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RESUMO

Quatro diferentes lotes de globulina anti-Paracoccidioides brasiliensis marca-
das com isotiocianato de fluoresceina foram preparados.

Os anti-soros para o preparo dos reagentes foram conseguidos por imunizagdo
de coelhos com células vivas de P. brasiliensis. Dois dos anti-soros foram obtidos
por infeccdo de coelhos normais, enquanto que os. dois outros foram produzidos
em animals préviamente imunizados com células mortas da fase leveduriforme
do fungo.

Embora alto titulo de anticorpos fbsse encontrado nesses conjugados, &sses

~ anticorpos eram comuns a varios outros fungos. Todos os conjugados coraram
intensamente as células leveduriformes do P. brastliensis porém mostraram, igual-

‘mente, intensas reacbes cruzadas com as formas tissulares de Histoplasma capsu-
latum, H. duboisii, Blastomyces dermatitidis, Coccidioides immitis e Sporotrichum
schencki, além de outros fungos heterdlogos.

A dilui¢do dos conjugados resultou em enfraquecimento das reagbes com os
organismos homélogos, sem, no entanto, remover as reagdes cruzadas. A adsorcio
dos reagentes, igualmente, nfo resultou na obtencdo de um conjugado especifico
para o P. brasiliensis, em contraste com estudos anteriores nos quais foram usados
anti-soros de coelhos imunizados com células leveduriformes ndo viadveis da mes-
ma amosira do fungo.

INTRODUCAO

O emprége das reagbes de imunofluores-
:céncia para identificacio de fungos patogé-
nicos tem sido motivo de diversas publica-
-¢bes nos tltimos anos,

O preparo de reagentes especificos para a
‘identificacio de fungos como o Coccidioides
‘ummitis *, Cryptococcus neoformans S, Sporo-
trichum  schenckit ®, Histoplasma capsula-
dum ™ e Blastomyces dermatitides® tém sido
descrito na literatura. Tais reagentes tém se
‘mostrado de utilidade no diagnédstico das mi-
-coses produzidas por ésses fungos.

Recentemente Sitva & Kapran* relata-
ram a obtencio de conjugados especificos
para a identificagio do Paracoccidioides
brasiliensts em cultura (fase cerebriforme)
e em material proveniente de pacientes de
blastomicose sul-americana, usando o méto-
do direto. Os anti-soros foram obtidos pela
imunizacdo de coelhos com suspensfo de cé-
lulas leveduriformes do P. brasiliensis mor-
tas pelo formol. Duas diferentes amostras
de P. brasiliensis, identificadas com os ni-
meros 453 e 569 foram usadas por aquéles
Autores.
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O conjugado produzido a partir de anti-
séro obtido por imunizacio de coelhos com
a amostra n.° 453 (PB-1), foi adsorvide
duas vézes com células de Sp. schenckii e
uma vez com células de C. immitis. O ou-
tro conjugado (PB-3) foi adsorvido uma
vez, respectivamente, com células dos seguin-
tes fungos: C. immiits, H. capsulatum e
Rhodotorula sp. Ambos os reagentes mos-
traram-se especificos para o P. brasiliensis,
e, na fase inicial dos estudos, o fungo pode
ser evidenciado em material (escarro e se-
crecio purulenta) de 4 pacientes de Dblasto-
micose sul-americana. Posteriormente, usan-
do o conjugado PB-1, um dos Autores
(W.K.) demonstirou a presenga de células
do P. brasiliensis em material clinico de 4
outros pacientes daquela doenga.

Ambos os reagentes ndo mestraram, no
entanto, elevado titulo de anticorpos especi-
ficos; a diluicho do conjugado resultou em
sensivel enfraquecimento das reagdes.

O presente estudo foi, conseqlientemente,
levado a efeito a fim de investigar a possi-
bilidade da produgio de um conjugado com
titulo mais alto de anticorpos especificos pa-
ra o P. brasiliensts.

E proposito déste trabalho relatar os re-
sultados das reacbes de imunofluorescéncia
praticadas usando-se globulinas anti-P. bra-
stliensis marcadas, a partir de anti-soros pre-
parados por diferentes métodos de imuni-
zacio.

MATERIAL E M&ETODOS

Quatro diferentes lotes de anti-soros con-
—tra células leveduriformes vidveis de P. bra-
siliensis (Amostra n.° 453) foram produzi-
-dos em dois diferentes grupos de coelhos, e

denominados: PB-4, PB-5, PB-6 ¢ PB-7.

As culturas usadas para a preparaciio da
vacina foram cultivadas em meio de Kerrey ®
a 37°C, durante 6 dias. Depois désse pe-
riodo as células foram retiradas do meio,
suspensas em solugfo fisiologica, e a turva-
cio da suspensio ajustada ao tubo n.° 5
da Escala de McFarland.

O anti-séro PB-4 foi produzido por inje-
cdo endovenosa, em 3 coelhos normais. Ca-

da coelho recebeu uma injegdo semanal de
2 ml da vacina, durante 4 semanas conse-
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cutivas. Vinte e um dias ap6s a Gliima in-
je¢do os animais foram sangrados, e os so-
ros resultantes misturados entre si.

‘O anti-séro PB-6 foi obtido dos mesmos
coelhos, por sangria aos 41 dias depois da
ultima injecio.

O lote PB-5 foi produzido por infecgdo
de '3 coelhos préviamente imunizados com
células leveduriformes de P. brasiliensis
mortas pelo formol, de acoérdo com a técni-
ca usada para a obtencio do anii-séro PB-1
descrita em trabalho anterior *, Cinco me-
ses depois da Gltima injecdo com a vacina
morta os coelhos receberam uma inje¢do se-
manal por via endovenosa de 2 ml da sus-
pensdo de células vivas, durante 4 semanas.
Vinte e um dias apdés a inje¢do final os
animais foram sangrados e os soros resul-
tantes misturados entre si.

O anti-séro PB-7 foi obtido dos mesmos
animais usados para a produgdo de PB-5,
por sangria aos 41 dias apds a ultima in-
jecdo.

As antiglobulinas foram obtidas por 3
precipitagbes dos soros com solugdo semi-
saturada de sulfato de amoénio, e marcadas
com isotiocianato de fluoresceina, segundo

‘téenica utilizada ‘anteriormente por SiLva &

Kapran 1,

Com a finalidade de reduzir as reacbes
inespecificas, todos os lotes de antiglobulina
marcada foram adsorvidos duas vézes com
p6 de figado de hamsters, como descrito por
Coons & col®

Todos os conjugados foram testados com
fungos homologos e heterdlogos como mos-
tra o Quadro I. A fim de eliminar as rea-
¢bes cruzadas, os conjugados foram adsor-
vidos com células de fungos escolhidos entre
0s que apresentaram reacGes de grupo.

Células de Sp. schenckii, C. tmmitis, H.
capsulatum e B. dermatitidis foram utiliza-
das nas diferentes adsorcbes, usando-se vo-
lumes iguais de células centrifugadas e
conjugado a adsorver. As células de Sp.
schenckii (Amostra Jordan), H. capsulatum
{Amostras 28 e 105) e B. dermatitidis
(Amosira Robinson) foram cultivadas em
dgar cérebro-infuso-coragdo de boi durante
6 dias, apés o que feram retiradas do meio
e colocadas em solucfo fisiolégica adiciona-
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da de formol (0,5%). As células de C.
immitts (Amostra Silveira) foram cultiva-
das a 28°C, em caldo-Sabouraud durante 6
dias em agitacio constante e a seguir sus-
pensas, também, em salina formolada. An-
tes de serem usadas nas adsorgoes, as célu-
las foram lavadas duas vézes em solucdo fi-
siclégica com fosfato tampéo (pH 7.2) e
centrifugadas. As adsor¢bes foram levadas
a efeito em banho-maria a 37°C, durante
duas horas e meia.

As reacdes de imunofluorvescéncia (método
direto) foram realizadas usando-se esfrega-
cos de suspensdes aquosas das culturas a
serem ‘examinadas, Os esfregacos, depois de
fixados pelo calor, eram cobertos com o con-
jugado e colocados em camara amida a
37°C, durante 45 minutos. Depois désse
periodo as prepardghes eram lavadas em
salina tamponada com fesfato durante 10
minutos e em seguida, em &gua destilada
durante 5 minutos. Depois de sécas ao ar,
as. preparacbes eram montadas em liquido
confendo 9 partes de glicerina para uma
parte de salina tamponada.

As laminas foram examinadas em micros-
cobpio Reichert Biozet equipado com conden-
sador cardioide. Uma lampada de vapor de
mercirio Osram HBO-200 montada em uma
“Reichert Fluorex Unit” foi usada como
fonte de iluminacio. O sistema de filtros
era constituido de filtro primario “Corning

5113”7 (3 mm de espessura) e um filtro
ocular “Wratten 2A™.

Os resultados foram anotados segundo o
critério de Gorpman?® e Moopy & col.'?:
—, == (auséncia de reacdo), 1+, 2+, 3+
e 44 (reagio positiva). ‘

RESULTADOS

Todos os conjugados reagivam intensa-
mente com células leveduriformes do Para-
coccidioides brasiliensis.

Como observado em estudo anterior, as
células de pequeno didmetro, principalmen-
te as originadas por criptoesporulagio, mos-
traram sempre reacdo mais intensa (24 a
4+) do que as células de maior didmetro
(= a 4+).

A titulagio dos conjugados revelou que

PB-5 e PB-7 possuiam titulo de 1:16 a

1:20 e 1:10 a 1:24 respectivamente, para
as células maiores, dependendo da amostra
testada, e de 1:24 para as células peque-
nas. Em contraste, PB-4 e PB-6 revelaram
titulos bem mais baixos: 1:10 para as célu-
las de pequeno didmetro e 1:2 a 1:8 para
as células maiores.

Todos os conjugados reagiram com fun-
gos heterdlogos.

Os conjugados PB-5 e PB-7, com mais
altos titulos para os organismos homélogos,
mostraram reagbes cruzadas mais intensas e
em maior namero que os outros dois con-
jugados. :

Como mostra o Quadro 1, PB-5 apresen-
tou intensas reagbes de grupo com B. der-
matitidis, H. capsulatum, C. immaits, Sp.
schenckit e H. duboisii e corou menos in-
tensamente Candida albicans, C. tropicalis,
C. parakrusei, C. guilliermondii, Crypto-
coccus terreus e Rhodotorula sp, entre os
organismos testados, :

PB-7 nfo apresentou reagbes de grupo
com o C. terreus, porém corou com mais
intensidade quase todos os organismos que
reagiram com o conjugado PB-5 ¢, em adi-
¢do, mostrou reacbes de grupo com outros
fungos, como C. pseudotropicalis, C. kruset,
Torulopsis glabrata e Geotrichum candidum.

O lote PB-4 foi o que apresentou menor
namero de reagbes cruzadas. Além dos fun-
gos de importincia médica como B. derma-
titidis, H. capsulgtum, C. immits, Sp.
schenckii, H. duboisti, C. albicans e G. can-
didum, o conjugado sOmente apresentou rea-
¢bes de grupo com o C. terreus.

O conjugado PB-6 mostrou maior nime-
ro de reagbes cruzadas que o conjugado
PB-4. Embora nfo reagisse com o C. ter:
reus, corcu adicionalmente C. stellatoidea,
C. pseudotropicalis e C. kruset.

A dilui¢ho dos conjugados ndo removeu
tédas as reagbes de grupo. O H. capsula-
tum, B. dermatitidis, C. immitis e Sp.
schenckit ainda reagiram com os conjugados
diluidos ao titulo maximo.

Em consequéncia, técnicas de adsorcio
foram tentadas, com o objetivo de eliminar
as reacbes com organismos heterdlogos. A
primeira série de adsorgbes foi efetuada da
mesma maneira que a descrita em trabalho
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QUADRO I

Reacdes de imunofluorescéncia de diferentes lotes de globulinas anti-Paracoccidioides
brasiliensis conjugadas & fluoresceina, com fungos homoélogos e heterdlogos

Reacdes
Espécie
: Conjugado Conjugado Conjugado Conjugado
PB-4 PB-5 PB-6 PB-7
Paracoccidioides brasiliensis (fase cerebrifor-
50 1= + a 4+ 1+ a 4+ + a 3+ + a 4+
Blastomyces dermatitidis (fase leveduriforme) “+ a 2+ + a 3+ + a 3+ 1+ a 4+
Histoplasma capsulatum (fase leveduriforme) + a 3+ + a 4+ -~ a 3+ + a 4+
Coccidioides immitis (forma tissular) ....... 1+ a 3+ 2+ a 4+ + a 1+ 2+ a 4+
Sporotrichum schenckii (fase leveduriforme) + a 2+ + a 3+ + a 3+ 1+ a 4+
Histoplasma duboisit (fase leveduriforme) + a 2+ + a 3+ + a 3+ -+ a 4+
Candida albicans (serotipo A) .............. — + a 1+ — + a 1+
Candida albicans (serotipo B) .............. + a 1+ + a 1+ + al+ + a 2+
Candida tropicalis . ....... ... iieiiinnnnnn. — + a 2+ — + a 3+
Candida stellatoidea ..............c0cuv.u... — — + a 1+ —
Candida pseudotropicalis .................... — — — a1+ + a 2+
Candide Erusel ....... .ot — — =+ a 1+ + a 3+
© Candida parakrusei .............. e -+ + a2+ — + a 3+
Candida guilliermondii ...........c.. ..., -+ + a 1+ — + a 3+
Torulopsis glabratd ........................ — . - a * + a 2+ ¢
Saccharomyces €erevisite ................... . — . — %
Cryplococcus neoformans ................... — — —_— —a x
Cryptococcus diffluens ...................... — —_— — — a x ,
]
Cryptococcus 1Lerrens . .......c.ovuivnnnn. .. + a2+ 1+ — a =+ —
RROAOIOTUI® SD it — + a 2+ — a = + a 4+
‘@eotrichum Condidimm .. ......oooeeriernins, + a 2+ — — a 1+ — a 3+
anterior ™*: duas adsorcGes com Sp. schenckii, O lote PB-5 depois de adsorvido corou
seguida de uma com C. immitis. mais intensamente as células do P. brasi-
Este procedimento também ndo eliminou lensis que o conjugado PB-4, mas as rea-
as reagbes cruzadas, cbes de grupo com o B. dermatitidis e com
. . . ! mostra
O conjugado PB-4, adsorvido daquela ma- lllgga ?mostra d}e)’ " cap su.latum (A A st
neira, ainda reagiu com células de B. der- ) oram tam~em fnulto 1n'tensas. 2 tel}'
matisidis quase tio intensamente como com  taltiva de ad.sorgao désse conjugado, ja trés
as células de P. brasiliensis. Devido ao bai-  vézes adsorvido, com células da amosira 105
xo titulo do conjugado depois de adsorvi- de H. capsulatum, resultou em completa re-
do, ndo foram feitas tentativas de novas mogdo das reagbes com o P. brasiliensis, bem
adsorcoes. como com os organismos heterélogos.
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O conjugado PB-6, depois de adsorvido
com células de Sp. schenckii e C. immitis,
-embora nfo apresentasse reagbes cruzadas,
também nfo corou o P. brasiliensis. Um
diferente plano de adsorgdo do conjugado
PB.-6 ainda néio adsorvido foi tentado, usan-
do-se células de B. dermaiitidis. Esta tenta-
tiva resultou praticamente na eliminagéo da
capacidade do conjugado de reaglr com o
P. brasiliensis.

O lote PB-7, adsorvide da mesma forma
que 0s outros conjugados, comportou-se de
modo semelhante a PB-5, com a diferenga
de que as reagbes tanto com o0s organismos
homélogos como com os heterélogos, foram
bem mais fortes do que com aquéle conju-
gado. Tentativa de adsor¢io do conjugado
PB-7, ainda ndo adsorvido, com células de
B. dermatitidis também nao resultou na
-obten¢do de um reagente especifico para o
P. brasiliensis. A adsorgfo por aquéle fun-
go eliminou, para fins préticos, a capacidade
do ‘conjugado de corar o P. brasiliensis, bem
como 0s organismos heterélogos.

DISCUSSAO

Os resultados déste estudo mostram que é
possivel obterem-se soros com alto titulo de
anticorpos para o P. brastliensis, pela inje-
¢80 de coelhos préviamente vacinados, com
células viaveis daquele fungo. Com efeito,
~os conjugados PB-5 e PB.7 apresentaram
titulos mais altos do que os conjugados
PB-1 e PB-3 descritos em publicagio ante-
rior ' e obtidos a partir de coelhos imuni-
-zados com células da mesma amostra do fun-
go, mortas pelo formol.

A capacidade désses conjugados de corar
.intensamente o P. brasiliensis, no entanto,
ndo pareceé ser devido a alto titulo de anti-
corpos especificos e sim de anticorpos co-
‘muns a varios outros fungos. As técnicas de
adsor¢do mostraram que anticorpos especifi-
cos, se presentes, pouco contribuiram para a
coloracdo do P. brastliensis. Ao contrario,
em estudo anterior** foi possivel obter-se
reagentes especificos, embora tais conjuga-
dos ndo reagissem td0 intensamente com o
P. brasiliensis.

A produgdo de conjugados anti-P. brasi-
liensis por infecgdo de cecelhos normais

(PB-4 ¢ PB-6), como feita neste trabalho,
nio resultou na obtencio de um produto
com titulo elevado de anticorpos. Anticor-
pos especificos, se presentes, o foram em ni-
vel tdo baixo que nfo puderam ser eviden-
ciados pelas técnicas empregadas.

Os resultados comparativos dos diferentes

‘métodos de imunizagio de coelhos pelo P.

brasiliensis usados neste trabalho sugerem
que maior intervalo de tempo entre o pro-
cesso de imunizagio e a colheita dos soros
tem relativa importdncia na formagio de
maior niimero de anticorpos inespecificos.
O conjugado PB-4, por exemplo, reagiu com
8 dos fungos heterélogos testados; o lote
PB-6, produzido a partir de material dos
mesmos animais, com a diferenga de que os
soros foram colhidos 20 dias depois, mos-
trou reagbes cruzadas com 10 diferentes or-
ganismos.

O mesmo foi observado entre os conjuga-
dos PB-5 e PB-7 obtidos pela infeccio de
coelhos anteriormente vacinados. O anti-sé-
ro PB-7, colhido 41 dias apés a Gltima in-
jecao. imunizante, reagiu com 15 outros fun-
gos que nio o P. brasiliensis; o reagente
PB-5, obtido de soros dos mesmos animais,
porém colhidos 20 dias antes, sdmente -rea-
giu com 12 dos fungos heterologos testados.
Ao mesmo tempo, é evidente que os anticor-
pos mantém-se em nivel elevado pelo menos
até os 41 dias depois do processo de imu-
nizagéo.

Os reagentes obtidos pelas técnicas usadas
no presente trabalho coram intensamente as
células leveduriformes do P. brasiliensis,
embora ndo possam ser usadas, de modo ge-
ral, para uma inequivoca identificacio da-
quele organismo devido as reages cruzadas
que apresentam. No entanto, éstes reagen-
tes podem ser de valor pratico na diagnose
da blastomicose sul-americana. Quando as
células do fungo que se apresentam coradas
por ésses reagentes revelam morfologia tipi-
ca do P. brasiliensis, um diagnéstico pode
ser feito. No entanto, nos casos em que a
morfologia tipica do parasita nfio pode ser
vista, o uso de conjugados especificos é
indicado.

Além disso, tais conjugados podem ser de
utilidade pratica em uma variedade de tra-
balhos de pesquisa concernentes a paracocci-
dioidomicose.
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SUMMARY

Supplementary studies on the preparation

of antiglobulins marked by fluorescein to

a cerebriform  phase of Paracoccidioides
brasiliensis

Four different lots of rabbit Paracocci-
dioides brasiliensis antisera were prepared
and their globulin fractions conjugated with
fluorescein isothiocyanate. Two lots of these
antisera were produced by infecting normal
rabbits with viable P. brasiliensis yeast-form
cells; the other two lots were produced by
infecting rabbits that had been immunized
previously with formalin-killed yeast form
cells of the fungus.

All 4 labeled antibody preparations bri-
ghtly stained the yeast form of P. brasi-
liensis. In addition, these reagents cross-
reacted with elements of the yeast form of
Histoplasma capsulatum, H. duboisii, Blas-
tomyces dermatitidis, Sporotrichum schenckii,
the tissue form of Coccidioides immitis, and
the cells of other heterologous fungi. At-
tempts to render the conjugastes specific for
the yeast form of P. brasiliensis either by
adsorption with heterologous fungi, or by
dilution were unsuccessful. By contrast, in
a previous study the Authors found that
fluorescent antibody reagents specific for the
yeast form of this fungus could be prepared
from the globulin fraction of sera of rabbits
immunized with formalin-killed cells of the
fungus. These latter cenjugates stained the
homologous organism at a good level and
cross reactivity could be removed by ad-
sorption with heterologous organisms.
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