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REACAO DE FIXACAO DO COMPLEMENTO CONGLUTINANTE
NA BLASTOMICOSE SUL-AMERICANA

Lucia M. Singer (1) e Celeste Fava NerTO (2)

RESUMO

Estudou-se a reagfo de fixagdo do complemento conglutinante na blastomicose
sul-americana usando-se antigeno polissacaridico extraido de células leveduriformes
do Paracoccidioides brasiliensis. Foram determinadas, inicialmente, a dose 6ti-
ma de antigeno, e as condigdes 6timas de incubagdo primaria, quanto ao tempo e
a temperatura. Em seguida, foram estudados 36 soros de 18 pacientes de blasto-
micose sul-americana e sete de individuos normais, pela reagio de fixacdo do com-
plemento conglutinante, comparalivamente com as reagbes de precipitagio e de

fixago do complemento hemolitica.

Os Autores concluiram que, do ponio de vista diagnéstico a reacio de fixagdo
do complemento conglutinante nio apresenta vantagens sbbre as reaces ja estu-

dadas de precipitacio e de fixacio do complemento hemolitica.

Os resultados obti-

dos indicam, no entanto, a necessidade de novos estudos para esclarecer a natureza
do anticorpo responsivel pela reacio de fixacio do complemento conglutinante.

INTRODUCAO

Numerosos sfo os trabalhos publicados a
partir de 1910 s6bre a utilizagdo da reacfo
de fixacho do complemento conglutinante
(RFCC) no diagnéstico de infecgGes por bhac-
térias, virus, riquétsias e protozoarios no ho-
mem e nos animais, Relacio dos trabalhos
ja4 publicados € encontrada nas revisGes de
CoomBs & col. 2 e LacuMany ®. CawpERY &
col.* compararam a RFCC com a reagéo de
fixacdo do complemento hemolitica (RFCH)
no diagnéstico da febre da costa leste (East
Coast Fever): enquanto era impossivel fazer
diagnéstico pela RFCH os Autores obtiveram
bons resultados com a RFCC. Em 1968,
Gurrajant & col. 7 realizaram pesquisa s6-
~ bre a RFCC no diagnéstico da brucelose bo-
" vina obtendo resultados superiores aqueles

das reagbes de aglutinagio em tubos e em

placas. De modo geral os trabalhos referi-
dos na literatura sio discordantes quanto ao
valor da RFCC no diagnéstico das varias

infecgbes principalmente quando considera-
das a sensibilidade e a especificidade de tal
reacao.

Nio encontrando, na literatura consultada,
veferéncias sbbre o emprégo da RFCC no
diagnéstico das micoses profundas, procura-
mos estuda-la na blastomicose sul-americana.
Para a avaliagfo correta de tal tipo de rea-
¢lo empregamos como parimetros j4 bem co- .
nhecidos na blastomicose sul-americana as.
reacoes de precipitacio e de fixacdo do com-
plemento hemolitica, comparativamente rea-
lizadas nos mesmos soros.

MATERIAL E METODOS

1) Amnsigeno — Foi utilizado antigeno.
polissacaridico, extraido de células leveduri-
formes do P. brasiliensis, conforme técnica.
descrita por Fava NeTTO ® € Fava NETTO &
col. ©.
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2) Soros — Foram examinados 36 soros
‘de 18 pacientes de blastomicose sul-americana
e sete de igual nimero de individuos nor-
mais, todos colhidos no Hospital das Clini-
cas e na Faculdade de Medicina da U.S.P.

3) Complemento de cavalo — Foi utili-
zada mistura de soros de dois cavalos como
fonte de complemento para a reagio de con-
glutinagio. Os soros foram gentilmente ce-
didos pelo Instituto Pinheiros e conservados
a —20°C em pequenas aliquotas depois de
misturados.

4) Conglutinina e anticorpo heterdfilo —
Fstes elementos sdo encontrados naturalmen-
te em soro de boi. O séro nos foi fornecido
gentilmente pelo Instituto Pinheiros e con-
servado a —20°C em pequenas aliquotas.

5) Hemdcias de carneiro — Utilizamos
sempre mistura de hemécias de dois carnei-
ros sendo que o sangue de cada animal era
colhido e preservado em solugio de Alsever.

6) Solugao fisiolégica — Foi usada so-
lugdo fisiolégica tamponada com veronal de
acérdo com a férmula fornecida por Fava
NeTTO %,

7) Complemento de cobaio e hemolisina
~— Preparados e usados segundo as recomen-
dagbes de Fava Nerro 2

8) Soro positivo testemunho — Consti-
tuido de mistura de soros de casos compro-
vados de blastomicose sul-americana. Guar-
dado em pequenas aliquotas a -20°C. Essa
mistura fol usada, como testemunho positivo,
tdda a vez que eram realizadas as reacbes e
também no estudo do antigeno e das condi-
cdes Otimas para a reagdo,

9) Técnica da RFCC — Foi empregado
o método de Hore & CoomBs® como des-
crito por CooMBs & col. ? tanto na titulagio
dos elementos como na realizacio das rea-
¢oes,

10) Técnica da RFCH — FEsta reacho

foi realizada segundo a técnica preconizada-

por Fava Nerrto ®.

11) Reagdo de precipitagio — Executa-
da segundo Fava Nerro °.

RESULTADOS

1) Determinacio da dose étima de antigeno
A Tabela I refere os resultados obtidos na
titulagio do antigeno que foi empregado em
todas as experiéncias aqui referidas. Como
se observa na Tabela I o antigeno polissaca-
ridico obtido do Paracoccidioides brasiliensis
é ligeiramente anticomplementar até a dilui-
cao de 1/5 e a maior diluicdo que ainda
revelava o maior titulo para o sbro positivo
(dose 6tima) era de 1/40. Esta dilui¢do do
antigeno fol utilizada em t6das as RFCC.

Determinaciao da temperatura e periodo
de tempo ideais de incubagdo para a
reacdo de fixacdo do complemento con-
glutinante

2)

A Tabela II refere os resultados obtidos
neste estudo. A primeira coluna registra as
temperaturas e a segunda os tempos de in-
cubacio. Na terceira coluna sdo referidos os
titulos obtidos para o sbro positivo e na
quarta a atividade anticomplementar do mes-
mo sbro. Nas quinta, sexta e sétima colunas
estdo referidos os resultados obtidos nos tes-
temunhos usados sendo que os numeros re-
presentam a intensidade da conglutinacfio.

- Verifica-se pelos resultados da Tabela II
que o aumento da temperatura e também o
do tempo de incubagio aumentam o poder
anticomplementar do antigeno. Verifica-se,
ainda pelos resultados da Tabela II, que o
complemento de cavalo perde a atividade
quando incubado por 4 horas a temperatura
ambiente ou 30 minutos a 37°C. A incuba-
cdo a 4°C nfo altera a sua atividade mesmo
apbs 18 horas de incubagfo. Também a ati-
vidade anticomplementar do sbro positivo
aumenta com o aumento da temperatura e
do tempo de incubagfo. Baseados em tais
titulacdes, elegemos como condictes ideais de
tempo e temperatura para a incubagfo pri-
maria da RFCC, 2 horas a 4°C, pois com
esta incubagdo obteve-se um titulo alto para
o0 sbro positivo e o testemunho do séro mos-
trou-se também dos mais satisfatérios,

3) Resultados obtidos na blastomicose
sul-americana i

A Tabela III refere os resultados obtidos
no estudo de 36 soros de 18 pacientes de
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TABELA I

Titulacdo do antigeno de P. brasiliensis com uma mistura de soros positivos para blastomicose sul-americana

DiluicGes
do s6ro — Testem. do
Diluicées 1/1 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512 | 1/1024 | 1/2048 ‘antigeno
do antigeno | ) (s/sbro)
1/4 0 0 0 0 0 4] 0 0 o] 0 o] 0 2
1/5 0 0 0 0 0 0 0 o] 0 0 ] [d] 2
1/8 0 0 0 0 0 [} 0 1 3 3 4 4 4
1/10 0 0 0 0 0 0 0 1 3 4 4 4 4
1/16 0 0 0 0 0 0 0 1 3 4 4 4 4
1/20 0 4] o] 0 [ 0 0 2 3 4 4 4 4
1/32 0 0 0 0 4] 0 0 2 3 4 4 4 4
1/40 o] 0 0 0 0 0 1 2 4 4 4 4 4
1/64 0 0 0 0 0 1 3 3 4 4 4 4 4
1/80 0 0 0 0 0 1 3 4 4 4 4 4 4
1/128 0 0 0 0] 0 1 3 4 4 4 4 4 4
1/160 0 0 0 0 1 3 4 4 4 4 4 4 4
Testem. do sdro Test. do C
(sem antigeno) 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4

A leitura fol feita segundo Coombs & col.?2 na qual os valdores de 1 a 4 indicam o grau de conglutinagdo, 0 indica falta de

conglutinacao.

O titulo do séro é dado pelo 10 tubo que apresenta conglutinacio 3 ou 4
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TABELA II

Estudo de tempo

e temperatura ideais para a incubacio priméria da R.F.C.C. no

sistema P. brasiliensis — sOro anti-P. brasiliensis
T1t1,_110 de Poder . Leitura Leitura
anticorpo . Leitura )

e anticomple- do do

fixador do do

mentar testemunho | testemunho
Temperatura Tempo complemento N testemunho
ongluti N do soéro a do do
congiu llnan ¢ (testem. do . 0 comple- sistema
anti- N antigeno o o
. . sOro) mento indicador
P, brasiliensis
30 1/64 1/4 4 4 0
1h 1/64 1/2 4 4 0
40C 2 hs 1/256 1/2 4 4 0
4 hs 1/64 1/4 4 4 0
18 hs > 1/4096 1/128 0 4 0
15 1/512 1/8 4 4 0
30 > 1/4096 1/8 2 4 o
ToC

Ambiente 1h > 1/4096 1/8 0 4 0
2 hs > 1/4096 1/16 0 4 ]
4 hs > 1/4096 1/128 0 2 0
5 > 1/4096 1/8 1 4 0
15 > 1/4096 1/8 0 4 0
37°C 30 > 1/4096 1/16 0 2 0
1h > 1/4096 1/64 0 2 0
2 hs > 1/4096 > 1/4096 0 1 4]

blastomicose sul-americana pelas RFCH, rea-
¢do de precipitagio e RFCC, sendo que a
pentltima coluna refere o poder anticomple-
mentar de cada soro na RFCH (referido pe-
la percentagem de hemélise obtida com 1 e
2 unidades 50% de hemdlise de complemen-
to) e a ultima o poder anticomplementar de
alguns soros na RFCC (dado pela diluicdo do
soro). De alguns pacientes foram examina-
dos varios soros para acompanhamento evo-
lutivo. Todo dia em que se realizaram as
reagoes, eram incluidos testemunhos de sdro
positivo, do complemento, do sistema indica-
dor e do antigeno que nfo se encontram re-

feridos na Tabela ITI. Tais testemunhos ga-
rantiam a fidelidade dos resultados obtidos.

Também ndo estdo referidos na Tabela 111
os resultados obtidos em sete soros normais
porque foram todos negativos com excegio
de uma RFCC que revelou resultado positivo
com sbro ndo diluido.

Como se verifica pelos resultados referidos
na Tabela III, aquéles obtidos pela RFCH e
de precipitacio estdo dentro do que ja é co-
nhecido através dos trabalhos de Fava Ner-
T0 ® %, No entanto, a RFCC revelou resultados
positivos em dois pacientes em que a RFCH
era negativa.. De modo geral parece haver
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TABELA III

Estudo comparativo das reacdes de fixacdo do complemento hemolitica, conglutinante e
pesquisa de precipitinas em pacientes de blastomicose sul-americana comprovada

Titulo de Reacdo Titulo de Testemunho | Testemunho
Paciente Data anticorpos qu anticorpos do séro do sdéro
pela precipita- pela pela pela
RF.CH. () céo R.F.C.C. R.F.CH.(®») R.F.C.C.
30-09-69 58,0 + 4+t 1/1024 10-50 —
04-12-69 85,0 — 1/64 10-60 —
a 07-01-70 48,0 — 1/32 -10-20 1/4
19-02-70 120,0 —_ 1/64 30-100 —
01-04-70 116,0 —_ 1/64 40-90 —
14-05-70 110,0 — 1/512 10-65 —
15-01-68 14,0 — 1/32 10-35 —
PC 27-08-68 9,0 — 1/16 10-70 —
28-11-68 10,0 — 1/16 10-70 —
18-03-70 10,0 —_ 1/8 40-100 —
AP 10-04-70 16,0 — 1/64 10-20 1/8
P. 13-04-70 16,0 — 1/64 10-20 1/2
HPS 09-04-70 240,0 — 1/128 10-60 —
30-04-70 180,0 — 1/128 10-65 —
29-10-68 5,5 ++++ 1/256 10-50 1/4
LS 31-10-68 85 ++4+4+ 1/256 10-40 1/1
09-04-70 4,2 — 1/32 10-40 —
06-02-70 49,0 — 1/512 50-100 —_
MAC 19-02-70 79,0 + .1/2048 20-100 e
09-03-70 61,0 1/256 30-80 —
23-01-70 - +4+++ 1/128 10-25 1/8
ALF 04-02-70 — —_— 1/128 10-20 1/32
19-02-70 — +4++ 1/32 10-35 1/8
IB 03-02-70 28,0 +++ 1/128 10-65 1/2
27-04-70 20,0 ++ 1/32 10-35 1/2
AP 12-02-70 77,0 — 1/2048 60-100 1/32
P. 11-05-70 67,0 ++ -+ 1/2048 10-65 1/16
VB 08-04-70 20,0 ++ 1/128 50-100 —
APP 08-04-70 28,0 — 1/128 55-100 —_
BRL 10-04-70 28,0 — 1/64 10-65 —
Jvc 03-12-69 6,0 — 1/8 15-65 —
JGO 02-12-69 15,0 — 1/64 10-20 1/2
G 09-03-70 75,0 +++ 1/256 65-100 —
LM 09-03-70 — +++ 1/32 50-90 —_—
MDOC 15-04-70 8,0 — 1/8 20-75 —
MBC 16-04-70 25,0 — 1/32 40-100 —_

[@9)
(2)
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Dado em percentagens de hemolise com 1 e 2 unidades 50% de hemdlise de complemento
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melhor concordincia enire os resultados ob-
tidos. pelas reagbes de precipitagio e RFCC
no sentido de que, quando a reagdo de pre-
cipitacdo é positiva, os titulos pela RIFCC
sdo bem elevados.

DISCUSSAO

Os resultados obtidos revelam boa sensi-
bilidade para a reacio de fixacdo do com-
plemento conglutinante sendo que resultados
positivos sdo obtidos mesmo quando a rea-
¢io de fixacdo do complemento hemolitica é
negativa. A introducio de mais esta RFCC
para diagnéstico poderia, talvez, aumentar a
sensibilidade da sorologia com esta finalida-
de. Mas segundo Fava NETTO® a associa-
cio das reacées de precipitacio e RFCH ja
revelam resultados positivos em 98,4% dos
pacientes de blastomicose sul-americana e da-
da a complexidade da RFCC nfo devisamos
maiores vantagens na sua utilizagdo com fi-
nalidades diagnésticas. A analise dos resul-
tados que obtivemos demonstra, por outro
lado, ndo haver correspondéncia entre os ti-

tulos obtidos pelas RFCH e RFCC.

Por outro lado, verificamos que quando
a reacdo de precipitacdo & positiva os titulos
obtidos com a RFCC sfo geralmente alios,
mostrando certo paralelismo de comporta-
mento dos anticorpos envolvidos. Fava Nert-
10 & col.* demonstraram a correspondéncia
entre reagdo de precipitaglo positiva e a po-
sitividade das provas que indicam a cha-
mada “fase aguda do séro”. A reagdo de
precipitagio positiva indica, portanto, ativi-
dade da doenca. Estes fatos sfo concordan-
tes na indicacio de que varios tipos de anti-
corpos aparecem na blastomicose sul-america-
na. Alguns doentes segundo nossa experién-
cia elaboram de preferéncia anticorpo preci-
pitante e que é possivelmente responsivel pe-
la RFCC. Pretendemos isolar e caracterizar
os tipos de anticorpos que aparecem na blas-
tomicose sul-americana, bem como estabelecer
as relagBes que cada um mantém com as

reagbes de precipitagdo, RFCH e RFCC.

Na presente pesquisa em sete soros de in-
dividuos normais obtivemos um resultado po-
sitivo pela RFCC com sbro nfo diluido. A
explicagdo para éste resultado poderia ser
encontrada na menor especificidade da RFCC
ou na sua maior sensibilidade ja que em

nosso meio a “blastomicose infecgdo™ ocorre
em cérca de 25% da populagio Fava NETTO
& RarHAEL (1961).

SUMMARY

Conglutinating complement fixation reaction
in the South American blastomycosis

The conglutinating complement fixation
test 'was used in the study of the South Ame-
rican blastomycosis with a polysaccharidic
antigen obtained from the Paracoccidioides
brastliensis. This study reffers the standar-
dization of the conglutinating complement
fixation test by setting the conditions of
temperature and period of time for the pri-
reary incubation and by determining the
“optimum” doses of antigen to be used.

The results obtained in 36 sera from 18
patients and 7 sera from normal individuals
are referred in parallel to the results obtain-
ed in the same sera by the precipitin test
and the hemolytic complement fixation test.

The Authors got the conclusion that con-
glutinating complement fixation test besides
increasing the sensitivity in the serological
diagnosis if employed as a new test together
with the precipitin and hemolytic complement
fixation tests, by its complexity is not worth
in this aspect. On the other hand the results
indicates that more than one type of anti-
bodies are involved on the possible explana-
tion for the different behaviour of the three
types of reactions used.

It is the purpose of the Authors to study
this aspect of the problem.
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