas. Atualmente respondem por 8 a 12% do
total das infec¢bes da corrente sanguinea (WISPLINGHOFF et al., 2004; WENZEL;
GENNINGS, 2005; NEUFELD, 2009).

Estudos mostram que na maioria dos casos, as leveduras isoladas da corrente sanguinea sdo
pertencentes a microbiota do proprio paciente. Desta forma, a colonizagéo prévia tanto da pele
e mucosa torna-se potencial fonte para o desenvolvimento de candidemia (NUCCI;
ANAISSIE, 2001). Numerosos relatos tém sugerido que o trato gastrointestinal (TGI) como a
principal fonte de aquisicdo da Candida por via enddgena. Por outro lado ha de se considerar

fatores que favorecem a colonizagdo da pele, como fontes por via exdgena. Outras hipdteses
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da origem da infeccdo incluem o trato genitourinario e a administracdo de solugdes
endovenosas contaminadas durante o periodo de internagdo (COLOMBO et al., 1996;
VERDUYN LUNEL et al., 1999; MELLADO et al., 2000; NUCCI; ANAISSIE, 2001;
BINELLI et al., 2006).

Nucci e Anaissie (2001) relataram que as provaveis fontes de candidemia ocorrem pela
translocacdo das leveduras do trato gastrointestinal para corrente sanguinea. A perda da
integridade da mucosa do trato gastrointestinal devido a cirurgia, quimioterapia ou outras
doencas criam uma porta de entrada por onde o fungo pode chegar a corrente sanguinea. Pela
pele, as leveduras podem alcangar a corrente sanguinea como consequéncia da quebra da
integridade deste tecido, ou seja, por invasdao de uma lesdo (queimadura, incisdo cirdrgica,
escara, entre outras) ou ainda via cateteres, sondas, drenos e proteses (COLOMBO et al.,
1999; NUCCI; ANAISSIE, 2001; FEJA et al., 2005; BRITO et al., 2006).

Candida albicans é a espécie de Candida spp. responsavel por cerca de 37,6% dos casos
de candidemia, enquanto que a somatoria das espécies ndo-albicans compéem 40% (TROFA
et al, 2008; VIDIGAL; SVIDZINSKI, 2009; NEUFELD, 2009; POIKONEN et al, 2010;
NUCCI et al., 2013). C. albicans é uma levedura diploide com historia de dimorfismo fangico
invertido, ou seja, na fase de levedura € indcua enquanto que na forma de micélio patogénica.
Este dimorfismo ocorre em resposta a condicdes ambientais, apresentando-se na forma de
blastoconidios em meio rico de nutrientes, enquanto os filamentos sdo formados em resposta a
falta de nutrientes. Esta caracteristica dimérfica esta envolvida na patogenicidade deste fungo
(FRANCA; RIBEIRO; QUEIROZ, 2008; GIOLO; SVIDZINSKI, 2010).

Este fendbmeno é importante para uma maior interacdo do fungo com o hospedeiro,
permitindo a penetracdo e proliferacdo em uma grande variedade de tecidos. A transicdo de
leveduras para hifas pode ser influenciada pela temperatura, pH, fontes de carbono e
substancias quimicas e nutrientes presentes do meio (FEJA et al., 2005; POTON, 2006;
NEUFELD, 2009).

1.5 DIAGNOSTICO DA CANDIDIASE

O diagnéstico clinico da Candidiase por C. albicans, fundamenta-se na sintomatologia
e na anamnese do paciente, porém os sinais e sintomas muitas vezes sdo inespecificos devido
a sua semelhanca com infec¢bes bacterianas, portanto é necessaria a combinacdo de dados
clinicos e laboratoriais (GIOLO; SVIDZINSKI, 2010).
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O diagnostico laboratorial da candidiase é baseado na deteccdo de leveduras no
material examinado por microscopia e cultura. A seguir 0s microrganismos sdo identificados
segundo suas caracteristicas bioquimicas e morfoldgicas. O limitante é que a sensibilidade da
hemocultura é baixa, em torno de 50%, com elevado nimero de casos falsos negativos, porém
novas estratégias tém sido empregadas no diagndstico laboratorial das candidemias
(ALONSO-VALLE et al., 2003; MOCHON et al., 2010).

Os métodos sorologicos sdo baseados na deteccdo de antigenos ou anticorpos anti-
Candida no soro. Os antigenos mais utilizados para o diagnostico da candidiase sdo
constituintes da parede celular (Manana e  1-3-glucana), metabolitos da membrana celular
(D-arabinitol e enolase) e um antigeno de 47 kDa referente a um fragmento de uma proteina
de choque térmico de 90kDa (HSP90) componente do citoplasma celular, e entre os
anticorpos de destacam aqueles dirigidos contra antigenos da fase micelial (POTON, 2006;
GIOLO; SVIDZINSKI, 2010).

Este trabalho teve como objetivo a producdo e purificagdo da gp43 recombinante, uma
vez que até 0 momento ndo existe a comercializacdo de um antigeno especifico para a PCM,
assim como a avaliacdo da reatividade cruzada da gp43 nativa e gp43 recombinante na

sorologia da paracoccidioidomicose e da candidiase sistémica.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a reatividade de soros de individuos soropositivos e soronegativos para

candidiase sistémica com gp43 nativa e gp43 recombinante de P. brasiliensis.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Produzir e purificar a proteina gp43 recombinante em E. coli
e Caracterizar a gp43 recombinante por ELISA indireto e Western blot.

e Analisar a reatividade de soros de individuos soropositivos e soronegativos para
candidiase sistémica com exoantigeno de P. brasiliensis por Imunodifuséo Radial
Dupla, ELISA e Western Blot.

e Analisar a reatividade de soros de individuos soropositivos e soronegativos para

candidiase sistémica com rgp43 por ELISA e por Western Blot.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 OBTENCAO DE AMOSTRAS DE SOROS HUMANOS

Os soros humanos utilizados neste trabalho foram provenientes de individuos
soropositivos (n=11) e soronegativos (n=10) em um ensaio de ELISA IgG - Ridascreen R-
Biopharm para candidemia por Candida albicans, cedidas por um Laboratério da regido
Oeste do Parand. Para controle positivo foi utilizada amostra de soro de paciente com
diagndstico confirmado de PCM, enquanto para o controle negativo foram coletadas amostras
de sangue de individuos soronegativos para PCM (alunos da UEL). O estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UEL.

3.2 OBTENCAO DA PROTEINA RECOMBINANTE

3.2.1 TRANSFORMACAO

Assuncdo (2012) em nosso laboratorio obteve os plasmideos recombinantes insolaveis
produzidos de forma truncada na extremidade N-terminal (gp43ANt) retirando-se 20 amino&cidos
desta regido (g43ANT). O plasmideo recombinante foi utilizado para transformacéo em E. coli
BL21 (DE3) competente. O plasmideo foi incubado com a bactéria por 30 min. no gelo. Foi
realizado choque térmico a 62°C durante 30 seg. seguido por 2 min. no gelo. Apos o protocolo
de choque térmico, foi adicionado caldo LB no tubo de transformacéo, sem antibiotico, o qual
foi mantido sob agitacdo a 37° C por 1 hora. A transformacdo foi plaqueada em meio LB agar
contendo e Kanamicina 50pg/mL e Cloranfenicol 20ug/mL e incubada sob agitacdo a 37°C,
overnight. Uma col6nia foi selecionada e crescida em LB caldo nas mesmas condicdes do

plaqueamento overnight a 37°C, sob agitacao para producao do pré-inoculo.

3.2.2 EXPRESSAO DA PROTEINA GP43 RECOMBINANTE EM E. coli

Em seguida, os pré-indculos foram transferidos a uma concentracdo de 2% em um
novo LB caldo seletivo e cultivado sob as mesmas condi¢des acima, até que atingissem um
valor de densidade dptica a 600nm entre 0,6 e 0,7. A expressdo foi induzida pela adicdo de
isopropilthio-B-D-galactosideo (IPTG; Invitrogen™ Life Technologies) a 0,5mM durante 4 h.

Ao final da inducéo uma aliquota do pré-indculo foi coletado para avaliar sua expressao.
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3.2.3 ANALISE DA EXPRESSAO DA PROTEINA GP43 RECOMBINANTE EM

E. coli

A aliquota separada durante a inducdo foi centrifugada e ressuspendida em tampéo de
lise (Tris 0,1M pH 7,0, EDTA 1mM, lisozima 0,1mg/mL). Apds incubacdo em gelo por 30
min, a mistura foi sonicada por ultra-som em banho de gelo por 6 vezes de 10 seg (Sonopuls
Ultrasonic Homogenizers, Bandelin) e novamente centrifugada. O sobrenadante (que contém
proteinas sollveis) foi separado para analise. O pellet, que contém proteinas insolaveis, foi
ressuspendido em novo tampéo (Tris 0,1M pH 8,0, NaCl 1,5M e EDTA 20mM) sonicado em
gelo (3 ciclos de 10 seg) e centrifugado restando apenas corpos de inclusdo como fracéo
insolvel. Ao sobrenadante e ao pellet foram adicionados tampdo de amostra (Tris-HCI
0,025M pH 6,8, 2% SDS, 15% glicerol, 2,5% 2-mercaptoetanol, Azul de Bromofenol
0,004%), e apos fervura por 5 min. foram submetidos a eletroforese em gel SDS-PAGE 10%
de acordo com protocolo descrito por Laemmli (1970).

Ao término da corrida, os géis foram corados com solucdo Azul de Coomassie
(metanol 50% (v/v), &cido acético glacial 7% (v/v) e Coomassie Brilliant Blue (BIO-RAD)
0,25% (p/v) por 1 a 2 hrs sob agitacdo e descorados em solucdo de metanol 80% (v/v) e acido

acetico glacial 20% (v/v) até o desaparecimento da coloracéo de fundo.

3.2.4 PURIFICACAO DA PROTEINA GP43 RECOMBINANTE

Apos confirmacdo da expressdo da proteina, 2% da cultura contendo os plasmideos
recombinantes foram crescidas em 500 mL de LB caldo seletivo. O inoculo foi incubado a
37°C sob agitagdo até atingir D.O. 600nm entre 0,6 - 0,7 e, apds inducdo com IPTG 0,5 mM
por 4 hr, a cultura foi centrifugada. Para um teste inicial de purificacdo, células provenientes
de 50 mL desta cultura foram utilizadas.

A proteina recombinante foi expressa fusionada a uma cauda de poli-histidina (6xHis
tag) e purificada em coluna contendo resina de Ni-NTA Agarose (Qiagen®). Previamente, as
células foram ressuspendidas em tampédo A (NaH,PO, 50mM, pH 8,0, NaCl 300mM, lisozima
0,1mg/mL, PMSF 1mM) e incubado em gelo por 30 min. Em seguida, a mistura foi sonicada
em gelo (7 ciclos de 10 seg), centrifugada e o pellet formado, ressuspendido em tampao
(NaH,PO4 100mM, pH 8,0, Tris 10mM e CHsN3- HCI 6M) com adicdo de 5mM de Imidazol
(500mM NaCl, 20mM Pbs 60 mM Imidazol, pH 6,0), de modo a solubilizar as proteinas da

fracdo insolivel e diminuir a concentracdo de proteinas contaminantes.
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Apds nova sonicagdo nas condi¢Oes descritas acima, e centrifugacéo, o sobrenadante,
contendo as proteinas solubilizadas, foi incubado na proporcéo 4:1 (v/v) com resina Ni-NTA
previamente equilibrada no tamp&o B com a adi¢cdo de 5mM Imidazol, e homogeneizado por
1 hr e 30 min, a temperatura ambiente. A coluna foi lavada com tampédo C (NaH,PO4 100mM,
pH 6,3, Tris 10mM e Uréia 8M) com adicdo de 5 mM Imidazol e tampdo D (NaH,PO,
100mM, pH 5,9, Tris 10mM e Uréia 8M) com adicdo de 5 mM Imidazol por 10 min. cada,
para retirada das proteinas ligadas inespecificamente. Em seguida, foram realizadas duas
eluicbes de 15 min cada com tampdao E (NaH,P04100mM, pH 4,5, Tris 10mM e Uréia 8M) e
2 eluicdes (15 min cada) e 1 eluicdo de 1 hr com tampédo F (NaH,PO,4, 100mM pH 4,0, Tris
10mM e Uréia 8M). As amostras obtidas das lavagens e das eluicGes foram coletadas e
analisadas em gel SDS-PAGE 10%.

Para a purificacdo da proteina recombinante a partir de células provenientes de 100
mL de cultura, foram realizadas duas lavagens adicionais de 10 min cada com o tampéao C
(pH 6,3) e 5 mM Imidazol e mais duas lavagens de 15 min cada com o tampé&o de eluicdo F

(pH 4,0), devido a maior quantidade de proteinas expressas presentes na fragdo insoluvel.

3.2.5 ANALISE DA GP43 RECOMBINANTE PURIFICADA

As amostras coletadas das lavagens durante a purificacdo foram analisadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida 10% (SDS-PAGE) corado com Comassie Blue. A banda
da proteina recombinante apresentou massa aparente de 50 kDa, com posterior quantificacéo
por espectrofotdbmetro NanoDrop Spectrophotometer Lite (Termo Fisher Scientific, Shangai,
China).

3.3 ANALISE DA REATIVIDADE PARA GP43 NATIVA E G43
RECOMBINANTE

3.3.1 ANALISE DA REATIVIDADE DE AMOSTRAS SOROPOSITIVAS E
SORONEGATIVAS DE PACIENTES COM PCM E CANDIDIASE SISTEMICA
COM EXOANTIGENO DE P. brasiliensis POR IMUNODIFUSAO RADIAL
DUPLA (IDRD)
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O teste de IDRD foi realizado conforme descrito por Camargo e colaboradores (1988).
As laminas de microscopia (75 x 25 mm) foram preparadas com 3,5 mL de agarose ultra pura
(Invitrogen) 1% em tampdo PBS. Em seguida, foram realizados orificios na agarose da
seguinte forma: um orificio central e seis orificios ao redor com distancia de 6 mm entre eles e
medindo 3 mm de didmetro cada um. Os orificios centrais foram preenchidos com 25 uL de
exoantigeno de P. brasiliensis e as amostras de soro (25 uL) foram adicionadas nos orificios
periféricos.

As laminas foram incubadas 24 a 48 hrs em camara Umida a temperatura ambiente. A
seguir, foram lavadas e mantidas em solugdo salina 0,9% durante 48 hrs, com varias trocas
neste periodo. Apos secagem, as laminas foram coradas por 15 min em solucdo de Azul de
Coomassie (metanol 30% (v/v), &cido acético 10% (v/v) e Coomassie Brilliant Blue (BIO-
RAD) 0,1% (p/v) e descoradas em solugdo metanol 30% (v/v) e &cido acético glacial 10%
(v/v) até desaparecimento da coloragédo de fundo.

3.3.2 AVALIACAO DA REATIVIDADE DE AMOSTRAS SOROPOSITIVAS E
SORONEGATIVAS PARA CANDIDIASE SISTEMICA COM EXOANTIGENO DE
P. brasiliensis E GP43 RECOMBINANTE POR ELISA INDIRETO

A reatividade da rgp43 foi comparada a da proteina nativa gp43 por meio de ELISA
indireto. Placas de poliestireno de fundo chato foram sensibilizadas com 10pg/mL de
exoantigeno de P. brasiliensis ou 10pg/mL de rgp43 em tampdo carbonato 0,1M, pH 9,6, por
18 h, a 4°C. Apds trés lavagens com PBS-tween 0,05%, as placas foram bloqueadas com
PBS-leite desnatado 5% por uma hora a 25°C. As placas foram lavadas com PBS-tween
0,05% e em seguida foram acrescentados 100 uL. das amostras soropositivos e soronegativos
dos pacientes com candidiase sistémicas diluidos 1:100 em PBS-leite desnatado 1%, por uma
hora a 25°C. Apos lavagens com PBS-tween 0,05%, foi adicionado conjugado anti-lgG
humana-peroxidase (Sigma) na diluicdo 1:60.000 em PBS-leite desnatado seguido de
incubacdo por 1 h a 25°C. Apos lavagens com PBS-tween 0,05% foi adicionada a solucéo de
substrato/cromégeno (TMBZ/H,0,), e apds 15 min de incubacdo a reacdo foi bloqueada com
acido sulfarico 4N. A leitura das absorvancias a 450nm foi realizada em leitora de microplaca
iMark™ Microplate Reader (BIO-RAD).
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3.3.3 AVALIACAO DA REATIVIDADE DE AMOSTRAS SOROPOSITIVAS E
SORONEGATIVAS PARA CANDIDIASE SISTEMICA COM GP43 NATIVA E
GP43 RECOMBINANTE POR WESTERN BLOT

Inicialmente, foi realizada eletroforese de exoantigeno de P. brasiliensis em gel SDS-
PAGE 10%, a 100 V em tampdo Tris-Glicina pH 8,8. Em seguida, as proteinas foram
transferidas para membrana de nitrocelulose, em tampdo de transferéncia a 30V, 4°C,
overnight. Apds transferéncia, a membrana foi bloqueada com PBS-leite desnatado 5% por
uma hora, a 25°C.

Seguiram-se trés lavagens com PBS-tween 0,05% e adi¢do das amostras soropositivas e
soronegativas para PCM e candidemia diluidas 1:100 em PBS-leite desnatado 1% por uma
hora, a 25°C. Apos lavagens com PBS-tween 0,05% (foi acrescentado o conjugado anti-1gG
humana-peroxidase - Sigma) diluido a 1:15.000 em PBS-leite desnatado 1%. Apo6s 1 h, a
membrana foi lavada com PBS-Tween 0,05% e a reacao foi revelada com solucdo de DAB (3,
3’-Diaminobenzidina) e a reacdo foi interrompida com agua destilada.

3.34 TRATAMENTO DA MEMBRANA DE WESTERN BLOT COM
METAPERIODATO DE SODIO

Realizou-se eletroforese em gel SDS-PAGE 10% de exoantigeno de P. brasiliensis,
seguida, de transferéncia das proteinas para membrana de nitrocelulose como descrito
anteriormente. Apds transferéncia, a membrana foi incubada com 50mM de metaperiodato de
sodio por 1hr em camara escura (Alarcon de Noya et. al., 2000). As etapas seguintes foram

realizadas conforme descrito anteriormente (3.4.3).

3.4 ANALISE ESTATISTICA

A comparacdo da reatividade de amostras soropositivas e soronegativas para
candidiase sistémica com a gp43 nativa foi realizada utilizando o teste T, software Graphpad
Prism 6.01 para Windows (GraphPad Software, San Diego California, USA). Valores de

p<0,05 foram considerados significativos.
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4 RESULTADOS
4.1 EXPRESSAO E PURIFICACAO DA GP43 RECOMBINANTE

Os extratos sollveis e os precipitados da rgp43 pés inducdo com IPTG, foram
analisados por eletroforese em gel SDS-PAGE 10%. Podemos observar a presenga da proteina
recombinante somente no pellet da cultura, indicando que a proteina esta na forma insoltvel
(Figuras 1, colunas 2, 5), o que podemos comprovar na coluna 6, em que verificamos a
auséncia da proteina recombinante no sobrenadante. Sendo assim, a purificagdo da proteina

foi realizada sob condic¢des desnaturantes.
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Figura 1. Analise de expressdo e solubilidade da rgp43 em E. coli BL21.

M — padrao de massa molecular, kDa (BenchMark™Pre-Stained Protein Ladder, Invitrogen).
1 — extrato total de BL21(RP), 2 — pellet 4h apds a inducdo, 3 — sobrenadante da cultura antes
da inducdo, 4 — pellet da cultura antes da inducdo, 5 — sobrenadante ap6s sonicagdo (tampéo a
e b), 6 — sobrenadante 4h antes da sonicacao, Eletroforese em gel SDS-PAGE 10%, corado
com Coomassie Brilliant Blue. A rgp43 esté indicada por setas.

Foi realizada uma purificacdo inicial a partir de células de 50 mL de cultura. A
proteina apresentou massa aparente de 50 kDa. A rgp43 foi observada em maior quantidade na
42 eluicdo do Tampdo F pH 4,0 resultando na obtencdo de 0,698 mg/mL da rgp43. A proteina
purificada obtidas na 42 e 52 eluicdo do Tampdo F apresentaram uma concentracdo de 1,272

mg/mL., observando apenas a presenca da rgp43 (Figura 2, colunas 4, 5, 9 e 10).
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Figura 2. Purificagdo da rgp43 com adi¢do de 5mM Imidazol.

1 — Tampdo Lavagem D (pH 5,9), 2 - 22 eluicdo Tampéo E (pH 4,5), 3 - 32 eluicdo Tampao F
(pH 4,0), 4 - 42 eluicdo Tampéo F (pH 4,0), 5 - 52 eluicdo Tampédo F (pH 4,0), 6 - Tampé&o
Lavagem D (pH 5,9), 7 - 22 eluicdo Tampdo E (pH 4,5), 8 - 3% eluicdo Tampéo F (pH 4,0), 9 -
42 eluicdo Tampédo F (pH 4,0), 10 - 52 eluicdo Tampéo F (pH 4,0). A seta indica a banda
correspondente a rgp43 (50 kDa). Eletroforese em gel SDS-PAGE 10%, corado com
Coomassie Brilliant Blue.

42 AVALIACAO DA REATIVIDADE CRUZADA DE AMOSTRAS
SOROPOSITIVAS E SORONEGATIVAS PARA CANDIDIASE SISTEMICA COM
GP43 NATIVA E GP43 RECOMBINANTE

421 AVALIACAO DA REATIVIDADE DOS SOROSPOSITIVOS E
SOROSNEGATIVOS DE PACIENTES COM CANDIDIASE SISTEMICA COM
EXOANTIGENO DE P. brasiliensis

As amostras soropositivas e soronegativas para candidiase sistémica foram avaliadas
por IDRD com exoantigeno de P. brasiliensis. Nenhuma das amostras soropositivas e
soronegativas de candidiase sistémica apresentaram linhas de precipitacdo com exoantigeno de
P. brasiliensis (Figura 3 — Ae B).
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Figura 3. Avaliagdo da reatividade de uma das amostras soropositivas e para candidiase
sistémica com exoantigeno de P. brasiliensis.

A- Amostra soropositiva para PCM; B- Amostra soropositiva para candidiase sistémica.

Ex - Exoantigeno de P. brasiliensis, P — Amostra pura; Diluicdo 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32.

4.2.2 AVALIACAO DA REATIVIDADE DAS AMOSTRAS SOROPOSITIVAS E
SORONEGATIVAS PARA CANDIDIASE SISTEMICA PELO TESTE DE ELISA
INDIRETO COM EXOANTIGENO DE P. brasiliensis E GP43 RECOMBINANTE

Todas as amostras de soro positivas e negativas para candidiase sistémica foram
avaliadas pelo método de ELISA indireto utilizando exoantigeno de P. brasiliensis na sua
forma nativa e desnaturado (figura 4), e rgp43. Ndo foi observada reatividade das amostras
soropositivas e soronegativas para candidiase sistémica com exoantigeno de P. brasiliensis na

forma nativa e desnaturado pelo calor e com a rgp43.
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Figura 4. Avaliacdo da reatividade por ELISA indireto de amostras soropositivas e
soronegativas de pacientes com candidiase sistémica com exoantigeno de P. brasiliensis na sua
forma nativa e desnaturada pelo calor.
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4.2.3 AVALIACAO DA REATIVIDADE DE AMOSTRAS SOROPOSITIVAS E
SORONEGATIVAS PARA CANDIDIASE SISTEMICA COM GP43 NATIVA E
GP43 RECOMBINANTE POR WESTERN BLOT

Para o teste de Western blot foram utilizadas a gp43 nativa e rgp43 purificada. Os
resultados mostraram que 8 de 11 amostras soropositivas para candidiase sistémica reagiram
com a gp43 nativa de P. brasiliensis mostrando reacéo cruzada com a gp43 nativa . Enquanto
3 amostras soropositivas para candidiase sistémica ndo reagiram com a gp43 nativa. Apenas
uma de 10 das amostras soronegativas para candidiase sistémica reconheceu a gp43 nativa, e
9 amostras soronegativas para candidiase sistémica ndo reagiram com a gp43 nativa.
Enquanto todas as amostras soropositivas e soronegativas de pacientes com candidiase

sistémica ndo reagiram com rgp43 (Figura 5).

A - Amosiras soropositivas de candigiase sistémica
Controle Controle 1 4 5 6 7
posSitvg  negativo 3 a b
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B - Amostras soronegativas de candidiase sistémica
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Figura 5. Andlise da reatividade de amostras A- soropositivas (n=11) e B- soronegativas
(n=10) para candidiase sistémica com rgp43 (a) e gp43 nativa (b) por Western blot.

Controle Positivo - amostra soropositiva para PCM, Controle negativo - amostra soronegativa
para PCM.

Os resultados da reatividade das amostras soropositivas e soronegativas para
candidiase sistémica avaliados pelos testes de IDRD, ELISA indireto e Western blot descritos
anteriormente estdo expostos na Tabela 1. As amostras soropositivas para candidiase sistémica
apresentaram reatividade significativamente maior com a gp43 nativa por Western blot que as

amostras soronegativas.
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Tabela 1. Andlise comparativa dos resultados obtidos pelos métodos de IDRD, ELISA
indireto e Western blot.

IDRD ELISA ELISA Wester blot Western blot

Candidiase exoantigeno exoantigeno 1gp43 gp43 Nativa 1gpd3

Sistémica

Pogiivos Negativos ~ Positivos  Negativos ~ Postivos Negativos ~ Postivos  Negativos ~ Positivos  Negativos

Posvos(=11)  0(0%) 11(100%)  O0(0%) 1(100%  0(0%) 11(100%) 827%™ 3(273%)  0(0%) 11 (100%)
Negatios (n=10)  0(0%) 10(100%)  0(0%) 10(100%)  O(0%) 10(100%)  1(10%) 9(90%)  0(0%) 10(100%)

Para avaliar se a reatividade cruzada com a gp43 nativa estava relacionada com
epitopos carboidrato, apds a transferéncia, as membranas de nitrocelulose foram tratadas com
metaperiodato de sodio seguido de incubacdo de cada uma das 9 amostras previamente
positivas no Western blot. Os resultados demonstraram uma reducdo na reatividade com a
banda da gp43 das amostras soropositivas e soronegativas de pacientes com candidiase
sisttmica no Western blot ap6s o tratamento da membrana com metaperiodato de sddio
(Figura 6).

Sem o tratamento com metaperiodato de sdédio

1

Controle Control=
positivo negsativo
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Figura 6. Comparagdo da reatividade cruzada de amostras soropositivas de pacientes com
candidiase sistémica com gp43 nativa por Western blot, antes e apds tratamento da membrana
de nitrocelulose com metaperiodato de sodio.




33

5 DISCUSSAO

Nas Gltimas décadas varios estudos foram realizados para obtencdo de antigenos mais
sensiveis e especificos para utilizacdo no imunodiagndstico da PCM (BLUMER; JALBERT;
KAUFMAN, 1984; RESTREPO et al., 1984; CAMARGO et al., 1988). Com o0 objetivo de
reduzir as reacbes cruzadas, pesquisadores tém utilizado técnicas de biologia molecular para
producdo de antigenos recombinantes, entre eles a gp43 de P. brasiliensis (TABA et al., 1989;
CISALPINO et al., 1996; DINIZ et al., 2002; CARVALHO et al., 2008). Tais antigenos
podem ser produzidos em larga escala em sistemas heter6logos, facilitando o processo de
padronizacdo e reduzindo reagdes-cruzadas em ensaios soroldgicos, uma vez que proteinas
recombinantes expressas em bactérias ndo sdo glicosiladas (DINIZ et al., 2002).

Vaérios trabalhos descreveram a producdo e caracterizacdo de gp43 recombinante com
0 objetivo de aumentar a especificidade no imunodiagnostico da PCM (TABA et al., 1989;
CISALPINO et al., 1996; DINIZ et al., 2002; CARVALHO et al., 2008). Taba e
colaboradores (1989) realizaram o primeiro estudo com a gp43 produzida em E. coli,
demonstrando o reconhecimento da gp43 recombinante por soros de pacientes com PCM.
Cisalpino e colaboradores (1996) caracterizaram, clonaram a gp43 produzida em E. coli,
avaliando por Western blot a reatividade da gp43 recombinante com soros de pacientes com
PCM.

Diniz e colaboradores (2002) avaliaram a reatividade da gp43 recombinante
(retirando-se 35 aminoacidos da por¢cdo N-terminal) produzida em E. coli e todos 0s soros de
pacientes com PCM testados reconheceram a gp43 recombinante no ensaio de Western blot.
Em nosso laboratorio Assuncédo (2012) clonou e expressou a gp43 recombinante em E. coli. A
rgp43 se apresentou insolivel e com massa molecular de aproximadamente 50 kDa pois
possui alguns aminoacidos do vetor fusionados a proteina clonada. Neste trabalho, avaliamos a
reatividade cruzada da gp43 nativa e rgp43 com amostras soropositivas e soronegativas para
candidiase sistémica nos testes mais utilizados para o imunodiagndstico da PCM (IDRD,
ELISA e Western blot).

As amostras soropositivas e soronegativas para candidiase sistémica foram analisadas
por IDRD, e ndo apresentaram reatividade com exoantigeno de P. brasiliensis. Uma possivel
explicacdo para a nao reatividade observada na IDRD seria devido a menor sensibilidade
desse teste.

A IDRD ¢ a principal técnica utilizada no diagndstico e monitoramento de pacientes

em tratamento com PCM. E um método de baixo custo, porém é menos sensivel, podendo
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apresentar resultados falso-negativos (TABORDA; CAMARGO, 1994; CAMARGO;
FRANCO, 2000; ELIAS-COSTA et al., 2000).

Del Negro e colaboradores (1995) relataram a ndo reatividade de algumas amostras de
soro de pacientes com PCM com a gp43 de P. brasiliensis por IDRD, porém as mesmas
amostras foram positivas por Western blot. Takahachi e colaboradores (1999) analisaram 78
soros de pacientes com suspeita clinica de PCM, negativas por IDRD, e verificaram que por
Western blot, 51 amostras reagiram com a gp43 de P. brasiliensis.

O Western blot é um método de custo médio a elevado, de procedimento longo, que
possui alta sensibilidade e especificidade, permitindo o reconhecimento de antigenos alvo.
Devido a sua alta sensibilidade e especificidade este método tem sido avaliado como
alternativa para o diagnostico da PCM humana e no monitoramento dos pacientes em
tratamento (TABORDA; CAMARGO, 1994).

No Western blot as fragdes antigénicas sdo separadas eletroforeticamente segundo sua
massa molecular, expondo desta forma os epitopos imobilizados na membrana de
nitrocelulose, favorecendo, a ligagdo com o anticorpo (CAMARGO; FRANCO, 2000;
ELIAS-COSTA et al., 2000). Além disso, a deteccdo da reacdo antigeno-anticorpo €
amplificada pelo conjugado imunoenzimatico, permitindo a deteccdo de baixos niveis de
anticorpos. A maior sensibilidade do Western blot, em relagcdo a IDRD, permite a deteccdo de
anticorpos mesmo em casos recentes de infeccdo e/ou soroconversdo (MENDES-GIANNINI;
MELHEM, 2001; CAMARGO, 2008).

A reatividade das amostras soropositivas e soronegativas para candidiase sistémica
com gp43 nativa proveniente de exoantigeno de P. brasiliensis e rgp43 foi avaliada por meio
dos metodos de ELISA indireto e Western blot.

Quando analisadas por ELISA indireto nenhuma das amostras soropositivas e
soronegativas para candidiase apresentou a reatividade cruzada com exoantigeno de P.
brasiliensis e com rgp43.

No entanto, quando avaliada a reatividade cruzada da gp43 nativa por Western blot,
verificamos que a gp43 nativa foi reconhecida por 72,7% das amostras soropositivas e 10%
das amostras soronegativas para candidiase. Esses resultados sugerem que 0S anticorpos
presentes nas amostras soropositivas para candidiase sistémica reconhecem epitopos de
carboidrato presentes na gp43 nativa. A positividade por Western blot de uma das amostras
soronegativas, por sua vez, provavelmente se deve ao contato prévio do individuo com P.

brasiliensis.
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Embora a gp43 seja 0 antigeno mais utilizado no diagnostico da PCM pode apresentar
reatividade cruzada com antigenos de outros patdgenos devido a epitopos carboidrato
(PUCCIA; TRAVASSOS, 1991).

A reatividade cruzada na detec¢do de anticorpos por ensaios imunoenzimaticos é
frequientemente encontrada entre diferentes micoses como PCM, aspergilose, histoplasmose e
candidiase, visto que o0s patdgenos causadores destas enfermidades compartilham
componentes antigénicos (KAUFMAN; STANDARD, 1988).

A rgp43 obtida neste trabalho demonstrou bons resultados quanto a eliminagdo da
reatividade cruzada quando avaliada por Western blot, pois as amostras soropositivas e
soronegativas de pacientes com candidiase sistémica ndo apresentaram reatividade com
rgp43, demonstrando sua especificidade para PCM.

A ndo reatividade das amostras soropositivas para candidiase sistémica com
exoantigeno de P. brasiliensis no ELISA, provavelmente se deve a diferencas
conformacionais dos epitopos, pois no ensaio de Western blot ocorre a desnaturacdo das
proteinas, enquanto que no ELISA as proteinas encontram-se na forma nativa.

Como foi observada reatividade cruzada com gp43 nativa no Western blot, foi
realizado o teste de ELISA indireto utilizando exoantigeno de P. brasiliensis desnaturado pelo
calor. Embora tenha ocorrido um pequeno aumento nas absorvancias, ainda permaneceram
abaixo do valor de corte, sugerindo que 0s epitopos responsaveis pela reatividade cruzada ndo
sdo de natureza protéica. Acreditamos no ensaio de Western blot os epitopos de carboidrato
tornam-se mais acessiveis aos anticorpos.

Puccia e Travassos (1991) avaliaram a reatividade de soros de pacientes com PCM,
histoplasmose e lacaziose frente a gp43 purificada de P. brasiliensis. Os autores observaram
que os soros de pacientes com PCM apresentavam reatividade com epitopos peptidicos,
enquanto que os soros de pacientes com histoplasmose e lacaziose ligaram-se,
preferencialmente, aos epitopos ricos em carboidratos, contendo residuos de galactose.

Pizzini e colaboradores (1999) demonstraram que a por¢cdo carboidrato esta
intimamente ligada a reatividade cruzada com soros de pacientes com aspergilose,
coccidioidomicose e histoplasmose.

Carvalno e colaboradores (2008) avaliaram a aplicabilidade de isoformas
recombinantes de gp43 produzidas por P. pastoris pelo método de dot blot, verificando reacao
cruzada com outras micoses, a qual foi eliminada apds deglicosilacdo do antigeno.

Mendoza e colaboradores (2008) relataram que na técnica de Western blot ocorreu

reacdo cruzada da gp43 de P. brasiliensis com soros positivos para lacaziose. Passos (2012)



36

observou pela mesma técnica, reatividade cruzada entre gp43 de P. brasiliensis e amostras de
soro de pacientes com histoplasmose e aspergilose, enquanto nenhuma dessas amostras foi
reagente para PCM por IDRD.

Para avaliar se a reatividade com a gp43 nativa estava relacionada com epitopos
carboidrato, realizamos o Western blot apds o tratamento das membranas de nitrocelulose
com metaperiodato de sodio. Os resultados demonstraram que apds o tratamento da
membrana de nitrocelulose com metaperiodato de sédio houve uma reducdo na reatividade
cruzada com as amostras soropositivas e soronegativas para candidiase sistémica, sugerindo
que os anticorpos sao dirigidos aos epitopos de carboidratos.

Zancopé-Oliveira e colaboradores (1994) analisaram por Western blot a reatividade
cruzada do antigeno de histoplasma ap6s oxidacdo dos epitopos de carboidrato com
metaperiodato de sodio com amostras de soro de pacientes com PCM e aspergilose, no
entanto, verificaram gque o processo de oxidacéo dos epitopos de carboidrato do antigeno pode
reduzir a reatividade cruzada em soros de pacientes com histoplasmose, sem, no entanto,
elimina-la.

Taborda e Camargo (1994) avaliaram a oxidacdo de epitopos carboidrato da gp43
através do tratamento com metaperiodato de sddio e observaram aumento na sensibilidade e
na especificidade.

Albuquerque, Silva e Camargo (2005) avaliaram se o tratamento da gp43 com
metaperiodato de sodio poderiam eliminar a reatividade cruzada, entretanto este procedimento
foi insuficiente para eliminar a reatividade cruzada.

A proteina glicosilada demonstrou ser especifica para PCM no teste de imunodifusao,
porém no ensaio de dot blot sé foi alcancado 100% de especificidade apds tratamento com
metaperiodato ou apds a deglicosilacdo enzimatica (CARVALHO et al., 2008).

Embora o Western blot com gp43 nativa tenha sido utilizado em outros estudos como
método diagndstico e de monitoramento para PCM, 0s nossos resultados sugerem que a
utilizacdo da gp43 nativa pela técnica de Western blot pode levar a reacGes falso-positivas
com amostras soropositivas para candidiase sistémica, o que ndo ocorreu quando utilizado a

rgp43, demonstrando sua sensibilidade e especificidade para PCM.
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6 CONCLUSAO

Amostras soropositivas para candidiase sistémica ndo apresentam reatividade com a
gp43 nativa e gp43 recombinante de P. brasiliensis no ensaio de IDRD E ELISA, porém no

ensaio de Western blot podem apresentar reacdo cruzada com a gp43 nativa de P. brasiliensis.

As amostras soropositivas e soronegativas para candidiase sistémica ndo reagem com
a rgp43, sugerindo que este antigeno é melhor que a gp43 nativa para o diagndstico da PCM
humana por Western blot.



38

7 REFERENCIAS

ALARCON DE NOYA, B. et al. Schistosoma mansoni: Immunodiagnosis Is Improved by
Sodium Metaperiodate Which Reduces Cross-reactivity Due to Glycosylated Epitopes of
Soluble Egg Antigen. Experimental Parasitology, v. 95, p. 106-112, 2000.

ALBUQUERQUE, C. F; SILVA, S. H. M.; CAMARGO, Z. P. Improvement of the Specificity
of an Enzyme-Linked Immunosorbent Assay for Diagnosis of Paracoccidioidomycosis.
Journal of Clinical Microbiology, v. 43, n. 4, p. 1944-1946, 2005.

ALONSO-VALLE, H.; ACHA, O.; GARCIA-PALOMO, J. D.; FARINAS-ALVAREZ, C,;
FERNANDEZ-MAZARRASA, C.; FARINAS, M. C. Candidemia in terciary care hospital:
epidemiology and factors influencing motality. European Journal of Clinical Microbiology
& Infectious, v. 22, p. 254-7, 2003.

ALVARES, C. A.; SVIDZINSKI, T. I. E.; CONSOLARO, M. E. L. Candidiase vulvovaginal:
fatores predisponentes do hospedeiro e viruléncia das leveduras. Jornal Brasileiro de
Patologia e Medicina Laboratorial, v. 43, n. 5, p. 319-327, 2007.

ANDRE, D. C.; LOPES, J. D.; FRANCO, M. F.; VAZ, C. A; CALICH, V. L. Binding of
laminin to Paracoccidioides brasiliensis induces a less severe pulmonary
paracoccidioidomycosis caused by virulent and low-virulence isolates. Microbes and
Infection, v. 6, p. 549-558, 2004.

ARRAES, F. B.; BENOLIEL, B.; BURLET, R. T.; COSTA, P. L.; GALDINO, A. S.; LIMA,
L. H.; MARINHO-SILVA, C.; OLIVEIRA, L. P.; PFRIMER, P. General metabolism of the
dimorphic and pathogenic fungus Paracoccidioides brasiliensis. Genetics and Molecular
Research, v. 4, n. 2, p. 290-308, 2005.

ASSUNCAO, T. R. S. Desenvolvimento de método para diagndstico da
paracoccidioidomicose humana utilizando antigeno recombinante de Paracoccidioides
brasiliensis. 2012. 69 p. Dissertacdo (Mestrado em Patologia Experimental) — Centro de

Ciéncias Bioldgicas, Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2012.


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0CCEQFjAAahUKEwiisp762IbIAhXKjpAKHSmaCcA&url=http%3A%2F%2Fwww.springer.com%2Fbiomed%2Fmedical%2Bmicrobiology%2Fjournal%2F10096&usg=AFQjCNFo1_1jeGxUghiIkPDxoD9jp-LsVQ&sig2=IrwTOAJWKdZ9TNgBRm1CMA&bvm=bv.103073922,d.Y2I
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0CCEQFjAAahUKEwiisp762IbIAhXKjpAKHSmaCcA&url=http%3A%2F%2Fwww.springer.com%2Fbiomed%2Fmedical%2Bmicrobiology%2Fjournal%2F10096&usg=AFQjCNFo1_1jeGxUghiIkPDxoD9jp-LsVQ&sig2=IrwTOAJWKdZ9TNgBRm1CMA&bvm=bv.103073922,d.Y2I
http://www.geneticsmr.com/
http://www.geneticsmr.com/

39

BARBEDO, L. S.; SGARBI, D. B. G. Candidiases. Jornal brasileiro de doengas sexualmente
transmissiveis, v. 22, n. 1, p. 22-38, 2010.

BERNI, A. D. M.; JUNIOR, E.; ARAO FILHO, A.; PANIAGO, A. M. M. Protein-losing
enteropathy in paracoccidioidomycosis identified by scintigraphy: report of three cases. The

Brazilian Journal of Infectious Diseases, v.14, n. 5, p.540-543, 2010.

BINELLI, C. A.; MORETTIL M. L.; ASSIS,R. S.; SAUAIA, N.; MENEZES, P
R.; RIBEIRO, E.; GEIGER, D. C.; MIKAMI,Y.; MIYAJl, M.; OLIVEIRA, M. S.
Investigation of the possible association between nosocomial candiduria and candidaemia.
Clinical Microbiology and Infection, v. 12, n. 6, p. 538-43, 2006.

BLOTTA, M. H.; MAMONI, R. L.; OLIVEIRA, S. J.; NOUER, S. A.; PAPAIORDANOU, P.
M.; GOVEIA, A.; CAMARGO, Z. P. Endemic regions of paracoccidioidomycosis in Brazil: a
clinical and Epidemiologic study of 584 cases in the southeast region. The American
Journal of Tropical Medicine and Hygiene, v. 61, n. 3, p. 390-394, 1999.

BLUMER, S. O.; JALBERT, M.; KAUFMAN, L. Rapid and realible method for production
of a specific Paracoccidioides brasiliensis immunodiffusion test antigen. Journal of Clinical
Microbiology, v. 19, n. 3, p. 404-407, 1984.

BOTTEON, F. A. CAMARGO, Z. P.; BENARD, G.; COELHO, R. F.; CHAMONE, D.
A.; ITANO. P. T. Paracoccidioides brasiliensis-reactive antibodies in Brazilian blood donors.
Medical Mycology, v. 40, n. 4, p. 387-391, 2002.

BRITO, L. R.; GUIMARAES, T.; NUCCI, M.; ROSAS, R. C.; PAULA ALMEIDA, L.; DA
MATTA, D. A.; COLOMBO, A. L. Clinical and microbiological aspects of candidemia due to
Candida parapsilosis in Brazilian tertiary care hospitals. Medical Mycology, v. 44, n. 3, p.
261-6, 2006.

BRUMMER, E.; CASTANEDA, E.; RESTREPO, A. Paracoccidioidomycosis: an update.
Clinical Microbiology Reviews, v. 6, n. 2, p. 89-117, 1993.

CACERE, C. R.; MENDES-GIANNINI, M. J.; FONTES, C. J.; KONO, A.; DUARTE, A. J;
BENARD, G. Altered expression of the costimulatory molecules CD80, CD86, CD152, PD-1


http://www.latindex.org/buscador/ficRev.html?folio=1782&opcion=1
http://www.latindex.org/buscador/ficRev.html?folio=1782&opcion=1
http://www.sciencedirect.com/science/journal/14138670
http://www.sciencedirect.com/science/journal/14138670
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Binelli%20CA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16700702
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moretti%20ML%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16700702
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Assis%20RS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16700702
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sauaia%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16700702
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Menezes%20PR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16700702
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ribeiro%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16700702
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Geiger%20DC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16700702
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mikami%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16700702
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Miyaji%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16700702
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Oliveira%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16700702
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Blotta%20MH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10497977
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mamoni%20RL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10497977
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Oliveira%20SJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10497977
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nou%C3%A9r%20SA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10497977
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Papaiordanou%20PM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10497977
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Papaiordanou%20PM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10497977
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Goveia%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10497977
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Camargo%20ZP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10497977
http://www.ajtmh.org/
http://www.ajtmh.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Camargo%20ZP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12230218
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Benard%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12230218
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Coelho%20RF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12230218
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chamone%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12230218
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Itano%20EN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12230218

40

and ICOS on T-cells from paracoccidioidomycosis patients: Lack of correlation with T-cell

hyporesponsiveness. Clinical Immunology, v. 129, p. 341-349, 2008.

CAMARGO, Z. P.; UNTERKIRCHER, C.; CAMPQY, S. P.; TRAVASSOS, L. R. Production
of Paracoccidioides brasiliensis exoantigens for immunodiffusion tests. Journal of Clinical
Microbiology, v. 26, n. 10, p. 2147-2151, 1988.

CAMARGO, Z. P.; FRANCO, M. F. Current knowledge on pathogenesis and
immunodiagnosis of paracoccidioidomycosis. Revista Iberoamericana de Micologia, v. 17,
p. 41-48, 2000.

CAMARGO, Z. P. Serology of paracoccidioidomycosis. Mycopathologia, v. 165, p. 289-
302, 2008.

CARVALHO, K. C.; VALEJIO, M, C.; CAMARGO, Z. P.; PUCCIA, R. Use of Recombinant
gp43 Isoforms Expressed in Pichiapastoris for Diagnosis of Paracoccidioidomycosis. Clinical

and Vaccine Immunology, v. 15, n. 4, p. 622-629, 2008.

CISALPINO, P. S.; PUCCIA, R.; YAMAUCHI, L. M.; CANO, M. I.; DA SILVEIRA, J. F;
TRAVASSOS, L. R. Cloning, Characterization, and Epitope Expression of the Major
Diagnostic Antigen of Paracoccidioides brasiliensis. The Journal of Biological Chemistry,
V. 271, n. 8, p. 4553-4560, 1996.

COLOMBO, A. L.; GUIMARAES, T. Epidemiology of hematogenous infections due to
Candida spp. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, v.36, n.5, p.599-607,
2003.

COLOMBO, A. L.; BRANCHINI, M. L.; GEIGER, D.; SCHIMIDT, A. L.; PIGNATARI, A.
C.; FISCHMAN, O. Gastrointestinal translocation as a possible source of candidemia in an
AIDS patient. Revista do Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo, v.38, n.3, p.197-
200, 1996.

COSTA, P. F.; FERNANDES, G. F.; DOS SANTOS, P. O.; AMARAL, C. C.; CAMARGO, Z.
P. Characteristics of environmental Paracoccidioides brasiliensis isolates. Mycopathologia,
v. 169, p. 37-46, 2010.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Travassos%20LR%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Puccia%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8626811
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yamauchi%20LM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8626811
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cano%20MI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8626811
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=da%20Silveira%20JF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8626811
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Travassos%20LR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8626811
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Branchini%20ML%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9163984
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Geiger%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9163984
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schimidt%20AL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9163984
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pignatari%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9163984
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fischman%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9163984
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Amaral%20CC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19653119
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Camargo%20ZP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19653119

41

COUTINHO, Z. F; Silva, D.; Lazéra, M.; Petri, V.; Oliveira, R. M.; Sabroza, P. C.
Paracoccidioidomycosis mortality in Brazil (1980-1995). Caderno de Saude Publica, v. 18,
n. 5, p. 1441-1441, 2002.

DEL NEGRO, G. M.; BERNARD, G.; DE ASSIS, C. M.; VIDAL, M. S.; GARCIA, N. M,;
OTANI, C.; SHIKANAI-YASUDA, M. A, LACAZ, C, S. Lack of reactivity of
paracoccidioidomycosis sera in the double immunodiffusion test with the gp43 antigen:
report of two cases. Journal Medical and Veterinary Mycology, v. 33, p. 113-116, 1995.

DEL NEGRO, G. M.; PEREIRA, C. N.; ANDRADE, H. F; PALACIOS, S. A,; VIDAL, M.
M.; CHARBEL, C. E.; BERNARD, G. Evaluation of tests for antibody response in the
follow-up of patients with acute and chronic forms of paracoccidioidomycosis. Journal of
Medical Microbiology, v. 49, p. 37-46, 2000.

DINIZ, S. N. CARVALHO, K. C.; CISALPINO, P. S;; SILVEIRA, J. F.;TRAVASSOS, L. R;;
PUCCIA, R. Expression in bacteria of the gene encoding the gp43 antigen of
Paraccocidioides brasiliensis: immunological reactivity of the recombinant fusion proteins.

Clinical and Diagnostic Laboratory Immunology, v. 9, n. 6, p. 1200-1204, 2002.

ELIAS-COSTA, M. R, LACAZ, C. S.; KAWASAKI, M.; DE CAMARGO, Z. P.
Conventional versus molecular diagnostic tests. Medical Mycology, v. 38, n. 1, p. 139-145,
2000.

ENLOE, B.; DIAMOND. A.; MITCHELL, A. P. A single-transformation gene function test in
diploid Candida albicans. Journal of Bacteriology, p. 5730-5736, 2002.

FEJA, K. N.; W. U, F; ROBERTS, K.; LOUGHREY, M.; NESIN, M.; LARSON, E.;
DELLA-LATTA, P.; HAAS, J.; CIMIOTTI, J.; SAIMAN, L. Risk factors for candidemia in
critically ill infants: a matched case-control study. Journal of Pediatrics, v. 147, n. 2, p. 156-
161, 2005.

FRANCA, J. C. B; RIBEIRO, C. E. L; QUEIROZ-TELLES, F. Candidemia em um hospital
terciario brasileiro: incidéncia, frequéncia das diferentes espécies, fatores de risco e
susceptibilidade aos antifungicos. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, v.
41, n. 1, p. 23-28, 2008.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Assis%20CM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7658301
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vidal%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7658301
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Garcia%20NM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7658301
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Otani%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7658301
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shikanai-Yasuda%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7658301
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Carvalho%20KC%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cisalpino%20PS%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Silveira%20JF%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Da%20Silva%20Lacaz%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11204139
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kawasaki%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11204139
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=De%20Camargo%20ZP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11204139
http://www.jpeds.com/

42

GIANNINI, M. J. S. M.; MELHEM, M. S. C. Infec¢Bes Fungicas. Diagndstico laboratorial
das principais doengas infecciosas e auto-imunes. 2a . ed. Rio de Janeiro: Guanabara
Koogan, 2000, cap.33, p.334-403.

GIOLO, M. P; SVIDZINSKI, T. I. E. Fisiopatogenia, epidemiologia e diagndstico
laboratorial da candidemia. Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial, v. 46,
n. 3, p. 225-234, 2010.

GUERRERO, R. T.; SILVEIRA, R. M. B. Glossario ilustrado de fungos, termos e conceitos
aplicados a Micologia. 2.ed. Porto Alegre: Ed. Universidade/UFRGS, 2003.

HELJIC, S. HUKIC, M.; DZINOVIC, A.; DOZIC, M.; BABIC. M. Fungal colonization of
newborn in neonatal intensive care unit: a prospective study. Journal Medical Archives, v.
59, n. 4, p. 211-213, 2005.

JOUAULT, T. SARAZIN, A.; MARTINEZ-ESPARZA, M.; FRADIN, C.; SENDID, B
POULAIN. D. Host responses to a versatile commensal: PAMPs and PRRs interplay leading
to tolerance or infection by Candida albicans. Cellular Microbiology, v. 11, n. 7, p. 1007—
1015, 2009.

KAUFMAN, E. D.; STANDARD P. Fungal exoantigens. In Drouhet E, Cole GT,Repentigny
L, Latge JP, Dupont B. eds. Fungal antigens. Isolation, 192 purification and detection. New
York and London: Plenum Press, p.111-112, 1988.

LACAZ, C. S. PORTO, E.; MARTINS, J. E. C.; HEINS-VACCARI, E. M.; TAKAHASHI DE
MELO, N. Tratado de Micologia Médica. 9a . ed. Sdo Paulo: Sarvier, 2002.

LAEMMLI, U. K. Cleavage of Structural Proteins during the Assembly of the Head of
Bachteriophage T4. Nature, v. 227, n. 5259, p. 680-685, 1970.

LOOSE, D.S.; STOVER, E. P., RESTREPO, A.; STEVENS, D. A.; FELDMAN, D. Estradiol
binds to a receptor-like cytosol binding protein and initiates a biological response in
Paracoccidioides brasiliensis. Proceedings of the National Academy of Sciences, v. 80, p.
7659-7663, 1983.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Huki%C4%87%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16018383
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dzinovi%C4%87%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16018383
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dozi%C4%87%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16018383
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Babi%C4%87%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16018383
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sarazin%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19388906
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Martinez-Esparza%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19388906
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fradin%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19388906
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sendid%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19388906
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Poulain%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19388906
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stover%20EP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6584880
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Restrepo%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6584880
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stevens%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6584880
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Feldman%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6584880
http://www.pnas.org/

43

LUTZ, A. Uma micose pseudo-coccidica localizada na boca e observada no Brasil:
contribuicdo ao conhecimento das hypho-blastomycoses americanas. Brasil Medico, 22: 141-
144, 1908.

MARQUES, S. A. Paracoccidioidomicose: Atualizacdo Epidemioldgica, Clinica e

Terapéutica. Anais Brasileiros de Dermatologia, v.78, n. 2, p. 135-150, 2003.

MELLADO, E.; CUENCA-ESTRELLA, M.; REGADERA, J.; GONZALEZ, M.; DIAZ-
GUERRA, T. M.; RODRIGUEZ-TUDELA, J. L. Sustained gastrointestinal colonization and
systemic dissemination by Candida albicans, Candida tropicalis and Candida parapsilosis in
adult mice. Diagnostic Microbiology and Infectious Disease, v. 38, n. 1, p. 21-28, 2000.

MENDES-GIANNINI, M. J. S.; MELHEM, M. S. C. Infec¢gdes fungicas. Diagnostico
Laboratorial das Principais Doencas Infecciosas e Auto-Imunes. 2ed. Rio de Janeiro:
Guanabara-Koogan; 2001. p. 334-403.

MENDOZA, L.; BELONE, A. F. F; VILELA, R.; REHTANZ, M.; BOSSART, G. D.; REIF,
J. S.; FAIR, P. A. Use of sera from humans and dolphins with lacaziosis and sera from
experimentally infected mice for Western blot analyses of Lacazia loboi antigens. Clinical

and Vaccine Immunology, v. 15 p. 164-167, 2008.

MOCHON, A. B.; YE, J.; KAYALA, M.A.; WINGARD, J.R.; CLANCY, C.J. Serological
Profiling of a Candida albicans Protein Microarray Reveals Permanent Host-Pathogen

Interplay and Stage-Specific Responses during Candidemia. PLOS Pathogens, 2010.

NEUFELD, P. M. Caracterizacdo taxonémica e susceptibilidade a antifingicos de leveduras
isoladas de infeccdo hospitalar. 2009. 256 f. Tese (Doutorado em Vigilancia Sanitaria) —

Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, 2009.

NUCCI, M.; ANAISSIE, E. Revisiting the source of candidemia: skin or gut? Clinical
Infectious Diseases, v.33, n.12, p.1959-67, 2001.

NUCCI, M.; QUEIROZ-TELLES, F; ALVARADO-MATUTE, T, TIRABOSCHI, I. N;
CORTES, J.; ZURITA, J. Epidemiology of Candidemia in Latin America: A Laboratory-
Based Survey. PLoS ONE, 2013.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cuenca-Estrella%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11025180
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Regadera%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11025180
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gonz%C3%A1lez%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11025180
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=D%C3%ADaz-Guerra%20TM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11025180
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=D%C3%ADaz-Guerra%20TM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11025180
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rodr%C3%ADguez-Tudela%20JL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11025180
http://cid.oxfordjournals.org/
http://cid.oxfordjournals.org/

44

OLIVEIRA, G. G.; SILVEIRA, L. H.; ITANO, E. N.; SOARES, R. M.; FREIRE, R. L,;
WATANABE, M. A.; CAMARGO, Z. P; ONO, M. A. Serological evidence of
Paracoccidioides brasiliensis infection in chickens from Parand and Mato Grosso do Sul
States, Brazil. Mycopathologia, v. 171, p. 197-202, 2011.

PASSOS, A. N. Avaliacdo da aplicabilidade da técnica de immunoblotting para a pesquisa de
anticorpos circulantes anti-Paracoccidioides brasiliensis e anti-Histoplasma capsulatum em
laboratorio de Saude Publica. 2011. 231 p. Dissertacdo (Mestrado em Pesquisas Laboratoriais
em Saude Publica) — Ciéncias da Coordenadoria de Controle de Doengas da Secretaria de
Estado da Saude de S&o Paulo, 2012.

PFALLER, M. A.; DIEKEMA, D. J. Epidemiology of Invasive Candidiasis: a Persistent
Public Health Problem. Clinical Microbiology Reviews, v. 20 n. 1, p. 133-163, 2007.

PINZAN, C. F. RUAS, L. P; CASABONA-FORTUNATO, A. S.; CARVALHO, F. C;
ROQUE-BARREIRA, M. C. Immunological Basis for the Gender Differences in Murine

Paracoccidioides brasiliensis Infection. Plos One, v. 5, p. 1-10, 2010.

PIZZINI, C. V. ZANCOPE-OLIVEIRA, R. M.; REISS, E.; HAJJEH, R.; KAUFMAN, L.;
PERALTA, J. M. Evaluation of a western blot test in an outbreak of acute pulmonary
histoplasmosis. Clinical and Diagnostic Laboratory Immunology, v. 6, n. 1, p. 20-23,
1999.

POIKONEN, E; LYYTIKAINEN, O; ANTTILA, VJ; KOIVULA, I; LUMIO, J;
KOTILAINEN, P; SYRJALA, H; RUUTU, P. Secular trend in candidemia and the use of
fluconazole in Finland, 2004-2007. BMC Infectious Diseases, v. 10, p. 312, 2010.

POTON, J. Microbiological non-culture methods for the diagnosis of invasive candidiases:

usefulness of surrogate markers. Revista Iberoamericana de Micologia, p. 2023:2025, 2006.

PUCCIA, R.; SCHENKMAN, S.; GORIN, P. A; TRAVASSOS, L. R. Exocellular
components of Paracoccidioides brasiliensis: identification of a specific antigen. Infection
and Immunity, v. 53, n. 1, p. 199-206, 1986.

PUCCIA, R.; TRAVASSOS, L. R. 43-Kilodalton Glycoprotein from Paracoccidioides

brasiliensis: Immunochemical Reactions with Sera from Patients with


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Silveira%20LH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20853143
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Itano%20EN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20853143
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Soares%20RM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20853143
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Freire%20RL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20853143
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Watanabe%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20853143
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Camargo%20ZP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20853143
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ono%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20853143
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ruas%20LP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20505765
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Casabona-Fortunato%20AS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20505765
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Carvalho%20FC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20505765
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Roque-Barreira%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20505765
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zancop%C3%A9-Oliveira%20RM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9874658
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Reiss%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9874658
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hajjeh%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9874658
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kaufman%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9874658
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Peralta%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9874658
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schenkman%20S%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gorin%20PA%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Travassos%20LR%5Bauth%5D

45

Paracoccidioidomycosis, Histoplasmosis, or Jorge Lobo's Disease. Journal of Clinical
Microbiology, v. 29, n. 8, p. 1610-1615, 1991.

REIS, B. S.; BOZZI, A.; PRADO, F. L.; PEREIRA, M. C.; FERREIRA, F. E.; GODOY, P;
MORO, L.; PEDROSO, E. P.; LEITE, M. F; GOES, A. M. Membrane and extracellular
antigens of Paracoccidioides brasiliensis (Mexo): Identification of a 28-kDa protein suitable
for immunodiagnosis of paracoccidioidomycosis. Journal of Immunological Methods, v.
307, p.118-126, 2005.

RESTREPO, A. CANO, L. E.; OCHOA, M. T. A vyeast-derived antigen from
Paracoccidioides brasiliensis useful for serologic testing. Journal of Medical and
Veterinary Mycology, v. 22, p. 23-29, 1984.

RESTREPO, A. The ecology of Paracoccidioides brasiliensis: a puzzle still unsolved.

Journal of Medical and Veterinary Mycology, v. 23, p. 323-334, 1985.

RESTREPO, A.; BENARD, G.; DE CASTRO, C. C.;: AGUDELO, C. A.; TOBON, A. M.
Pulmonary Paracoccidioidomycosis. Seminars in Respiratory and Critical Care Medicine,
V. 29, n. 2, p. 182-197, 2008.

ROMANO, C. S. MENDES-GIANNINI, M. J.; DUARTE, A. J.; BENARD, G. The role of
interleukin-10 in the differential expression of interleukin-12p70 and its h2 receptor on
patients with active or treated paracoccidioidomycosis and healthy infected subjects. Clinical
Immunology, v.114, p. 86-94, 2005.

SALAZAR, M. E.; RESTREPO, A.; STEVENS, D. A. Inhibition by estrogens of conidium-
to-yeast conversion in the fungus Paracoccidioides brasiliensis. Infection and Immunity, v.
56, p. 711-713, 1988.

SAN-BLAS, G.; NINO-VEGA, G.; ITURRIAGA, T. Paracoccidioides brasiliensis and
paracoccidioidomycosis: molecular approaches to morphogenesis, diagnosis, epidemiology,

taxonomy and genetics. Medical Mycology, v. 40, n. 3, p. 225-242, 2002.

SAN-BLAS, G.; NINO-VEGA G. Paracoccidioides brasiliensis: chemical and molecular
tools for research on cell walls, antifungals, diagnosis, taxonomy. Mycopathologia, v. 165, p.
183-195, 2008.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bozzi%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16269152
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Prado%20FL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16269152
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pereira%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16269152
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ferreira%20FE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16269152
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Godoy%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16269152
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moro%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16269152
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pedroso%20EP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16269152
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Leite%20MF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16269152
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Goes%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16269152
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cano%20LE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3922069
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ochoa%20MT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3922069
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Benard%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18366000
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Castro%20CC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18366000
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Agudelo%20CA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18366000
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tob%C3%B3n%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18366000
http://www.thieme.com/books-main/internal-medicine/product/2166-seminars-in-respiratory-and-critical-care-medicine
http://europepmc.org/search;jsessionid=n2BEFni9VMRysn816OVG.19?page=1&query=AUTH:%22Mendes-Giannini+MJ%22
http://europepmc.org/search;jsessionid=n2BEFni9VMRysn816OVG.19?page=1&query=AUTH:%22Duarte+AJ%22
http://europepmc.org/search;jsessionid=n2BEFni9VMRysn816OVG.19?page=1&query=AUTH:%22Benard+G%22
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Restrepo%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3343055
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stevens%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3343055
http://iai.asm.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ni%C3%B1o-Vega%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12146752
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Iturriaga%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12146752

46

SHIKANAI-YASUDA M. A. TELLES, F. Q. F; MENDES, R. P; COLOMBO, A. L,
MORETTI, M. L. Grupo de Consultores do Consenso em Paracoccidioidomicose. Consenso
em paracoccidioidomicose. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, v. 39,
n. 3, p. 297-310, 2006.

SIDRIM, J. J. C.; MOREIRA, J.; BEZERRA, L. Fundamentos Clinicos e Laboratoriais da
Micologia Médica. Rio de Janeiro: Guanabara koogan, p. 287, 1999.

SILVA, S. H. M.; COLOMBO, A. L.; BLOTTA, M. H.; LOPES, J. D.; QUEIROZ-TELLES,
F.; PIRES DE CAMARGO, Z. Detection of Circulating gp43 Antigen in Serum,
Cerebrospinal ~ Fluid, and Bronchoalveolar Lavage Fluid of Patients with
Paracoccidioidomycosis. Journal of Clinical Microbiology, v. 41, n. 8, p. 3675-3680, 2003.

SILVA V.; M CRISTINA DIAZ J.; NALDY FEBRE Y. Red De Diagnéstico En Micologia
Medica.Vigilancia De La Resistencia De Leveduras A Antifingicos. Revista Chilena de
Infectologia, v.19 n. 2, 2002.

STOVER, E. P; SCHAR, G.; CLEMONS, K. V.; STEVENS, D. A.; FELDMAN, D.
Estradiol-binding proteins from mycelial and yeast-form cultures of Paracoccidioides

brasiliensis. Infection and Immunity, v. 51, p. 199-203, 1986.

TABA, M. R. M. CARVALHO, K. C.; CISALPINO, P. S.; SILVEIRA, J. F.; TRAVASSOS, L.
R.; PUCCIA, R. Expression in Escherichia coli of a gene coding for epitopes of a diagnostic

antigen of Paracoccidioides brasiliensis. Experimental Mycology, v. 13, p. 223-230, 1989.

TABORDA, C. P; CAMARGO, Z. P. Diagnosis of Paracoccidioidomycosis by Dot
Immunobinding Assay for Antibody Detection Using the Purified and Specific Antigen gp43.
Journal of Clinical Microbiology, v. 32, n. 2, p. 554-556, 1994.

TAKAHACHI, G. Importancia do western blot no diagndstico seguro da
Paracoccidioidomicose. VII Encontro Internacional sobre Paracoccidoidomicose; Campos
do Jordao, Séo Paulo; 1999. p. 87.

TAPIA, G. G.; RAZONABLE, R. R.; ECKEL-PASSOW, J.; LAHR, B. D.; AFESSA, B;
KEEGAN, M. T.; CATANIA, J.; BADDOUR, L. M. A scoring model of factors associated

with Candida glabrata candidemia among critically ill patients. Mycoses, 21 jul. 2011.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Colombo%20AL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12904374
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Blotta%20MH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12904374
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lopes%20JD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12904374
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Queiroz-Telles%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12904374
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Queiroz-Telles%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12904374
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pires%20de%20Camargo%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12904374
http://www.scielo.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0716-10182005000100002
http://www.scielo.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0716-10182005000100002
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sch%C3%A4r%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3079729
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Clemons%20KV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3079729
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stevens%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3079729
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Feldman%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3079729
http://iai.asm.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Carvalho%20KC%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cisalpino%20PS%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Silveira%20JF%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Travassos%20LR%5Bauth%5D

47

TEIXEIRA, M. M.; THEODORO, R. C.; DE CARVALHO, M. J.; FERNANDES, L.; PAES,
H. C.; HAHN, R. C.; MENDOZA, L.; BAGAGLI, E.; SAN-BLAS, G.; FELIPE, M. S.
Phylogenetic analysis reveals a high level of speciation in the Paracoccidioides genus.
Molecular Phylogenetics and Evolution, v. 52, n. 2, p. 273- 283, 20009.

TELES, F. R. R.; MARTINS, M. L. Laboratorial diagnosis of paracoccidioidomycosis and
new insights for the future of fungal diagnosis. Talanta, v. 85, p. 2254-2264, 2011.

TROFA, D.; GACSER, A.; NOSANCHUK, J. D. Candida parapsilosis, an emerging fungal
pathogen. Clinical Microbiology Reviews, v. 21, n. 4, p. 606-625, 2008.

VERDUYN LUNEL, F. M.; MEIS, J. F; VOSS, A. Nosocomial fungal infections:
candidemia. Diagnostic Microbiology and Infectious Disease, v. 34, p. 213-220, 1999.

VIDIGAL, PG; SVIDZINSKI, TIE. Leveduras nos tratos urinarios e respiratorio: infeccao
fungica ou ndo? Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial, v. 45, n. 1, p. 55-
61, 2009.

VIUDES, A.; PEMAN, J.; CANTON, E.; UBEDA, P.; LOPEZ-RIBOT, J. L.; GOBERNADO,
M. Candidemia at a terciary-care hospital: epidemiology, treatment, clinical outcome and risk
factors for death. European Journal of Clinical Microbiology & Infectious Diseases, v. 21,
p. 767-74, 2002.

WALTHER, A.; WENDLAND, J. An improved transformation protocol for the human fungal
pathogen Candida albicans. Current Genetics, v.42, p. 339-343, 2003.

WANKE, B.; AIDE, M. A. Paracoccidioidomicose. Jornal Brasileiro de Pneumologia, v. 35,
n. 12, p. 1245-1249, 2009.

WENZEL, RP; GENNINGS, C. Bloodstream infections due to Candida species in the
intensive care unit: Identifying especially high-risk patients to determine prevention

strategies. Clinical Infectious Diseases, v. 41, p. 389-393, 2005.

WISPLINGHOFF, H.; BISHOFF, T.; TALLENT, S. M.; SEIFERT, H.; WENZEL, R. P.;
EDMOND, M. B. Nosocomial bloodstream infections in US hospital analysis of 24179 cases
from a prospective nationwide surveillance study. Clinical Infectious Diseases, v. 39, p. 309-
317, 2004.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Theodoro%20RC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19376249
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Carvalho%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19376249
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fernandes%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19376249
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Paes%20HC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19376249
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Paes%20HC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19376249
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hahn%20RC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19376249
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mendoza%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19376249
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bagagli%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19376249
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=San-Blas%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19376249
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Felipe%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19376249
http://cmr.asm.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pem%C3%A1n%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12461585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cant%C3%B3n%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12461585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ubeda%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12461585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=L%C3%B3pez-Ribot%20JL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12461585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gobernado%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12461585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gobernado%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12461585

48

ZANCOPE-OLIVEIRA, R. M., BRAGG, S. L.; REISS, E.; WANKE, B.; PERALTA, J.
M. Effects of histoplasmin M antigen chemical and enzymatic deglycosylation on cross-
reactivity in the enzyme-linked immunoelectrotransfer blot method. Clinical and Diagnostic
Laboratory Immunology, v. 1, n. 4, p. 390-393, 1994.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bragg%20SL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8556474
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Reiss%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8556474
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wanke%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8556474
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Peralta%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8556474
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Peralta%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8556474

