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| - INTRODUCAO

A paracoccidioidomicose € uma doencga de hatureza granulomatosa, cronica,
cujo agente etiologico € o Paracoccidioides brasiliensis, fungo dimérfico termo-
dependente.

E autécone da América Latina mas de ocorréncia principalmente no Brasil

(regides Sudeste e Sul), Colombia, Venezuela e Guatemala. (RESTREPO, 1985)
A doenga é endémica de regides que apresentam condi¢gdes climaticas bem peculiares,
floresta tropical e subtropical, alta umidade relativa do ar e temperaturas moderadas
(17° - 24° C). Neétas condigcbes o fungo desenvolve a forma miceliar apresentando
coldnias de aspecto cotonoso, cor esbranquigada a creme, micélio hialino e hifas finas,
septadas, artroconidios produtores de artrésporos que s&o provavelmente a forma
infectante.

A 37° C cresce a forma de levedura de parede dupla e multiplos
brotamentos. Forma parasitaria que pode ser também cultivada em meios sintéticos em
laboratorio. (MINGUETTI, 1983)

A paracoccidioidomicose afeta principalmente trabalhadores rurais em idade
adulta do sexo masculino. Raramente €& observada em criangas e adolescentes.
(SOMENSI, 1997)

Acredita-se que a penetragdo do P.brasiliensis no organismo humano seja

por inalacdo dos esporos, provocando inicialmente complexo pulmonar e



disseminando-se posteriormente por vias hematogénicas e/ou linfaticas. Ha casos de
ocorréncia da doenga por implantacdo traumatica. Dos individuos que entram em
contato com o fungo, a maioria permanece assintomatico e apenas alguns evoluem
para a doenga ativa. Dependendo do estado imunolégico do organismo as lesdes
curam-se ou tornam-se latentes, ou progridem em doencga severa. Uma les&o pode ser
reativada apos varios anos comprometendo pele, mucosas, ganglios linfaticos, supra-
renais, baco, figado, intestino, ossos e sistema nervoso. (LOPES - MARTINEZ, 1988)

O diagnéstico da doenca baseia-se em evidéncias clinico-radioldgicas e na
demonstragcdo do agente etiolégico nas lesdes (raspado da les&o, bidpsia, pus,
escarro), bem como seu cultivo em meios sintéticos e inoculagdo em animais de
laboratério. (LACAZ, 1991)

Embora oé exames micologicos e histopatolégicos combinados sejam
conclusivos para o diagnostico da doenga, nem sempre podem ser efetuados dada a
inacessibilidade as lesGes para coleta do material quando se trata de pacientes com
manifestagbes somente em 6rgaos internos. Desta forma, os métodos indiretos sdo de
grande valia para diagnosticos ém pacientes com sinais ou sintomas sugestivos da
paracoccidioidomicose (PCM). Os testes sorolégicos constituem procedimento de
interésse na rotina de diagnéstico presuntivo da PCM, assim como para pesquisa do
fungo. (UNTERKIRCHER, 1988)

Preparacgdes antigénicas podem ser obtidas a partir de filtrados de cultivo de

uma das fases do fungo (exoantigenos) e ainda por rompimento mecanico das células



ou solubilizagdo de polissacarideos da parede por métodos quimicos ou fisicos
(antigenos citoplasmaticos), e sdo usadas em testes soroldégicos. O teste de
imunodifusdo dupla emprega preparagdes antigénicas para reagéo de precipitagcdo
diante de soros positivos de pacientes com a PCM e a positividade do teste é indicado
pela presenga de linhas ou arcos de precipitagcdo. (PUCCIA, 1990) (SIQUEIRA, AM.
1982)

O método diagnostico da imunodifusdo dupla é um método que pode ser
facilmente empregado em laboratérios por ser de relativo baixo custo e seus resultados
de facil interpretacdo e eficacia diagnostica.( SVIDZINSKI, 1997) (SILVA, CHAMMA e

FRANCO, 1989)



Il. OBJETIVOS

1. Propor uma padronizagdo na metodologia da producdo de antigenos para
diagnéstico da Paracoccidioidomicose;

2. Avaliar a qualidade dos lotes de antigenos preparados em trés meios nutritivos
distintos;

3. Validar a producdo através do teste de imunodifus&o dupla para implantagdo do

teste para diagnostico da micose no Parana.



Il. MATERIAIS E METODOS

1. CONDICOES PARA O PREPARO DO EXOANTIGENO BRUTO DE

Paracoccideoides brasiliensis

1.1. Manutengao da cepa:

A cepa B339 de P.brasiliensis (procedente de A.Restrepo - Coldombia)
gentilmente cedida pelo Laboratério de Ensino e Pesquisas em Analises Clinicas da
Universidade Estadual de Maringd, era mantida em meio sélido de Sabouraud, em sua
fase leveduriforme com repigues semanais em tubo inclinado e meio fresco e

cultivadas em estufa B.O.D. a 35°C.

1.2. Adaptagdo da cepa e preparo dos lotes de antigenos:

Foram utilizados trés meios de cultura diferentes em composi¢do, sendo
considerados lotes individuais. A adaptagdo da cepa deu-se em meios soélidos
inclinados (15ml/tubo), repicando com auxilio de al¢a de platina, parcelas da levedura
sobre o meio. O procedimento era repetido a cada 6 dias e incubagéo a 35°C.

Para a produgdo do antigeno, foram utilizados meios liquidos, conforme

descricdo a seguir:
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1.2.1. Meio de Negroni (Negroni, R. 1968) modificado por Siqueira (SIQUEIRA, A M.
1982) (NGTA)

Neopeptone (DIFCO) 33,349
Dektrose anidra (Reagen) 13,34g
Cloridrato de tiamina (Reagen) 0,1g

L-Asparagina monohidrato (Isofar) 1,399
Agua destilada estéril 1000ml

A neopeptona era dissolvida a quente, em cerca de 50ml de agua destilada
e dialisada em membranas de didlise (Sigma) contra dgua destilada estéril por 5 horas
a 70°C e depois de uma troca de agua, por uma noite a 4°C. Depois de filtrado em
papel de filtro qualitativo n® 1 (Whatmann), o conteudo das membranas, servia para a
diluicdo dos demais componentes. A L-asparagina era diluida separadamente, a
quente. Volume completado com agua destilada estéril para 1000ml, o meio era

distribuido em frascos Erlenmeyer e autoclavado por 15 minutos e 121°C.
NOTA: para o meio sélido acrescentou-se 15g de agar granulado para 1000ml de
agua; distribuido em tubos de ensaio 20x200 estéreis e autoclavado por 15

minutos a 121°C. Tubos inclinados até o completo resfriamento.

1.2.2. Meio de Tomate (UNTERKIRCEHR, 1988)
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Deste meio de cultivo foi excluido o suco de tomate, pois este componente

em nada influencia no desenvolvimento da cuitura e excre¢do do antigeno pelo fungo.

Extrato de levedura (Oxoid) 6,1 g
Dextrose anidra (Reagen) 16,1 g
Peptona de caseina (DIFCO) 150 g
K,HPO, 031 g
KH:PO, 031 g
MgSO, 7H,0 (Reagen) 0,12 g
MnSO, H,O (Reagen) 0,006g
NaCl (Reagen) 0,006g
Agua destilada estéril para 1000 m

O extrato de levedura, dissolvido na menor quantidade possivel de agua
destilada era distribuida em sacos de didlise e dialisados contra agua destilada estéril
por 18 horas em geladeira, com duas trocas de agua. O conteudo das membranas era
filtrado em papel de filtro qualitativo e a ele adicionados os demais componentes,
sendo que os sais eram dissolvidos um a um em pouca agua. Meio distribuido em
frascos Erlenmeyer e autoclavados por 15 minutos a 121°C.

NOTA: para meio sélido, idem NOTA do item 1.2.1.
1.2.3. Meio YND (SVIDZINSKI, 1997)
Neopeptona (DIFCO) 15,0g

Extrato de levedura (Oxoid) 50¢g
Dextrose anidra (Reagen) 15,09
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Agua destilada estéril para 1000ml

Neopeptona era dissolvida a quente em pouca agua e distribuida em sacos
de didlise e dialisada contra agua destilada estéril por 5 horas a 70°C e por uma noite,
a 4°C, com uma troca de &gua. O contelido da membrana era filtrado em pape! de filtro
qualitativo e utilizado para a dissolugdo dos demais componentes. Volume completado
para 1000ml, distribuido em frascos de Erlenmeyer e esterilizados em autoclave por 15
minutos a 121°C.

NOTA: para meio soélido, idem NOTA do item 1.2.1.

2.PREPARACAO DOS LOTES DE ANTIGENOS
2.1. Preparo dos pré-indculos e indculos:

Apoés dois a trés repiques do fungo em meio sélido, observando que houve
boa adaptacido do fungo aos trés meios de cultura, foram escolhidos 10-12 tubos de
cada grupo, que apresentavam bom crescimento para o preparo do pré-inoculo. O
crescimento leveduriforme era removido com auxilio de alga de platina em L, tomando-
se cuidado para néo ferir o meio, e entdo inoculado em meio liquido fresco (50ml em
baldo de fundo chato de 500ml), incubag&o por 3 dias em agitador com temperatura e

rotagdo constantes (35°C e 70rpm).
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Findo este periodo, os volumes dos balbes eram vertidos em 450ml do meio
liquido fresco em frascos Erlenmeyer de 2500ml e novamente levados a incubagdo em
(Shaker) por 4 dias a 35°C e 70rpm. Em cada processo, foi realizado pesquisa de
contaminantes em lamina e laminula ao microscopio 6ptico. Certificando-se da
presenca apenas de células leveduriformes -de P.brasiliensis, passava-se a etapa
seguinte.

Ao final do periodo de incubagdo dos inéculos, foi adicionado a cada lote,
0,1g de thimerosal diluido em pouca agua e levados ao refrigerador por 48 horas. A
sgguir, os lotes foram filtrados 2 vezes e fracionados em frascos menores. Realizado o
controle de viabilidade, coletando as células filtradas em Agar Sabouraud e deixando

incubar por 7 dias a 35°C.

2.2. Cohcentrag:éo, dialise e liofilizagao:

Certificando-se nao haver crescimento fungico no controle de viabilidade,
procedeu-se a concentracdo de lotes. Apenas aliquotas de 200m! de cada lote foi
utilizado nos processos seguintes e o restante foi armazenado em freezer a -20°C.

Os lotes foram distribuidos em membrana de dialise € em bandejas contendo
granulos de Polyetilenoglicol, deixados concentrar por 3-4 dias até um volume 10
vezes menor. Em seguida, cada lote sofreu dialise contra agua destilada por 48 horas
em geladeira com varias trocas de dgua para assim eliminar sais, residuos do meio e o

thimerosal.
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O volume final ficou em torno de 80ml para cada lote, que foram

acondicionados em frascos de 250ml para a liofilizagéo.

3. IMUNODIFUSAO DUPLA
3.1. Confecgéo das laminas:

Seguindo-se basicamente a metodologia segundo Ouchteriony (1949)
laminas de vidro (76mm x 26mm) receberam pré-forragem de cerca de 1ml de agar a
2% e depois de secas, nova camada 3mi de agarose 1% em solug&o salina 0,85%.

Apéds secagem de 1 hora em estufa, o gel de agarose foi perfurada com
molde préprio. O esquema da lamina matriz era de 1 orificio central e a 6mm distantes

deste, 6 orificios ao redor. Cada orificio tem capacidade para 10ul.

3.2. Titulagao do antigeno:

Para se verificar qual a melhor concentragdo do antigeno produzido para
utilizacdo em testes de imunodifusdo, as amostras liofilizadas foram diluidas em
solugdo salina a 0,85%, a concentragao final de 15mg/ml, 20mg/ml, 25mg/ml e 30mg/ml
No orificio central foi colocado soro positivo controle puro (com preciptinas anti-
P.brasiliensis) e nos orificios periféricos as diluigbes dos antigenos, acima preparadas.

As laminas foram incubadas & temperatura ambiente por 20 horas e apos efetuada a 12
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leitura, foram lavados em varias trocas de solugdo salina tamponada a 0,01M (PBS)
sob agitag&o por 4 horas. Em seguida foram envoltas em papel de filtro umedecido em
PBS e levados a estufa 37°C até estarem secas. As laminas entdo j& secas, foram
corad'\as pelo Coomasie brilliant blue (Sigma) a 15% em solugdo de etanol: agua
destilada: acido acético (4:4:1) sobre o papel de filtro (para evitar impregnacdo de
residuos do corante no gel, dificultando a leitura). Depois de retirado o excesso do
corante, as laminas foram lavadas com varias trocas de solugdo PBS.

Para testar a eficacia dos antigenos produzidos, foram colocados 10ul
destes, no orificio central das laminas e nos orificios laterais, as diluicbes de soros
controles positivos (1:2 a 1:32 em multiplos de 2). O procedimento foi repetido para as
3 amostras de antigeno. Apdés 20 horas de incubagdo a temperatura ambiente,
efetuada a leitura das laminas, estas foram lavadas, secas e coradas, conforme

descrigédo anterior, para a 22 leitura.
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IV. RESULTADOS

1. Obtengédo do exoantigeno bruto:

O crescimento da levedura, cultivada em 3 meios sblidos diferentes,
mostrou-se desigual, embora obedecidos tempo e temperatura de incubagéo.

O meio de Tomate, proporcionou crescimento mais abundante em menor
tempo. Da mesma forma foi observado para o meio YND, no entanto, a levedura
apresentava consisténcia mais cremosa e coloragao mais clara. No meio de Negroni
modificado o crescimento era menor aos 7 dias de incubacdo e a caracteristica da
levedura era a mesma citada para o meio YND.

O rendimento de cada lote de antigeno apés a filtragem do cultivo em meio
liquido, foi de 450ml, dos quais, metade foram acondicionados em frascos de 500mi,
lacrados e armazenados em freezer a -20°C. O restante, foi concentrado. Devido aos
diferentes componentes dos meios nutritivos utilizados para o preparo dos antigenos, a
concentragao final das amostras também foi desigual.

Apos dialise, o volume de cada amostra foi 100ml para o antigeno em caldo
Tomate, 80ml para o antigeno em caldo Negroni e em caldo YND. No entanto, apés
liofilizagdo, o antigeno de Negroni apresentou maior rendimento do que o antigeno

produzido em meio Tomate.
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2. Avaliagdo dos preparados antigénicos em teste de imunodifus@o dupla:

Nenhuma das concentracdes testadas em imunodifusdo dupla, reagiu com
as amostras de soro testadas. Supondo que talvez as amostras dos antigenos
estivessem muito diluidas, foram preparadas novas amostras mais concentradas.
Primeiro testamos uma concentracdo de 100mg de preparado de éntigeno bruto
liofilizado dissolvido em 1ml de salina a 0,85%. Desta vez a lavagem e coloragdo das
laminas ndo foram realizadas, pois poderia algum fator de impedimento estar atuando.
Paralelamente, testamos um antigeno padrao como forma de comparar quaisquer
resultados. Os soros utilizados foram os mesmos, nas mesmas titulagdes.

O resultado foi novamente negativo para o teste com o antigeno bruto
preparado em meio de TOMATE, ou seja, nenhuma linha de precipitagéo foi detectada
em relagdo as amostras dos soros. O antigeno em meio YND também n&o mostrou
nenhuma linha clara de precipitagdo com os soros, apenas halos ténues ao redor dos
orificios onde foram colocados os soros. Estes halos ndo eram resultado de interagao
antigeno-anticorpo mas, provavelmente seriam lipidios do soro. Quanto ao preparado
antigénico do meio de Negroni, este ndo reagiu com os soros. No entanto, halos bem
evidentes apareceram ao redor dos orificios periféricos contendo as amostras dos
soros e ainda, fortes linhas externas a estes.

O teste com o antigeno padréo forneceu os resultados esperados, isto €,
linhas de precipitacéo e identidade bem evidentes com os soros em teste, diluidos até

1:32.
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Diante dos resultados obtidos e para procurar eliminar possiveis erros
cometidos durante o preparo das laminas, concentragéo e pipetagem dos reagentes, os
testes foram repetidos quanto a analise quantitativa das amostras de antigenos
utilizando as concentragbes do primeiro teste, (15:1, 20:1, 25:1, 30:1 e 45:1) nos
orificios periféricos para reagir com a amostra de soro positivo no titulo de 1:16 (no
centro). Apos as 24 horas de incubagdo em camara umida e a temperatura ambiente.
Efetuada a leitura, constatamos que os resultados foram novamente negativos para as

3 amostras de antigenos.
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V. DISCUSSAO

Alguns fatores s@o considerados de grande importancia para a boa
producdo de antigenos: tempo e temperatura de incubagéo, meio de cultura utilizado
para adaptacao e preparo do inéculo, frasco ideal para a incubagéo do inéculo, o bom
crescimento da cepa, e esta ser produtora de antigenos, concentragdo e armazenagem
do preparado antigénico.

A metodologia adotada em relagdo a esses fatores, varia em cada
laboratério assim como o do antigeno (filtrado bruto ou purificado da cultura miceliana
ou levedurifore, ruptura de céiulas) (SIQUEIRA, 1982).

A utilizacdo de antigenos de filtrados de cultura leveduriforme do
Paracoccidioides brasiliensis & bastante recomendada devido a sensibilidade e
especificidade nas provas soroldgicas (RESTREPO; CANO; OCHOA, 1984).

Optamos por utilizar antigenos de filtrados de cultura de P. brasiliensis e
propor a padroniza¢ao na técnica de imunodifusdo dupla por ser esta mais simples e
acessivel e seus resultados de facil interpretacgéo.

Trabalhamos com a cepa B-339 do fungo conhecida como boa produtora de
A antigenos e o seu cultivo em meios de cultura de composi¢des diferentes, deveu-se as
informagdes divergentes quanto ao melhor substrato para o crescimento da levedura e

producéo do exoantigeno (FINQUELIEVICH, J.L. 1983)
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O cultivo para adaptagdo da cepa nos meios de cultura de TOMATE,
NEGRONI modificado e YND, foi iniciado com 2 tubos inclinados para cada meio e 0s
repiques se deram a cada semana, sempre dobrando-se o numero de tubos até
atingirmos 16 tubos no 4° repique. Devido a alguma falha no preparo dos meios ou
manipulacdo dos tubos, o ultimo repique foi todo perdido, ou por contaminagéo
bacteriana ou por ndao haver crescimento da levedura apés o periodo de incubacgao.

Na segunda tentativa, os cuidados foram redobrados, tanto para o preparo
dos meios como nos repiques. Ao terceiro repique, com doze tubos bem crescidos de
bada meio, efetuamos a raspagem da levedura para a inoculagdo em meios frescos.
Uma boa aeragéo é fator importante para o metabolismo do fungo, o que é dificultado
quando o cultivo se dad em meio liquido. Desta forma, & necessario o uso de frasco
apropriadq (fundo chato e largo, possibilitando maior superficie de aeragédo) e
incubagdo com agitagdo. Nao dispunhamos de frascos de Fernbach de 2800m|, ideais
para o cultivo do inéculo, de modo que a incubagéao se deu em frascos de Erlenmeyer
de 2000ml, em estufa com agitagao constante.

Sais e impurezas provenientes dos meios de cultivo utilizados e dos
reagentes quimicos, podem interferir na concentragdo do produto final, de forma que se
faz necessdria a concentragao e dialise do produto antes da liofilizag&o.

Devido ao atraso no cronograma, nao foi possivel realizar a determinacéo de
proteinas e carbohidratos do preparado antigénico por andlises fisico-quimicos, bem

como a detecgdo da fragdo antigénica especifica do P.brasiliensis (glicoproteina de 43
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kd) por imunoeletroforese que teriam sido uteis na avaliagdo da qualidade e
composi¢ado das amostras. Os resultados dos testes de imunodifusdo dupla sugerem
que, ou o fungo ndo produziu o antigeno nos meios em que foi cultivado, ou os

preparados ndo possuem conteudo antigénico satisfatério.
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VI. CONCLUSOES

E de real impodénpia a pesquisa de antigenos e anticorpos envolvidos na
manifestagdo da Paracoccidioidomicose e a padronizagdo de um método diagndstico
eficiente se faz necessario tanto para a pesquisa da doenga na populagdo alvo quanto
para o estudo desses reagentes.

Os resultados obtidos neste trabalho nos permite concluir que:

1. O pré-indculo poderia conter numero de células leveduriformes insuficientes para a
producdo de antigenos.

2. O fungo pode ndo ter excretado o antigeno no meio de cultivo, por alguma
interferéncia em seu metabolismo (algum componente do meio, esgotamento por
excesso de repiques) ou ter excretado um conteudo muito baixo.

3. Acondicionamento e armazenamento impréprios podem ter de algum modo
desativado a fragéo antigénica (glicoproteina excretada).

4. Os testes negativos ndo devem ser por problemas técnicos, pois 0 mesmo
procedimento foi utilizado com o antigeno padréo e este forneceu os resultados
esperados.

5. O teste realizado com antigeno padrdo, indicou-nos que os soros em teste

continham anticorpos precipitantes para o P. brasiliensis.
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6. Se faz necessario dar continuidade aos estudos iniciados, bem como realizar novos
testes e analises mais apuradas a fim de aprimorar as técnicas utilizadas visando a

padronizagado da produgao de antigenos.



24

Vil. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BRUMMER, E. Virulence of Paracoccidioides brasiliensis: the infuence of in vitro
passage and storage. Mycopathologia, N.109, p.13-17, 1990.

CAMARGO, Z.P. et al. Production of Paracoccidioides brasiliensis exoantiogens of
immunodiffusion test. J.Clin.Microbiol., v.29, p.31-38, 1991.

CANO, M.ILN., VIDAL DE AGUIAR, M.S.M. Utilizagdo de aminoacidos no estudo do
crescimento P.brasiliensis. Influéncia sobre o dimorfismo. Rev. Inst. Med. trop. S&o
Paulo, v.33(04), p.3119-324, jul/ago 1991.

. Estudo das necessidades auxotréficas do Paracoccidioides brasiliensis. Rev.
Inst. Med. trop. Sdo Paulo, v.31(07), p.100, 1989.

CRUZ, M.F.F., CASTRO, B.G.; WANKE, B. Produgdo e padronizagdo dos antigenos
de P.brasiliensis, H.capsulatun e A.fumigatus para uso no imunodiagndstico.
Comparacgdo entre as técnicas de imunodifusdo e imunoeletroosmoforese. Rev.
Mem. Inst. Oswaldo Cruz, v.80(3), p.301-305, jul/set. 1985.

DEL NEGRO, G.M.B. The sensitivity, specificity and efficiency values of some
serological test used in the diagnosis Paracoccidioidomycosis. Rev. Inst. Med. tro..
Sé&o Paulo, v.33(4), p.227-280, jul/fago. 1991.

DELACRETAZ,J.. GRIGORIU, D.; DUCEL,G. Atlas de Micologia Médica. S&o Paulo:
Mande, 1978. - '

FINQUELIEVICH,J.L., et al. Estudio comparativo de la patogenicidad y la
antipatogenicidad de 6 cepas de P.brasiliensis. Rev. Inst. Med. trop. S0 Paulo,
v.35(6), p.535-541, nov/dez. 1993.

JAWETZ, Ernest et al. Microbiologia Médica. 18 ed. Guanabara Koogan, 1991.

LACAZ,C.S.; PORTO,E.; MARTINS, J.E.C.. Técnicos micologicos e imunoldgicos.

) Micologia Médica. 8° ed. S&o Paulo: Sarvier, 1991.

LOPEZ-MARTINEZ,R.; CASTANON, L.R.O.; REBORA F.MAYNEZAM.G.; VERTIZE.
Diagndstico serolégico de micosis pulmonares por oportunistas. Rev. Lat. Amer.
Microbiol, v.30, p.317-320, 1988.

MENDES-GIANNINI, M.J.S.; DELNEGRO, G.B.; SIQUEIRA, A.M. Serodiognosis. In:
FRANCO,M. et al. Paracoccidioidomycosis, Flérida: CRC Press, 1994. p.345-362.

MINGUETTI,G. et al. Ultraestrutura do Paracoccidioides brasiliensis. 1. Na fase
filamentosa. Rev. Inst. Med. trop. Sdo Paulo, v.25(4), p.152-160, jul/ago, 1983.

. Ultraestrutura do Paracoccidioides brasiliensis. Il. Na fase leveduriforme. Rev.
Inst. Med. trop. Sdo Paulo, v.25(4), p.161-167, jul/ago, 1983.

MONTENEGRO, MR, MIYAJIM; NISHIMURA, K, COELHO,KI;HOKIE) ;
MENDES,R.P.; SANO,A.; FUKUSHIMA K.; FECCHIO, D.; Isolation of fungi from
nature: in the region of Botucatu, stat of Sdo Paulo, Brazil, an Endemic area of




25

Paracoccidioidomycosis. Mem. Inst. Oswaldo Cruz, v.97(6), p.665-670, nov/dez,
1996.

PUCCIA, Rosana. Estudos bioguimico e imunoguimicos sobre gp43 de
Paracoccidioides brasiliensis. Sdo Paulo, 1990. Tese (doutorado) Escola Paulista
de Medicina.

. Purification of the 43kda glycoprotein from exocellular components excreted by
Paracoccidioides brasiliensis in liquid culture (TOM medium). J.Med. Vet. Micol.,
v.29, p.57-60, 1991.

RETREPO, A.; CANO, L.E.; OCHOA, M.T. A yeast derived antigen from P.brasiliensis
useful for serological testing. Sabouraudia: J. Med. Vet. Mycol., v.22, p.23-2S,
1984.

SILVA, M.I.C.:. CHAMMA L.G.; FRANCO,M. Reacédo de microimunodifusdo em gel de
agar no diagnéstico soroldgico do paracoccidioidomicose Rev. Inst. Med. trop. S&o
Paulo, v.31(1), p.40-43, jan/fev, 1989.

SIQUEIRA, Antonio Martins. Avaliacdo da sensibilidade e especificidade de algumas
provas _sorolégicas no diagnostico, prognéstico e controle de cura da
paracoccidiodomicose: caracterizacdo _imunoquimica do antigeno E, do
Paracoccidioides brasiliensis. S&o Paulo, 1982. Tese (doutorado) Instituto de
Ciéncias Biomeédicas de Sao Paulo.

SOMENSI, C.S.; CAMARGO, Z.P.; OLIVEIRA,O.L.P.; INOUYE,M.; PONTELLO,R,
ITANO,E. Reavaliagdo e proposta de um protocolo de sorologia para
Paracoccidioidomicose . RBAC, v.28(2), p.49-52, 1996.

- SOMENSI.D.; ITANO,E.; QUESADARM.B.; CAMARGO,Z.P.; INOUYEM;
OLIVEIRA,O.L.P. A Paracoccidioidomicose na regido norte do Parana: Dados
Clinicos-Laboratoriais. NerosLab, 20 ed., p.100-105, 1997.

SVIDZINSKI, TI1.E.; DIAS-SIQUEIRAV.L; OLIVEIRAT.CRM.; HERRERO,F.
importancia da Imunodifusdo Radial Dupla no Diagnéstico e Acompanhamento de
pacientes com Paracoccidioidomicose. NerosLab, 20 ed., p.66-70, 1997.

UNTERKIRCHER, Carmelinda Schmidt. Antigenos de Paracoccidioides brasiliensis e
sua_aplicacdo no diagnéstico sorolégico da Paracoccidioidomicose. Sdo Paulo,
1988. Tese (doutorado) Escola Paulista de Medicina.




