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I. SUMARIO

En &l presente trabajo de inmunoediagnastico de micosis se implementd y estandarizo la técnica de Fracion de
Complemento (FC); con los antigenos y antisueros de Histoplasma capsulatumy Coccidicides immitis producidos
localmente para mejorar el diagnostico de las infecciones producidas por los hongos mencionados, y se compano
con la prugha de Inmunedifusion en gel de agarosa (ID), ya establecida en nuestro laboratorio,

La prueba de Fijacion de Complemento se realizd en dos fases: 1) Titulacion de los reactivos v 1) Prueba
diagnostica. De manera que la pnimera es basica para la sequnda.

Se procedio a enfrentar [os sueros de 83 pacientes de diferente condicion (pacientes aparentements sanos de as
areas endemicas delos hongos mencionados, pacientes contuberculosis confirmaday el tercer grupo de pacientes
con micosis profundas confirmadas y producidas por Cimmitis H. capswiatum, Se cbtuvo un paciente positivo con
la histoplasmina en las dos pruebas, 1D y FC. De igual manera ocurnia con la coccidioiding, obteniendose solo un
paciente positivo. Ambos pacientes estaban diagnosticados anteriormente con 1D, Se observaron estos resuliados
a pesar de haber utilizado, entre 80 - 85% de los sueros contaminados con bacterias, lo que provoco falsos positives
en FC, no asi con [D. La experiencia adquirida en ia implemeantacion de la FC, con nuestios propios antigenos v
antisugros, nos permitieron establecer que la calidad v potencia de los mismos en su torma cruda, funcionsn
adecuadamente en pruebas de tamizaje como la 1D, pero en el caso de la FC, por sar cuantitativa y de mayor
sensihilidad, es necesario mejorar su pelenciay lograr su purificacion. Quala FC, en nuestro laboratorio funciona
Blen conla hemolizing sinfenclizar y serecomienda utilizar el complemento comercial, yva que tratamos de obtenar
complemento fresco gel suero de cobayo, pero resultd ser muy 1abil, con bajos tulos v en peguenas cantidardes

2. INTRODUCCION

En Guatemala, los principales agentes causales de las micosis profundas sont Coccoidioides immitis,
Histoplasma capsuatun) y Paracoccidicides brasiiensis limitado a ciertas regiones geograficas conocidas como
areas endemicas favorables a su crecimiento, estas regiones estan distribuidas endiferentes puntas delarepablica
por suampliavariedadde climas, Conociéndose que el reaendémica de histoplasmosis seencuentra en Escuintia
y &llaVerapaz consus regiones tropical - himedo de abundante vegetacion: v 1a de coccidinidomicosis es el Valla
del Rio Motagua de regidn seca, de calor intenso y vegetacion xerdiita (1-5)

En estos lugares las personas entran en contaclto con las conidias, dande lugar a una transformacion
morfoldgica debido a cambios metabdlicos desarrollandose la infeccian. Esta infeccitn pueds no manifestarse, s
o hace sus signos v simomas son similares a los de la tubereulosis (4 6-8)

Eldiagnostico micologico puede salisfactoriamente en el menor de los casos, por medio de examendirecto
dela muestra, histologia v/acultivo, que requieren de mucho tiempo (2 -2semanas). Por o que es necesario contar
con pruckas seroldgicas para un diagnostico mas rapido v que offezcan mayor sensibilidad, En ¢l Servicio de
Micologia, actualmente se cuenta con dos tcnicas cualitativas: 1a Inmunadifusion en geal (1D) v 1a Precipitacion an
tubo (FT), ambas pruebas son sencillas, sensibles y especificas, la primera detacta las inmunogiobulinas tipo 1gG
v la segunda las de tipo IgM (9-12),

En este trabajo se implementd |a Fijacion de Complemento (FC), la que permitio compiemeaentar la bateria
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de pruebas, yague por ser cuantitativa es valiosa no sélo para el diagnostico de las migosis profundas, sino también
para darle seguimiento a los pacientes en lo gue se refiere a prondstico y tratamiento.

Alrealizar las dos pruebas FC e 1D, utilizando los antigenos y antisueros producidos en nuestro laboratorio,
pudimos establecer que la prueba de FC | requiere de hemolisinay complemento comerciales de alta calidad, de Qe
produce nuestro propio complemente, obteniendolo de suero fresco de cobayo, no es posible, dado a que se
necesitan de muchos ejemplares y el bioterio de nuestra Facultad, aun no cuenta con las instalaciones adecuadas:
ademas que este complemento es labil v se produce en poca cantidad, La hemalising utiizada, en nuestio caso

funcionamejor sinienol ¥ gue la contaminacion bacteriana afecta los resultados que se pusden obtener con nuestra
prueba.

Los antigenos crudos gue actualmente producimos funcionan bieny detectan adecuadamente |as micosis
profundas por &, immitis H. capsulatum, cuando se usalalD (90% delos casos), pero paraque pruebas cuantitativas
como la FG, es necesario mejorar su potencia, ya quelos titulos presentados fueron bajos, por lo que se debe sequir
trabajando para mejorar su potencia y lograr su purificacion,

3. MATERIALES ¥ METODOS

A. ANTIGENOS Y ANTISUEROS: Utilizamos los antigenos de C. immitislole 1989y el de H. capsulaium lote 1992
y sus respeclivos antisueros producidos de la siguiente manera; Anti - C. immitis del antigeno lote 1989 y anti - H.
capsulatum del antigeno lote 1980, en conejas Mew Zeland,

B. FIJACION DE COMPLEMENTO (FC): Se realizo la prusba segun Palmer (1977) con las siguientes
modificaciones: Suspension de eritrocitos de carnero al 1,4%, Hemolisina comercial (anti-eritrocitos de carmero -
stroma) sin fenolizar, Complemento de cobayo comercial y placas de micratitulacion con fondo en "U” (13 - 14)

C. INMUNODIFUSION (ID): 32 realizd la prueba de Outherlony con agarosa al 1% y buffer de ghcina.

O, PROCEDIMIENTO
1. FIJACION DE COMPLEMENTO (FC): Serealizo en dos fases: (13,14)

a. Fase I: Titulacion de los siguientes reactivos:  Hemaolisinag
Complemento
Histoplasmina lole '92
Coceidioidina lote ‘89

b. Fase Il; Prueba diagnostica en micrométodo: Se enfrentaron los sueros de los pacientes (que fueron
consenados & -200 contra los antigenos mencionados anteriormente, con el fin de hacer un
antigena anticuerpo, Luego se anadio e complemento a la dilucion dptima, que le permitieraunirse
al complejo antigeno - anticuerpo,

Al dia siguiente se anadio el sislema indicador que consiste en eritrocitos de camero al 1,49
marcados con la hemelisina a una dilucion optima. Se dejo reaccionar por media hora v luego se
observo la hemolisis en cada uno de los pozos.

2. INMUNNODIFUSION (ID): Se utilizo porta objetos cubiertos con una solucion de agar en gel al 1% la gue ze
parford en base a un porton de seis (6) pozos, Estos se llenaron con controles positivos en los extremaos y enlos
pozos sobrantes con fas diferentes muestras en estudio. En el pozo central se colocd el antigeno correspondiente
al hongo que se esta estudiando. Los porta objetos se dejaron por 48 horas a temperatura ambiente y en camara
numeda, Las lecturas se realizaron contra luz indirecta, para poder observar la formacion de las bandas de
orecipitacion.

E.EXPERIMENTAL: Se hizoun estudio descriplivo de 83 pacientes elegidos a conveniencia, dela siguiente forma:
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Grupo A: 24 pacientes aparemementesanos delarea endemica de histoplasmosis y 24 de la cocoidicidomicosis;
totalizando 48 pacientes.

Grupo B: 24 pacientes con luberculosis confirmada, con rayos X y cultivo.,

Grupo C: 10 pacientes con histoplasmasis (incluyendo uno sdlo con Precipitacion en tubo positiva) y 1
paciente con coccidicidomicosis; todos diagnosticados en el Servicio de Micologia

¥ con el antigeno de H. capsulatum se trabajaron unicamente 25 sueros distribuidos de la siguiente manera:
8 sueros del grupo A
6 sueros del grupo By
7 sueros del grupo C.

4. RESULTADOS ¥ DISCUSION DE RESULTADOS

Enlafase preliminar de la Fijacion de Complemento se encontraron titulos altos de hemalisina y complemento, no
asi en los antigenos producidos en el Servicio de Micologia (ver tabla No. 1)

Con éstos tilulos se procedio a realizar la prueba diagndstica a las distintas muestras almacenadas a -20°C.
Obteniéndose los resultados con FC que se observan en latabla No. 2; de estos sueros tenemos que el 419% estan
positivos con coccidioidina y el 60% con htistoplasmia coma 1o muestra la tabla No. 3.

Los resultados muestran falsos positivos debido a la contaminacion; producida por las bacterias que utilizan los
eritrocitos promoviendo hemdlisis, positivizando la reaccion (13,15, Trent F, comunicacion personal). Esto se dio
en la mayoria de los sueros a pesar del uso del thimerosal como preservante y que probablemente se dehio a ios
continuos congelamientos y descongslamisntos, que nos vimos en la obligacion de realizar,

Al mismo fiempo se uso 1a técnica de Inmunudifusian en gel de agar con las mismas muestras coincidiendo e un
positivo para cada antigeno (ver tabla No. 4), Dado el apoyo a que ambas técnicas son complementarias para el
diagndstico de los pacientes con micosis profundas,

Losresultados obtenidos nos muestran laimportancia de realizar ambas pruebas, gue nos permitan contar con mas
criterios para realizar el inmunodiagnostico de las micosis profundas en nuestro pais (16).

Ademas, la utilidad de fa prueba de 1D, que por tratarse de una prueba cualitativa menos sensible que laFC (13),
la contaminacion le afecta menos, manteniendo con esto su especificidad y su importancia como prueba de
tamizaje. ya que es una prueba facil, y al alcance de nuestras posibilidades, en lo que se refisre a costos. Que es
imporante mejorar lacalidady potenciade lahistoplasminay la coccidioidina producidas ennuestio laboratario para
sU Uso Yy en pruebas cuantitativas como la FC y ELISA.

5 CONCLUSIONES ¥ RECOMENDACIONES

£ Los antigenos y antisueros de C. immitis e H. capsulaturn, producidos localmente presentan titulos bajos
con la prueba da Fijacion de Complemento,

E: Para realizar la prueba de Fijacion de Complemento en las condiciones del Servicio de Micologia se debe
utilizar el Complemeanto y |la Hemolizina comerciales, esta Ultima sin fenolizar; ya gue el fancl precipita 2l
ser almacenado a -20°C.

=3 La contaminacian bacteriana provoca anticomplementariedad en los sueros resultado falsos positivos por
o que se recomianda alicuotaros o hien usarlos frescos.
D, Es recomendable, utilizar las dos técnicas, Inmunadifusion y Fijacion de Complemento, en el mismo
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=is; paciente para evaluario tanto en el diagnostico como el prondstico del mismo y obtener muestras seriadas
durarte l tratamiento y post tratamiento.
E. Estandarizar la concentracion protéica de los antigenos previo aser utilizados en Fijacion de Complemento.
F Se recomienda purificar los antigenos, produciendo un complejo purificado de proteinas para cada
antigenao,
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VIl. ANEXOS

TABLA No. 1: TITULACION DE REACTIVOS

1 fase de FC
REACTIVO TITULO
Hemolisina 1:4000
Complemento 1:600
Coccidioidina 1:8
Histoplasmina 1:16

TABLA No. 2: RESULTADOS OBTENIDOS

CRITERIO | COCCIOIDIOIDINA i HISTOPLASMINA .

| |
|
| No. Yo - No. % —_l
| F———t T —— _Ih ———— s 1
POSITIVO 34 40.96 | 15 60
NEGATIVA 49 59.04: |. .10 40

TOTAL ‘ 83 100.00 25 100)

I =11
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TABLA No. 3
HIUS TITULOS DE LOS SUEROS POSITIVOS EN FC
. POSITIVOS EN DILUCION COCCIDIOIDINA HISTOPLASMINA
Na, . 'E‘E_ MNo. o,
5 o - 3

Sk 1:4 13 39.39 ND ND

' 1:8 10 30.30 6 40.00
116 7 21.21 6 40.00
1:32 3* 9.09 2 13.33
1:64 0 0.00 oy 68.67

o |17
(TOTAL 33 100.00 15 100.00)

ND: No hay dato dilucion no significativa
* Pacientes con ID positiva con el antigeno mencionado en el encabezado,

TABLA No. 4: RESULTADOS OBTENIDOS CON ID

CRITERIO COCCOIDIOIDINA HISTOPLASMINA

No. % No. %
POSITIVO 1 1.20 1 4
NEGATIVO 82 98.80 24 96

(TOTAL 83 100.00 25 100)




