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RESUMO

No presente trabalho os Autores descrevem em detalhes, a técnica de preparo
do antigeno polissacaridico do P. brasiliensis, como vem sendo executada ha 15
anos, no Departamento de Microbiologia e Imunologia da Faculdade de Medicina

da Universidade de Sao Paulo.

Apds estudarem quatro amostras de Paracocci-

dioides brasiliensis, cultivadas a 37°C por periodos de tempo de 10, 20, 30, 40,
50 e 60 dias, concluem que o antigeno polissacaridico pode ser obtido a partir
das células leveduriformes culiivadas, durante 20 dias, a 37°C.

INTRODUCAO

Fava NETTO ® descreveu a técnica de pre-
paro do antigeno polissacaridico do Paracocci-
diotdes brastliensts. Tratava-se de modificacio
da técnica utilizada por NORDEN ¢ para obter
antigeno polissacaridico do Sporotrichum
schenckii. Tal modificagio da técnica de pre-
paro de antigeno polissacaridico, permitiu a
obtengido de antigeno com alto poder fixador,
adequado para ser empregado nas reagdes
de fixagdo do complemento pelas técnicas de
WaDswORTH & col. ? e de STEIN & Van Nou”.

Posteriormente, Fava NETTO * demonstrou
que o mesmo antigeno podia ser empregado
em reagOes de precipitacdo, realizadas em
tubos e Fava NETTO & RAPHAEL® padroni-
zaram seu emprégo na realizagdo de provas
intradérmicas de hipersensibilidade tipo
tardio.

Tal antigeno polissacaridico do Paracocci-
dioides brasiliensis tem sido preparado a par-

tir de vérias amostras do cogumelo, apesar
de Fava NETTO* ter demonstrado que, oito
amostras liberavam o mesmo tipo de antige-
no, se bem que, em quantidades diferentes.
O tempo de cultivo das amostras foi sempre
de aproximadamente, 60 dias, a 37°C. A~
mesma técnica tem sido por nés empregada,
com sucesso, na obtencfo de antigeno polis-
sacaridico a partir de Histoplasma copsulatum,
Blastomyces dermatitidis, Cryptococcus neo-
Jormans, Sporotrichum schenckii e Candida
albicans. Faltava estudo sistemaitico na de-
terminagio do tempo de cultivo mais ade-
quado na obtengdo do antigeno polissacari-
dico do P. brasiliensis. E o que os Autores
apresentam na presente investigacio.

Por estarem ha muito tempo esgotadas as
separatas do trabalho de Fava NETTO ? e por
serem muitas as solicitacbes, os Autores des-
crevem aqui, em detalhes, a técnica empre-
gada na obtencdo do antigeno polissacaridico.
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MATERIAL E METODOS

1) Meio de cultura — O meio de cultura
proposto por Fava NETTO® apresentava a
seguinte composigéo:

Proteose peptona n.° 3 (Difco) 30g
Peptona (Difco) .............. 10,0 g
Extrato de carne .............. 50¢g
Cloreto de s6dio .............. 50¢g
Extrato de levedura (Difco) 50¢g
Dextrose .....ic.uvvenenennn.. 40,0 g
Agar (Difco) ........ ...l 18,0 g
Agua destilada ........... ... 1.000 ml

pH =172 — 7,4

Atualmente, substituindo o extrato de leve-
do, acrescentamos por litro de meio de cultu-
ra uma ampola do seguinte complexo vitami-
nico:

Cloridrato de tiamina .......... 1,0 mg
Niacina ........ccoivininnn. 1,0 mg
Pantotenato de Ca ............ 1,0 mg
Riboflavina .................. 0,5 mg
Inositol ...... ..o, 5,0 mg

O complexo vitaminico é acrescentado ao
meio de cultura ja esterilizado e esfriado en-
tre 40-50°C sendo entdo distribuido esteril-
mente e deixado solidificar.

2) Preparo do antigeno — Apds o cres-
cimento adequado do Paracoccidioides brasi-
liensis, em sua fase leveduriforme, a 37°C
no meio referido, proceder como segue: a)
Suspender as células leveduriformes com o
auxilio de pequena espitula, emulsionando-as
em solugfio fisiolégica tamponada com Ve-
ronal, em tubo de ensaio; b) Agitar bem
para homogeneizar e centrifugar a 2.000 r/m
durante 10 minutos. Abandonar o sobrena-
dante; c¢) Suspender o sedimento em aproxi-
madamente, cinco volumes de acetona, agi-
tando com auxilio de bastdo para levantar
completamente o sedimento.  Centrifugar,
abandonar o sobrenadante. Repetir a opera-
¢Ao mais duas vézes; d) Procedendo do mes-
mo modo lavar o sedimento trés vézes com
éter sulfiirico; e) Depois da Gltima centri-
fugagfio, que deve ser feita por 20 minutos
a 2.000 r/m, anotar o volume das células
timidas. Deixar o sedimento em geladeira até
o dia seguinte, quando as células estarfo sé-
cas; f) Levando-se em conta o volume das
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células umidas, proceder suspensdo a 15% em
tampédo de Veronal. Homogeneizar bem; g)
Autoclavar a 120°C durante 20 minutos; h)
Centrifugar a 2.000 r/m durante 30 minu-
tos; i) O sobrenadante, separado e conser-
vado esterilmente, constitui o antigeno polis-
sacaridico. Nota: No preparo do antigeno
usamos o tampdo de Veronal sem gelatina.

O antigeno pode ser conservado em con-
digbes de esterilidade, em geladeira, sem per-

-der suas propriedades, durante varios anos.

Pode ser distribuido em frascos tipo penici-
lina, em pequenos volumes. Dai serfo retira-
das as aliquotas para uso, sempre preservan-
do-se a esterilidade. O mertiolato a 1:10.000
pode ser acrescentado como preservativo.

No presente trabalho preparamos o antige-
no polissacaridico, como acima descrito, a
partir de quatro amostras diferentes de P.
brasiliensis. De cada amostra foram prepa-
rados seis partidas diferentes do antigeno apés
10, 20, 30, 40, 50 e 60 dias de cultivo.

3) Tiulacio do antigeno — Fava NETTO *
estudou as condigGes necessarias para o em-
prégo do antigeno polissacaridico do P. bra-
siliensis nas reacdes de fixagio do complemen-
to pelas técnicas de WapsworTH & col. e de
STeIN & Van Neu. Para a primeira técnica,
foram determinados os fatdres de conversio,
necessirios ao calculo do titulo aproximade
do sbro na reagio quantitativa com 3 e 6 Uni-
dades (50% de hemodlise) de complemento.
Posteriormente, Fava NETT0* demonstrou que
as curvas de isofixacio (segundo ALMEIDA 1),
para o sistema blastomicose sul-americana,
com antigeno polissacaridico, eram do tipo
1. Nestas condigbes o antigeno pode ser uti-
lizado em excesso nas reagbes quantitativas,
sem prejudicar a sensibilidade das mesmas.

No entanto, das titulagGes cruzadas, reali-
zadas fazendo-se reagir numerosas diluigBes
do antigeno contra numerosas diluigbes do .
sdro positivo, de onde sfo obtidos os dados
para as curvas de isofixacdo, pode-se obter o

(17 Tyt s 22

poder “fixador 6timo do antigeno”. Chama-se
13 : PR 29 .

poder fixador 6timo” aquela quantidade de
antigeno que revela malior titulo para o séro
positivo, com determinada quantidade de
complemento. Para cada nova partida de an-
tigeno determinamos o seu “poder fixador
6timo” com 3 e 6 Unidades (50% de hemo-
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lise) de complemento. S3o estas quantidades
que utilizamos nas reagbes quantitativas,
para a determinagdo aproximada do titulo do
séro, na reacdo segundo WADSWORTH, Mar-
TANER & MALTANER.

Nossa experiéncia, de 15 anos, preparando
numerosas partidas de antigeno e utilizando
sempre testemunho de sbro posiiivo (mistu-
ra de soros positivos) cada dia em que é
realizada a reagdo, nos indica que as pro-
priedades do antigeno ndoc variaram de uma
partida para outra. H& sempre muito boa
reprodutibilidade do titulo do séro positivo,
mesmo quando passamos de uma partida
para outra do antigeno.

Devido a éstes motivos consideramos sufi-
ciente, na titulagdo do antigeno, a determi-
‘nagdo do seu poder fixador 6timo frente a
3 e 6 Unidades (509% de hemélise) de com-
plemento. Normalmente &le se situa em di-
luichio na qual o antigeno nfo apresenta
qualquer poder anticomplementar.

4) Hemdcias de carneiro — Utilizamos
sempre mistura de hemacias de dois carnei-
ros. O sangue foi colhido em solucdo de Al-
sever, em partes iguais. No momento do

uso, as hemadcias foram lavadas em solucio
fisiolégica e a suspensdo final a 5% foi feita’
em tampdo de Venoral + Ca + Mg + ge-.
latina e padronizada para densidade éptica
de 0,54 ou 0,56 em colorimetro foto-electri-
co (Evans Electroselenium) com filtro verde.
amarelado.

5) Séro hemolitico — Preparado em coe-
lhos pela técnica de Urrice Mac ARTHUR ®
usadc em dose 6tima, isto €, naquela concen-
tracéo em que novos incrementos de hemo-
lisina nfio determinam maior hemélise, frente
a dose constante de complemento.

6) Solugio fisiolégica — Solucgdo de NaCl
quimicamente puro, em Aagua destilada a

0,85%.

7)  Solucdo fistolégica tamponada com
Veronal + Ca + Mg + Gelatina — Prepa-.
rada de acdrdo com as especificagbes forne-
cidas por BIER °.

8) Séro positivo — Mistura de soros de
pacientes de blastomicose. '

9) Complemento — Constituido por mis-
tura de soros de 20-30 cobaios e titulado em
unidades 509 de hemdlise.

QUADRO I

Titulacdo cruzada da partida 1 de antigeno obtida da amostra P.T.L.

Diluices do Diluicbes do sdro 1:
A, A,
antigeno 1: 2 4 8 16 32 64 | 128 | 256 | 512
20 0 0 10 65 90 100 100 100 100 55 100
40 0 0 10 50 90 100 100 100 100> 60 100
80 0 0 20 65 90 100 100 100 55 100
160 0 0 30 80 100 100 100 100 60 100
320 0 5 15 45 90 100 100 100 100 55 100
640 0 10 20 60 90 100 100 100 160 55 100
8, 15 25 45 55 60 65 60 65 65 ‘
S, 55 80 90 90 100 100 100 100 100
A, = Antigeno + 1 Unidade de complemento

A, = Antigeno + 2 Unidades de complemento
S, = Soéro + 1 Unidade de complemento

= S8S6ro + 2 Unidades de complemento
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10) Técnica da reagao de fixagdo do com-
plemento — A reacdo de fixagdo do comple-
mento foi realizada de acérdo com a técnica
de WapsworTH & col.® com periodo de in-
cubagfio primaria de 18 horas a 0-4°C confor-
me determinado por I'ava NErTO 2,

RESULTADOS

- O Quadro I mostra os resultados da titu-
lagio cruzada obtida com a partida 1 de an-
tigeno da amostra P.T.L. e realizada com 3
Unidades (50% de hemodlise) de comple-
mento. Pelos resultados obtidos verifica-se
que o poder fixador 6timo € representado pe-
la diluico 1:80 do antigeno. Tal antigeno
fixaria, portanto, quando nfo diluido 240
Unidades (509% de hemélise) se considerar-
1nos fixadas 3 Unidades na titulagdo, para fa-
cilidade de calculo. Se levarmos em conta
que o antigeno é empregado na quantidade
de 0,1 ml, teriamos que 1 ml de antigeno
fixaria 2.400 unidades de complemento.

. ‘Para cada partida de antigeno foi, no en-
tanto, feita a determinagfo do poder fixador
Stimo para 3 e 6 Unidades de complemento.
De cada titulagio foi determinado o titulo
por ml de antigeno e em seguida feita a
média, que é referida como titulo, para cada

QUADRO II

Titulos (Unidades 50% de hemodlise, de comple-
mento fixadas por ml de antigeno)

Amostras

Partida Dlas. de
cultivo

265 | 395 | PTL | 192

1 10 3000 | 2250 | 2400 | 9000

2 20 3000 | 7500 | 2400 | 9000

3 30 2250 | 6000 | 2400 | 6000

4 40 |"1100 | 2250 | 2400 | 4500

5 50 | 750 | 1100 | 7200 | 1500

8 60 300 | 1800 | 2400 | 1500
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partida do antigeno obtida das quatro amos-
tras de P. brastliensis.

O Quadro II mosira o relacionamento dos
titudos assim obtidos com as amostras de
P. brasiliensis ¢ o tempo de cultivo. Coa-
forme se verifica pelos resultados do Qua-
dro II n3o é necessirio cultivar as amos-
tras durante 60 dias como vinhamos fazendo
para se obter o antigeno polissacaridico.

DISCUSSAO

Em nossa ja longa experiéncia, de 15 anos,
no preparo de antigeno polissacaridico, por
autoclavagio de suspensfo de células leveduri-
formes do Paracoccidioides brasiliensts, sem-
pre cultivamos o fungo por periodo de tem-
po de aproximadamente, 60 dias. O meio de

cultura que empregamos permite o inicio do

crescimento do cogumelo a 37°C no 4.° ou
5.° dia, sendo que, no 20.° dia o crescimen-
to ja é abundante.

Algumas experiéncias esporadicas, que fi-
zemos no sentido de obter o antigeno com
menor tempo de cultivo, deram resultados
discordantes. A presente pesquisa foi pla-
nejada no sentido de esclarecer éste ponto.

Utilizamos quatro amostras diferentes de
P. brasiliensis e para cada amostra prepara-
mos, seguindo sempre a mesma técnica, seis
partidas diferentes de antigeno, apés 10, 20,
30, 40, 50 e 60 dias de cultivo. A titula-
¢do de cada partida foi realizada em titula-
¢do cruzada com 3 e 6 Unidades de comple-
mento. Para caleulo do titulo do antigeno de
cada partida utilizamos o critério arbitrario
de multiplicar a reciproca da diluigdo que re-
presentava o poder fixador 6timo, pela res-
pectiva quantidade de complemento, feita a
média dos valores, e multiplicado por 10
para referir o niimero de unidades (50% de
hemolise) de complemento fixadas por 1 ml
de antigeno. Tais resultados, assim obtidos,
sio referidos no Quadro II. A anilise de tais
resultados nos permite concluir, ndo ser neces-
sario prolongar o tempo de cultivo, por mais
de 20 dias, quando o crescimento do fungo
ja é abundante, para obter o antigeno polis-
sacaridico.
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SUMMARY

The polysaccharidic antigen from Paracocci-

dioides brasiliensis. Study of the itme of cul-

tivation necessary for the preparation of the
antigen

In this work it is given a detailed des-
cription of the technique for the preparation
of the polysaccharidic antigen from Paracocci-
dioides brasiliensis as it is done in the “De-
partamento de Microbiologia e Imunologia
da Faculdade de Medicina da Universidade
de Sio Paulo” the last 15 years. After the
study of four strains of P. brasiliensis, culti-
vated during periods of time of 10, 20, 30,
40, 50 and 60 days at 37°C, the Authors
arrived to the conclusion that the polysaccha-
ridic antigen can be obtained after only 20
days of cultivation.
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