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PARACOCCIDIOIDES BRASILIENSIS, NOVA AMOSTRA ISOLADA DE FEZES DE UM
PINGUIM (PYGOSCELIS ADELIAE)
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RESUMO

Os Autores apresentam os resultados obtidos com a amostra “pinguim” de
Paracoccidioides, isolada por GEZUELE et al. (1989) na Antdrtica uruguaia.

Das fezes de um desses animais, foi isolado um fungo considerado, recentemente,
como nova espécie de Paracoccididoides - P. anlarclicus.

Os exames micolégico e imunoquimico demonstraram tratar-se de Paracoccidioi-
des brasiliensis, inclusive com a verifica¢io da presencga da glicoproteina 43 kDa pelos
métodos de imunodifusio dupla, SDS-PAGE ¢ imunocletroforese. A possibilidade de
se tratar de uma variedade do Paracoccididoides brasiliensis somente podera ser confir-
mada através de outros estudos baseados na chamada taxonomia molecular, incluindo

cariotipagem.

Os Autores registram o significado epidemiolégico deste achado, sugerindo uma
revisio nos conhecimentos do nicho ecolégico do P. brasiliensis.

UNITERMOS: Paracoccidioides antarcticus; Pavacoccidioides brasiliensis; Pinguim.

INTRODUCAO

Em 1989, GEZUELES, do Instituto de Hi-
giene de Montevideo (Uruguai), isolou das fe-
zes de um pinguim (Pygoscelis adeliae) proceden-
te da Antartica uruguaia, fungo dimérfico se-
melhante ao Paracoccidioides brasiliensis (1IHM-
1962). No mesmo ano, CALEGARI et al.
(1989)2, realizaram estudo imunoquimico, com
a demonstracio de identidade, por prova de
imunodifusio dupla, entre a amostra “pin-
guim” e uma de P. brasiliensis.

Em 1991 e 1992 CAMARGO et al.34, ob-
tendo exoantigenos desta amostra e comparan-
do-a com uma cepa tipica de P. brasiliensis
(B-339), verificaram identidade total, principal-
mente com a gp 43kDa, especifica do P. brasi-
liensis.

"Esta amostra (IHM-1962) nos foi cedida
em Montevideo, a 25/5/1989 por GEZUELE,
com o objetivo de ser também estudada e ca-
racterizada do ponto de vista micolégico e imu-

noquimico. Através de resultados preliminares,
GARCIA etal. (1991, 1992)%7 também conside-
raram a relerida amostra como P. brasiliensis.

MATERIAL E METODOS

Cultivo do fungo: a amostra “pinguim” (n® 927
da Micoteca do Instituto de Medicina Tropical
de Sdo Paulo) foi cultivada em meio BHI (Brain
Heart Infusion, DIFCO) por 10 dias a 37°C
para obtencio da fase leveduriforme (Y) e em
agar-Sabouraud por 30 dias a 25°C para obten-
¢ao da fase miceliana (M), com o intuito de
caracterizar o dimorfismo. Foram realizados
exames macro e microscopico de ambas as
formas.

Inoculagdo: cobaios machos de 100 a 200 g
foram inoculados por via intratesticular com
0,25ml de uma suspensio da amostra “pin-
guim” na fase miceliana, previamente cultivada
em dagar BHI a 25°C. Apés 15 dias da inocula-
¢io, os animais foram sacrificados e o testiculo

(1) Laboratério de Micologia Médica do Instituto de Medicina Tropical de Sio Paulo € LIM-53 (HC-FMUSP)

(2) Instituto Adolfo Lutz, Sao Paulo

Endereco para correspondéncia: Nilma Maciel Garcia, Faculdade de Medicina da USP (LIM-53), Av. Dr. Arnaldo, 455, 2°

and. CEP 01246 Sao Paulo, SP, Brasil.

227



CARCIA, N.M.; DEL NEGRO, G.M.B.; HEINS-VACCARI, E.M.; MELO, N.T. de; ASSIS, C.M. de & LACAZ, C. da S. -
Paracoccidioides brasiliensis, nova amostra isolada de fezes de um pinguim (Pygoscelis adeliae). Rev. Inst. Med. trop. S.

Paulo, 35(3):227-235, 1993.

retirado para a realizagio de exame histopato-
l6gico.

Producao de exoantigenos: a amostra “pin-
guim” foi cultivada em meio NGTA (neopepto-
na 1,6%; glicose 1,0%; tiamina 0,01%; asparagi-
na 0,02%)° a 37°C, sob agita¢io constante,
durante periodos de 5, 10, 15, 20 e 30 dias e, a
25°C, por 30 dias. Decorridos os periodos de
crescimento, as culturas foram mortas pelo ti-
merosal na concentracao final de 1:5000, filtra-
das em papel de filtro “Whatman n® 17, dialisa-
das, concentradas 10 vezes e mantidasa 4°C até
o momento do uso. Os exoantigenos foram
entio submetidos a dosagem de proteinas pelo
método de LOWRY"',

Imunodifusio dupla (IDD): os exoantigenos fo-
ram avaliados por IDD13, frente a soro antigp 43
kDa e de individuos portadores de paracoccidioi-
domicose, para verificacio da formagio de linha
de identidade com antigeno de P. basiliensis
obtido da amostra n? 113 FMUSP (antigeno de
referéncia). Foram adicionados aos orificios do

gel 12ul dos soros e dos antigenos.

SDS-PAGE: os exoantigenos obtidos apds 10 e
20 dias de crescimento na fase Y e 30 dias na
fase M foram analisados quanto ao perfil ele-
troforético de suas proteinas, através da técnica
de SDS-PAGE, descrita por LAEMMLI
(1970)". Aliquotas de 300ul dos antigenos ob-
tidos da amostra “pinguim”, bem como do
antigeno de P. brasiliensis (113-FMUSP) foram
precipitadas com dcido tricloroacético a 10% e
os precipitados lavados com acetona'; ap6s eli-
mina¢ido do excesso de acetona, os residuos
foram ressuspensos em 50pul de solugio-tampio
da amostra e adicionados aos “slots” do gel a
12,5%.

Imunoeletroforese: os exoantigenos foram
analisados frente a soro de coelho anti-P. brasi-
liensis e “pool” de soros de pacientes com para-
coccidioidomicose, segundo metodologia des-

crita por SIQUEIRA (1982)™.
RESULTADOS

Estudando a amostra “pinguim” verifica-
mos:
a) dimorfismo M-Y (Fig. 1)
b) na fase M, presenca de clamidoconidios in-
tercalares e terminais, com abundincia de
filamentos micelianos (Fig. 2).
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Fig. 1 - Paracoccidioides brasiliensis (amostra “pinguim”).
Fase Y (10 dias de cultivo a 37°C) obtida em dagar BHI. Fase

M (30 dias de cultivo, temperatura ambiente, em agar
Sabouraud).

c) na fase Y, elementos arredondados, com
gémulas, algumas ovaladas, um pouco dife-

rentes das observadas em P. brasiliensis (Fig.
3).

d) com a inoculagio da fase M em testiculo de
cobaio, obtivemos orquite com riqueza de
parasitos nas lesoes, nitidos brotamentos e
pseudomicélio, presenga de tubos germina-
tivos e blastoconidios em forma de “halte-
res” (Figs. 4, 5 e 6). O relatério histopatolé-
gico mostrou que o testiculo estava em gran-
de parte substituido por grande abscesso,
com muitos neutréfilos integros e degene-
rados, circundado por rea¢io granulomato-
sa, formada por macréfagos com diferencia-
¢ao epitelidide e células gigantes do tipo
corpo estranho e Langhans. Em torno, fi-
brose e denso infiltrado a custa de linfécitos
e poucos plasmdécitos. O testiculo remanes-
cente apresentava perda da espermatogéne-
se, fibrose do intersticio e da basal dos tiibu-
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Fig. 2 - Paracoccidioides brasiliensis (amostra “pinguim”).
Fase filamentosa. Exame microscépico em dgar batata,
notando-se clamidosporos intercalares e terminais. a) 100X.

los seminiferos. Em meio ao processo gra-
nulomatoso e no abscesso, perceberam-se
formas do fungo arredondadas, por vezes
com multipla gemulagio.

e) a dosagem de proteinas revelou que os
exoantigenos de 5, 10, 15, 20 e 30 dias
obtidos da fase Y apresentavam concentra-
¢oes de 12,4mg/ml; 12,4mg/ml; 9,1mg/ml;
7,6mg/ml e 7,6mg/ml, respectivamente. O
exoantigeno obtido da fase M apresentou a
concentragio de 15,0mg/ml de proteinas, e
o antigeno de P. basiliensis de referéncia,
concentragio de 46mg/ml.

f) aprova de IDD realizada com os exoantige-
nos obtidos de ambas as fases do fungo
revelou banda de precipitagio com identi-
dade ao antigeno de P. brasiliensis, demons-
trando-se, também, a presenga do antigeno
Es. (Fig. 7)

g) o perfil eletroforético do antigeno obtido da
amostra 113 do P. brasiliensis (SDS-PAGE)
demonstrou as fragoes de 72, 58, 43 ¢ 18
kDa; os antigenos obtidos da amostra “pin-
guim” também demonstraram fra¢oes de

72, 58 e 43 kDa, porém com menor intensi-
dade quando comparados ao antigeno de
referéncia. Tais antigenos nio apresenta-
ram a fragio de 18 kDa, mas fra¢ées de peso
molecular acima de 94 kDa.

h) pelaimunoeletroforese, foi observada a for-
macio de arco de precipitacio de migragio
catédica (antigeno L) frente a soro de coe-
lho anti-P. brasiliensis e “pool” de soros de
pacientes portadores de paracoccidioidomi-
cose. (Fig. 8).

DISCUSSAO

Nossos resultados demonstraram, através
de virios métodos, a identidade da amostra
“pinguim”, isolada no Uruguai por GEZUELE
etal. (1989, 1992)%9 com a amostra de referén-
cia de P. brasiliensis. De acordo com KAUF-
MAN & STANDARD (1989)", exoantigenos
possuem grande valor para a imunoidentifica-
¢io de fungos dimérficos, resolvendo de ma-
neira precisa problemas de taxonomia fiingica.
Muitos fungos produzem antigenos préprios,
permitindo identificagao especifica. Conforme
demonstrado pelo SDS-PAGE, as fragées pre-
sentes nos antigenos obtidos da amostra “pin-
guim” corresponderam as mesmas encontra-
das no antigeno da amostra de referéncia, prin-
cipalmente a fragio de 43 kDa, de grande valor
na imunoidentificacio do P. brasiliensis. Atra-
vés da imunoeletroforese foi verificada a pre-
seng¢a de um arco de migragio catédica, corres-
pondente ao arco Es.

Variagées na micromorfologia da fase le-
veduriforme da amostra “pinguim” nao justifi-
cam a criacao da espécie antarcticus, como su-
gerem os eminentes colegas uruguaios.

Poder-se-ia tratar de uma nova variedade,
mas nao de nova espécie.

No que diz respeito as inoculagbes em
cobaios, obtivemos orquite experimental com
a fase miceliana do fungo, ao contrdrio do
referido por GEZUELE et al. (dados em publi-
cacao)?.

Confirmamos os achados obtidos por CA-
MARGO ectal. (1991, 1992)**, e GARCIA et al.
(1991, 1992)57em comunicacio anterior, consi-
derando P. antarcticus sinénimo de P. brasilien-
sis.

O importante a considerar nestes estudos
é o isolamento do Paracoccidioides brasiliensis
das fezes de um pinguim, na Antirtica uru-
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Fig. 3 - Paracoccidioides brasiliensis (amostra “pinguim”), Cultivo em agar Sabouraud a 37°C. a), b) e ¢) 400X; d) 630X.
Elementos arredondados, com gémulas e algumas formas ovaladas.
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Fig. 4 - Aspectos microscépicos do P. brasiliensis (amostra “pinguim”) em testiculo de cobaio, inoculado com a forma
miceliana. Tubos germinativos sio frequentes, bem como formas em halteres. a) 500X; b) 630X; ¢) e d) 400X.
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Fig. 5 - Novos aspectos micromorfolégicos em testiculo de cobaio. Amostra “pinguim”. Notar tubos germinativos e

blastoconidios em forma de “halteres”. Destaca-se, a espessura da parede celular. Coloragio: Gomori-Grocott. a) 200X, b),
c) ed) 250X,
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Fig. 6 - Aspectos micromorfolégicos da amostra “pinguim” em testiculo de cobaio. Nota-se a espessa parede celular,
observando-se nitido brotamento e pseudo-micélio. Coloragio pelo Gomori-Grocott. a) 100X; b) e c) 160X; d) 250X,
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Fig. 7 - Exoantigenos da amostra IHM-1962 de P. brasiliensis
produzidos em meio de neopeptona, glicose, tiamina e
asparagina.

a = antigeno de referéncia de P. brasiliensis

b = antigeno obtido da amostra “pinguim” a 37°C com 5
dias de crescimento

¢ = antigeno obtido da amostra “pinguim” a 37°C com 10
dias de crescimento

d = antigeno obtido da amostra “pinguim” a 37°C com 15
dias de crescimento

e = antigeno obtido da amostra “pinguim” a 37°C com 20
dias de crescimento

f = antigeno obtido da amostra “pinguim” a 25°C com 30
dias de crescimento

1 = anti-soro anti-E2
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Fig, 8 - IMUNOELETROFORESE:

a: antigeno da amostra 113 do P. basiliensis (referéncia)
b: antigeno da amostra “pinguim” com 10 dias de
crescimento a 37°C

c: antigeno da amostra “pinguim” com 30 dias de
crescimento a 25°C

d: “pool” de soros de pacientes com paracoccidioidomicose

guaia, localizada na Ilha Rei George, nio se
podendo determinar com seguranga, se a cloa-
ca destes animais seria o eventual habitat do
fungo. Do ponto de vista epidemiolégico, este
achado assume significativa importincia.

Novos estudos, baseados na chamada ta-
xonomia molecular, incluindo cariotipagem,
poderao elucidar mais precisamente se a amos-
tra “pinguim” corresponde a uma variedade do
P. brasiliensis, uma vez que a identidade com
esta espécie, através de métodos imunoquimi-
cos, foi perfeitamente demonstrada.
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SUMMARY

Paracoccidioides brasiliensis, a new strain
isolated from a fecal matter of a penguin
(Pygoscelis adeliae)

The Authors show the results obtained
through the study of a Paracoccidioides strain
isolated from a penguin in the Uruguaian An-
tartide by GEZUELE et al. (1989). From the
fecal matter it was isolated a fungus which was
recently considered as a new species of the
genus Paracoccidioides — P. antarcticus. However,
the mycological and immunochemical studies
including the demonstration of the 43 kDa
glycoprotein by immunodiffusion test, SDS-
PAGE and immunoelectrophoresis disclosed
that such strain is similar to P. brasiliensis.

Other studies, based on molecular taxono-
my, including karyotyping, are the only tools to
confirm the.possibility of such strain to be a
variant of P. brasiliensis.

The Authors report the epidemiological
signilicance of that finding and suggest a review
in the knowledge of the ecological “niche” of P.
brasiliensis.
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