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PRODUCAOQ E PADRONIZACAQO DOS ANTIGENGOS DE
PARACOCCIDIOIDES BRASILIENSIS (Pb),

HISTOPLASMA CAPSULATUM {Hc} E
ASPERGILLUS FUMIGATUS (Af) PARA USO NO IMUNODIAGNOSTICO.
COMPARACAQO ENTRE AS TECNICAS DE IMUNODIFUSAO
E IMUNOELETROOSMOFORESE

MARIA DE FATIMA FERREIRA-DA-CRUZ* BERNARDO GALVAO-CASTRO™
& BODO WANKE**

Foram produzidos antigenos sohiveis de P. brasiliensis, H. capsulatum e A. fumigatus e
padronizados nas técnicas de imunodifusdo dupla (IDD) e imunoeletroosmoforese (IEOF),

A especificidade dos antigenos foi testada utilizando-se 96 soros de pacientes com para-
coceidioidomicose, histoplasmose, aspergilose, candidiase sistémica, esporotricose, tuberculose,
neoplasia pulmonar, leishmaniose tegumentar e visceral e em 18 individuos sadios. Na IDD, a espe-
cificidade foi de 100% usando-se como critério de positividade linhas de precipitacdo com identi-
dade total com soro de referéncia. Entretanto na IEOF, a especificidade variou de acordo com o
antigeno testado, sendo observadas rea¢ées cruzadas com antigeno de P. brasiliensis frente a soros
de pacientes com histoplasmose (16,7%) e leishmaniose tegumentar (10%) e com antigeno de H.
capsulatum frente a soros de pacientes com paracoccidioidomicose (31,8%) e leishmaniose tegu-
mentar { 10%)/.

Ambas as técnicas mostraram a mesma sensibilidade para o sorodiagnostico de paracocct-
dioidomicose, histoplasmose e aspergilose, respectivamente 100%, 83,3% ¢ 100%.

A grande sensibilidade e especificidade da IDD observadas nos soros desses pacientes,
aliadas @ ficil reprodutibilidade ¢ baixo custo, fazem esta técnica muito apropriada como proce-
dimento de rotina, para a triagem de pacientes sintOmaticos respiratorios.

As micoses sistémicas e oportunistas s30 doengas invasivas que podem ter curso fatal se
nio diagnosticadas e tratadas corretamente. As primeiras se caracterizam por serem infecgdes ad-
quiridas por inalacdo, com lesfo primdria e manifestagdes predominantes pulmonares, causadas por
fungos dimérficos. As segundas tém por agente causal fungos primariamente saprofitas, cuja inci-
déncia vem aumentando paralelamente ao uso de antibidticos, imunossupressores, prolongada me-
dica¢io via parenteral e doengas debilitantes.

A prevaléncia dessas micoses no Brasil ainda ndo é conhecida. A dificuldade de digndstico
pode ser atribuida 4 falta de caracteres clinico-radiolégicos diferenciais entre as micoses e outras
patologias. Se bem que uma combinag¢ao de evidéncias micolégicas e histopatologicas fornegam as
inicas bases para um diagnostico inequivoco, nem sempre elas podem ser obtidas, devido a inaces-
sibilidade 3 lesdo para a coleta de material biol6égico. Mesmo apds a obtengao de material biologico,
o diagnéstico pode ndo ser prontamente fomecido, uma vez que o isolamento do fungo requer
aproximadamernte trés a seis semanas. Nesses casos, os testes soroldgicos sao imprescindiveis para
o diagnostico.

Entre as técnicas soroldgicas utilizadas no imunodiagnéstico destaca-se a imunodifusao
dupla pela especificidade e simplicidade de execugdo (Heiner, 1958; Lazo, 1962; Restrepo, 1966;
Coleman & Kaufman, 1972; Londero et al., 1981).

Com o objetive de viabilizar um programa sobre a prevaléncia de micoses sistémicas e
oportunistas, foram produzidos e padronizados antigenos solaveis de P. brasiliensis, H. capsulatum

¢ A. fumigatus.
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CASUISTICA E METODOS

Para a andlise da sensibilidade e especificidade dos antigenos de P. brasiliensis, H. capsu-
latum e A. fumigatus, em relacdo a antigenos comuns as micoses pesquisadas, bem como a outras
micoses, foram testados soros de pacientes com paracoccidioidomicose (22}, histoplasmose (06),
aspergilose (06) e esporotricose (01) micologicamente comprovados. Considerando-se, também, a
possibilidade de reacdes cruzadas com outras doencas cujas manifestacSes clinicas podem ser con-
fundidas com as micoses estudadas, foram selecionados soros de individuos com tuberculose (20},
neoplasia pulmonar (08), leishmaniose visceral (21) e leishmaniose tegumentar (10), comprovados
respectivamente por baciloscopia de escarro, histopatologia de pulmdo, exame direto e/ou cultura
de aspirado de medula 6ssea e demonstra¢do do parasita em cortes histolégicos.

Antigenos de P. brasiliensis, H. capsulatum e A. fumigatus: para a obtengao de antigenos
de P. brasiliensis foram utilizadas as amostras SM, 192 e 265 provenientes da micoteca do Departa-
mento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S3o
Paulo e amostra HU-2 isolada e mantida em nosso laboratério em meio Sabouraud a 359C com
repiques a cada 15 dias. As amostras foram cultivadas individualmente, para se assegurar do cresci-
mento de cada uma delas, em meio de cultura (Fava Netto et al., 1969}, por um periodo de 13-15
dias. Decorrido o prazo de crescimento, o cultivo foi ressuspenso em salina tamponada pH 7,2
(PBS) e retirado do meio. Esta suspensio foi centrifugada seis vezes em PBS, a 1.200g, durante
dez minutos, a 40C. O precipitado assim lavado, foi ressuspenso volume a volume {g/ml) e exposto
ao ultra-som (Branson Sonifier Gel Diruptor B-15, Alemanha) para rompimento das células. Foram
feitas 12 exposicdes de trés minutos de duraglo, com intervalos de dois minutos, a uma poténcia
de 95 W e uma freqiiéncia fixa de 20.000 ciclos por segundo. Apos exposicao, a amostra foi centri-
fugada trés vezes a 1.200g, durante dez minutos a 49C desprezando-se o precipitado. O sobrena-
dante foi entio centrifugado a 40.000 g durante 30 minutos, a 40C.

Para a obtenc¢do dos antigenos de H. capsulatum foram utilizadas as amostras RS-1, RS-9
e RS-36, mantidas em nosso laboratério, em meio Sabouraud a temperatura ambiente (220C). As
cepas foram cultivadas individualmente em meio de Fava Netto et al. (1969), a temperatura am-
biente durante 15 a 20 dias. As etapas de lavagem, centrifugacdo e esterilizacdo foram semelhantes
as da obtenc¢do do antigeno de P. brasiliensis. O tempo de exposicao do ultra-som foi de 18 exposi-
¢Oes de trés minutos, com as mesmas condi¢fes adotadas para a ruptura das células de P, brasiliensis.

Os antigenos de A. fumigatus constituiram-se de um ““pool” de sobrenadantes de culturas
de quatro amostras isoladas de pacientes com bola fingica pulmonar intracavitiria. Apos o cultivo
individual de cada isolado em meio liquido Sabouraud-cloranfenicol (500 mg/l) por um periodo de
quatro semanas a temperatura ambiente, adicionou-se Thimerosal na concentracdo de 1:10.000.
ApoOs uma semana foi feito repique das culturas em meio Sabouraud, para controle de esterilidade.
Os sobrenadantes foram concentrados por liofilizacdo (Modulyo, Edwards, Ltd., inglaterra). Apoés
liofiliza¢do, o material foi ressuspenso em dgua deionizada para obter-se um volume corresponden-

te a 1:20 do volume original.

Fig. 1: imunodifusio dupla; orificio central: Ag de P.
brasiliensis; orificios 1 e 4: soros de referéncia; orifi-
cios 2, 3, 5 ¢ 6: soros de pacientes com paracoccidioi-
domicose com duas linhas (2, 3 ¢ 5) ¢ uma linha (6)
de precipitacdo especifica.



IMUNODIAGNOSTICO: MICOSES SISTEMICAS E OPORTUNISTA 303

Todos os antigenos assim obtidos foram filtrados em membrana Millipore (0,45 a 0,22 um)
e foi dosado o teor proteico pelo método de Lowry et al. (1951), utilizando a albumina bovina co-

mo padrio.

Imunodifusio dupla (IDD) - Ouchterlony, 1962: foi realizada em laminas de microscopia
recobertas com gel de agarose a 1,2% em PBS. Cada soro foi testado sem inativagao prévia, frente
aos antigenos de P. brasiliensis, H. capsulatum e A. fumigatus. As laminas foram coradas pelo Coo-
massie Brilliant Blue R-250 e s6 foi considerado como positivo aquele soro que apresentasse linha(s)
de precipita¢do com identidade total com um soro de referéncia (OPAS, 1972 /Fig. 1). Como
soro padrio de histoplasmose utilizou-se um antissoro (Immuno Mycologics, Inc. USA), com linhas
de precipitacio especificas H e M (Heiner, 1958).

A concentragdo de proteinas do antigeno utilizada em cada reagdo, foi aquela onde se ob-
servou o melhor posicionamento e individualiza¢o das linhas de precipitacdo. Assim sendo, para
cada soro padrio utilizado foram feitas dilui¢Oes seriadas dos antigenos homologos.

Imunoeletroosmoforese (IEOF): foi realizada em laminas de microscopia recobertas com
3,5ml de agarose a 1,2% em tampdo tris-barbital pH 8,6 e for¢a idnica 0,05. Aplicou-se 20ul de
soro nos orificios de posi¢io anddica e 0 mesmo volume de antigeno nos de posi¢gao catddica. A
concentracdo de protefnas dos antigenos de P. brasiliensis € H. capsulatum foi 8 mg/ml ¢ de A.
fumigatus 12mg/ml. O tempo de migracio foi de 90 minutos com intensidade de corrente igual
a 5 mA por lamina, 4 temperatura ambiente (Gelman Sciences, Ann Arbour, EUA).

RESULTADQOS

Independente dos antigenos testados, ndo houve diferencga de sensibilidade entre as duas
técnicas, porém a especificidade variou de acordo com o antigeno testado (Tabela I).

TABELA I

Resultade da padronizacdo dos antigenos (Ag) de Paracoccidiocides brasiliensis
(Pb), Histoplasma capsulatum (Hc) e Aspergillus fumigatus (Af)} nas técnicas de
imunodifusdo dupla (IDD) e imunoeletroosmoforese (1IEOF)

IDD IEOF
Soros Testados AgPb | AgHc | AgAf| AgPb | AgHc | Ag Af

NO Testados/NO Positivos| N© Testados/ N¢ Positivos

Paracoccidioidomicose 22/22 22/0 22/0 22722 2217 22/0

Histoplasmose 6/0 6/5 6/0 6/1 6/5 6/0
Aspergilose* 6/0 6/0 6/6 6/0 6/0 6/6

Leishmaniose tegumentar  (0/0 10/0 10/0 10/1 10/1  10/0

*Bola fingica pulmonar intracavitaria por 4. fumigaius
Soros negativos: Candidiase sistémica (2), Esporotricose (1), Tuberculose (20),
Neoplasia pulmonar (8), Leishmaniose visceral (21) e individuos

sadios (18).

Antigenos de P brasiliensis: os 22 soros de pacientes com paracoccidioidomicose foram
positivos tanto na IDD como na IEOF, revelando assim, uma sensibilidade de 100% para ambas as
técnicas. O mimero de linhas variou de um a trés pela IDD e de trés a cinco pela IEQF. Os demais
92 soros de pacientes com diferentes nosologias e individuos sadios, foram negativos pela IDD,
conferindo assim, uma especificidade de 100% para esta técnica. Somente dois destes soros, um
dos seis (16,7%) pacientes com histoplasmose e um dos dez (10%) com leishmaniose tegumentar,
apresentaram linhas de precipitacdo quando testados pela IEOF.

Antigenos de H. capsulatum: cinco dos seis soros (83,3%) de pacientes com histoplasmo-
se, ndo submetidos a rea¢do intradérmica & histoplasmina, demonstraram precipitinas séricas pelas
técnicas de IDD e IEOF. As linhas de precipitagdo foram identificadas pela IDD como M e H, sen-
do que dois dos soros apresentaram somente a linha M. Sete soros de pacientes com paracoccidioido-
micose {31,8%) e um soro de paciente com leishmaniose tegumentar (10%) apresentaram linhas de
precipitacdo pela IEOF. Entretanto, estes soros na IDD, embora apresentassem linhas de precipita-
¢do, foram considerados negativos, pois ndo mostraram identidade com o soro de referéncia. Os
demais soros testados foram negativos tanto na IDD ¢omo na IEOF.

Antigenos de A. fumigatus: todos os seis soros de individuos com aspergilose (bola fun-
gica pulmonar intracavitiria por A. fumigatus) foram positivos pelas duas técnicas. O namerc de
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linhas de precipita¢do variou de duas a quatro na IDD e de trés a seis na IEOF. Nao houve reagio
de precipitacdo quando testou-se soros provenientes de individuos sadios ou com outrasnosologias.

DISCUSSAQ

Na utilizacao da sorologia como rotina para auxilio diagnéstico € conveniente que as téc-
nicas utilizadas sejam de ficil operacionalizacdo e interpretacdo, ndo envolvendo equipamentos ou
reagentes de alto custo.

No presente trabalho, ambas as técnicas utilizadas mostraram a mesma senstbilidade, res-
pectivamente 100%, 83,3% e 100%, quando foram testados soros de pacientes com paracoccidioi-
domicose, histoplasmose e aspergilose. Os nossos resultados em relagdo a paracoccidioidomicose
sio semelhantes aos de Restrepo (1966), Restrepo & Moncada (1972), Londero et al. (1981) ¢
Silveira Chagas (1982) que usaram como antigeno filtrado de cultura de P. brasiliensis na sua fa-
se leveduriforme. Porém, Fava Netto et al. (1976), utilizando como antigeno filtrado obtido de
duas amostras de P brasiliensis em sua fase filamentosa, encontraram positividade de cerca de 50%
e, Mistreta et al. (1983), utilizando antigeno de P. brasiliensis produzido a partir de c€lulas levedu-
riformes rompidas no ultra-som, 66% de positividade na 1IDD. Essa contradicdo poderia ser expli-
cada pela diferenca de fases (Fava Netto et al., 1976) e de amostras de P. brasiliensis utilizadas para
a producdo dos antigenos. De fato, San-Blas & San-Blas (1982) verificaram vartagées na composi-
cdo quimica da parede celular entre isolados de P. brasiliensis. E provavel que tais variagdes se tra-
duzam por diferencas na composi¢do antigénica de cada amostra. Na tentativa de diminuir esta
variabilidade, os antigenos foram produzidos por um *‘pool” de amostras de P. brasiliensis.

Nao encontramos diferenca de sensibilidade entre a IDD e a IEOQF, o que estd de acordo
com os trabalhos de Kleger & Kaufman (1973), Galussio, Fridman & Negroni (1973} e Silveira
Chagas (1982). Entretanto, Gordon et al. (1971) relataram maior sensibilidade da IEOF para o
sorodiagnéstico da paracoccidioidomicose, histoplasmose ¢ aspergilose. Acreditamos que esta
divergéncia dos resultados possa ser explicada devido a diterentes antigenos e diferentes condigdes
adotadas, tais como for¢a idnica, molaridade € composi¢cao do tampao.

Em relacdo a especificidade, a IDD mostrou-se 100% especifica ndo so frente a soros de
pacientes com micoses mas também com soros de individuos com doengas parasitérias (leishma-
niose visceral e tegumentar), bacterianas (tuberculose) e neopldsicas. Na IEOF veriticamos rea¢Oes
cruzadas entre histoplasmose e paracoccidioidomicose, além de reacdo falso-positiva observada
com soro de paciente com leishmaniose tegumentar frente a antigenos de P. hrasiliensis ¢ H. capsu-
latum. A diferenca de especificidade entre a IDD e a IEOF pode ser explicada pela nao identifica-
¢do de linhas especificas de precipitacdo na IEOF. De fato, Kleger & Kaufman {1973) desenvolve-
ram modifica¢gBes na técnica de IEOF, para o uso no sorodiagnostico da histoplasmose, de maneira
a permitir a identificag@o das linhas de precipita¢do especificas, conseguindo, assim, a mesma espe-
cificidade da IDD. Embora Restrepo & Moncada (1974) tivessem observado reagdo de identidade
entre a linha M e a precipitina 1, um dos sistemas antigeno-anticorpo especificos da paracoccidioi-
domicose, nos nossos resultados ainda que linhas de precipitagdo fossem observadas na reagao de
soros de pacientes com paracoccidioidomicose e antigeno de H. capsulatum ¢ vice-versa, nenhuma
delas apresentou identidade com o soro de referéncia.

A padronizacdo das condi¢Ges de operacionalizagdo da IDD, mostrou a sua grande sensi-
bilidade diante de soros de pacientes com paracoccidioidomicose, histoplasmose e aspergilose com-
provadas, assim como a sua grande especificidade quando soros de individuos sadios ou portadores
de outras patologias foram analisados. Esses dados aliados a fécil reprodutibilidade e ao baixo custo
fazem esta técnica muito apropriada como procedimento de rotina, para triagem de pacientes sin-
tomaticos respiratorios.

SUMMARY

Soluble antigens (Ag) from Paracoccidioides brasiliensis, Histoplasma capsulatum and
Aspergillus fumigarus were prepared and standardized by double immunodiffusion (DID) and
immunoelectroosmophoresis (IEOP). No difference in sensitivity was observed between the two
techniques; 100% of standard patient sera were positive with P. brasiliensis and A. fumigatus Ag
and 83,3% were positive with H. capsulatum Ag.

The specificity of the tests was verified testing 96 sera from patients with paracoccidioi-
domycosis, histoplasmosis, systemic candidiasis, sporotrichosis, tuberculosis, lung cancer, visceral
or cutaneous leishmaniasis and 18 sera from healthy individuals. All the three antigens were 100%
specific with the DID (using the identification pattern indicated by the confluence of test serum
with standard serum precipitin lines as a positive criterium). However in the IEQOP, the specificity
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varied with each Ag. Positive reactions with P. brasiliensis Ag were observed in 16,7% of histoplas-
mosis sera and in 10% of cutaneous leishmaniasis sera. On the other hand 31,8% of paracoccidioi-
domycosis and 10% of cutaneous leishmaniasis sera reacted with H. capsulatum Ag.

The high sensitivity and specificity of the DID test, its easy reproducibility and low cost,
led us to consider it highly appropriate as a routine procedure for the screening of patients with
respiratory infections.
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