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PESQUISA DE ANTICORPOS CONTRA P. BRASILIENSIS 

POR IMUNODIFUSÃO RADIAL (IMUNOPLACAS) 

E. PORTO (1), R. G. FERRI (2) e I. IRULEGUI (3) 

RESUMO 

Os Autores relatam os resultados do estudo comparativo, realizado com soros de 88 
portadores de paracoccidioidomicose, entre os métodos de imunodifusão de Ouchterlony 
(ID) e de imunodifusão radial de Mancini (IDR). Para a última foram utilizadas placas 
de gel de ágar contendo o antígeno (extraído de culturas de P. brasiliensis na fase leve
duriforme) e aplicados em orifícios os soros dos pacientes. Os halos circulares de pre
cipitação indicam a presença de anticorpos contra o P. brasiliensis. IDR mostrou-se mais 
sensível que ID, pois 17 amostras em que os anticorpos não foram revelados por ID for
maram halos de precipitação por IDR. 

INTRODUÇÃO 

Em estudo comparativo entre a imunodi
fusão em gel de ágar (ID) de OUCHTERLO
NY 4 e a reação de fixação do complemento 
(RFC) para diagnóstico da paracoccidioido
micose, RESTREPO s demonstrou ser a primei
ra de grande valor não só por sua simplicidade 
e rapidez na execução, mas também, por sua 
grande sensibilidade. Posteriormente, RES
TREPO & MONCADA 6 compararam as mes
mas técnicas utilizando antígeno preparado a 
partir da mistura de culturas de três amos
tras de Paracoccidioid.es brasiliensis na fase 
leveduriforme, isoladas de pacientes diferen
tes. 

Os pacientes foram acompanhados soro
logicamente por um, dois, três e, em alguns 
casos, até quatro anos de tratamento. Concluí
ram que,. na detecção de anticorpos, a ID é 
mais sensível que a RFC e observaram que, na 
maioria dos casos (mais de 70%), os anticor
pos precipitantes persistiram por alguns anos 
durante o tratamento. 

Estes mesmos Autores 7 fJzeram, por ID, a 
semiquantificação dos anticorpos para o 
P. brasiliensis, utilizando diluições seriadas 
dos soros dos pacientes. 

O resultado negativo da ID, em algumas 
amostras de soro de pacientes com paracocci
dioidomicose, pode ser atribuído à proporção 
inadequada das concentrações relativas de an
tígeno e anticorpo. Isto exigiria, além da exe
cução da prova com diluições seriadas das 
amostras (com as quais se obteve resultado ne
gativo com o soro não diluído), a execução, 
também com diluições seriadas do antígeno. 
Entretanto, se ao invés de se fazer a difusão 
do antígeno contra o anticorpo como é feito 
nesta técnica, o antígeno for incorporado ao 
ágar e se deixar a amostra de soro difundir 
neste (iMANCINI & col. 3 ), haverá difusão dos 
anticorpos até que seja atingida a proporção 
ótima das concentrações de antígeno e anti
corpo. Formar-se-á halo de precipitação, cujo 
diâmetro, elevado ao quadrado (D2), será pro
porcional à concentração de anticorpos no so
ro, desde que se fixe a concentração de antí-
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geno distribuído uniformemente no gel. Este 
método, sabidamente, se aplica à quantifica
ção de antígeno ou de anticorpos, desde que se 
tenha constante um destes elementos; é co
nhecido como Imunodifusão Radial de MAN
CINI & col. s (IDR) . 

Os Autores, utilizando amostras de soro 
de pacientes com paracoccidioidomicose, 
apresentam estudo comparativo entre a sensi
bilidade das técnicas de ID e de IDR na de
tecção de anticorpos precipitantes específicos 
para o P. brasiliensis, sem a preocupação de 
quantificação destes. 

MATERIAL E MÉTODOS 

1) Antígeno - Tanto para os experi
mentos de ID como para IDR foi utilizada pre

. paração feita por Restrepo & Moncada a par
tir de três amostras de P. brasiliensis na fase 
leveduriforme (RESTREPO & MONCADA 6) • 

2) Amostras de soro - Foram utilizadas 
88 amostras de soro de portadores de paracoc
cidioidomicose diagnosticada através de exa
me direto ao microscópio ou por biopsia ou 
ainda por ID, sendo utilizados sempre dois 
destes métodos em associação ao quadro clini
co. A preservação dos soros foi feita a -20°0 
utilizando-se também mertiolato à concentra
ção final de 1: 10 000. 

3) Imunodifusão de OUCHTE,RLONY 4 -

As lâminas (25 x 75 mm) foram previamente 
revestidas cóm solução de ágar a 1 % em água 
destilada que, após secagem, forma uma cutí
cula para isolar o vidro do gel a ser adiciona
do posteriormente. Bacto ágar (Difco) a· 1 % 
em NaCl 0,15 M foi distribuído usando-se três 
ml por lâmina. As amostras de soro foram co
locadas em orifícios praticados no gel, com 
diâmetro de três mm e distantes cinco mm do 
orifício central contendo o antígeno. A difusão 
foi deixada prosseguir, fazendo-se leituras 24 
e 48 horas após aplicação. 

4) Imunodifusão Radial de MANCINI & 
col.s - O antígeno foi diluído seis vezes em 
NaCl 0,15 1\1J e esta solução misturada a igual 
volume de ágar a 2% em NaCl 0,15 M conten
do azida sódica a 1/1000 como preservativo. Lâ
minas de vidro (50 x 75 mm ou 25 x 75 mm) 
também previamente revestidas como descri
to para ID, foram cobertas com seis ou três 
ml do gel contendo o antígeno, respectivamen-
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te. O soro dos pacientes foi aplicado em orifí
cios de 3,5 mm de diâmetro, distantes nove mm 
um do outro. Após comparação entre as dilui
ções finais do antígeno de três, seis e 12 vezes 
verificou-se que a melhor diluição, para a par
tida de antígeno utilizada, foi a última. 

A difusão foi deixada prosseguir até o 
maior crescimento do halo de precipitação, o 
que se verifica no mínimo em 72 horas, em 
câmara úmida a temperatura ambiente. O gel 
foi então coberto com solução aquosa a 4% 
(pH 1,5) de ácido tânico para intensificar os 
halos de precipitação, permitindo maior faci
lidade de mensuração. Após dois minutos o 
gel foi cuidadosamente lavado em água cor
rente durante alguns minutos. No máximo em 
30 minutos a leitura dos diâmetros dos halos 
era feita com auxílio do imunoscópio de pro
jeção ( *). Este aparelho amplia a imagem de 
5,2 vezes e possui uma régua graduada que se 
desloca sobre a tela de projeção, o que permite 
uma medida bastante exata dos diâmetros ·qa~ 
áreas circulares de precipitação. 

Muitas das amostras foram submetidas à 
IDR em duplicata, corando-se uma delas com 
solução de negro de amido lOB, Merck, (0,/4: 
g/100 ml) em solução aquosa de ácido acético 
a 10%, após lavagem das lâminas com solução 
0,15 M de NaCl para remoção do excesso de 
reagentes, e secagem do ágar. Como não fos
sem observadas diferenças expressivas entre as 
leituras sem qualquer tratamento ou após adi
ção de ácido tânico ou ainda pela coloração 
com negro de amido, optamos pela intensifi
cação dos halos por ácido tânico, em virtu
de de sua simplicidade. 

RESULTADOS 

Os anticorpos, difundindo radialmente no 
gel contendo o antígeno preparado a pariiir de 
culturas de P. brasili.ensis (fase levedurifor
me), formaram halos de precipitação. A.' Fig. 
1 ilustra o aspecto desses halos, ao lado de 
amostras postas em orifícios em torno· dos 
quais não houve precipitação. Na mesma figu
ra pode-se verificar a presença de um 'ou m:ais 
halos adicionais, formados por alguma:s amos
tras. 

(*) Montado nos laboratórios da «Karl Zeiss Co_mpa
nhia óptica e Mecânica» segundo recomendações 
técnicas de R. G. F,erri. 
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TABELAI 
Resultados das provas de Ouchterlony e imunodifusão, radial de Mancini para amostras de soro de pacien

tes com paracoccidioidomicose 

N2 de idehti Resultado Imu.nodií'usão 
ficação dÕ da lD ll.adial:diâme 
soro tro dos halÕs 

(rom x 5,2) o.e, 
tidos com 15),11 
de amostra 

l - -
2 - 26,0 
3 - -
4 - 30,5 
5 - 30,0 
6 - -
7 - 21,5 
8 - 28,5 
9 - -

10 - -
n - 36,5 
12 - 35,0 
13 - 36,0 
14 - 34,0 
15 - 49,5 
16 + 33,5 
17 + 31,5 
18 + 27,5 
19 + 26,5 
20 + 29,0 
21 - 32,0 
22 - 30,0 
23 - -
24 - -
25 - -
26 - -
27 - -
28 - 26,0 
29 - -
30 - -
31 - 30,0 
32 - 28,5 
33 - 32,5 
34 - 31,0 
35 - -
36 - -
37 + 30,0 
38 + 35,5 
39 +(*) 28,0(***) 
40 + 32,0 
41 + 28,5 
42 + 36,5 
43 + 27,0 
44 + 25,0 
45 + 30,5 
4f, +(*) 25,0 
'4-7 + 22,0 

' -

N~ de ident_!. Resultado Imu.nodifusão 
Radial:diâme ficação do da l.D 
tro dos halÕs soro 

(*) 

(**) 

(***) 

(rom x 5,2) o.e, 
tidos com 15,)U 
de amostra 

50 +(*) 35,0 
51 + 35,5 
52 +(**) 33,5 
53 +(*) 32,5 
54 + 34,0 
55 + 28,0(****) 
56 + 30,0 
57 +(*) 32,0 
58 + 28,0 
59 + 29,5 
60 + 30,0 
61 + 29,5 
62 +(*) 30,0 
63 + 28,0 
64 + 26,0 
65 + 30,0 
66 + 22,5 
67 + 25,0 
68 + 52,0 
69 + -
70 + 39,5 
71 + -
72 + 29,0 
73 + 38,0(****) 
74 + 27,5 
75 + 31,5 
76 + 30,0 
77 + 24,5 
78 + 30,0 
79 + 25,5 
80 + 28,0 
81 + 29,5 
82 + 30,0 
83 + 29,0 
84 + 25 ,o 
85 + 32,0 
86 + 21,5 
87 + 32,0 
88 + 32,0(****) 

-ostras que apresentam dti.as linhas de 
precipitação 
Amostras que apresentam três linnaa de 
precipitação . 
-ostras que, além do halo cujo diâmetro 
está indicado, apresentam mais um. halo 
interno a este. 48 +(*) 

49 + 41,5 (****) Amostras que além do halo cujo diâmetro 
está indicado, apresentam mais dois halos 
internos a este. 

A Tabela I resume os resultados obtidos 
por ID e IDR, nas 88 amostras de soros estu
dadas, estando também indicadas as amostras 
que formaram mais de um halo ou linha de 
precipitação por IDR e ID respectivamente. 

(+) 
(-) 

l'ositivo 
iiegativo 

Halos de precipitação foram obtidos por 
IDR em 71 das 88 amostras (80,7%) e linhas 
de precipitação por ID foram observadas em 
57 (64,8%) das mesmas 88 amostras. O total 
de 71 positivos por IDR representa a soma de 
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Fig, 1 - Imunodifusão radial (IDR) de soros de pa
cientes com paracoccidioidomicose (orifícios) em gel 
de ágar contendo o antigeno de P. brasiliensis. Os 
halos representam o precipitado antigeno-anticorpo. 
Ausência de halos significa inexistência de anticorpos 
ou nivel inadequado para a reação. Observar presença 

de mais de um halo em algumas amostras. 

TABELA II 
Comparação dos resultados obtidos através das provas 
de IDR em amostras de soros de pacientes (88) com 

paracoccidioidomicose 

Resultados No de Percentual 
soros (%) 

ID e IDR positivos 54 61,4 

ID negativos e IDR positivos 17 19,3 

ID e IDR negativos 14 15,9 

ID positivos e IDR negativos 3 3,4 

Total 88 100,0 

54 positivos, simultaneamente por IDR e IiD, 
e mais 17 que, não tendo formado linhas por 
ID deram fortes halos de precipitação por IDR 
(Tabela II). II/ouve também três amostras que 
deram reação de ID positiva e não formaram 
halos por IDR, quando os 15 microlitros de so-, 
ro foram aplicados; no entanto, aplicando-se 
somente oito microlitros no orifício de difu
são (IDR) houve aparecimento de. halo. 
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DISCUSSÃO 

Em sua série de estudos sobre a aplicação 
de ID ao diagnóstico da paracoccidioidomico
se, RESTREPO s e RESTREPO & MONCAD:A 6, 

1,a demonstraram a grande utilidade desta téc
nica devido a sua maior simplicidade e sen
sibilidade que a RFC. 

Esta técnica também possibilita semiquan
tificação dos anticorpos. 

Obtiveram esses Autores 95% de positivi
dade por ID 6 , utilizando antígeno preparado a 
partir de culturas na fase leveduriforme do P. 
brasiliensis. Demonstraram ainda a persistên
cia de anticorpos precipitantes em soros de pa
cientes que estavam sob tratamento pelo pe
ríodo de três a quatro anos durante os quais 
foram observados, o que, no dizer desses Au
tores, "é diferente do que FAVA NETO 1 e FA
VA NETTO & col. 2 encontraram pela técnica 
de precipitação em tubo" quando observaram 
que "precipitinas eram os primeiros anticor
pos a aparecer no sangue e também os primei
ros a não serem detectados durante um trata
mento bem sucedido". Os mesmos Autores des
tacam, entretanto, a importância da RFC pelo 
fato de "sua natureza quantitativa ter correla
ção com a condição clínica do paciente e com 
sua resposta ao tratamento". Esses mesmos 
Autores, utilizando diluições seriadas de soro 
de pacientes com paracoccidioidomicose 7, fi
zeram o seguimento do nível de anticorpos 
precipitantes durante 36 meses de tratamento, 
bem como dos anticorpos fixadores de comple
mento, tendo observado que os títulos forne
cidos pela RFC eram consistentemente mais 
altos que os obtidos por ID. 

A verificação da persistência dos anticor
pos precipitantes e sua conseqüente importân
cia no diagnóstico, aliada à facilidade de exe
cução, grande sensibilidade, e possibilidade de 
quantificação pela técnica de IDR de MAN
CINI & col. 3 , motivaram os presentes Autores 
a tentar a aplicação desta técnica à detecção 
de anticorpos específicos precipitantes. A pos
sibilidade de quantificação sem a necessidade 
da diluição sucessiva dos soros, por esta técni
ca, permite a verificação do nível de anticor
pos, em grande número de soros simultanea
mente, com grande economia de reagentes e 
de tempo. 

A quantificação de anticorpos precipitan
tes deverá ser feita frente a soro padrão (con-
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servado a -20°0) tomado como referência. De
vem ser utilizadas três diferentes diluições do 
padrão para a elaboração de uma curva de 
referência (como na quantificação de imune
globulinas). Utilizando, sempre, antígenos pa
dronizados os resultados serão semiquantitati
vos, como nas reações sorológicas usuais. 

No presente trabalho, entretanto, os Au
tores não tiveram a preocupaçã,o de quantifi
car os anticorpos, mas sim de comparar a 
sensibilidade da IDR com a da ID, utilizando 
para isto o mesmo antígeno. Observaram que 
17 amostras com positividade por IDR, foram 
não reativas na ID, o contrário acontecendo 
com três das amostras. Estas últimas, como já 
mencionado, formaram halo de precipitação 
na IDR, quando foram utilizados oito ao invés 
de 15 microlitros de soro. Este fato deve ser 
explicado pela necessidade da existência de 
proporção adequada entre as concentrações do 
antígeno e do anticorpo, para maior sensibili
dade, e mostra a necessidade da realização da 
IDR com diferentes volumes de amostra, nos 
casos em que o primeiro resultado seja nega
tivo. 

A formação de menor número de halos 
(IDiR), quando obtemos três linhas CID) de 
precipitação, e vice-versa/ também se explica 
pelas diferentes relações antígeno-anticorpo, 
quando os doís métodos são praticados com a 
mesma amostra. 

Nossos resultados de positividade para 
ID!R (80,7%) e ID (64,8%), quando compara
dos aos de REST'REPO & MONCAD!A. 6 (95,0%) 
obtidos por imunodifusão de OUCHTERLONY 4 

(ID) encontram explicação no fato de que o 
antígeno enviado pela Dra. Restrepo já havia 
sido preparado havia mais de um ano, e ainda 
de que, alguns soros sofreram congelamentos 
e descongelamentos sucessivos antes da reali
zação das provas. Este fato carece de maior 
importância, pois nosso propósito, de demons
trar maior sensibilidade da imunodifusão ra
dial de MANCINI & col. -3 em comparação com 
a imunodifusão de OUCHTERLONY 4, foi ple
namente atingido. 

SUM,MARY 

D.etection of antibodies against P. brasiliensis 
by radial immunodiffusion (immunoplates) 

The present paper reports the results ob
tained by comparing the conventional Ouch-

terlony's immunodiffusion (ID) and the radial 
immunodiffusion devísed by Mancini-Carbo
nara-Heremans (RID) done in the reverse 
way. This means that the plates contained 
the antigen incorporated into the agar-geL 
(antigen extracted from P. brasiliensis cultu
res in the yeast phase), and the wells were 
filled With the serum samples. The precipita
tion rings formed around the holes are an evi
dence for the presence of specific antibodies 
to P. brasiliensis. 

Reverse radial immunodiffusion (RID) re
vealed a better sensitivity than ID, since 17 
serum samples, in which the antibodies were 
not revealed by ID, presented clearly visible 
rings by RID. 
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