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R E S U M O 

U t i l i zou -se t é c n i c a d e m i c r o i m u n o d i f u s ã o d u p l a e m ge l d e á g a r p a r a a  m e d i d a 
q u a l i e  q u a n t i t a t i va d e a n t i c o r p o s c i r c u l a n t e s an t i —  P . b r a s i l i e n s i s, c o m p a r a n d o - s e 
os r e s u l t a d o s c o m o  m a c r o m é t o d o . T o d o s o s 10 3 soro s d e p a c i e n t e s p o r t a d o r e s d e 
p a r a c o c c i d i o i d o m i c o s e f o ra m p o s i t i v o s n o m i c r o m é t o d o c o n t r a 81%  d e p o s i t i v i d a d e 
no m a c r o m é t o d o . O s 8 3 so ro s d e p a c i e n t e s s e m p a r a c o c c i d i o i d o m i c o s e fo ra m n e g a -
t i vos e m a m b a s a s reações . Os t í tu los do s soro s p o s i t i v o s t e n d e r a m a  se r m a i s e leva -
d o s n o m i c r o m é t o d o , q u e f o rnece u b a n d a s d e p r e c i p i t a ç ã o m a i s n í t i d a s e  fáce i s 
de se re m l i d a s . O  m i c r o m é t o d o é  d e r e a l i z a ç ã o s i m p l e s , u t i l i z a p e q u e n a q u a n t i d a d e 
de m a t e r i a l e  p o s s i b i l i ta o  test e s i m u l t â n e o d e 10 2 soros. A c r e d i t a m os q u e el e p o d e r á 
s u b s t i t u i r o  m a c r o m é t o d o , e s p e c i a l m e n t e e m l abo ra tó r i o s d e g r a n d e ro t i n a soro -
l ó g i c a . 

U N I T E R M O S : P a r a c o c c i d i o i d o m i c o s e ; M i c r o i m u n o d i f u s ã o . 

I N T R O D U Ç Ã O 

P a r a c o c c i d i o i d e s b r a s i l i e n s i s , o agen te et i o 
l óg i co d a p a r a c o c c i d i o i d o m i c o s e , p o s s u i n u m e -
rosos a n t í g e n o s , q u e i n d u z e m r e s p o s t a i m u n e 
h u m o r a l e  ce lu la r . A  m e d i d a d e s t a r e s p o s t a é 
ú t i l n o d i a g n ó s t i c o e  s e g u i m e n t o d o s p a c i e n t e s . 
E n t r e o s tes tes s o r o d i a g n ó s t i c o s , a  m a c r o i m u n o 
d i f usão d u p l a e m ge l d e á g a r t e m s e m o s t r a d o 
mé todo espec í f i c o e  s e n s í v e l , nã o n e c e s s i t a n d o 
p a r a s u a r e a l i z a ç ão de n e n h u m e q u i p a m e n t o e s 
p e c i a l o u r eagen te s c a r o s 5 . 

A r e a ç ã o d e m i c r o i m u n o d i f u s ã o fo i d e s c r i t a 
i n i c i a l m e n t e po r B U S E Y &  H I N T O N 1 , t end o s i -
do pos te r i o rmen t e a d a p t a d a p a r a ou t ra s m i c o 
ses , c o m o aspe rg i l ose , b l a s t o m i c o s e no r te -ame -
r i c a n a e  c o c c i d i o i d o m i c o s e 3 . O s r e s u l t a d o s i n d i 

c a m qu e o  m é t o d o é  s i m p l e s , espec í f i c o e  sens í -
ve l , send o m u i t o ú t i l e m l abo ra tó r i o s qu e t r a b a -
l h a m c o m n u m e r o s o s soros . 

O p resen t e t r a b a l h o v i s o u c o m p a r a r a s rea -
ções d e i m u n o d i f u s ã o e m g e l d e á g a r pe l o m a c r o 
e m i c r o m é t o d o n a d e t e c ç ã o e  q u a n t i f i c a ç ã o d e 
a n t i c o r p o s a n t i - P . b r a s i l i e n s i s n a p a r a c o c c i d i o i -
d o m i c o s e . 

M A T E R I A L E  M É T O D O S 

S o r o s —  F o r a m t e s t a d o s 10 3 soro s d e p a c i e n t e s 
p o r t a d o r e s d e p a r a c o c c i d i o i d o m i c o s e , a t e n d i -
dos n o H o s p i t a l d a s C l í n i c a s d a F a c u l d a d e d e 
M e d i c i n a d e B o t u c a t u , U N E S P . O  d i a g n ó s t i c o 

D e p a r t a m e n t o d e P a t o l o g i a , F a c u l d a d e d e M e d i c i n a —  U N E S P , B o t u c a t u , S ã o P a u l o , B r a s i l . 

E n d e r e ç o p a r a c o r r e s p o n d ê n c i a : D r . M a r c e l l o F r a n c o . D e p a r t a m e n t o d e P a t o l o g i a d a F a c u l d a d e d e M e d i c i n a d e B o t u c a t u 
C E P 1861 0 B o t u c a t u . S ã o P a u l o , B r a s i l . 



de todo s o s p a c i e n t es fo i c o n f i r m a d o po r e x a m e
m i c o l ó g i c o d i re t o e /o u h i s t o p a t o l ó g i c o . C o m
cont ro le , f o ra m t e s t a d o s 8 3 so ro s d e p a c i e n t e s
do m e s m o h o s p i t a l , no s q u a i s o  d i a g n ó s t i c o d e
m i c o s e p r o f u n d a fo i a f a s t a d o sob o  p o n to d e v i s
ta c l í n i c o e l abo ra to r i a l. O s so ros f o ram tes tado
n â o d i l u í d o s ( reaçã o q u a l i t a t i v a ) e  d i l u í d o s e m
s o l u ç ã o s a l i n a e m d i l u i çõe s m ú l t i p l a s d e 2  ( re a
ção q u a n t i t a t i v a ) . 

Antígeno —  U t i l i zou -s e a n t í g e no d e P . b r a s i l i e n
s i s ob t id o po r s o n i c a ç ã o de f o r m a s levedur i fo r
m e s d o f ung o ( i so lado s 18. 113, 256), s e g u n do téc
n i c a d e P E R A Ç O L I e t a l 6 . A  c o n c e n t r a ç ã o d e
p ro te ínas , d e t e r m i n a d a pe l o m é t o d o d e L O WR Y
et a l . 4 . foi d e 7  m g / m l . 

M i c r o i m u n o d i f u s ã o —  o  test e d e m i c r o i m u n o
d i fusão d u p l a e m ge l de á g a r fo i r e a l i z a d o s e g u n
do o  p ropos t o pel o C e n t e r s for D i s e a s e C o n t r o l
A t l a n t a , U S A 3 - 7 . 

P r e p a r a ç ã o d a s p l a c a s —  U m to ta l d e 1 0 m
de á g a r p r e p a r a d o s e g u n d o o  p r o p o s t o p e l a O r
g a n i z a ç ã o M u n d i a l d e S a ú d e p a r a tes te s d e i m u
n o d i f u s ã o 2 ( a g a r - a g a r (Me rck ) 1  g ; a z i d a s ó d i c
0.1 g , c lo re t o d e sód i o 0.8 5 g ; s o l u ç ã o t a m p ã
1 m l (M/1 5 N a 2 H P 0 4 80. 8 m l ; M/1 5 K H 2 P G 4 19.
m l ) ; á g u a d e s t i l a d a 9 9 m l ) fo i u s a d o p a r a c a d
p l a c a d e pe t r i d e po l i es t i ren o (10 0 x  1 5 m m ). I n i
c i a l m e n t e , um v o l u m e d e 6.5 ml d o á g a r a  60-65" C 
foi p i p e t a d o n a p l a c a , d i s t r i b u í d o e  d e i x a do g e h 
ficarem super f í c i e p l a n a , à  t e m p e r a t u ra a m b i e n -
te, po r 3 0 m i n . A  segu i r , 3,5 m l d o á g a r a  95-98° C 
fo ram p i p e t a d o s e m u m l a d o d a c a m a d a d e a g a r 
n a s p l a c a s e  d i s t r i b u í d os h o m o g e n e a m e n t e c o m 
a m a t r i z d e p l á s t i c o c o m o s o r i f í c ios , c o m o de -
m o n s t r a d o n a F i g . I . A s p l a c a s f o r a m d e i x a d a s 
por 3 0 m in à  t e m p e r a t u ra a m b i e n t e p a r a so l id i f i 
c a ç ã o d o ága r . A p ó s , r e m o v e u - s e , c om e s p á t u l a , 
o á g a r qu e p r e e n c h i a c a d a or i f íc io . 

T é c n i c a d o T e s t e —  I n i c i a l m e n t e o s so ro s 
e a  segu i r o  a n t i g e n o f o r a m m i c r o p i p e t a d o s (1 5 
fú) no s or i f íc ios , con fo rm e d e m o n s t r a d o n a f ig . 
2. C a d a p l a c a fo i i n c u b a d a po r 4 8 h  á  t e m p e 
r a t u r a a m b i e n t e (25°C) , e m c â m a r a ú m i d a . N o 
f ina l , a  m a t r i z fo i r e t i r a d a , a  p l a c a l a v a d a c o m 
c u i d a d o c o m á g u a d e s t i l a d a . A  l e i t u r a d a s b a n 
d a s (p resenç a e n ú m e r o) fo i fe i t a sob r e l uz b r a n ca 
i nd i re ta . 

F i g . 2  — E s q u e m a d o s tes te s q u a l i t a t i v o s ( 6 s o r os n ão d i l u í d o s 
po r á rea ) e  d o s tes te s q u a n t i t a t i v o s ( 1 s o r o p o r á r e a ; d i l u i ç ã o 
a té 1:32/ . 

M a c r o i m u n o d i f u s ã o —  r e a l i z a da s e g u n do técn i 
c a u s a d a n a r o t i na s o r o d i a g n ó s t i c a de p a r a c o c c i -



d i o i d o m i c o s e e m n o s s o l abo ra tó r i o , c o m o p r e 
v i a m e n t e d e s c r i t a 5 . 

R E S U L T A D O S 

T o d o s o s 10 3 so ro s d e p a c i e n t e s p o r t a d o r e s 
de p a r a c o c c i d i o i d o m i c o s e f o r a m p o s i t i v o s n a 
r e a ç ã o q u a l i t a t i v a d e m i c r o i m u n o d i f u s ã o . S e 
t en ta e  nov e so ro s d e r a m u m a b a n d a {11%),  2 2 
d u a s b a n d a s (21% ) e  2  so ro s trê s b a n d a s <2%) . 
A a n á l i s e q u a l i t a t i v a do s m e s m o s soro s n a re a 
ç á o d e m a c r o i m u n o d i f u s ã o reve lo u p o s i t i v i d a d e 
e m 9 0 so ro s (87%) . D e s t e s , 76 % m o s t r a r a m u m a 
b a n d a e  24 % d u a s b a n d a s . 

T o d o s o s 83 so ro s con t ro le s f o ra m n e g a t i v o s 
q u a n d o t es tado s n ã o - d i l u i d o s n a s reações de m i 
c ro e  m a c r o i m u n o d i f u s ã o . 

A c o m p a r a ç ã o ent r e o s t í tu lo s e m a m b a s a s 
reações d e i m u n o d i f u s ã o fo i r e a l i z a d a em 4 0 do s 
103 so ro s d e p a c i e n t e s p o r t a d o r e s d e p a r a c o c c i 
d i o i d o m i c o s e . O s r e s u l t a d os f o ra m s e m e l h a n t e s , 
p o r é m c o m t e n d ê n c i a a  t í t u l o s m a i s e l e v a d o s 
(1:4, 1:8 ) n a m i c r o i m u n o d i f u s ã o . N a m a i o r i a do s 
soros , o s t í t u lo s d e c a d a sor o n a s d u a s reaçõe s 
fo ram i g u a i s ( n = 2 5 ) o u v a r i a r a m a p e n a s e m 
u m a d i l u i ç ã o ( n =  15) . D o is so ro s (5% ) ap rese n 
t a r a m t í t u lo s m a i o r e s d e d u a s d i l u i ç õ e s n a re a 
çáo d e m i c r o i m u n o d i f u s ã o . 

T A B E L A 1 

D i s t r i b u i ç ã o d e 4 0 s o r o s d e p a c i e n t e s p o r t a d o r e s d e p a r a c o c c i 
d i o i d o m i c o s e s e g u n d o os t í t u l o s j n as r e a ç õ e s de m i c r o e  m a c r o i 

m u n o d i f u s ã o . 

R E A Ç Ã O 

T Í T U L O S 
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D I S C U S S Ã O 

A r e a ç ã o d e m i c r o i m u n o d i f u s ã o c o m o a q u i 
u t i l i z a d a pe rm i t e o  teste s i m u l t â n e o d e 10 2 so ros 
po r p l a c a , c o m p e q u e n o g a s t o d e m a t e r i a l e  d e 
tempo. O  m é t o d o a p r e s e n t o u 100 % d e s e n s i b i 
l i d a d e e  d e e s p e c i f i c i d a d e , q u a n d o tes tad o c o n 
t ra p a i n e l d e so ro s d e p a c i e n t e s c o m p a r a c o c c i 
d i o i d o m i c o s e e  c o m v á r i a s d o e n ç a s n ã o - m i c ó 
t i c a s , r e s p e c t i v a m e n t e . O  tes t e r e v e l o u m a i o r 
s e n s i b i l i d a d e d o q u e o  m a c r o m é t o d o (100 % v s 

87%) , a l é m d e te r fo rnec id o t í t u lo s m a i s e l e v a d o s 
e m a i o r n ú m e r o d e b a n d a s . A l é m d is to , a s b a n -
d a s n o m i c r o m é t o d o f o r a m m a i s n í t i d a s e  fáce i s 
de se re m v i s u a l i z a d a s . E s te a c h a d o é  e x p l i c a d o 
pe lo fa t o d a p r e c i p i t a ç ã o a n t í g e n o - a n t i c o r p o 
ocor rer a p e n a s na d e l g a d a c a m a da de á g a r l oc a 
l i z a d a en t r e a  m a t r i z c o m or i f í c io s e  a  c a m a d a 
in fer ior d e á g a r 3 7 . 

A n t e r i o r m e n t e , K A U F M A N 3 tes to u a l g u n s 
s o r o s d e p a r a c o c c i d i o i d o m i c o s e n e s t a r e a ç ã o , 
tendo o b s e r v a d o g r a n d e s e n s i b i l i d a d e e  espec i f i 
c i d a d e . M a i s ta rde , Y ARZABAL e t a l . 8 u t i l i za -
r a m u m a v a r i a n t e d o m é t o d o , r e a l i z a d a em l â m i -
nas m i c r o s c ó p i c a s , c o m or i f í c io s c o r t a d o s a t ra -
vés d e t o d a a  e s p e s s u r a do a g a r e  c a p a c i d a d e 
de s e testa r a p e n a s 1 2 soro s s i m u l t a n e a m e n t e : 
a s e n s i b i l i d a d e r e p o r t a d a fo i i g u a l ã  d o m a c r o 
mé todo . 

C o m o a  m i c r o i m u n o d i f u s ão é  m é t o do econ ò 
m i c o e m te rmo s d o m a t e r i a l u t i l i zado , b e m c o m o 
do t e m p o p a r a s u a r e a l i z a ç ã o, a c r e d i t a m os fre n 
te a  estes r e s u l t a d os p r e l i m i n a r e s qu e e l a p o d e r á 
s u b s t i t u i r o  m a c r o m é t o d o , e s p e c i a l m e n t e e m l a -
bo ra tó r i os c o m g r a n d e r o t i n a s o r o d i a g n ó s t i c a 
ou e x p e r i m e n t a l . 

S U M M A R Y 

M i c r o i m m u n o d i f f u s i o n tes t fo r th e s e r o d i a g n o -
s i s o f p a r a c o c c i d i o i d o m y c o s i s 

We u s e d th e m i c r o - a n d m a c r o i m m u n o d i f -
f us i ón tes t fo r th e q u a l i t a t i v e a n d q u a n t i t a t i v e 
m e a s u r e m e n t o f an t i —  P . b r a s i l i e n s i s an t i bo -
d ies i n s e r u m o f p a t i e n t s w i t h p a r a c o c c i d i o i d o -
m y c o s i s . A l l 10 3 p a r a c o c c i d i o i d o m y c o s i s s e r a 
(100% )  were pos i t i v e i n th e m i c r o t e s t v e r s u s 87% 
pos i t i v i t y i n d e x i n th e m a c r o t e s t . A l l 8 3 con t ro l 
s e r a f rom p a t i e n ts w i t h o the r d i s e a s e s wer e n e g a 
t i ve i n b o t h tes ts . T i t e rs o f th e p o s i t i v e s e r a ten -
d e d t o b e h i g h er i n th e m i c ro tes t , w h i c h revea le d 
s h a r p e r a n d eas ie r to r ea d p r e c i p i t i n g b a n d s . Mi -
c r o i m m u n o d i f f u s i o n i s s i m p l e t o b e pe r fo rmed , 
r e q u i r e s a  m i n i m u m a m o u n t o f r e a g e n t s a n d 
a l l ows th e s i m u l t a n e o u s t es t i n g o f 10 2 s e r a . I t 
m a y r ep lac e th e m a c r o t e s t s p e c i a l l y i n l a b o r a -
tor ies d e a l i n g w i t h g r e a t se ro log i c rou t ine . 



A G R A D E C I M E N T O S 

O s au to re s a g r a d e c e m o  a u x í l i o t écn i c o d e 
M a r i n o A l v e s d a C u n h a e  C l a u d i n ei J u r a n d i r F i -
g u e i r a , e  ao D r . P a u l S t a n d a r d , do C D C , A t l a n t a , 
p e l a d o a ç ã o d a s m a t r i z e s p a r a o s testes . T r a b a -
lho p a r c i a l m e n t e f i n a n c i a d o p o r b o l s a F I N E P 
N? 42.87.0395.00 . 
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