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REACAO DE MICROIMUNODIFUSAO EM GEL DE AGAR NO DIAGNOSTICO SOROLOGICO DA
PARACOCCIDIOIDOMICOSE

Maria Isabel Correa da SILVA, Luiz Gastaio CHAMMA & Marcello FRANCO

RESUMO

Utilizou-se técnica de microimunodifusdao dupla em gel de dagar para a medida
quali e quantitativa de anticorpos circulantes anti — P. brasiliensis, comparando-se
os resultados com o macrométodo. Todos os 103 soros de pacientes portadores de
paracoccidioidomicose foram positivos no micrométodo contra 87% de positividade
no macromeétodo. Os 83 soros de pacientes sem paracoccidioidomicose foram nega-
tivos em ambas as reacgoes. Os titulos dos soros positivos tenderam a ser mais eleva-
dos no micrométodo, que forneceu bandas de precipitacao mais nitidas e faceis
de serem lidas. O micrométodo é de realizacao simples, utiliza pequena quantidade
de material e possibilita o teste simultaneo de 102 soros. Acreditamos que ele podera
substituir o macrométodo, especialmente em laboratérios de grande rotina soro-

logica.
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INTRODUCAO

Paracoccidioides brasiliensis, o agente etio
logico da paracoccidioidomicose, possui nume-
rosos antigenos, que induzem resposta imune
humoral e celular. A medida desta resposta é
util no diagnoéstico e seguimento dos pacientes.
Entre os testes sorodiagnoésticos, a macroimuno
difusao dupla em gel de agar tem se mostrado
meétodo especifico e sensivel, nao necessitando
para sua realizacao de nenhum equipamento es-
pecial ou reagentes caros®.

A reacao de microimunodifusao foi descrita
inicialmente por BUSEY & HINTON!, tendo si-
do posteriormente adaptada para outras mico
ses, como aspergilose, blastomicose norte-ame-
ricana e coccidioidomicose®. Os resultados indi-

cam que o método é simples, especifico e sensi-
vel, sendo muito util em laboratorios que traba-
tham com numerosos soros.

O presente trabalho visou comparar as rea-
coes de imunodifusao e gel de agar pelo macro
e micrométodo na deteccao e quantificacdao de
anticorpos anti-P. brasiliensis na paracoccidioi-
domicose.

MATERIAL E METODOS

Soros — Foram testados 103 soros de pacientes
portadores de paracoccidioidomicose, atendi-
dos no Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Botucatu, UNESP. O diagnostico
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de todos os pacientes foi confirmado por exame
micologico direto e/ou histopatolégico. Como
controle, foram testados 83 soros de pacientes
do mesmo hospital, nos quais o diagnéstico de
micose profunda foi afastado sob o ponto de vis-
ta clinico e laboratorial. Os soros foram testados
nao diluidos (reacao qualitativa) e diluidos em
solucao salina em dilui¢gdes multiplas de 2 (rea-
cao quantitativa).

Antigeno — Utilizou-se antigeno de P. brasilien-
sis obtido por sonicacao de formas levedurifor-
mes do fungo (isolados 18. 113, 256), segundo téc
nica de PERACOLI et al® A concentracao de
proteinas, determinada pelo método de LOWRY
et al.t fol de 7" mg/mi.

Microimunodifusao — ¢ teste de microimuno-
difusac dupla em gei de agar foi realizado segun
do o proposto pelo Centers for Disease Contro:..
Atlanta, USA®"

Preparacao das placas — Um total de 10 ml
de agar preparado segundo o proposto pela Or-
ganizacao Mundial de Saude para testes de imu-
nodifusao?® (agar-agar (Merck) 1 g: azida sodica
0.1 g. cloreto de sodic 0.85 g: solucao tampao
i ml (M/15 Na,HPO, 80.8 m!; M/15 KH,PG, 19.2
m)); agua destilada 99 mD foi usado para cada
placa de petri de poliestireno (100 x 15 mmj. In)-
cialmente, um volume de 6.5 mi do agar a 60-65°C
foi pipetado na placa, distribuido e deixado gel:
ficar em superficie plana, a temperatura ambien
te, por 30 min. A seguir, 3.5 mi do agar a 95-98°C
foram pipetados em um iado da camada de agar
nas placas e distribuidos nomogeneamente com
a matriz de plastico com os orificios. como de-
monstrado na Fig. 1. As placas foram deixadas
por 30 min a temperatura ambiente para solidifi-
cacao do agar. Apos, removeu-se, com espatula,
0 agar que preenchia cada orificio.

Técnica do Teste — Inicialmente os soros
e a seguir o antigeno foram micropipetados (15
ul) nos orificios, contorme demonstrado na fig.
2. Cada placa foi incubada por 48 h a tempe-
ratura ambiente (25°C), em camara umida. No
final, a matriz foi retirada, a placa lavada com
cuidado com agua destilada. A leitura das ban-
das (presenca e niimero) foi feita sobreluz branca
indireta.
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Fig. 1 — A Matriz de acrilico de 1/8", com esquema de orificios
177 B. Técnica da colocacio da matriz na placa de petr|
notar gue & camada de agar de 3.5 ml, onde ocorrerd o reagac
antigeno anticorpo, se dispos homogeneamente entre a matriz
en camade de apar no fundo da place imodificado de STAN

DARD et al

QUANTITATIVO

Fig. 2 — Esquema dos testes qualitativos (6 soros nao diluidos
por area’ e dos testes guantitativos (1 soro por area; diluigac
até 1:32,

Macroimunodifusao — realizada segundo técni-
causadanarotina sorodiagndstica de paracocci-
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dioidomicose em nosso laboratorio, como pre
viamente descrita’.

RESULTADOS

Todos os 103 soros de pacientes portadores
de paracoccidioidomicose foram positivos na
reacao qualitativa de microimunodifusao. Se-
tenta e nove soros deram uma banda «77% ), 22
duas bandas (21%) e 2 soros tres bandas (2%).
A anadlise qualitativa dos mesmos soros na rea-
cao de macroimunodifusao revelou positividade
em 90 soros (87%). Destes, 76% mostraram uma
banda e 24% duas bandas.

Todos os 83 soros controles foram negativos
quando testados nao-diluidos nas reacoes de mi
¢ro e macroimunodifusao.

A comparagao entre os titulos em ambas as
reagoes de imunodifusao foi realizada em 40 dos
103 soros de pacientes portadores de paracocci
dioidomicose. Os resultados foram semelhantes,
porém com tendéncia a titulos mais elevados
(1:4, 1:8) na microimunodifusao. Na maioria dos
soros, os titulos de cada soro nas duas reacoes
foram iguais tn = 25) ou variaram apenas em
uma diluicdo (n = 15). Dois soros (5% ; apresen
taram titulos maiores de duas dilui¢coes na rea-
¢ao de microimunodifusao.

TABELA 1
Distribuicao de 40 soros de pacientes portadores de paracocci
dioidomicose segundo os titulosmnas reagoes de micro e macroi

munodifusao.
TITULOS
REACAO
Nao Diluido 1:2 14 1:8 16 1:32 Total
Micro-Teste 4 8 10 9 2 7 40
Macro-Teste 7 11 [} 5 2 9 40

DISCUSSAO

A reacdao de microimunodifusao como aqui
utilizada permite o teste simultaneo de 102 soros
por placa, com pequeno gasto de material e de
tempo. O método apresentou 100% de sensibi-
lidade e de especificidade, quando testado con-
tra painel de soros de pacientes com paracocci
dioidomicose e com vdrias doenc¢as nao-mico-
ticas, respectivamente. O teste revelou maior
sensibilidade do que 0 macrométodo (100% vs
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87%), além de ter fornecido titulos mais elevados
e maior numero de bandas. Além disto, as ban-
das no micromeétodo foram mais nitidas e faceis
de serem visualizadas. Este achado é explicado
pelo fato da precipitacao antigeno-anticorpo
ocorrer apenas na delgada camada de agar loca-
lizada entre a matriz com orificios e a camada
inferior de dgar®”.

Anteriormente, KAUFMAN* testou alguns
soros de paracoccidioidomicose nesta reacao,
tendo observado grande sensibilidade e especifi-
cidade. Mais tarde, YARZABAL et al® atiliza-
ram uma variante do método, realizada em lami-
nas microscopicas, com orificios cortados atra-
vés de toda a espessura do agar ¢ capacidade
de se testar apenas 12 soros sumultaneamente;
a sensibilidade reportada toi igual a do macro-
metodo.

Como a microimunodifusao é método econo-
micoem termos do material utilizado, bem como
do tempo para sua realizacao, acreditamos fren-
te a estes resultados preliminares que ela podera
substituir o macrométodo, especialmente em ia-
boratorios com grande rotina sorodiagnostica
ou experimental.

SUMMARY

Microimmunodiffusion test for the serodiagno-
sis of paracoccidioidomycosis

We used the micro- and macroimmunodif-
fusion test for the qualitative and quantitative
measurement of anti — P. brasiliensis antibo-
dies in serum of patients with paracoccidioido-
mycosis. All 103 paracoccidiocidomycosis sera
(100% ) were positive in the microtest versus 87%
positivity index in the macrotest. All 83 control
serafrom patients with other diseases were nega-
tive in both tests. Titers of the positive sera ten-
ded to be higher in the microtest, which revealed
sharper and easier to read precipiting bands. Mi-
croimmunodiffusion is simple to be performed,
requires a minimum amount of reagents and
allows the simultaneous testing of 102 sera. It
may replace the macrotest specially in labora-
tories dealing with great serologic routine.
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