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ESTUDIO COMPARATIVO DE LA PATOGENICIDAD Y LA ANTIGENICIDAD DE 6 CEPAS
DE PARACOCCIDIOIDES BRASILIENSIS

J.L.FINQUELIEVICII, R. NEGRONI, C.A.IOVANNITTI & M.R.L de ELIAS COSTA.

RESUMEN

Fueron estudiadas en forma comparativa 6 cepas de P. brasiliensis con ¢l propésito de determinar
su patogenicidad para la rata y su antigenicidad. Las mismas fueron aisladas de : 1) biopsia de cuello
uterino en 1989 (U), 2) biopsia de mucosa bucal en 1988 (V), 3) aspiracién 6sea en 1991 (63265),
4) testiculo de cobayo 1984 (C24), 5)puncién-aspiracién ganglionaren 1986 (G) y 6) cepa proveniente
de la Escola Paulista de Medicina (339).

Se prepararon antigenos citoplasmaticos liofilizados de cada una de ellas, en la concentracién
final de 100 mg/ml y se realizaron pruebas de inmunodifusion frente a 6 sueros patrones positivos de
ratas. En este ensayo todos los antigenos presentaron dos ¢ tres bandas de precipitacién. Para estudiar
el poder patégeno sc inocularon, en total, 120 ratas Wistar, de ambos sexos de 200 g de peso, por via
intracardiaca con suspensioncs de la fase levaduriforme del P. brasiliensis, en concentraciones de 3
x 107y 5 x 107 células/ml de cada cepa. Los animales que no muricron espontdneamente fueron
sacrificados a los 14, 28,42, 56 y 70 dias post-infcccién y se evaluaron los siguientes parametros: A)
exdmenes macro y microscopicos de pulmones, higado, bazo y rifiones; B) cultivos de un pulmén y
C) prucba de inmunodifusién con antigeno homdélogo. Se consideré ademds, el porcentaje de muertes
espontaneas por cada cepa. Los resultados de estos estudios fueron los siguientes:

Cepas Muertes Granulomas Cultivos Lesiones Prueba
espontdneas pulmonares pulmonares extrapulmonares ID
% % (+) % (+)
U 0 100 >90 >50 100
G 35 100 >90 >50 565
63265 >50 100 100 80 49.5
C-24 5 75 15 10 87.5
339 0 Y 0 o 0
v 0 o] 50 0 100

No se observé relacién entre la patogenicidad y la antigenicidad. La cepa mas virulenta
correspondié a un aislamiento reciente a partir de una forma juvenil grave y la mas antigénica fue una
cepa, morfolégicamente atipica, que no provocd lesiones macroscépicas ni microscopicasen los érganos
de las ratas.
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INTRODUCCION

Varios autores han demostrado que las cepas de
Paracoccidioides brasiliensis difieren mucho en su
patogenicidad para animales de laboratorio. Se han
empleado para tal fin habitualmente ratones y hamsters
1256891511819 115 sido posible observar también que
las cepas son antigénicamente heterogéneas®®16!%1%,
Recientemente hemos trabajado con ratas Wistar como
modelo experimental de paracoccidioidomicosis™'%!!,
Este animal presenta una enfermcdad progresiva y
cronica, con alteraciones anatomopatolégicas seme-
jantes a las de la paracoccidioidomicosis humana y
lesiones principalmente pulmonares’. Su utilidad en el
estudio de la eficacia de diversas drogas antifiingicas ha
sido demostrada en trabajos anteriores!®!!.

El propésito de esta investigacion fue establecer si
habia diferencias del poder patégeno de distintas cepas
de P. brasiliensis frente a la rata Wistar y si la virulencia
guardaba relacion con la antigenicidad. Las razones para
estudiar esta correlacidn entre antigenicidad y virulencia
son: 1) ambas propiedades del P. brasiliensis han
demostrado ser variables en las diferentes muestras de
esta especic fungica, pero son escasos los trabajos que
las vinculan entre si, SINGER-VERMES et al.'”; SAN
BLAS & SAN BLAS?", rclacionaron la virulencia al
contenido de a 1-3 glucanos en la pared celular del P.
brasiliensis.

MATERIALES Y METODOS

Cepas de P. brasiliensis estudiadas.
Fueron examinadas 6 cepas cuya procedencia se
detalla a continuacion:

1) U: fue aislada de una biopsia de cuello uterino en
1989.

2)  632635: se cultivo a partir de una aspiracién dsea de
una forma infanto juvenil en 1991.

3) V: se obtuvo a partir de una biopsia de mucosa
bucal en 1988.

4) G: fue aislada de una puncién-aspiracién gan-
glionar en 1986.

5) C24: fue cultivada de un testiculo de cobayo
inoculado conun cultive procedente de un paciente.
La cepa fue aislada del cobayo cn 1984.

6) 339: cultive de P. brasiliensis procedente de la
Escola Paulista de Medicina, cepa empleada para la
preparacion de antigenos para pruebas de inmuno-
difusion.
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Estas cepas fueron mantenidas en cultivos en agar-
caldo glucosado al 2%, incubadas a 37°C y repicadas
cada 10 dias.

Preparacion de antigenos citoplasmatico de P.
brasiliensis

Las diversas cepas de P. brasiliensis fueron sem-
bradas en frascos de Roux con medio de agar-caldo
glucosado al 2%. La inoculacién de los frascos se llevé
a cabo con una suspension densa de la fase leva-
duriforme obtenida a partir de cultivos de 72 hs. de
incubacién a 37°C. Después de sembrados se los dejé
incubar a 37°C durante 10 dias. A continuacién se
suspendié el desarrollo en agua destilada estéril con
mertiolato-borato de sodio 1/10000 y se mantuvo la
suspensién a temperatura ambiente (aproximadamente
20°C) durante 24 hs. Seguidamente se efectuaron tres
lavados por centrifugacién con agua destilada estéril y
el paquete de elementos levaduriformes fue suspendido
nuevamente cn agua destilada adicionada de mertiolato-
borato dc sodio 1/10000 y un inhibidor de proteasas, el
fenilmetilsulfonilfluoruro hasta la concentracién final
de 1/5000. La ruptura de las levaduras se llevd a cabo
en un homogencizador de tejidos Braun, con perlas de
vidrio de 0,2 mm, en 3 ciclos de 10 minutos cada uno
a 2000 r.p.m.

Las paredes celulares fueron separadas por cen-
trifugacion refrigerada a 4°C a razén de 10.000 r.p.m.,
durante 30 minutos y el sobrenadante fue liofilizado.
Para las pruebas de inmunodifusién en gel de agar se
utiliz6 una concentracién de 100 mg/ml de polvo
liofilizado en agua destilada. Se utilizd este parametro
fisico para determinar la concentracién del antigeno,
porque es conocida la gran variacion en la composicién
quimica de las diversas cepas del P. brasiliensis. La
concentracion seleccionada fue elegida por experiencias
previas con ¢l obtenido a partir de la cepa U.

Pruebas de inmunodifusion

La capacidad antigénica “in vitro™de las cepas en
estudio, fue determinada mediante pruebas de inmuno-
difusion en gel de agar con sueros de ratas, previamente
inoculadas con la cepa U, que habian demostrado
reacciones positivas frente al antigeno patrén provisto
por Pires de Camargo (antigeno metabélico obtenido a
partir de la cepa 339). Se empled la técnica de inmuno-
difusion de Ouchterlony con las modificaciones pro-
puestas por ZAROR et al.®. Las pruebas se llevaron a
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cabo con sueros sin diluir, se las dejé a temperatura
ambiente durante 72 hs. y la lectura se realizé después
de haber cubierto las placas con una solucién buffer de
citrato de sodio pll 8,2 durante una hora.

Una vez demostrado ¢l poder antigénico de los
extractos citoplasmdticos de cada una de las cepas y
durante los estudios de patogenicidad, las ratas fueron
sangradas por puncién cardiaca antes de ser sacrificadas
y los sueros fueron guardados a -20°C hasta el momento
de realizar las prucbas seroldgicas.

Estas se llevaron a cabo con el antigeno homélogo,
empleando la técnica de inmunodifusién antes mencio-
nada.

Estudio del poder patégeno de las cepas de P.
brasiliensis
Animales utilizados:

Se emplearon 120 ratas Wistar, en igual nimero de
ambos sexos, con un peso aproximado de 200 g. Los
animales fueron endocriados en el Departamento de
Microbiologia de la Facultad de Medicina de Buenos
Aires. Esta raza de ratas ha sido emplecada en otros
estudios de paracoccidioidomicosis experimental®!.

Preparacion del inéculo

Fue realizado a partir de cultivos de la fase leva-
duriforme, de 72 hs. de incubacién a 37°C en agar-caldo
glucosado al 2%. Por cada cepa se prepararon dos
suspensiones con 3x107 y 5x107 células por ml. Se
comprobd una viabilidad mayor del 80% de las células
fiingicas por el método de naranja de acridina®. Las ratas
fueron sometidas a una anestesia etérca suave ¢ inocu-
ladas con 0,5 ml de las suspensiones antes mencionadas,
por via intracardiaca. Por cada cepa se emplearon 20
ratas para conformar 2 grupos de 10 animales inoculados
con cada suspension. La magnitud de los indculos fue
cstablecida en una expericencia preliminar con la cepa U
y se utilizaron dos dosis para obsecrvar si existia
correlacion entre el in6culo infectante y el desarrollo de
la enfermedad experimental.

Estudios de los animales infectados.

Se sacrificaron 2 ratas de cada grupo a los 14, 28,
42, 56 y 70 dias post-infeccion, previamente se tomé
una muestra de 2 ml de sangre cardiaca para estudios
serolégicos. Todas las ratas fueron sometidas a autop-
sia completa y se estudiaron sistematicamente
pulmones, corazdn, higado, bazo y rifiones. Estos
organos se procesaron de acuerdo al siguiente protoco-

Fig. 1 - Observacion macroscépica de lesiones pulmonares, hepaticas,
esplénicas y renales en rata Wistar, inoculada con la cepa 63264. Muerte
espontanea a los 30 dias.

Fig.2-Examen microscopico de granulomas epitelioides de miocardio con
abundantes Paracoccidioides brasiliensis en rata Wistar, inoculada con la
cepa 63264. H&E 400X. Corresponde ao mismo animal de la figura
anterior.

lo: 1) examen macroscépico de todos los 6rganos en
busca de granulomas (Fig.n°1); 2) estudio microscopi-
co al estado fresco de los 6rganos con alteraciones
macroscoépicas; 3) estudio histopatolégico de cortes de
los distintos érganos tefiidos con hematoxilina-eosina
(Fig.n°2); y 4) cultivos de pulmones. Estos tltimos se
llcvaron a cabo con una suspension homogénea de un
pulmoén entero en 5 ml de solucidn salina isoténica
estéril. El homogencizado fue obtenido en mortero con
arcna estéril y sc sembré en 3 tubos de agar-miel de
Sabouraud y en 3 tubos de caldo glucosado al 2%.
Ambos medios de cultivo contenian una mezcla de
cloranfenicol-estreptomicina a razén de 100 ug/ml y
cicloheximida en la proporciéon de 300 ug/ml. La
incubacidn se llevo a cabo a 28°C y 37°C, durante 4
scmanas y se anoté la presencia o ausencia de
desarrollo del P. brasiliensis. Las colonias fueron
identificadas por examen microscépico.
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Se anot6 el dia de deceso dec los animales que - TABLA 1
Estudio del poder patogeno en ratas Wistar inoculadas

murieron espontaneamente y, sicmpre que fue posible, con 6 cepas de P. brasiliensis

se les practicd la autopsia de acuerdo al protocolo de

estudio expuesto previamente. Dosis % de animales % cultivos
Cepas infectantes granulomas de pulmén
tipicos positivos
RESULTADOS P H B R CO
Patogenicidad U 3x107 100 0 10 20 10 90
. e 5x107 100 10 10 50 10 100
Los resultados obtenidos estdn sintetizados en la
Tabla n® 1. La produccion de granulomas epitclioides es G 3x 107 100 60 40 60 30 86
muy precoz en este modelo experimental. Los animales 5x107 100 20 20 30 20 100
sacrificados a los 14 dias ya exibian este tipo de 63265 3x107 100 60 80 40 20 100
respuesta. Los resultados de los exdmenes macros- 5x 107 100 60 80 40 20 100

cépicos, demostrando granulomas, coincidieron con la

. . C24 3X 107 80 10 10 10 0 20
presencia de abundantes formas levaduriformes de P.

5X 107 70 10 10 10 0 10
brasiliensis en el estudio microscépico al estado fresco

y la observacién de granulomas cpitelioides bien 339 3X 107 6 0 0 0 0 0

- 5X 107 6 0 0 0 o 0
desarrollados con abundanics hongos parasitos en la
histopatologia. Por este motivo se expresan en la Tabla \% 3X 107 0O 0 0 0 o 40
n° 1, sélo como porcentajes de animales de cada grupo 5X 107 0 0 0o 0 0 60

que exhibicron lesiones granulomatosas. En las ratas
inoculadas con las cepas menos virulentas, se
observaron respuestas diferentes, en la cepa C 24 se

Referencias: P.: Pulmén., H.: Higado., B.: Bazo., R.: Rifion., CO.: Corazén

comprobaron pequefios granulomas epitelioides con GRAFICO 2
. 0 . PRODUCCION DE ANTICUERPOS EN RATAS WISTAR INOCULADAS CON
escasos pardsitos en el 70 u 80% de los animales, en & CEPAS DE PARACOCCIDIOIDES BRASILIENSIS

tanto que en la muestra V sc observaron elementos
parasitarios del P. brasiliensis en los pulmones, rodca-
dos por una respuesta inflamatoria escasa o atn aisla-
dos cn los septos interalveolares. Sin embargo, los
resultados de los cultivos de pulmén, demostraron que
algunos de estos microorganismos estaban viables.

En todas las cepas examinadas se observé una
tendencia a la disminucidon de las lesiones extra-
pulmonares con la evolucidn de la enfermedad experi-
mental hacia la cronicidad (40 a 50 dias post-infeccion).

Sin embargo los granulomas pulmonares permanecieron
activos en las cepas virulentas y poseyeron gérmenes
viables durante todo ¢l periodo controlado (70 dias).

GRAFICO 1

NUMERO DN MUERTES ESPONTANEAS POR LA INOCULACION
EIPERIMENTAL EN RATAS WISTAR DE & CEPAS DE F.BRASILIENSIS

N® de muertes asponianeas

La mayor parte de las muertes espontaneas, 17/18
ratas, se produjcron cntre los 18 y 32 dias post-infeccién
y fucron ocasionadas por la gran diseminacién de las

T 7 lesiones de paracoccidioidomicosis (Grafico n® 1).
7=
U G 63s  C 339 v Las muestras de P. brasiliensis que determinaron
cepas estudiodas
mayor nimero de muertes espontdneas fueron también
Inéculo . . ., .
| s s Cottuies W5 210 coruicn la que produjeron porcentajes mas altos de lesiones

extrapulmonares y de cullivos pulmonares positivos.
(Tabla n® 1 y Grifico n° 1).
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Antigenicidad

Como fue expuesto anteriormente las seis cepas
estudiadas demostraron que producian bucnos antigenos
citoplasmaticos en los estudios “in vitro” {rente a sueros
positivos de ratas. Estos resultados, asi como la
existencia de una banda de precipitacién con reaccion de
identidad entre todos estos reactivos, torné innecesaria
la titulacién en bloque de los mismos.

Resulta més dificil interpretar los resultados de las
pruebas de inmunodifusion, realizadas con estos antige-
nos, frente a los sueros de ratas empleadas en los
estudios de patogenicidad. Esto se debe a que la rata
forma tardiamente anticuerpos especificos (después de
30-40 dias de la infeccién) y a que las cepas mas viru-
lentas ocasionaron un numero elevado de muertes
espontaneas en estadios tempranos, inter{iriendo asi con
la demonstracién de anticuerpos. Una de las cepas (339),
que carecia totalmente de poder patégeno para las ratas,
no generd la produccién de anticucrpos especificos
cuando fue inoculada (Gréfico n°® 2). La cepa V, que no
produjo granulomas epitclioides, ni muertes espon-
taneas, pero que tenia microorganismos viables en los
pulmones, determiné la formacion de anticuerpos en
todos los animales. Igual comprobacion se obtuvo con
lacepa U, que provocé graves lesiones pulmonares, pero
no muertes espontaneas.

CONCLUSIONES

Se comprobaron diferencias marcadas de poder
patégeno para la rata Wistar entre las cepas de P.
brasiliensis estudiadas. Estas fueron ficilmente puestas
en evidencia por varios critérios: a) porcentajes de
muertes espontdneas; b) formacién de granulomas
epitelioides con abundantes P. brasiliensis en los pul-
mones y en otros drganos y ¢) porcentaje de cultivos pul-
monares positivos. Los tres criterios de evaluacién
mostraron resultados concordantes, a mayor cantidad de
muertes espontdneas, mas elevado porcentaje de
lesiones extrapulmonares y de cultivos pulmonares po-
sitivos.

Las caracteristicas de las lesiones histopatolégicas
observadas y el lapso en que se produjeron la mayoria
de las muertes espontanecas sugieren que este micro-
organismo estimula una reaccién granulomatosa con
abundantes células epitelioides y células gigantes tipo
Langhans relacionadas con la hipersensibilidad mediada
par células.

Se observaron 2 cepas con patogenicidad muy redu-
cida o nula. La muestra V, es morfoldgicamente atipica,
ocasiond lesiones muy pequeiias, invisibles macros-
copicamente, pero con gérmenes viables en muchos
animales y buena formacion de anticuerpos especificos.
La cepa 339, usada para la preparacién del antigeno
metabolico patrén para inmunodifusién, resulté ser ca-
rentc de patogenicidad para la rata.

Los resultados obtenidos con dos inéculos diferen-
tes por cada cepa, indican que la dosis infectante no fue
un factor destacado en la patogenicidad, en general una
misma cepa proporciond resultados semejantes con
ambas dosis. Estas comprobaciones estan de acuerdo
con lo encontrado por ACOSTA et al.'.

Nos proponemos estudiar en el futuro, si la
inoculacién previa de las cepas V y 339 torna a los
animales mas resistentes frente a la inoculacién experi-
mental con las muestras patégenas.

Las 6 cepas examinadas produjeron antigenos
citoplasmadticos aptos para las reacciones de inmuno-
difusion en gel de agar, cuando se los utilizé en la
concentracién de 100 mg/ml. Pese a que hubo pro-
duccion de bandas de precipitacion diferentes, todos los
reactivos mostraron una de ellas en comin.

Las cepas que provocaron infeccion en las ratas con
sobrevida larga, determinaron 100% de reacciones de
inmunodifusion positivas (cepas U y V). Por el contrario
aquellas muestras que no infectaron a la rata (cepa 339),
asi como las que provocaron muertes tempranas, exhi-
bieron resultados negativos de esta reaccion, ya sea en
forma total o parcial.

Tampoco pudo comprobarse un nexo entre ambas
propicdades y el tiempo durante el cual la muestra fue
mantenida “in vitro”, ya que las cepas 63265 aislada en
1991 y la cepa G mantenida por repiques desde 1986
fueron las mas patégenas.

Los resultados obtenidos sefialan ia necesidad de
estudiar la virulencia de cada cepa, en forma minuciosa,
antes de llevar a cabo estudios sobre la eficacia de
antifiingicos “in vivo™.

Por todo lo expuesto podemos concluir que: a) la
cepa 339 no tuvo capacidad de infectar a los animales.
El antigeno obtenido pudo detectar anticuerpos en todos
los animales infectados; b) la cepa V presentdé baja
patogenicidad ya que si bien pudo infectar a las ratas y
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estimulé la formacién de anticuerpos, pero no produjo
granulomas; c¢) las cepas U y C24 fueron capaces de
enfermar a los animales, estimular la formacion de
granulomas y originar la produccién de anticuerpos, se
las considerd de patogenicidad intermedia; d) las cepas
G y 63265 fueron calificadas como de alta patogeni-
cidad, ya que produjeron el mayor porcentaje de muertes
espontaneas, lesiones extrapulmonares y cultives pul-
monares positivos.

SUMMARY

Comparative study of pathogenicity and
antigenicity of six Puaracoccidioides brasiliensis
strains

A comparative study of antigenicity and patho-
genicity for rats of six Paracoccidioides brasiliensis
strains was carried out.

The antigenic capacity “in vitro” of cytoplasmic
extract from each strain was dctermined by immuno-
diffusion test against 6 serum samples obtained from
rats experimentally infected with Paracoccidioides
brasiliensis, that had presented positive reactions with a
metabolic control antigen. The cytoplasmic extracts
were used at final concentration of 100 mg/ml. All of
them showed 2 or 3 precipitation bands in this assay.

One hundred twenty Wistar rats both sexes
weighing approximately 200 g, were inoculated
intracardiacally with suspensions of the yeast phase of
different P. brasiliensis strains. Two concentrations
containing 3x107 and 5x107 cells/ml of each isolate were
prepared.

The inoculated animals were divided in two groups,
one was left to its spontaneous outcome and the
percentages of deaths were registered and the other rats
were sacrificed at 14, 28, 56 and 70 days post-infection.
The following parameters were taken into account for
evaluation: A) presence of macroscopic granulomas in
lung, liver, spleen and kidney; B) presence of P.
brasiliensis in microscopic exams of the same organs, in
wet preparations and in hystologic sections stained by
H&E; C) culture of lung and D) immunodiffusion test
using pre-mortem serum samples and the homologous
antigen.

The correlation between the most important
parameters studied in each strain are summarized as
follow:

540

Strain  Spontanecous Pulmonary Lung Extra-  Positive

death granulomas cultures pulmonary ID-test

(+) lesions
Y% Y% % % %

U 0 100 >50 >50 100
G 35 100 >50 >50 56.5
63265 >50 100 100 80 49.5
C-24 S 75 15 10 87.5
339 0 0 0 1] 0
\Y 0 1] 50 o] 100

As no significant differences between the two ino-
cula employed for each strain was observed, the before-
mention results are the average of those obtained with
each inoculation doses.

The most virulent strain was a recent isolate from
an acute disseminated form of the juvenil type. A
morphological atypic isolate, which produced a very
mild experimental infection with viable P. brasiliensis
determined 100% of positive immunodifussion tests.
The strain 339 did not produce infection in the rats, and
the animals inoculated did not presented antibodies.
Nevertheless this strain is useful to prepare antigens for
serologic reactions.

No correlation between antigenicity or pathoge-
nicity and the time during which these strains were
mantained “in vitro” could be established.
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