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OBTENGAO E AVALIACAO DE ANTIGENOS DE ASPERGILLUS FUMIGATUS

Vanda de Sa LIRIO(1), Cezar Mendes de ASSIS(2), Maria Isabel N.CANO(1) & Carlos da Silva LACAZ(1)

RESUMO

Antigenos de trés amostras de A. fumigatus (354, 356, JIG) e antissoro contra
a mistura destes antigenos foram produzidos e avaliados imunoquimicamente. Os
antigenos de filtrado de cultura foram obtidos apés concentragio com acetona
conforme adaptagio da técnica descrita por Coleman & Kaufman. Em prova de
ID obteve-se 100% de positividade com os soros de pacientes com aspergilose
estudados. Com relacio aos soros heterdlogos encontramos reatividade com soro
de um paciente com candidiase e com soro de um paciente com histoplasmose'
fol encontrado padlao idéntico de resposta quando se utilizou o antlgeno de
referéncia. O antissoro foi titulado por ID, CIE e RFC' ML ontra o antigeno
especifico apresentando titulos respectivos de 1:32, 1:32 e 1:128, e utilizado para
reagir contra o mesmo antigeno por IEF, demonstrando 8 linhas de precipitagao,
sendo 5 na regido anédica e 3 na regiao catédica. O perfil de bandeamento do
antigeno em eletroforese utilizando gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 12,5%
apresentou-se complexo com 26 sub-unidades protéicas, cujos pesos moleculares
variaram de 18 a > 100kDa. Quando estes componentes foram eletrotransferidos
¢ reagidos com o antissoro especifico (“immunoblotting”), verificouse imuno-
genicidade em todas as fragdes bandeadas.

UNITERMOS: Antigeno; Antissoro; Aspergillus fumigatus

INTRODUCAO

Aspergillus fumigatus ¢ o principal agente
etiolégico da aspergilose, doenga de dis-
tribui¢do universal, acometendo principal-
mente o pulmao'. Normalmente é responsavel
por infec¢des secundarias invasivas que afetam
pacientes com outras doengas cronicas debili-
tantes ou recebendo prolongada terapia imu-
nossupressora.

Um dos principais problemas médicos do
século XX ¢ a ocorréncia de infecgdes opor-
tunisticas, sendo que o A. fumnigatus é um dos
agentes mais encontrados em individuos com
doenga de base (como tuberculose e neopla-
sia), em individuos imunocomprometidos
como transplantados fazendo uso de drogas
(imunossupressoras, anti-inflamatérios e agen-

tes quimioteripicos) e em infectados pelo virus
da AIDS.

O diagnéstico da aspergilose tem sido
feito por métodos micolégicos e histolégicos
classicos, mas nem sempre se conseguem bons
resultados, Métodos sorolégicos sio utilizados
com o intuito de se fazer o diagnéstico e
progndstico dessa doengca. As provas sorolégi-
cas aconselhadas sio ID*'*® e CIE™B, que
demonstram linhas de identidade, titulos criti-
COS € SOroconversio.

A obtengao de antigenos é de fundamen-
tal importancia em testes soroldgicos, pois dife-
rengas qualitativas ¢ quantitativas entre os lotes
produzidos separadamente afetam direta-
mente a sensibilidade e especificidade do
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método!?. Especificidade de 100% em prova de
ID pode ser garantida com o uso de antissoro
de referéncia*.

Pretendemos nesse trabalho obter an-
tigenos parcialmente purificados, segundo a
adaptagio da técnica descrita por COLEMAN
& KAUFMAN?, e antissoro especifico que apre-
sente resposta idéntica a reagente de referén-
cia, utilizados no diagnéstico de aspergilose
causada por Aspergillus fumigatus.

MATERIAL E METODOS

1. AMOSTRAS DE ASPERGILLUS FUMIGA-
TUS: foram utilizadas 3 amostras, 354 e 356
provenientes da Micoteca do Instituto de
Medicina Tropical de Sio Paulo; € J.I.G. gentil-
mente cedida pela “Corporacién para Investi-
gaciones Biologicas. Hospital Pablo Tobon
Uribe”, Medellin -- Colombia.

2. OBTENCAO DO ANTIGENO: para a ob-
tengao dos antigenos adaptamos a técnica des-
crita por COLEMAN & KAUFMAN*,
Efetuaram-se 3 repiques consccutivos de 3 dias,
a 31 °C, em dgar-Sabouraud paraadaptagao das
amostras, Do tltimo crescimento foram trans-
feridos blocos de dgar de aproximadamente
0,6 cm?® de cada amostra para frascos Erlen-
meyer contendo 250 nl de caldo-Sabouraud.
O crescimento ocorreu e fase estaciondria, a
31 °C, por 4 semanas. Apés este pertodo acres-
centou-se mertiolato, obtendo-se concentragio
final de 1:5000 e estocou-se em geladeira por 7
dias ¢ depois de filtrado, desprezou-se o
micélio. Acrescentou-se, gota a gota, volume
duas vezes maior de acetona ao filtrado sob
agitagio constante a 4 °C. Apés esta etapa
continuou-se a agita¢io por mais 15 minutos.
Centrifugou-se a mistura a 3.000 rpm por 50
min. a 4°C. Desprezouse o sobrenadante. O
precipitado foi acondicionado a 4 °C para total
evaporagio da acetona. Ressuspendeu-se o pre-
cipitado em dgua destilada estéril, para uma
concentragio final de 1:10 do volume original
de filtrado; homogenizou-se suavemente para
solubilizagio e centrifugou-se a 3.000 rpm por
50 minutos. O precipitado insolivel foi des-
prezado e o sobrenadante (antigenos) ar-
mazenado a 4 °C. A mistura dos sobrenadantes
das trés amostras foi utilizada como antigeno
para obtencio de antissoro policlonal avali-
ando-se os mesmos frente aos testes sorolégi-
cos descritos a seguir.
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3. DETERMINACAO DE PROTEINAS E
CARBOIDRATOS: o contetido de proteinas e
carboidratos totais foi determinado através das
técnicas descritas por LOWRY etal.’® e SCOTT
& MELVIN (antrona)®, respectivamente.
Usou-se como padrio albumina bovina para
proteina e glicose para carboidrato.

4. OBTENCAO DE ANTISSORO: dois coe-
lhos machos, Nova Zelandia, de 3 kg de peso
foram inoculados via subcutinea, com 0,5 ml
da mistura dos antigenos obtidos das 3 amos-
tras de A. fumigatus emulsionado com 0,5 ml de
adjuvante completo de Freund (Difco, USA).
Foram realizadas 8 inoculagdes, trés por se-
mana. Doze dias apés a dltima inoculagio fez-se
a sangria total dos animais.

5. PROVAS SOROLOGICAS UTILIZADAS
NA AVALIACAO DO ANTIGENO E DO AN-
TISSORO OBTIDOS.

IMUNODIFUSAO DUPLA DE OUCHTER-
LONY (ID): conforme descrita por OUCH-
TERLONY™. As laminas foram coradas pelo
corante “Coomassie brilliant blue R-250”
(Sigma) e descoradas com 45% de etanol abso-
luto, 10% de dcido acético glacial e 45% de dgua
destilada. Avaliou-se a mistura dos antigenos
(354, 356, JIG) de A. fumigatus obtidos ¢ os
respectivos soros humanos: 12 de pacientes
comaspergilose, 11 de pacientes com histoplas-
mose, 11 de pacientes com paracoccidioidomi-
cose, 12 de pacientes com proteina C reativa e
12 de doadores normais. Através também da
ID foi realizada titulagao do antissoro frente a
mistura antigénica. Realizou-se avalia¢io com-
parativa entre a mistura antigénica e o antis-
soro frente a reagentes {(antigeno e antissoro)
de referéncia, gentilmente fornecidos pelo
“Department of Health and Human Services -
Public Health Service - Centers for Diseases
Control”, Atlanta, Georgia, USA.

CONTRAIMUNOELETROFORESE (CIE):
baseada na descrigio original de BUSSARD? e
a coloracio das liminas conforme descrito
para ID. A CIE foi utilizada para titulagio do
antissoro frente a mistura antigénica.

IMUNOELETROFORESE (IEF): conforme
descrita por SCHEIDEGGER® e coloragao
das laminas conforme descrito para ID. Foi
realizada IEF da mistura antigénica contra o
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antissoro produzido e contra um soro de pa-
ciente comaspergilose.

REACAO DE FIXACAO DE COMPLE-
MENTO - MICRO TECNICA (RFC M): foi
realizada segundo a padronizagao da Organi-
zacao Panamericana dd Saide®. Para obtengao
do titulo do antissoro e do antigeno, tais re-
agentes foram testados em varias diluigoes a
partir de 1:8 até 1:1024.

ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILA-
MIDA COM DODECIL SULFATO DE SODIO
(SDS-PAGE): o perfil eletroforético dos an-
tigenos foi determinado a partir de géis de
SDS-PAGE, segundo LAEMMLI', com gel de
separagio a 12,5% ¢ gel de empilhamento a 5%.
Os géis foram corados pelo nitrato de prata. O
padrao de peso molecular utilizado continha
variagio de 20-94 kDa (Pharmacia, Uppsala,
Sweden).

“IMMUNOBLOTTING”: apés a separagio da
mistura dos antigenos em SDS-PAGE, a trans-
feréncia para o papel de nitrocelulose e a
reagao com os soros foi realizada como des-
crito por TOWBIN et al*. A vansferéncia das
proteinas para o papel de nitrocclulose (Milli-
pore HATE-151) ocorreu na presenca de tam-
pao de transferéncia (20% metanol, 25mM Tris
base, 192 mM glicina) pH 8,3, por 18 horas a
18V. Apés a transferéncia, o papel de nitrocelu-
lose foi saturado com solucio de leite desna-
tado a 5% em PBS-TWEEN 20 (10 mM tampio
fosfato -0,15M NaCl - 0,1% Tween 20) por 4
horas. Analisou-se amostra de soro de coelho
normal e o antissoro especifico; ambos nas
dilui¢bes de 1:50 a 1:400. Incubou-se, por 2
horas, os soros em PBS-TWEEN 20-GELA-
TINA (PBS-TWEEN 20 - 10% gelatina). Poste-
riormente, incubou-se por 2 horas com a imu-
noglobulina IgG de cabra anti-coelho marcada
com peroxidase (Sigma Chemical Co.) diluida
1:500 em PBS-TWEEN 20-GELATINA. As fitas
de nitrocelulose foram lavadas e a atividade da
peroxidade revelada com 5 mg de 3,3 diamino-
benzidina (Sigma) em 50 ml de tampao Tris-

HC10,1 M pH 7,5 € 5 ul de HsO5 (30 volumes).

RESULTADOS

1. CONCENTRACAO DE PROTEINAS E
CARBOIDRATOS : os contetidos de proteinas

dos antigenos variaram de 580 a 1.080 ug/ml

e o conteudo de carboidratos de 700 a 1.000

ug/ml conforme descrito na Tabela 1.

2. AVALIACAO DA MISTURA AN-
TIGENICA: os resultados da ID realizada com
amistura antigénica e os soros humanos encon-
tram-se na Tabela 2. Na ID obtivemos 100% de
positividade quando a mistura antigénica foi
testada frente aos soros de pacientes com as-
pergilose estudados. Um soro de paciente com
candidiase ¢ um soro de paciente com histo-
plasmose apresentaram reatividade em ID.
Mesmo apds reavaliagio desses 2 soros com os
reagentes de referéncia e lavagem das laminas
em citrato de sédio a 5%, rea¢des inespecificas
foram observadas cmn ID. As linhas de precipi-
tagao destes 2 soros nio apresentavam identi-
dade entre st e nio apresentavam identidade
com o antissoro de referéncia e com o antis-
soro produzido neste trabalho. Quando com-
paramos c¢m 1D os antigenos e o antissoro,

. acima descritos, encontramos respostas tao in-

tensas quanto aos reagentes de referéncia
(Figura 1). A mistura antigénica apresentou em
REFCM titulo ideal na dilui¢ao 1:512.

TABELA 1
Concentragao de proteinas e carboidratos totais

ANTIGENOS PROTEINAS CARBOIDRATOS

ug/ml pg/ml
354 580 700
356 740 700

JIG 1.080 1.000

Mistura
antigénica 800 800
TABELA 2

Resultados da Imunodifusio dupla de Ouchterlony reali-
zada com a mistura antigénica ¢ soros humanos

SOROS TOTAL SOROS
HUMANOS SOROS REATIVOS
Aspergilose 12 12
Histoplasmose 11 01
Candidiase 11 01
Paracoccidioidomicose 12 -
Proteina C reativa 12 -
Normais 12 -
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FIG. 1 — Imunodifusio dupla de Ouchterlony entre an-
tigeno ¢ antissoro frente a reagentes de referéncia.

1. antissoro de A. fumigatus; 2. mistura dos antigenos das 3
amostias de A, fumigatus; 3. antigeno de A, fumigatus de
referéncing 4. antissoro de A. fumigatus de releréncia,

3. AVALIACAO DO ANTISSORO: a titulagio
do antissoro frente a mistura dos antigenos
demonstraram titulos nas seguintes dilui¢oes:
ID —- 1:32; CIE -- 1:32; RFC™ - 1:128.

4. PERFIL ELETROFORETICO DOS RE-
AGENTES: observamos através de IEF, com
antissoro de coclho contra A. fionigatus, a pre-
senga de 8 arcos de precipitacao, sendo 5 na
regiao anddica ¢ 3 na regiao catédica. Com
relagio ao soro de paciente com aspergilose
estudado encontramos 4 arcos de precipitagio,
todos na |'cgi:'io anddica, coincidentes com os
apresentados pelo antissoro especifico (Figura
2). O perlil eletroforético em SDS-PAGE a
12,5%, dos antigenos, apresentaram variagio
de peso molecular de 18 a> 100 kDa, com cerca
de 26 sub-unidades protéicas (Figura 3). O
antigeno produzido com a amosura JIG foi o
que apresentou perfil eletroforético mais com-
plexo ¢ com sub-unidades protéicas mais den-
samente coradas,

-

b e .

FIG. 2 — Imunoeletroforese da mistura dos antigenos das
trés amostras de A. fumigatus.

1. canaleta contendo antissoro de A. fumigatus; 2. orificio
com a mistura antigénica; 3. canaleta contendo soro de um
paciente com aspergilose.

362

pm
100- i
40- e
_ s
e . -
18-
- =i
354 356 jig

FIG. 3 — Perfil eletroforético em SDS-PACE para cada

antigeno de Aspergillus fumigatus. Corado pelo nitrato de

[prata.

5. “IMMUNOBLOTTING”: através do “im-
munoblotting” da mistura antigénica ensaiada
com o antissoro especifico, observamos imuno-
genicidade em todas as sub-unidades protéicas
separadas em SDS-PAGE (Figura 4) niao se
verificando diminui¢ao da intensidade de
reacao nas diluigoes estudadas. A analise do
soro controle do coclho revelou reatividade
fraca com algumas fra¢des, o que era quase
imperceptivel na dilui¢ao 1:400. Apesar da rea-
tividade em comum (soro normal ¢ antissoro)
o antissoro especifico apresentava reagao com
intensidade muito maior.

DISCUSSAO

Métodos sorolégicos tém se mostrado
liteis no diagnostico da aspergilose, quando os
métodos convencionais (exame direto e cul-
tura) sao duvidosos ou de dificil realizacao.
Virias provas sorolégicas tém sido estudadas,
tais como reacio de fixagio de complemento'”,
imunodifusao®'**, aglutinacao em latex’, tes-
tes eletroforéticos e radioimunocletroforese
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FIG. 4 - “Immunoblotting” — Mistura dos antigenos das trés
amostras frente ao antissoro de A. fumigatus

cruzadas®'t1220 0 ELISA> ¢ “immunoblot-
ting"217:%5,

A busca de um teste especifico, sensivel,
de facil realizacio e acessivel a grande niimero
de laboratérios de rotina em Micologia tem
focalizado a ID como alternatival. Varios sao os
antigenos descritos na literatura' %818 yilj-
zados na prova de ID. BROUWER (1988) com-
parou a detecgao de anticorpos anti-A. fumiga-
tus nas provas de ID, ELISA e “Immunoblot-
ting”, encontrando boa correlagao entre ID e
ELISA quando o soro de paciente continha
altos niveis de anticorpos. Verificando que a
maioria dos soros com fraca positividade em
ID, quando foram titulados em ELISA apresen-
tavam titulos dentro do normal e mostravam
padrées em “immunoblotting” normais.

Antigenos de Aspergillus padronizados e
reprodutiveis, que nio reagem com a proteina
C, foram preparados por extragio com ace-
tona, de filtrados de cultura de 5 semanas de
crescimento em meio liquido de Sabouraud
por COLEMAN & KAUFMAN!,

Com o intuito de produzir antigeno e
antissoro com caracteristicas idénticas aos pro-
duzidos por COLEMAN & KAUFMANY, sendo
também considerados de referéncia para ID,
adaptamos sua metodologia a realidade de
nosso laboratério.

Para COLEMAN & KAUFMAN"* o teste da
ID mostrou-se 100% especifico quando utili-

zado com soro de referéncia. O aparecimento
de outras linhas de precipita¢io podem ocor-
rer com soro de pacientes com aspergilose, mas
um diagnéstico especifico sé pode ser feito na
presenca de identidade entre o soro de referén-
cia e a amostra estudada. Soros de pacientes
com candidiase e histoplasmose podem conter
precipitinas reativas com precipitonogénios de
Aspergillus. Em nossos experimentos encontra-
mos positividade com um soro de paciente com
histoplasmose ¢ com um de candidiase o que
foi confirmado utilizando-se antigeno de
referéncia, mas as linhas de precipitagio en-
contradas nio apresentavam identidade com o
antissoro padrio e com o antissoro produzidos
neste trabalho.

Na ID realizada entre a mistura dos an-
tigenos e o antissoro produzidos, frente aos
reagentes de referéncia, obtivemos resposta
mais intensa com os reagentes por nés produzi-
dos, observando, porém, padrio semelhante
de resposta.

Todas as provas utilizadas neste trabalho,
demonstraram a antigenicidade e a complexi-
dade dos preparados. Tém sido demonstrado
que os componentes antigénicos do A. fumiga-
tus variam entre cepas, fases de crescimento ¢
meio de cultura'2!,

Conforme descrito na literatura existe
variabilidade de amostras que interferem na
eficiéncia dos antigenos obtidos®'. Em nosso
trabalho obtivemos melhores resultados
quando a amostra utilizada era a JIG. Testes
com outros meios de cultivos para produgao de
antigenos de A. fumigatus (dados ainda nio
publicados) confirmam estes resultados.

A metodologia utilizada na obtengao dos
antigenos e do antissoro apresentaram resulta-
dos que nos permitiram utilizi-la em rotina
sorolégica de triagem diagndstica e no acom-
panhamento de controle de cura de pacientes
com aspergilose nas provas de ID, CIE e RFCM!,

SUMMARY

Obtention and evaluation of Aspergillus
Jumigatus antigens extraction

Antigens [rom three strains of Aspergillus
Sfumigatus (354, 356, and JIG) and an antiserum
against the mixing of these antigens have been
produced, and evaluated immunochemically.
The antigens were obtained through a modi-
fied Coleman & Kaufman technique (culture
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filtrate concentrated by acetone). Analysis by
the immunodiffusion test (ID) against homolo-
gous serum has yielded 100% sensitivity (with
the studied sera). Concerning heterologous
sera we found reactivity with a serum of a
patient of candidiasis and another with histo-
plasmosis. The same result was obtained with
a reference antigen in immunodiffusion, show-
ing similar standards of response. Titration of
the antiserum by ID and counterimmunoclec-
trophoresis showed a title of 1:32, and by com-
plement fixation (micro-technique) a title of
1:128. Using immunoeclectrophoresis (IEF), the
produced antiserum yielded 8 lines of precipi-
tation (5 in the anodic pole and 3 in the
cathodic one). In SDS-PAGE at 12.5% the anti-
gen has presented a rather complex electro-
phoretic profile (26 proteic subunits with a
molecular weight ranging from 18 a> 100 kDa).
Immunogenicity of the antigen was observed
in all fractions of SDS-PAGE when the immu-
noblotting against the antiserum was carried
out.
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