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RESUMO: Foram estudados 18 pacientes com paracoccidioidomicose com a
finalidade de comparar a reação de imunofluorescência indireta com as reações de
fixação de complemento e precipitação feita em tubos. Foi constatada correlação
da reação de imunofluorescência indireta e da reação de fixação de complemento,
tendo sido sugerido o seu emprego no diagnóstico da doença. Não foi possível cor rela-
cionar a presença de IgG, IgM e IgA específicas para Ptiracoccidioide bmsiliensis
com as formas clínicas da doença; no entanto, notou-se que imunoglobulinas do tipo
IgM estavam presentes em doentes com comprometimento gang lionar. Quanto ao
tempo da doença verificou-se que o IgA específico para P. bmsiliensis apresentava-se
sempre positivo em maior porcentagem nos casos de tempo de evolução inferior
a um ano.

DESCRITORES: paracoccidioidomicose, técnicas de diagnóstico.

INTRODUÇÃO uma boa avaliação prognóstica da moléstia.
A reação de precipitação em tubos detecta
antícorpos mais precocemente do que a rea-
ção de fixação de complemento. Todavia,
existe um bom número de casos em que não
se demonstram anticorpos precipitantes,
mesmo quando a moléstia se encontra em
atividade". Quanto à IDR, verificou-se que
a positividade não ultrapassava 90% com
qualquer dos tipos de antígenos empregados
nesta reação. Destaca-se, ainda, que os pa-
cientes gravemente enfermos reagem negati-
vamente ao teste intradérmico.

Atualmente o diagnóstico laboratorial da
paracoccidioidomicose é feito em nosso meio
através das seguintes provas: pesquisa direta
do parasita nas lesões, intradermo-reação
(ID R) e reações sorológicas; entre estas, as
mais utilizadas são a de fixação de comple-
mento (FC)2 e a de precipitação em tubos
(PP) '.

Os títulos de anticorpos, medidos através
da reação de fixação de complemento, dão
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Trabalhos de RESTREPO & MONCADA·,
e de FRANCO et alii5 sugerem o uso da rea-
ção de imunofluorescência indireta (IFI) no
diagnóstico da paracoccidioidomicose.

O presente trabalho tem como objetivo es-
tudar o emprego da reação IFI para o diag-
nóstico da moléstia e, neste sentido, propu-
semo-nos a: a) comparar a reação de IFI
com as reações de FC e PP no soro de pacien-
tes portadores da moléstia; b) quantificar
nestes soros, através da reação IFI, com em-
prego de conjugados monoespecíficos, as dife-
rentes classes de anticorpos anti-P. brasiliensis
e tentar relacioná-los com alguns parâmetros
clínicos, como a forma da doença e o tempo
de evolução da mesma.

MATERIAL E MÉTODOS

Soros

Foram examinados 18 soros de pacientes
de paracoccidioidomicose, provenientes da
Clínica Dermatológica do Hospital das Clí-
nicas da FMUSP. Todos os casos foram con-
firmados por exame histopatológico ou biópsia.
Realizaram-se levantamento e estudo dos pron-
tuários dos respectivos pacientes, para a
obtenção dos seguintes dados: procedência,
idade, cor, tempo de evolução da doença e
tipo de lesões apresentadas pelos portadores
da moléstia. Foram estudados também 30
soros de portadores de outras micoses, com
FC negativa (19 com candidíase, 9 com his-
toplasmose e 2 com a doença de Jorge Lobo).

Como controles normais foram coletados 23
soros de doadores de sangue, supostamente
sadios. Todos os soros foram inativados a
56°C, durante 30 minutos, e conservados a
-20°C, sem a adição de preservativos.

Antígeno para reação de imunofluorescêneia
indireta

A cepa P. brasiliensis utilizada para a ex-
tração do antígeno foi isolada de doente clini-
camente diagnosticado, tendo sido mantida
por subcultivo em garrafa de Roux com 150 ml
de ágar Sabouraud, por uma semana, a 37°C.

As culturas, após este período de tempo,
foram suspensas em solução salina, con-
tendo 0,1% de formaldeído *, e submetidas a
agitação constante por 18 horas, a 4°C.

O P. braeiliensis foi separado por centrifu-
gação, a 1400 g, sob a temperatura de -4°C,
durante 10 minutos, sendo em seguida lavado
3 vezes em solução salina tamponada (pH
7,2) e acertada a concentração final por
leitura em espectofotômetro ** (650 nm para
D.O. ± 0,523). O antígeno foi depositado em
lâminas de imunofluorescência, que foram

(o E. Merck, solução a 35%.
"* Bauch & Lornb, spectronic 88.
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secadas ao ar e/ou em estufa a 37°C, e
finalmente fixado em chama, sendo em se-
guida as lâminas embrulhadas em papel alu-
mínio e mantidas a -20°C.

Conjugado

Foram empregados os conjugados anti-Ig
total, anti-IgG, anti-IgM e anti-Ig.A huma-
nas, obtidos de coelhos (do Instituto Adolfo
Lutz) , marcados com isotiocianato de fluo-
resceína, sendo a especificidade dos conjuga-
dos comprovada por imunoeletroforese,

Reação de imunofluorescênciaindireta

Foi realizada segundo a técnica de RES-
TREPO & MONCADA 6, tendo sido feitas di-
luições sucessivas em todos os soros acima, de
razão 2 até 1:1024 (com o uso dos conjugados
específicos, foram tituladas as imunoglobulinas
totais e as frações IgG, IgM e IgA, específicas
para P. brasiliensÍB. Soros com título de anti-
corpo Ig total igualou maior de 1:16 foram
considerados como positivos.

Reação de fixação de complemento

Foi realizada, segundo a técnica descrita
por FA VA NETTO', usando-se os soros
acima referidos.

Reação de precipitação em tubos

Foi realizada segundo a técnica descrita
por FAVA NETTO., usando-se os soros
acima referidos.

RESULTADOS

A tabela 1 mostra os resultados obtidos
com os 18 soros de pacientes portadores da
moléstia, submetidos às reações de IFI, FC
e PP, com antígeno polissacarídico. Nos 18
casos com lesões em atividade, 100% foram
positivos nas reações de IFI e FC, enquanto
apenas 16,60/.: foram positivos no teste PP.

A tabela 2 relaciona a forma clínica da
doença apresentada nos pacientes com para-
coccidioidomicose e a positividade dos anti-
corpos IgG, IgM e IgA, específicos para P.
brasiliensis, titulados por IFI. Verifica-se
que o IgG apresenta positividade em todas as
formas clínicas, enquanto o mesmo não
ocorre com o IgM, que se tornou positivo nos
casos em que existia lesão ganglionar (2
doentes na forma linfática e 3 doentes na
forma mista) e em um caso na forma mista
com lesões cutâneas viscerais que acarreta-
ram várias internações, Quanto ao IgA, a
positividade encontrada foi de 4 casos de
forma tegumentar, 2 de forma linfática e 5
de forma mista.



TABELA 1

Resultados das reações de inncnojluoreecéncio. indi/teta, fixação de complemento e precipitação em tubos em 18 soros de pacientes portadores de
poracnccidioidomicoee, frente ao tempo de evolução da, doença e tipo de lesão apresentada~-IIrnu n of luo reseênci a in di reta Fixação de Precipitação

Tempo de Classific (título) complemento em tubos
Paciente evolução Tipo de lesão da ~sã I

Y IgG IgM IgA

- --~--'"_ .._----~~-.-
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_. -- ~_. -- r-.
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~-----~- f-----f-- ---- _._--------- r-' -~_._-_.- ----------
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------ r--' ---- ._-_.~ f--.--- -------- .__ ._~-
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-- f--.--------------.-- _._- --_._-_._. ------- -_.------_. f-..-.-.------
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.------- ------- '--...__ ._------------_._--- -----_.~---- ----------- -~ --'--------_ ..._--_._-_. --------------
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TABELA 2

Relação entre a, forma, clínica, apreeenta.do. pelos pacientes de pa1-acoccidioidmnicose e a, positidda,de
dos anticorpos 19G, 19Tv1 e 19A demonstrada, porimnnofluorescência, indireta

N.O de casos positivos

Forma clínica
N.o de

Anticorpos
casos

IgG IgM IgA

Tegumentar 8 8 O 4

Linfática 2 2 2 2

Mista 8 8 4 5

Total de casos 18

Relacionando-se o tempo de evolução da
doença e a presença de imunoglobulinas G, M
e A de anti-P. brasiliensis (tabela 3), nota-
-se que o 19G não apresentou variações, sendo
positivo em todos os casos, enquanto que o
IgM apresentou maior número de casos,
37,5%, no intervalo compreendido de 1 a 12
meses, e 20%, de 13 meses a doze anos. Estas
diferenças não foram significativas porque,
como foi demonstrado pelos resultados da ta-
bela 2, a presença de IgM está mais ligada à
forma clínica de que ao tempo de evolução
da doença.

Quanto à presença de IgA, verifica-se que
maior porcentagem, 87,5%, situa-se na faixa
de 1 a 12 meses de idade, baixando para
40%, na faixa de 13 meses a 12 anos. Os 8
casos compreendidos num intervalo de 1 a 12
meses apresentaram-se positivos, com exce-
ção de um caso de 35 dias.

Foi verificada a presença de reações cru-
zadas frente ao antígeno utilizado na 1F1
(tabela 4). Cinqüenta e três soros controle
(19 de candidíase, 9 de histoplasmose, 2 de
doença de Jorge Lobo e 23 de doadores de
sangue, supostamente sadios), negativos na
reação de FC, foram testados frente a célu-
las de P. brasiliensis e os títulos de anticorpos
totais foram comparados com os dos pacien-
tes de paracoccidioidomicose.

Observou-se a presença de reação cruzada
com os 2 SOTOS provenientes de portadores
da doença de Jorge Lobo.

Quanto aos restantes soros do grupo-con-
trole, observamos que 43 soros não foram rea-
tivados e 8 não tiveram títulos de anticorpos
superiores a 1:8 na 1FI para P. brasiliencis,

Todos os 18 soros de doentes de paracocci-
dioidomicose tiveram título de anticorpos
igualou superior a 1 :32 na 1FI.

Positividade da imunofluorescência indireta para 19G, 191vl e 19A, e tempo de evolução da moléstia

TABELA 3

Anticorpos

n.?

Tempo de evolução da moléstia

rnê s 13 meses - 12 anos12 meses
~-------------------------r--------------------------

------------------- -= ..c_...cc_
8

3

7

IgG

IgM

IgA

Casos CasosI-----:
_~ J ~/ _

100
20
40

100 10

37,5

87,5

2

4
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----- ------- ----------

TABELA 4

Títulos de anticorpos em 71 soros determinados por imunojiu.oreecéncia indireta, em presença de
células de Paraeoccidioidcs brasiliensis

Grupos

1:8

N,O de soros

Neg.
casos

f---------------------------------------------------- Total

de

1:4 1:16

T'itulo de ant ico rpos

Histoplasmose

Doença de Jorge
Lobo

5 19Candidíase 2

Doadores de
sangue

Paracoccidioido-
micose

-r I I
I I
I i

8

l 12
8 9

1 1 2

23 23

1 4 4 18

Obeer-oação : nota-se presença de reação cruzada somente na doença de Jorge Lobo.

CONCLUSõES

Das três reações analisadas, a reação de
precipitação em tubos mostrou ser a menos
sensível, enquanto que houve correlação entre
as reações de imunofluorescência indireta e
fixação de complemento.

A reação IFI poderá ser utilizada como
uma das técnicas com finalidade diagnóstica,
apresentando a vantagem de poder ser apli-
cada em soros anticomplementares.

Embora não se tenha observado nenhuma
correlação entre a presença de imunoglobu-
linas específicas do tipo IgG e IgA e as for-
mas clínicas da doença, a presença de imu-
noglobulina específica do tipo IgM foi sem-
pre demonstrada nos doentes com compro-
metimento ganglionar.

A presença de IgA foi verificada em maior
porcentagem nos casos de tempo de evolução
inferior a um ano.

A reação de IFI para paracoccidioidomicose
é específica a partir da diluição de 1 :16 do
soro.
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ABSTRACT: A comparison of the indirect immuno-fluorescence test and th e
complement-fixation and test-tube precipitation tests was ma de in the sera of 18
patients with confirmed paracoccidioidomycosis. There was agreement between
indirect immuno-fluorescence and complement fixation, a result which recommends
the use of immuno-fluorescence for diagnosis. No correlation between clinical pictu-
res and the presence of IgG, IgM and IgA specific for P. brasiliensis was noted.
However, IgM was presented in Iymph-riode lesions. The specific IgA was found
more frequently in pa tierits with illness duration shorter than one year.

DESCRIPTORS: paracoccidioidomycosis, diag nose technics,
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