
BEPA 2016;13(149):31-32

página 31

Padronização da metodologia de Dot-Blot para o diagnóstico rápido da Paracoccidioidomicose/Kamikawa CM e Vicentini AP (orientadora)

Resumo

Padronização da metodologia de Dot-Blot para o diagnóstico rápido da 
Paracoccidioidomicose 
Camila Mika Kamikawa; Adriana Pardini Vicentini (orientadora)
Programa de Pós-Graduação em Ciências. Coordenadoria de Controle de Doenças. Secretaria de Estado da 
Saúde. São Paulo, Brasil – 2014

RESUMO

A paracoccidioidomicose (PCM), micose profunda de natureza crônica granulomatosa, apresenta maior incidência 

no Brasil. O diagnóstico de certeza deriva da visualização do agente etiológico, o fungo Paracoccidioides spp 

em amostras biológicas. No entanto, em algumas situações o acesso ao local da lesão impede a coleta do material 

biológico. Assim, as técnicas imunosorológicas permitem inferir diagnóstico com certo grau de certeza, otimizando 

o tempo utilizado para se obter resultados. A técnica sorológica amplamente utilizada para o imunodiagnóstico da 

sendo de fácil execução e não necessitando de automação. A técnica de Dot-Blot (DB) tem sido utilizada com sucesso 

no diagnóstico de inúmeras doenças parasitárias e infecciosas, como a toxoplasmose e a leishmaniose visceral. No 

diagnóstico da PCM, a metodologia mostrou-se promissora no acompanhamento de pacientes durante o tratamento 

anti-fúngico e em inquéritos soroepidemiológicos. Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi padronizar o ensaio 

de Dot-Blot visando o diagnóstico rápido da PCM, propondo que o mesmo seja uma ferramenta de triagem dos soros 

com suspeita clínica para a doença. A padronização da técnica de Dot-Blot apresentou melhores resultados quando se 

P. brasiliensis do isolado B-339 para a sensibilização de membranas 

de nitrocelulose. As diluições de soro e conjugado foram de 1:40 e 1:2000, respectivamente, incubando ambos em 

de grupo controle. Destas, 23 amostras de soro foram de pacientes aparentemente sadios, 77 amostras de soro de 

amostras de soro de pacientes apenas com a suspeita clínica da doença foram utilizadas para avaliar o desempenho da 

técnica padronizada. A pesquisa de anticorpos circulantes anti-P. brasiliensis empregando-se o ensaio de imunodifusão 

P. brasiliensis. Por outro lado, 

através da metodologia padronizada de Dot-blot observou-se o reconhecimento de anticorpos séricos anti-P. brasiliensis 

pode-se sugerir que o DB apresenta uma tendência de elevar o padrão de reatividade, uma vez que reconheceu 40 

 considerando a ID o teste padrão ouro, foram 

dotadas com o antígeno de P. brasiliensis demonstrou que membranas armazenadas bloqueadas, independentemente 

da temperatura de armazenamento, não apresentaram padrão de reatividade como o observado em membranas 

armazenadas não bloqueadas. Melhores resultados e padrão de reatividade foram visualizados em membranas dotadas 

e armazenadas à temperatura ambiente, por até 90 dias. A repetitividade intermediária também apresentou resultados 

satisfatórios, já que apenas três amostras de soro, das 11 escolhidas aleatoriamente para o estudo, obtiveram resultados 

diferentes entre os quatro analistas distintos que realizaram a técnica de Dot-blot. Os resultados obtidos, além de 

demonstrarem que a técnica é de fácil execução, menor custo e tempo para a liberação de seu resultado, nos permite 

sugerir um novo algorítimo para o diagnóstico sorológico da PCM, substituindo a metodologia de ELISA indireto 

proposta para a realização da triagem sorológica pelo ensaio de Dot-Blot.
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validação.
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ABSTRACT

The paracoccidioidomycosis (PCM) is the greatest mycosis of chronic granulomatous nature in Brazil. The 

Paracoccidioides spp in biological samples. 

automation. The Dot-blot (DB) technique has been used successfully in the diagnosis of many infectious and 

parasitic diseases such as visceral leishmaniasis and toxoplasmosis. On the diagnosis of PCM, this methodology 

P. brasiliensis isolated from B-339 

circulating antibodies anti-P. brasiliensis

P. brasiliensis

recognition of anti-P. brasiliensis

both methods, it can be suggested that the DB has a tendency to raise the reactivity pattern, as recognized 40 

the antigen of P. brasiliensis

serological diagnosis of PCM, replacing the indiret ELISA methodology proposed for the realization of serological 

screening by Dot-blot assay.
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