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Resumen.

Se evalué la reactividad de un antigeno metabolico « crudo » y de un extracto metabolico
« purificado » de P. brasiliensis, mediante inmunoelectroforesis, frente a 10 sueros de para-
coccidioidomicosis y 6 de histoplasmosis.

Ambos antigenos dieron origen al sistema precipitante especifico en 9 de los 10 sueros
de paracoccidioidomicosis. El antigeno «crudo » revelé anticuerpos precipitantes en todas
las muestras estudiadas, aunque el numero de arcos formados fue mayor en los inmuno-
sueros homologos. El antigeno « purificado », por el contrario, solo reaccioné con los sueros
de paracoccidioidomicosis.

Se postula que el uso del antigeno « purificado » puede reducir significativamente el riesgo
de inespecificidad en pruebas como la doble difusién en gel, que presentan reacciones
cruzadas con sueros de otras micosis, especialmente con la histoplasmosis.
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Summa;y.

Reactivity of crude and purified antigens of Paracoccidioides brasiliensis against
sera of confirmed cases of Paracoccidioidomycosis and Histoplasmosis.

The immunoelectrophoretic reactivity of a <«crude» and a « purified » antigens of
Paracoccidioides brasiliensis against the sera of confirmed cases of paracoccidioidomycosis
and histoplasmosis was evaluated.

The «crude » antigen revealed precipitating antibodies in both the homologous and
the heterologous human sera; the number of precipitating systems being higher with the
former.

The « purified » antigen reacted only with the homologous sera.

It is postulated that the use of such « purified » antigen may significantly reduce the non
specificity of the serologic tests in the immunodiagnosis of paracoccidioidomycosis.

Résumé,

Evaluation de la réactivité d’un antigéne purifié de Paracoccidioides brasiliensis
sur des sérums de Paracoccidioidose et d’histoplasmose.

Les auteurs présentent les résultats d'une évaluation de la réactivité immunoélectropho-
rétique d'un antigéne «brut» ei d'un antigéne < purifié » de Paracoccidioides brasiliensis,
effectuée sur sérums humains provenant de cas confirmés de paracoccidioidomycose et
d’histoplasmose. L’antigéne «brut» a révélé des anticorps précipitants aussi bien dans les
sérums homologues que dans les sérums hétérologues ; les premiers ayant donné lieu a un
nombre plus élevé de systémes précipitants. L'extrait « purifié », par contre, a réagi seule-
ment avec les sérums homologues. Quelle que soit la méthodologie utilisée, I'emploi de
’antigéne « purifié » doit permettre d’aboutir & un diagnostic immunologique spécifique de la
paracoccidioidomycose.

Introduction

E! perfeccionamiento de los métodos de preparacion, andlisis y estandarizacién
de los antigenos de origen fungico, ha posibilitado la aplicacién de numerosas técnicas
seroldgicas al diagnéstico de la paracoccidioidomicosis [2, 3, 5, 7, 8, 10, 12]. Parale-
lamente ha permitido determinar en forma parcial la composicién antigénica del
agente de la enfermedad. Asi, la doble difusién en gel (DDG) y el andlisis inmunoelec-
troforético (AIE) han puesto en evidencia que Paracoccidioides brasiliensis posee, por
un lado, antigenos especificos de la especie, y por otro, determinantes antigénicos
comunes con Aspergillus fumigatus, Blastomyces dermatitidis, Cryptococcus neofor-
mans, Emmonsia crescens, E. parva, Histoplasma capsulatum ¢ H. duboisii [1, 13, 14].
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Estos antigenos comunes constituyen, seguramente, una de las causas méis impor-
tantes de las reacciones cruzadas que han sido observadas en varias de las pruebas
seroldgicas aplicadas al diagnéstico de la micosis [2, 3, 9, 10, 12].

Dichas reacciones cruzadas son particularmente indeseables en el caso de la
histoplasmosis, debido a la superposicién dz ambas enfermedades en extensas regiones
de América del Sur [4]. Por lo tanto, es altamente recomendable la eliminacién de
los antigenos no especificos contenidos en los reactivos destinados al inmunodiagnds-
tico de la paracoccidioidomicosis.

Afortunadamente la mayor parte de los componentes del « mosaico » antigénico
de P. brasiliensis se separa claramente durante la electroforesis en gel, a pH alcalino.
En esas condiciones los antigenos comunes con otras especies de hongos, se movilizan
hacia el sector anddico de las laminas [12, 13, 14].

Tomando en cuenta este hecho, en nuestros Laboratorios se ha logrado preparar,
mediante el uso de intercambiadores idnicos, un extracto antigénico « purificado » de
P. brasiliensis del que se han eliminado la mayor parte de las fracciones anidnicas
solubles del hongo [6].

En el presente estudio se intenta evaluar simultineamente la reactividad de este
extracto « purificado » y de un antigeno metabdlico «crudo » del hongo, frente a
sueros de pacientes afectados de paracoccidioidomicosis e histoplasmosis.

Materiales y metodos
A) Antigenos.

El antigeno metabdlico « crudo » se prepard a partir del medio de cultivo de la
fase filamentosa de P. brasiliensis [Cepas ITHM (3) 891, IHM 1437, IHM 1572,
LIP (4) 70 159] empleando el procedimiento descrito por uno de nosotros (12).

El antigeno « purificado » se obtuvo sometiendo el anterior a cromatografia en
columna de Sephadex DEAE A-50, con tampén Tris HCI, pH 8,2 segin el método
descrito por Nieto et al. [6].

B) Sueros.

Entre las muestras de sueros almacenados en el LIP desde 1967, se seleccionaron
10 de ellas obtenidas de pacientes afectados de paracoccidioidomicosis y 6 extraidas
de enfermos con histoplasmosis. En todos los casos el diagnéstico habia sido confirmado
por la identificacién del agente causal. Los sueros permanecieron desde su extraccién
a — 20 °C con Merthiolate ® al 1: 10000, y se concentraron 3 veces mediante
liofilizaciéon en el momento de ser empleados.

C) Immunoelectroforesis (IEF).
Se empleé la microtécnica recomendada por Scheidegger utilizando tampén

Veronal sédico (pH 8,2, fuerza idénica 0,1) y un soporte de agarosa al 0,9 %. La

(3) Instituto de Higiene, Facultad de Medicina, Montevideo, Uruguay.
(4) Laboratorio de Inmunologia Parasitaria, Hospital de Clinicas, Facultad de Medicina, Monte-
video, Uruguay.
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migracién duré 90 minutos bajo una diferencia de potencial de 20 voltios. Los antigenos
«crudo » y « purificado » fueron redisueltos en el tampén de veronal hasta lograr
concentraciones de 200 y 10 mg/ml respectivamente.

Después de 48 horas de incubacién (24 a temperatura ambiente, y 24 a 4 °C) los
portaobjetos con la agarosa fueron sumergidos en solucién de citrato trisédico durante
una hora. Posteriormente, una vez lavados, desmineralizados y secados, se colorearon
con Amido-Schwarz. Para la presentacion y analisis de los resultados se tomé en
cuenta la lectura efectuada después de la coloracidn.

Resultados

Ambos reactivos antigénicos pusieron en evidencia anticuerpos precipitantes en
los 10 sueros de pacientes con paracoccidioidomicosis. El antigeno metabdlico « crudo »
siempre originé multiples sistemas de precipitacién cuyo ntmero varié entre 2 y 7.
El antigeno « purificado » formé sélo un arco con 9 de los sueros, y dos con el
restante (Tabla I).

TasLA I -— Resultados comparativos de la_inmunoelectroforesis de 10 sueros de paracoccidioido-
micosis empleando antigenos metabolicos « crudo» y « purificado » de P. brasiliensis.

Nimero de arcos de precipitacién

Sueros antigeno « crudo » antigeno « purificado »
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Se sefiala con (E) aquellos casos en que el arco E fue identificado sin ninguna duda.

Todos los arcos generados por el antigeno « purificado » se distribuyeron en el
sector catddico de las ldminas. El arco E fue claramente identificado en los diagramas
inmunoelectroforéticos correspondientes a 9 de los sueros, cualquiera fuera el antigeno
empleado (fig. I).

El antigeno « crudo » de P. brasiliensis dio origen a arcos de precipitacion frente
a los 6 sueros de histoplasmosis, variando su nimero entre 1 y 2. Esto no ocurrié
cuando los mismo sueros fueron enfrentados al antigeno « purificado » (Tabla II).
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El arco E no estuvo comprendido entre los sistemas precipitantes resultantes de la
interaccién de los sueros de histoplasmosis y el antigeno metabdlico «crudo» de
P. brasiliensis.

}
|

Fi16. 1. — Arco E formado por el suero de un paciente de paracoccidioidomicosis (ranura
central) frente al antigeno metabdlico « purificado » (Pbp). En el hoyo inferior se ha colocado
antigeno de Histoplasma capsulatum (HC).

TasLa II. — Resultados comparativos de la inmunoelectroforesis en 6 sueros de histoplasmosis
empleando antigenos metabolicos « crudo » y « purificado » de P. brasiliensis.

Sueros Nimero de arcos de precipitacién
antigeno «crudo » antigeno « purificado »
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* Sueros almacenados en el Laboratorio de Inmunologia Parasitaria, Facultad de Medicina,
Montevideo, Uruguay.
US;‘) Sueros enviados por el Dr Leo Kaufman (Center for Disease Control, Atlanta, Georgia,

Comentarios

Los antigenos catiénicos de P. brasiliensis, aislados mediante intercambio idnico
a partir de un extracto metabélico del hongo, desempefian evidentemente un importante
papel en las reacciones inmunodiagnésticas de la paracoccidioidomicosis. Dentro de los
limites de la experiencia presentada, el antigeno « purificado » reaccioné con todos los
sueros de paracoccidioidomicosis que contenian anticuerpos precipitantes contra el
antigeno metabdlico «crudo », siendo tan eficaz como éste para revelar el sistema
precipitante especifico de la micosis (arco E). Este arco no se observé en los 6 sueros
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de histoplasmosis estudiados con ninguno de los 2 antigenos (« crudo » y « purificado »).
La especificidad y la sensibilidad de la inmunoelectroforesis no resultaron modi-
ficadas por la eliminacion de las fracciones anibnicas de P. brasiliensis.

El arco E resulta facilmente identificable aunque la técnica se realice con antigenos
« crudos », por lo tanto, no se justifica recurrir al proceso de purificacién del extracto
si se va a emplear la inmunoelectroforesis como prueba diagnéstica.

La situacién podria ser diferente si se selecciona para este fin la doble difusién
en gel. Esta prueba, de ejecucion mas simple y rapida, puede ser realizada en Labo-
ratorios minimamente equipados, y s6lo ve limitado su valor en la paracoccidioidomi-
cosis por la posible aparicién de reacciones cruzadas.

Las observaciones precedentes indican que el método de purificacién escogido, al
eliminar las fracciones anidnicas solubles de P. brasiliensis, minimiza el riesgo de
aparicién de reactividad inespecifica en las pruebas de inmunoprecipitacién. Los pre-
parados antigénicos asi depurados podrian, entonces, aumentar significativamente el
margen de seguridad de la doble difusién, lo que simplificaria notablemente el inmuno-
diagnéstico de la paracoccidioidomicosis.
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