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INTROGDUCCION
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Guatemala es un pais que por sus condicicnes ecoldgicas, favorece el desarrollo de
una gran variedad de hongos, incluyendo los agentes causales de micosis profundas, siendo
las mas importantes: coccidioidomicosis e histoplasmosis (1).

Los hongos causales de las micosis profundas se caracterizan por la produccion de
cuadros pulmonares primarios, es decir que el foco de infeccion se encuentra a nivel
pulmonar, causando signos y sintomas caracteristicos a una infeccion de las vias
respiratorias bajas; a partir de los cuales puede diseminarse al resto del cuerpo y producir
lesiones granulomatosas.

Estos hongos viven como sapréfitos en la naturaleza (suelo y materia orgénica) y
debido a sus requerimientos nutricionales especiticos estan limitados a ciertas regiones
geograficas, conocidas como dreas endémicas, las que se encuentran distribuidas en el
Continente Americano (2).

La histoplasmosis es considerada como la micosis profunda mas importante del
mundo y la de mayor trascendencia en el Continente Americano. Se distribuye
ampliamente en las zonas tropicales y subtropicales (3) y es una de las principales micosis
relacionadas a procesos inmunosupresivos (4). Es una enfermedad infecciosa causada por
inhalacion de esporas de un hongo llamado H. capsulatum; afecta principalmente a los
pulmones y sus sintomas son muy variables (5). Casi siempre es sintomatica o
asintomatica, aunque el uno por ciento determina sintomas clinicos de neumonia aguda,
seguidos excepcionalmente de enfermedad diseminada progresiva (6).

Su agente etiolégico crece principalmente en areas contaminadas por los
excrementos de murci€lagos y péjaros; por lo que excursionistas, agricultores, jardineros,
exploradores de cuevas, restauradores de edificios histéricos o abandonados vy
constructores se encuentran expuestos a esta micosis (5).

El diagnéstico micolégico se basa en la observacion y/o aislamiento del agente
causal de material clinico. No obstante, en estos procedimientos es muy dificil de obtener
un buen aislamiento, ademas que se requiere de mucho tiempo (3 semanas 6 mas), por lo

que es necesario contar con pruebas serologicas, para que orienten a un diagnéstico rapido

™).




En Guatemala, actualmente en el Servicio de Micologia de la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia, se ha logrado producir antigenos flingicos a partir de cepas aisladas
de pacientes guatemaltecos, ya que al obtenerse locamente estos antigenos detectan mejor
los anticuerpos circulantes en los pacientes que sufren de estas micosis profundas en un
area geografica especifica, ecstableciendo asi dos pruebas seroldgicas cualitativas, la
Inmuinodifusion (ID) y la Precipitacion en Tubo (PT) (7).

Sin embargo, para el diagndstico, es importante contar con una prueba cuantitativa,
que proporcione una mayor orientacion en el diagnéstico del paciente. Por lo que en el
presente trabajo, se considero la purificacion de antigenos crudos de H. capsulatum
producidos localmente para ser usados en la prueba de ELISA, que es una pruecba
cuantitativa con mayor sensibilidad y el menor grado de reacciones cruzadas, para el
diagndstico de la histoplasmosis.

En el presente trabajo se realizé la prueba de ELISA usando el antigeno purificado
de H. capsulatum a cuatro grupos constituidos por muestras de pacientes con serologia
positiva para histoplasmosis y coccidioidomicosis, pacientes con infecciones pulmonares
diferentes a las micosis profundas, pacientes con cuitivo positivo para histoplasmosis y un
grupo control con personas aparentemente sanas, cuyos resultados se compararon con la
prueba de inmunodifusion, para determinar la efectividad de los antigenos purificados. La

concordancia de la pruebas se evalué con una prueba de Kappa.
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i  ANTECEDENTES

A. Histoplasimosis

1. Definicion

La histoplasmosis es una infeccion micotica intracelular del sistema
reticuloendotelial causada por el hongo dimérfico Histoplasma capsulatum , que existe
como moho en el suelo y como levadura en los tejidos del hospedero (8).

Esta enfermedad también es conocida como enfermedad de Darling, citomicosis
reticuloendotelial, enfermedad de las cuevas y enfermedad del Valle de Ohio (6).

La infeccion se inicia después de la inhalacidén de conidios del microorganismo, lo
cual resulta en una gran variedad de manifestaciones clinicas. Aproximadamente el 95%
de los casos son asintomaticos, subclinicos o benignos por completo. Sélo el 5% de los
casos presenta una enfermedad pulmonar crénica progresiva ¢ una enfermedad aguda
fulminante (8).

El agente etiologico se ha encontrado practicamente en todas las 4reas habitadas de
la tierra en las que se ha buscado (9). Se le encuentra circunscrito a cavernas, tneles y
casas abandonadas, donde existe guano de murci€lago o excretas de aves que contienen los
micronutrientes utilizados para su desarrollo (3). La manipulacion del material
contaminado hacen que las pequefias esporas de H. capsulatum se hagan volatiles o
aerolicen. Una vez volatiles, las esporas pueden ser facilmente transportadas por corrientes
de viento a grandes distancias, por lo que es probable que el viento sea el agente de
diseminacion mas importante (5).

El hongo es un ascomyceto heterotélico, cuyo estado teleomorfo es Ajellomyces

capsulatus, €l cual se clasifica dentro de la familia Arthrodermataceae, orden Onygenales

de los Ascomycotina (9).




2. Historia

Al parecer, en la actualidad la histoplasmosis es una de las enfermedades
infecciosas mas comunes del mundo. No obstante, son muchos los aspectos de esta
enfermedad y de su agente que ain continian siendo un enigma (9).

En 1905, ¢l patlogo recién nombrado del Hospital Ancon, en al Zona del Canal,
Samuel Taylor Darling, practico la necropsia a un paciente negro de la Martinica. El
paciente habia muerto de una infeccion agobiante con grandes lesiones que se asemejaban a
tuberculosis. Sin embargo, en el examen microscopico de las lesiones, se encontraron
cuerpos redondos intracelulares. Darling creyd que los microorganismos que encontrd en
su paciente eran protozoarios, debido a su tamafio y sus caracteristicas de coloracion. Los
encontrd en histiocitos que se asemejaban a plasmodios y parecian tener capsula, por lo
cual inventé el nombre de Histoplasma capsulatum para denominarlos (9,10).

En 1944, Amos Christie se encontraba confuso con las calcificaciones de los
pulmones en personas con prueba de tuberculina negativa; comenz6 a hacer pruebas
cutaneas con un extracto de la fase micélica del hongo, una histoplasmina.

Ahora, el mundo entero ha tomado conciencia de la enfermedad y la histoplasmosis
se ha hecho famosa (9,10).

3. Estudios realizados en Guatemala

Los primeros estudios realizados en Guatemala utilizando la prueba intradérmica
con histoplasmina (prueba de hipersensibilidad tardia), fueron los de Castafieda y Fonseca
en 1949 (11) y posteriormente los de Bonnatti en 1973, todos tendientes a establecer la
zona endémica de esta enfermedad en nuestro pais (12). A través de ellos se pudo
determinar una alta reactividad cutdnea a la histoplasmina en Quirigua, Escuintla,
Tiquisate, Amatitlan, Mazatenango, Antigua Guatemala, Izabal Jalapa, Jutiapa y Alta
Verapaz (en orden descendente) (2,11).

El aislamiento del hongo del ambiente ha sido posible en varias oportunidades: en

1972 en un siguan de Senahu, Alta Verapaz por Mayorga y Camey (11); el segundo en un

arriate del parque central de la ciudad de Escuintla por Fratti en 1976 (13); Izaguirre lo

aisl6 de las Cuevas de Lanquin en 1983 (14).




En 1987 Leytan, produjo el antigeno de H. copsulatum y lo evalud por medio de la
prueba de Inmunodifusion, para contar con un diagndstico para esta micosis (15); luego en
1989, Garcia, Logemann y Vasquez, realizaron la estandarizacion y produccién de
antigénos y antisueros para el diagndstico de micosis profundas en el laboratorio de
Micologia de la Facultad de CC.QQ y Farmacia (1). En 1994, lllescas, ampliando la
implementacion de nuevas pruebas para el diagndstico de la histoplasmosis, realiz6 la
prueba de Fijacion de Complemento, la cual no fue posible de implementar, debido a lo

dificil de su manejo y sobre todo que es muy engorrosa (2).
4. Etiologia

Habitualmente se considera que el H. capsulatum es un moho de crecimiento lento a
temperatura ambiente, requiriendo 2 a 4 semanas para que aparezcan las colonias; sin
embargo, ocasionalmente puede verse crecimiento en menos de 1 semana si hay una gran
concentracion de microorganismos en la muestra (16). En agar Sabouraud incubado a
temperatura ambiente, se desarrolla colonias algodonosas de color blanco o bronceado con
grandes conidios esféricos de pared gruesa de 8 a 14 um., que por lo general tienen
proyecciones semejantes a dedos (conidios tuberculosos) o microconidios de 2 a 4 um. 6
ambos (17). Puede haber variaciones en el aspecto de los cultivos, seglin la cepa, el medio
usado para el cultivo y las condiciones ambientales durante la incubacién (16).

Microscoépicamente, la forma de moho presenta delicadas hifas tabicadas de 1-2 um.
de diametro. Mds cominmente, se ven grandes macroconidias esféricas o piriformes de 8-
14 um. de didmetro, inicialmente con una pared externa lisa (16).

Con una incubacién prolongada, las macroconidias se vuelven rugosas o
tuberculadas, produciéndose la clasica forma diagnostica. En cultivos primarios, las
macroconidias pueden alinearse en cadenas (16).

La conversién a la forma de levadura puede ser dificil y puede requerir varios

pasajes con intervalos de 3 dias (16).
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5. Epidemiologia -

El agente etiologico de la histoplasmosis, Histoplasma capsulatum var. capsulatum,
crece en suelos con un alto contenido de nitrégeno, sobre todo en areas contaminadas por
los excrementos de murciélagos y pajaros (especialmente pollos) (5), por ejemplo, las
pértigas de los gallineros de estornino y de mirlos, en cuevas (18) y areas concurridas como
parques e incluso patios de colegio (6). Las aves no estan infectadas ni son portadoras del
hongo; su excremento simplemente proporciona condiciones Optimas de cultivo para
crecimiento, aunque los murciélagos sufren la infeccion natural(17).

Se han descrito multiples epidemias de histoplasmosis respiratoria en medios que
albergan el hongo, como consecuencia de actividades como la exploracion de cuevas
(espeleologia), la demolicion de edificios antiguos para renovar el aspecto urbano, la
limpieza de gallineros y la instalacion de campamentos (5).

La histoplasmosis estd ampliamente distribuida en las zonas templadas, tropicalesy .
subtropicales del mundo (3). Es una de las micosis profundas mas comun en el norte,
centro y sur de América. Entre ellas, existen regiones hiperendémicas como las regiones de

. Ohio y del valle de Mississippi en Estados Unidos (18,19). No obstante, existen sitios
| dispersos, a menudo aislados con elevado predominio de la enfermedad en todas partes del
mundo. Estos incluyen el sur de México, el norte de Panam4, Honduras, Nicaragua,
Venezuela y en Guatemala se han encontrado en la ciudad capital, Alta Verapaz, Escuintla,
Mazatenango € Izabal (9,11,20).

También se han descrito casos de histoplasmosis en los paises de Africa, Australiay

partes del oriente de Asia, en particular India y Malasia (8).
6. Manifestaciones Clinicas

La gran mayoria de las personas infectadas son asintomaticas (no tienen efectos
aparentes de enfermedad) o presentan sintomas tan leves que no requieren atencién médica
5).

Se estima que cuando al menos el 95% de todos los casos primarios de

histoplasmosis no son atribuibles a una sintomatologia especifica. Se pueden apreciar
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calcificaciones multiples en pulmones de pacientes que viven en dreas endémicas y esos
- pacientes no presentan una historia con sintomas apreciables (21).

La histoplasmosis afecta principalmente los pulmones. Al parecer, las esporas al ser
inhaladas se convierten dentrc de los macrofagos alveolares, en la fase parasitaria del
hongo, o sea, las levaduras, reproduciéndose en el interior de los fagocitos del hospedero y
permitiendo el establecimiento de la infeccion (3).

Si aparecen los sintomas, es generalmente en el plazo de 5 a 18 dias después de la
exposicion, con un promedio de 10 dias (18). Los signos y sintomas de compromiso
pulmonar, habitualmente estan ausentes incluso en pacientes que mds tarde muestran areas
de calcificacién en la radiografia de torax (22). Las infecciones sintométicas pueden
presentar las caracteristicas de una influenza leve, con una combinacién de sintomas que
incluyen decaimiento, fiebre, dolor de pecho, tos seca o no productiva, dolor de cabeza,
pérdida de apetito, disnea, dolores musculares y de articulaciones, escalofrios y ronquera;
con frecuencia duran de uno a cuatro dias (5,23). Las infecciones moderadas, toman una
aspecto de neumonia atipica con fiebre, tos y dolor tordcico ligero de 5 a 15 dias de
duracion (22); y la forma grave se presenta con lesiones cavitarias o tumorales

. encapsuladas (3).

a. Formas clinicas de histoplasmosis

e Histoplasmosis pulmonar aguda: es causada por una inoculacion fuerte de H.
capsulatum, en un hospedero sano. Esta forma ocurre con frecuencia en epidemias,
resultando en fiebre, postracion, hipoxia e infiltraciones pulmonares (24).

Esta infeccion puede durar de una semana a seis meses, pero casi nunca es mortal;
sin embargo dependiendo de las condiciones del paciente y la evolucién de la

infeccion podria llegar a ser mortal (22).

* Histoplasmosis pulmonar crénica: Esta es una infeccion oportunista que se

desarrolla en personas cbn un defecto estructural en el pulmén (efisema) (24).

Es muy frecuente en los pacientes de edad avanzada con una afeccién pulmonar
. obstructiva crénica (25); el H. capsulatum escapa a los mecanismo de defensa

habituales, como consecuencia de los defectos estructurales del pulmén y determina




lesiones progresiva y destructivas similares a la tuberculosis (6,26), y que puede
empeorar a través de los meses o afios (5). Clinicamente, la histoplasmosis cronica
parece limitarse de modo principal a los pulmones, aunque puede afectar cualquier

6rgano en la etapa terminal (22).

e Histoplasmosis diseminada: esta es la forma mas severa y rara, que involucra
la invasion del hongo a otros 6rganos fuera de los pulmones, como los son bazo,
higado, los nddulos linfaticos, la médula 6sea o el cerebro (5,18). Esta es una
infeccion oportunista que se desarrolla en los individuos que tienen en cierta
medida un defecto en la inmunidad celular, con frecuencia no definido (27). Entre
el grupo de mayor riesgo son las personas que padecen de SIDA o cancer y las
personas que estan recibiendo quimioterapia, terapia con altas dosis de esteroides
por tiempo prolongado o terapia con otras drogas inmunosupresoras (5). La
histoplasmosis diseminada es una enfermedad del sistema fagocitario mononuclear
y la gravedad de las manifestaciones de esta enfermedad depende del grado en que

los macrofagos permitan la parasitacion (28).

1) Histoplasmosis diseminada en nifios: esta es la forma de histoplasmosis diseminada
de desarrollo maés rapido y con frecuencia mortal. Los macréfagos se encuentran en un
niimero mayor del normal y son aglomerados con céiulas de levadura (6).

Los pacientes se encuentran comprendidos entre 1 - 14 afios, aunque la mayoria son
lactantes de menos de un afio.

Suelen presentar un sindrome subagudo febril por 4 meses acompafiado por
anorexia, pérdida de peso, hepatomegalia, o/y esplenomegalia. En los pulmones se
presentan infiltraciones nodulares. El curso total termina por causar la muerte en 2 a 10

semanas, si no se administra el tratamiento (29).

2) Histoplasmosis diseminada progresiva en pacientes con SIDA: incidencia de
histoplasmosis entre los pacientes VIH positivos varia de una region a otra en dependencia

de la endemicidad de cada region (30).
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Por ejemplo, en Indianapolis se reporta que hasta el 30% de los infectados por el
- VIH padecen esta micosis, mientras que en Dallas, Texas, slo se reporta entre 4 y 5%, y
en Cuba se presenta en el 4.2% (31).

La histoplasmosis diseminada progresiva en estos pacientes suele presentarse como
el resultado de una infeccion primaria o de una reactivacion de una infeccion anterior. Los
signos y sintomas mas comunes son la fiebre, hepatomegalia, pérdida de peso, anorexia, y
anemia (30).

No es sorprendente que el factor predisponente para el desarrollo de la
histoplasmosis diseminada progresiva en estos pacientes, se deba a la destruccion profunda
de los mecanismos de inmunidad celular, que se crea con la infeccion de VIH (32).

La forma de presentacion de la histoplasmosis diseminada progresiva en estos
pacientes no es especifica y es semejante a muchas otras infecciones oportunistas que se
presentan como complicacion de la infeccion por VIH.

La asociacion entre la histoplasmosis y el SIDA seguramente ird en aumento,

particularmente en las zonas donde la histoplasmosis es endémica (30).

. 3) Histoplasmosis cutanea primaria: se inicia como consecuencia de un traumatismo y
presencia de lesion en el sitio de inoculacién (22).

Esta enfermedad es muy rara, pero es una entidad de la que se informa de manera
periodica. lo regular es el resultado de la inyeccion inadvertida de material contaminado
como puede suceder en un accidente de laboratorio o durante una necropsia. Las lesiones
involucionan y se alivian de manera espontanea después de muy pccos meses (9).

De vez en cuando las personas que tiene una infeccion primaria contraen una
urticaria distintiva. Las urticarias mas comunes son la eritema multiforme (manchas rojas
que se pueden poner claras en el centro después de varios dias y que empiezan en las
piernas y los brazos y se extienden al centro del cuerpo) y la eritema nodosum

(protuberancias o chinchones rojos, levemente molestos, generalmente sobre las espinillas

y/o sobre los antebrazos) (18).
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Respuesfa Inmune

La elevada resistencia natural a la infeccion por H. capsulatum, se comprueba por

el hecho de que la gran mayoria de las personas infectadas, sélo hay pocas que presentan

algunos sintomas y la enfermedad se resuelve pronto (9).

a.

b.

Resistencia natural

En la respuesta inmune natural se observa que los polimorfonucleares tienen una
actividad litica por medio de su metabolismo oxidativo, donde las levaduras de H.
capsulatum son eliminadas in vitro por una combinaciéon de H,O,, yodo y hierro
ferroso, o por H>O,, yodo y peroxidasa; ademas la accion de los polimorfonucleares
sobre H. capsulatum estd mediada por un mecanismo no-oxidativo. Diferentes
estudios han demostrado que los principales componentes de los neutréfilos que
participan en la actividad antimicrobiana por la via no-oxidativa son las hidrolasas
lisosomales y los péptidos catidnicos, que residen en los granulos azuréfilos, siendo
los péptidos catidnicos los componentes de los neutrdfilos conocidos como
defensinas. La infeccion intracelular de H. capsulatum también puede ser detenida
por los fagocitos mononucleares, a través de la eliminacion del parasito de su medio

ambiente interno (33).

Resistencia adquirida

¢ Inmunidad Humoral
La concentraciones de las principales clases de inmunoglobulinas en el suero
han sido cuantitativas en pacientes con varias manifestaciones de

histoplasmosis(34).

En general, la IgM se eleva en la histoplasmosis temprana, aguda o regresiva y
retorna relativamente a sus valores normales en la cronica. Los niveles de IgG
en el suero se encuentran elevados en pacientes con histoplasmosis activa,
aunque en investigaciones recientes, los niveles de IgG de los pacientes son
comparables a algunas personas sanas. La IgA en el suero tiene también se eleva
en la histoplasmosis, particularmente en pacientes con histoplasmosis pulmonar

11




crénica. Fn un estudio, se reporta que la IgE se incrementa en la histoplasmosis
activa, pero en otro estudio las concentraciones de IgE estan en la mayor parte
con rango de concentracioncs de personas normales (34).

Los anticuerpos con mayor especificidad contra el hongo causal de la

histoplasmosis son los de tipo IgM, IgG e IgA (34).

Inmunidad Celular

En la inmunidad celular las infecciones por H. capsulatum tiene una gran
actividad estimulando la proliferacion masiva de linfocitos T, sus linfoquinas y
los factores de activacion e inhibicion de macréfagos (MAF y MIF,
respectivamente) (34) .

La respuesta fuerte de la supresién de los linfocitos T en H. capsulatum esta

marcada en la enfermedad progresiva y diseminada. Ademas la accién de los

linfocitos en la inmunidad celular es poder activar los macroéfagos para inhibir el

crecimiento intracelular de H. capsulatum (34).

La funciéon de los macrofagos es participar en la inmunidad celular en el
hospedero como defensa contra el hongo. Ellos inicialmente sirven como una
proteccion en el ambiente del patégeno H. capsulatum en su forma primaria y
su diseminacion al pulmén a otros 6rganos. En la induccién de la inmunidad
mediada por células, la actividad citosina de los macrofagos destruyen las
levaduras y asi salen del hospedero (35).

Se establece que la funcion eficaz de los linfocitos T, en la inmunidad celular es
crucial para la defensa del hospedero en Ia histoplasmosis (34).

El mecanismo preciso del efecto de las células T en la resistencia del hospedero
in vivo para H. capsulatum ain se desconoce. Sin embargo la activacion
inmunolégica de los macrofagos por la inmunidad de los linfocitos T puede
proveer un giro en los eventos de la inmunidad adquirida para este hongo (34).
Se han realizado estudios para determinar la naturaleza de la participacion en la
respuesta de la inmunidad celular del antigeno H de H. capsulatum, que es uno
de los principales antigenos de este hongo, determinando que la inoculacién con
el antigeno H no protege contra la introduccion subletal o letal de las levaduras.
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Asi el antigeno H estimula una respuesta en la inmunidad celular pero no induce

una proteccion contra H. capsulatum (36).
8. Diagnostico

Se basa en la historia clinica del paciente, sobre todo es muy importante establecer
si ha visitado areas endémicas o lugares que se encuentran contaminados por los

excrementos de murciélagos o pajaros y el andlisis de laboratorio.

a. Tipos de muestras
Esputo, lavados bronquiales, liquido cefalorraquideo, sangre, médula 6sea, orina,

biopsias de tejidos afectados y raspados en lesiones cutaneas (8).

b. Examen microscopico

Es dificil descubrir en forma directa al microorganismo en el esputo. El
procedimiento con KOH es negativo en la histoplasmosis (9).

Uno de los métodos mas sencillos es la observacion de las células levaduriformes en
coloraciones preparadas en extensiones de sangre periférica (30).

En biopsias de tejido o aspirados de médula dsea, es posible ver al microscopio,
células de levadura ovales dentro de macréfagos (37).

La observacion microscopica de las biopsias de las lesiones de piel pueden ser
igualmente de utilidad; sin embargo, se considera que la sensibilidad de las coloraciones
comunes para el diagnéstico de histoplasmosis diseminada es aproximadamente del 43%
(30).

Las coloraciones preferidas son las de PAS, metenamina de plata de Gomori, Gram

(8,30) y Giemsa o Wrigth, siendo la de Giemsa superior (9).

c. Cultivo
Las muestras se cultivan a 37°C en agar sangre glucosa-cisteina, agar Sabouraud a
temperatura ambiente (17), en agar Sabouraud con antibidticos y agar Sabouraud mas

cloranfenicol a 25°C (11). Los cultivos deben incubarse durante tres semanas o mis (17).
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Las muestras clinicas también pueden ser inoculadas en agar Dextrosa Sabouraud y
agar infusién cerebro corazon suplementado con 5 % de sangre de carnero (8).

El cultivo en la histoplasmosis diseminada puede llegar a tener una sensibilidad del
92% (30).

El cultivo de H. capsulatum es un proceso extremadamente lento en pacientes con
una alta carga parasitaria, tal como ocurre en la mayoria de pacientes con SIDA, en los
cuales los resultados pueden estar disponibles en 2 semanas; en otros el hongo puede
demorar hasta 6 semanas para crecer (30).

Los cultivos de esputo son (tiles para e} diagnostico de la histoplasmosis pulmonar
crénica, aunque suelen ser negativos en los casos de enfermedad aguda y autolimitada (6).

Los cultivos de sangre o médula ésea en pacientes con alteraciones inmunologicas y
la enfermedad diseminada dan resultados positivos en mas del 75% de los casos (6).

El medio de Smith y Goodman, es recomendado como el mejor para asilar el
microorganismo empleando material demasiado contaminado o esputo que contiene
numerosas células de levadura de Candida albicans (9).

Otro material patologico, como las muestras de biopsia, punciones esternales,
arpirados, etc., también se pueden cultivarse en agar-sangre o agar Sabouraud, deben

conservarse alrededor de seis a doce semanas (6,9).
d. Serologia

Los procedimientos seroldgicos son de suma importancia en la identificacion de H.

capsulatum (38), ya que evidencia la naturaleza micética del proceso infeccioso.

1) Prueba cutanea

La exposicion pasada o presente al hongo por lo regular confiere reactividad a largo
plazo a la prueba cutanea con histoplasmina.

Esta prueba carece de utilidad diagnostica y puede resultar confusa en algunos
casos, debido a las propiedades inmunogénicas de la histoplasmina. Como consecuencia de
las pruebas cutaneas con este reactivo (respuesta anamnésica), los titulos serolégicos se

elevan en un porcentaje significativo de la poblacion hipersensible (6,9).
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Por lo general, la prueba cutanea se hace positiva dentro de las dos semanas
siguientes a la exposicion y persiste asi durante largos periodos de tiempo. Sin una nueva
exposicién al hongo, se considera que su sensibilidad se desvanece en la mayoria de los
pacientes en diez afios o mdas. Las personas expuestas de manera continua a los
microconidios o las que los albergan en forma latente, pero ain viables, mantienen

reactividad (39).

2) Precipitacion en tubo (PT)

La prueba de Precipitacion en Tubo, es una prueba cualitativa, que se efectiia en una
serie de tubos, con diferentes concentraciones de anticuerpos especificos, a los cuales se les
afiade una cantidad constante de antigeno (40). Es una prueba sencilla, sensible, especifica
(7) y que es positiva en una fase temprana de la enfermedad, alrededor de 2-5 semanas
después de la infecciodn, e indica la presencia de anticuerpos de tipo IgM , pero al cabo de

unos meses la prueba ya no persiste positiva, por tal razén no posee un valor prondstico (2).

3) Aglutinacion en Latex (AL)

La Aglutinacion en Latex detecta anticuerpos de tipo IgM y es positiva alrededor de
2 a 3 semanas después de una infeccion primaria (34). En general, es una prueba mucho
menos confiable que la de Fijacién de complemento (FC). En pacientes con histoplasmosis
cronica los sueros pueden ser negativos. Se consideran positivos los titulos de > 1:16 y
constituyen una firme evidencia de infeccién aguda o reciente. Las reacciones cutaneas
antes de efectuar la prueba pueden elevar considerablemente el titulo. |

Las reacciones de Aglutinacion en Latex positivas deben ser confirmadas por
medio del titulo de la prueba de Fijacion de Complemento. Pueden producirse reacciones

cruzadas con otras micosis (41).

4) Inmunodifusion (ID)

La Inmunodifusién (ID) es una prueba util en la deteccién de anticuerpos para el
diagndstico de histoplasmosis especialmente en pacientes inmunocompetentes (8).

Se wvuelve positiva a la tercera o cuarta semana después de la infeccion. Para esta

prueba los sueros de pacientes con histoplasmosis comprobada presentan una o dos bandas
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Las reacciones falsos-positivos en estd prueba se dan en pacientes con otras

enfermedades micdticas, personas que recientemente se han hecho la prueba cutanea con
histoplasmina y personas con enfermedades no micéticas (34).
La prueba de Fijacion de Complemento es la mas usada a menudo para la deteccion

de anticuerpos de H. capsulatum (44).

6) Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzima (ELISA)

Para muchos pacientes, la deteccion de la respuesta de anticuerpos por las pruebas
de Inmunodifusion o Fijacién de Complemento su uso es limitado (45), ya que en muchos
pacientes puedan dar resultados falsos-negativos, como en pacientes que quedan titulos de
anticuerpos elevados durante meses o incluso afios después de una exitosa terapia y en
pacientes inmunocomprometidos, en los cuales los titulos de anticuerpos pueden estar
bajos o ausentes (19).

La prueba de ELISA se ha comprobado que es método especifico y provee un gran
significado en las pruebas de diagnostico para la histoplasmosis y que permite seguir la
evolucion clinica del paciente durante la terapia (30). Esta prueba ha permitido duplicar la
sensibilidad de las pruebas seroldgicas clasicas, principalmente en los enfermos con
histoplasmosis asociada al SIDA, presentando una sensibilidad arriba del 71% (46) y se ha
comparado con el Radioinmunoensayo (RIA), que es método que posee una sensibilidad
aproximada del 90%, pero este prueba requiere de un equipo sofisticado, ademas del uso de
radioisotopos por lo que su disponibilidad es reducida en muchos laboratorios (47).

La prueba de ELISA es una prueba que presenta una sensibilidad similar al RIA,
que no requiere de un equipo sofisticado y que resulta accesible en la mayoria de
laboratorios, por lo que constituye un analisis selectivo y sensible para detectar anticuerpos
de H. capsulatum (47). Ademas la prueba de ELISA posee una sensibilidad del 97% y una

especificidad de 84% para detectar anticuerpos tipo IgG (48).

9. Tratamiento

En forma esencial todos los casos de histoplasmosis, cuando el paciente no tiene
alguna enfermedad principal, o cuando el in6culo es insuficiente, la enfermedad se resuelve

sin incidentes notables (5). Incluso en infecciones primarias moderadamente graves, el
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reposo en cama y las medidas de sﬁstén son suficientes para obtener la resolucion de la
enfermedad (9), pero en la histoplasmosis diseminada es fatal si no se recibe tratamiento,
incluso cuando se recibe (5).

La anfotericina B en dosis total baja (150 a 500 mg) ha proporcionado excelentes
resultados en la afeccion pulmonar aguda (19), también se puede obtener una respuesta
favorable con itraconazol por 6 semanas (49). Para la enfermedad diseminada en nifios , se
recomienda dosis inferiores de 7.2 mg/Kg./dia de itraconazol, durante un perfodo de 3 a 12
meses, segun la respuesta del paciente (29). El itraconazol es seguro y efectivo en la terapia
de histoplasmosis diseminada no tan severa en pacientes con SIDA, ofreciendo una
alternativa en lugar de la anfotericina B en muchos casos. Pacientes con una severidad
moderada o una histoplasmosis severa podria ser primero tratado con anfotericina B y
puede cambiarse por itraconazol después de haber alcanzado un progreso clinico (50). El
Ketoconazol, es considerado como agente alternativo para el tratamiento de pacientes con
histoplasmosis leve o moderada (51).

En la histoplasmosis crénica se puede utilizar la anfotericina B y el Ketoconazol, sin
embargo las recaidas ocurren entre un periodo de 1 a 18 meses después de la suspension del

tratamiento (25).

10. Pronostico

Excepto en ataques localizados con inhalacion de gran ntmerc de esporas, la
histoplasmosis primaria aguda es casi siempre un proceso benigno del cual el paciente se
recupera rdpidamente; sin necesidad de la administracion terapéutica. La infeccién

progresiva diseminada es fatal en un 80 a 90% de los casos (5).

11. Prevencion

La mejor forma de prevenir la exposicién a las esporas de H. capsulatum es evitar
aquellas situaciones donde materiales contaminados puedan hacerse volatiles y las esporas
puedan ser subsecuentemente inhaladas. Esto es especialmente importante para aquellas

personas con depresion del sistema inmune (5).
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Los desinfectantes han sido usados ocasionalmente para tratar el suelo y la
acumulacion de guano de murciélago o pajaros, cuando la remocién ha sido imposible, o
como una precaucion antes de iniciar el proceso de remocion (5).

Las soluciones de formaldehido son los Gnicos desinfectantes que han probado ser
efectivos para descontaminar suelos que contienen H. capsulatum. Dado que las
consecuencias para la salud de la exposicion pueden ser potencialmente graves, este
quimico debe ser manejado solamente por personas que saben como aplicario en forma
segura (5).

Algunos expertos recomiendan que las personas que viven en las regiones donde la
histoplasmosis es comin que tomen itraconazol como prevencion, en caso de estar

infectados con el VIH o teniendo un recuento bajo de las células T (13).
B.  Antigenos de Histoplasma capsulatum

1. Antigeno

Los antigenos fungicos tienen buena reactividad y especificidad siendo esenciales
para el inmunodiagnostico de las micosis sistémicas (52).

Desde hace varias décadas, se ha estado trabajando en la busqueda de los antigenos
de H. capsulatum dirigiéndose a la adquisicion de preparaciones capaces de detectar el
espectro completo de respuestas inmunes que produce. Se ha observado que este antigeno,
puede presentar reacciones cruzadas con otros antigenos de hongos patogenos, en
determinadas pruebas serologicas. También se ha visto que las variaciones antigénicas
pueden resultar de las diferentes condiciones de cultivo (15).

Los antigenos usados para las pruebas seroldgicas, son filtrados de cultivo, los
cuales incluyen productos de degradacion de las células metabolizadas o componentes

hidroliticos de las células mismas; otro tipo de antigeno usado consiste de células intactas o

purificadas (paredes celulares) (15).

2. Antigeno Crudo

La histoplasmina es un antigeno obtenido del filtrado de un caldo nutritivo donde se

desarrolla H. capsulatum; siendo por lo tanto un antigeno metabdlico (53).
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Los problemas del uso de¢ los filirados sou fa irregularidad de Ia potencia antigénica
producida y por lo tanto las reaccicnes cruzadas con otras infecciones fungicas, por ello es
importante purificar el antigeno (53).

Los antigenos crudos tienen huena reactividad en pruebas de menor sensibilidad
como la Contrainmunoelectroforesis, , Inmunodifusién y en pruebas cutaneas; ademas por
reaccionar en pruebas de facil manejo y rapida deteccion, estos antigenos son ideales para

estudios de tipo general y epidemiolégicos (52).

3. Antigeno Purificado

La estructura antigénica de H. capsulatum ha sido ampliamente estudiada. De los
trabajos publicados hasta la fecha quizas el inico que presenta un antigeno con buen grado
de especificidad para H. capsulatum, es el de Heiner , quien aislé de la histoplasmina bruta
dos fracciones antigénicas especificas denominadas antigeno H y el antigeno M, que son
una mezcla de proteinas y carbohidratos, siendo la fraccion proteica la parte mas
importante para estos antigenos (44).

Aunque, estos antigenos son relativamente especificos, se hallan sujetos a una serie
de variaciones que hasta el momento no ha sido posible controlar.

En estudios posteriores se ha establecido que las fracciones antigénicas de H.
capsulatum, por hallarse parcialmente purificadas, contienen proporciones variables de
proteinas, polisacaridos y que el componente celular con mayor caracteristica antigénica en
estos y otros microorganismos es la pared celular, constituida principalmente por
polisacaridos y glicoproteinas (54).

La purificacién de los antigenos es un proceso que sirve para establecer con mas
precision el diagnostico de las micosis profundas y se basa en una técnica de precipitacion
y digestion de proteinas, en la cual se busca eliminar el mayor nimero de proteinas no
especificas o contaminantes, para que finalmente, queden solo las proteinas que estan
unidas a los polisacéridos, que se consideran las mas especificas para cada antigeno (52).

Asi Taylor et al, en un estudio sobre H. capsulatum aislaron un complejo
polisacérido proteina (CPP), compuesto principalmente de glucosa (54%), manosa (43.2%)
y galactosa (2.8%), que demostrd una buena especificidad en Inmunodifusién en Gel,

observando que por la accién de la enzima B-glucosidasa hubo pérdida de la actividad del
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antigeno cuando se uso en la prucha de Inmunodifusion, en tantc que con calor y una
enzima proteolitica pronasa, no sc alter6 la actividad del mismo (42).

Los antigenos purificados presenta buena reactividad en las pruebas de
inmunodiagndstico, teniendo un menor grado de reacciones cruzadas, especialmente en
métodos de alta sensibilidad como la prueba de ELISA, por lo que se consideran atiles

para pruebas de pronéstico y diagnostico (52,55).

C. Analisis Inmunoenzimatico

La especificidad de los anticuerpos es tal que el factor limitante en la mayor parte de
las reacciones inmunolégicas explicadas hasta ahora no es la especificidad, sino la
sensibilidad. Debido a su exquisita sensibilidad el Anéalisis Inmunoabsorbente Ligado a
Enzimas (ELISA) es una de las técnicas inmunologicas usadas con mayor amplitud. Este
método emplea enzimas, como ligandos para las moléculas de los anticuerpos (56).

Actualmente la palabra ELISA podria definirse como un ensayo especifico,
conjugado con enzimas, o simplemente podria denominarse Anélisis Inmunoenzimatico
(EIA).

Este Analisis Inmunoenzimético es un procedimiento especifico y sensible hasta
nanogramos. La sensibilidad del sistema se puede aumentar hasta picogramos, utilizando
cofactores para las enzimas, sustratos fluorescentes o luminiscentes (40).

La unién covalente de enzimas a las moléculas de anticuerpos produce una
herramienta inmunolégica que posee alta especificidad y aita sensibilidad. La técnica de
ELISA, utiliza los anticuerpos a los que se han enlazado covalentemente las enzimas, de
modo que quedan sin alteracion las propiedades cataliticas de la enzima y la especificidad
del anticuerpo. Las enzimas enlazadas, tipicamente, inciuyen peroxidasa, fosfatasa alcalina
y galactosidasa, todas las cuales catalizan reacciones cuyos productos son de color y se
pueden determinar en cantidades muy pequeiias (40,56).

Entre los criterios mas importantes para escoger una enzima estdn: pureza, gran
actividad especifica, estabilidad y ausencia habitual en los fluidos biolégicos en estudio
(40).

Se han desarrollado dos metodologias basicas de ELISA, una para la deteccion de
antigenos (ELISA directo) y la otra para anticuerpos (ELISA indirecto).
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En el método de ELISA directo, el antigeno queda atrapado entre dos capas de
anticuerpos, si el antigeno (particulas virales) esta presente en la muestra, quedara atrapado
por los sitios de fijacion del antigeno sobre el anticuerpo (56).

En el sistema de Analisis Inmunoenzimatico Indirecto , los antigenos pueden estar
absorbidos en perlas, tubos o microplacas de fondo plano, de poliestireno o polivinilo (los
cuales estan disponibles comercialmente). EIl procedimiento se basa en interacciones
hidrofébicas entre las proteinas y el pléstico; se ha considerado que la méxima cantidad de
proteinas que se une en un pozo de una microplaca, es de 1 ug y de 4-5 ug a tubos de
poliestireno de 12 x 75 nm. Un exceso de estas proteinas puede provocar su
desprendimiento con los lavados y puede disminuir la sensibilidad.

Para recubrir superficies de plastico, las proteinas solubles se disuelven en un
amortiguador alcalino. La utilizacion de detergentes no idnicos, como el Tween 20 y Trito
X-100, o proteinas no relacionadas, como gelatina o albumina sérica bovina, disminuyen
las interacciones inespecificas (40).

En la primera parte del procedimiento la muestra problema (suero) se incuba con el
antigeno inmovilizado a una fase sdlida, los anticuerpos no dirigidos al antigeno en
cuestion son removidos con lavados de soluciones amortiguadoras; posteriormente se
adicionan anticuerpos dirigidos contra inmunoglobulinas humanas y conjugadas a enzima,
finalmente se adiciona el sustrato y la intensidad de color sera directamente proporcional a
la cantidad de anticuerpos contra el antigeno presente en la muestra probiema (56).

Actualmente se lleva a cabo la conjugacion de enzimas con anticuerpos, por medio

de anticuerpos policlonales, pero en el futuro se utilizaran anticuerpos monoclonales (40).

22




iv.  JUSTIFICACION

Es posible, que la baja frecuencia de la histoplasmosis en Guatemala, se deba a un
diagndstico inadecuado, por no contar con métodos sensibles para su deteccion; por lo que
en el Servicio de Micologia de la Facultad de CC.QQ y Farmacia, se inicié la produccion
sistematica de los antigenos flingicos de cepas aisladas de pacientes guatemaltecos,
obteniendo asi un antigeno crudo la histoplasmina; con lo que se implementaron dos
pruebas: la Inmunodifusion (ID) y la Precipitacion en Tubo Capilar (PT), con lo que fue
posible detectar mas casos y establecer una situacion mas real de las micosis profundas en
nuestro pais. Estas pruebas han demostrado ser sensibles, especificas, faciles de realizar y
de bajo costo; sin embargo por ser pruebas cualitativas no permiten darle seguimiento a los
pacientes. También se cuenta con la prueba de Fijacion de Complemento (FC) pero esta
presenta el inconveniente de la anticomplementaridad de los antisueros y sobre todo que es
muy engorrosa, aunque el principal problema de estas pruebas son las reacciones cruzadas
con las demés micosis.

Por lo que se considera importante contar con un criterio mas que ayude en el
diagnéstico y pronostico de la histoplasmosis, lo que se legraria estableciendo la prueba
de ELISA, utilizando antigenos purificados producidos localmente. También se cuenta con

la ventaja que es una prueba cuantitativay capaz de detectar titulos bajos de anticuerpos.
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V. OBJETIVOS

General
Comprobar la reactividad del antigeno purificado de Histoplasma capsulatum,

utilizando la prueba de ELISA.

Especificos

e Optimizar las condiciones de la purificacién del antigeno crudo de

Histoplasma capsulatum, en el Servicio de Micologia.

e Purificar los antigenos de Histoplasma. capsulatum crudos producidos a partir

de cepas guatemaltecas.

e Detectar la presencia de anticuerpos de anti-Histoplasma capsulatum, en
diferentes grupos de muestras de pacientes, utilizando antigeno purificado y
la prueba de ELISA.
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VI. MATERIALES ¥ METODOS

A. Universo de Trabajo

El universo de trabajo esta formado por los antigenos crudos de H. capsulatum
producidos en el Servicio de Micologia de la Facultad de CC.QQ y Farmacia, y por los
pacientes con enfermedades pulmonares de diferentes instituciones hospitalarias(generales
y privadas), que se presentan en el Servicio de Micologia.

Los antigenos crudos son obtenidos de las cepas guatemaltecas H. capsulatum
H.1.14.97 de origen humano obtenido de una biopsia de ganglio supraclavicular y las
muestras estan constituidas por los sueros de 62 pacientes con micosis profundas como
histoplasmosis y coccidioidomicosis, con enfermedades pulmonares no micdticas como

tuberculosis, y suero de 25 personas aparentemente sanas.
B. Recursos Humanos

Autora: Ana Graciela Cardona Almengor
Asesora:  Licda. Maria Luisa Garcia de Lopez. Responsable del area de
Inmunodiagndstico del Servicio de Micologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y

Farmacia de la Universidad de San Carlos de Guatemala.

C. Materiales

1. Reactivos
e Agar Sabouraud
e Medio de Smith
¢ Timerosal
e Fenol

¢ Glicerina

e Cloruro de Sodio




Azida de Sodio

Agua Desmineralizada
Cloroformo

Etanol

Agarosa

Sulfato de Cobre
Hidréxido de Sodio
Pronasa

Albumina

Conjugado de Fosfatasa Alcalina Anti-1gG Humana
Cloruro de Potasio

Tartrato de Sodio y Potasio
Reactivo de Folin-Ciocalteu
Butanol

Tween 20

P- nitrofenilfosfato

H,SO,4

NaN;

NaCOs

KH,PO4

Na; HPO4 12H,0

Glicina

Acetona Anhidra

NaHCO;

Equipo

Campana de Flujo Laminar
Refrigeradora

Congelador

Centrifuga

Centrifuga refrigerada
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Incubadora
Potenciémetro
Bomba de Vacio
Estufa

Balanza Analitica
Autoclave

Lector de ELISA
Espectrofotometro
Pipeta automaticas
Tripode

Mechero

Camara de Quebec
Lampara de Luz

Equipo de Ultrafiltracion (UHP)

Cristaleria

Tubos de vidrio con tapdn de rosca
Matraces

Vasos de precipitacion
Probetas

Pipetas volumétricas
Quitazatos

Cajas de Petri

Balones aforados
Embudos

Portaobjetos

Tubos de Vidrio
Embudos Buchner

Ampollas de decantacion o embudo de separacion
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4. Otros
e Asas
e Pipetas pasteur
o Jeringas
e Placas de micropozos para ELISA
¢ Incinerador
¢ Gradillas
e Mascarillas
e QGuantes
e Batas
e Papel parafilm
o Papel Craft
e Papel Filtro No.1 y No.41
e Membranas de acetato de celulosa 0.22 y 0.45
e Membranas para diélisis
e Algodén
e Tubos de reaccion o viales de 1.5 ml.
e Papel mayordomo

e Papel parafinado

5. Antigenos y Controles
e Antigenos
Obtenidos de cepas aisladas de pacientes guatemaltecos,diagnosticados en el
Servicio de Micologia de la Facultad de CC. QQ y Farmacia.
- Histoplasma capsulaltum cepa H.1.14.97 (crudo).
- Coccidioides immitis cepa C.1.17.87 (crudo).

e Controles positivos

- Antisueros anti- H. capsulatum producidos en conejos conservados en el

bioterio de la Facultad de CC.QQ y Farmacia.




R

D. Métodos

1. Hongos

El hongo utilizado en este estudio fue Histoplasma capsulatum cepa H.1.14.97,
aislada de un paciente guatemalteco, del cual se produjo el antigeno crudo.

Las cepas fueron sembradas masivamente y conservadas en tubos con agar
Sabouraud. Después de tres semanas de incubacion a 25°C, se confirmé su morfologia por
observacion microscdpica, inoculando el hongo en matraces de 1000 ml conteniendo 250
ml de medio semi-sintético de Smith.

Luego de inoculado el hongo en medio de Smith se incub6é durante 2 meses con
agitacién ocasional a temperatura ambiente y en oscuridad. Al cabo de este tiempo se
confirmdé su morfologia caracteristica comprobando que no hubiera ninguna
contaminacién y se inactivé agregando a los cultivos una solucién de timerosal al 1%
durante 2 semanas, agitandolo ocasionalmente para homogenizar el timerosal en el medio.
Posteriormente se realizd una prueba de viabilidad del microorganismo, inoculando el
contenido de cada matraz en el medio de Sabouraud, incubando a 25°C por 15 dias, al cabo

de los cuales, habiendo comprobado que ya no era viable, se procedid a obtener el antigeno

crudo.
2. Obtencion del Antigeno Crudo

Se separ6é la masa micelial por medio de filtracién en papel filtro No.l; si se
considera necesario se puede pasar en papel filtro No.41, para eliminar ain mas las
particulas que quedan sobrantes de la masa micelial; posteriormente se continuo con la
filtracion en membranas de acetato de celulosa de 0.45 y 0.22, utilizando un soporte de
Millipore. Finalmente se ultrafiltré y dializ6 con el sistema UHP, usando membranas PM
10,000 concentrando a un volumen final de 10X (esto indica que el volumen final

obtenido es reducido a la décima parte de su volumen inicial).
3. Inmunodifusion (ID)
Se baso en la técnica de Ouchterlony (57), modificado por Toriello et al.
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a. Materiales y Reactivos

Solucion Adhesiva: se mezclaron 0.2 g. de agar, 1 ml. de glicerinay 200 ml.
de agua destilada en un vaso de precipitacion. Se calentd sin llegar a punto de
ebullicion, sumergiendo en la solucion los portaobjetos previamente lavados y
secos, unas dos veces (dos bafios). Se secaron y guardaron (esta sclucion les

dio un aspecto opaco, como suciedad a los portaobjetos).

Agarosa: se mezclaron 7.5 g. de glicina, 0.9 g. de cloruro de sodio, 0.1 g. de
azida de sodio, 1.0 g. de agarosa y 100 ml. de agua destilada en un matraz. Se
calentd y disolvio la solucion hasta que ebulld. NO se debe autoclavear.

Se viertieron 4.5 ml. de la agarosa en un portaobjeto previamente impregnado
con solucién adhesiva. Si no se utiliza toda se puede alicuotar en tubos de vidrio

con rosca, y se conservan en refrigeracion.

b. Procedimiento

Los portaobjetos con solucion adhesiva se colocaron en una superficie plana y se
les agregd 4.5 ml. del gel de agarosa licuado en bafio de maria y se dejé

solidificar a 4°C durante 12 - 24 horas o como minimo 2 horas, en refrigeracion.

Se perforé la ldmina con el gel de agarosa, siguiendo un patrén que contiene 7
pozos, en forma de roseta, en el pozo superior e inferior se colocaron los
controles positivos, y en el centro se colocé el antigeno del hongo, quedando los

pozos de los lados para las muestras.

Se colocé un control negativo por roseta.

Luego se colocaron en una camara hiimeda, a temperatura ambiente.

Se realizé lecturas a las 24, 48 y 72 horas, con luz indirecta observando si habia

formacidn de bandas. (Ver anexo No.4)
30




4. Aislamiento del Complejo Polisacarido-Proteina (CPP)

El CPP de Histoplasma capsulatum, fue obtenido a partir del antigeno crudo de A.
capsulatum, con potencia establecida por la prueba de Inmunodifusién, utilizando los
controles positivos respectivos. Se basé en la técnica de Kirby (58), modificada por
Taylor y Bojalil (53).

a. Materiales y Reactivos

e Fenol liquido (licuado): se licud el fenol a 65°C en bafio de maria, la cantidad
aproximada a utilizar.
Luego se agregd un volumen aproximado de agua al fenol licuado, se agit6 y se
dejé que se separen las fases, conservando en refrigeracion. Se agitd antes de

usarlo.

e Etanol al 95%: se colocd en un recipiente 95 ml. de etanol puro con 5 ml. de

agua destilada.

e Acetona Anhidra: se utilizé sulfato de sodio anhidro, con acetona. También se

puede saturar la acetona con cloruro de calcio y antes de usarla filtrar en papel

filtro No.1 estéril.

b. Procedimiento

¢ A 10 ml. de antigeno crudo de H. capsulatum se afiadié 15 ml. de fenol liquido,

incubando a 56°C por una hora con agitacién ocasional en un tubo cdnico estéril.

e Se dejo enfriar a temperatura ambiente y se centrifugd a 5000 rpm. en una

centrifuga refrigerada, durante 20 minutos (se observaron dos fases divididas por

un anillo blanco).

PROPIEDAD DF LALNIVERSIDAD O SA¥CARLOS DE GUATFMALA
Biblioteca Central
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o Se separd cuidadosamente fa fase superior al anillo y se mezclé enseguida con
3 volimenes de etanol al 96% y adicionando 2 gotas de acetato de sodio al 1%

para acelerar la precipitacion.

e Lamezclase dejé a4°C durante 24 horas.

o Se centrifugd el tubo a 5000 rpm. durante 20 min. en una centrifuga refrigerada,
descartando el sobrenadante y disolviéndolo con solucion salina estéril con un
volumen conocido (5 ml.) y 3 volimenes de etanol al 96% (15 ml.). Se

centrifugo por 20 min. a 5000 rpm. repitiendo el procedimiento 2 veces mas.

o El precipitado final se disolvid en solucién salina estéril y se agregd a una
membrana de dialisis, que excluya moléculas menores de 10 KD. Se dializ6 con
agua destilada estéril durante dos dias a temperatura ambiente, cambiando el

agua dos veces al dia.

o Se pasé la solucion de la membrana a un tubo conico estéril y se centrifugd a
5000 rpm. por 20 min. Se separd el precipitado y se secd con acetona anhidra

en volimenes iguales; almacenando a -20°C hasta su utilizacién.

e Al finalizar este procedimiento se cuantificaron las proteinas, por el método de
Lowry (59).

5. Determinacion de Proteinas

Se basé en el método de Lowry y colaboradores (59).

a. Procedimiento

e NayCO; al 2% en NaOH 0.1N. (2 grs. Na,CO; + 100 ml. agua destilada + 0.4
grs NaOH). Solucién A
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e CuSOs 0.5 % (0.5 grs. CuSOs + 100 ml. agua destilada) se mezclo con
volimenes iguales de tartrato de sodio y potasio al 1% (1 gr. de tartrato de Na y

K + 100 ml. agua destilada), se mezclaron antes de uso. Solucién B

e 50 ml. de Solucién A con 1 ml. de Solucién B (500 ul. CuSO40.5 % + 500 ul.

tartrato de sodio y potasio al 1%), se prepard antes del uso. Soluciéon C

e 1 ml. de Folin-Ciocalteu con 2 ml. de agua destilada di6 una solucién acida 1 N.

e Se prepar6 una solucion estandar de albimina sérica bovina 1000 ug/ml. (10 mg.

albGimina/10 ml. de agua destilada).

Se realizaron lecturas a una longitud de onda de 750 nm .

b. Curva de Calibracion.

- . . Conc,
Solucién Solucion Folin- ,
Tubo  \ibimina H20 Ciocalteu Proteinas
(ug/ml)
1 - 1.0ml. 1ml. 0.1ml. 0
2 0.1ml.  0.9ml. Iml. 0.1ml. 10
3 0.2ml.  0.8ml. Iml. 0.iml. 20
Mezclar en vortex e Mezclar en vortex e
4 0.4ml.  0.6ml. Iml incubar 10 min. En 0.lml.  incubar 30 min. a T° 40
refrigeracion. amb. en obscuridad.
5 0.6ml. 0.4ml. Iml. 0.1ml. 60
6 0.8ml. 0.2ml 1ml. 0.1ml. 80
7 1.0ml. - Iml. 0.1ml. 100
Muestras 1.0ml. 1.0ml. 1.0ml. 0.1ml. ?

¢ Las muestras son diluidas 1:10y 1:100

6.

Tratamiento del CPP con Pronasay Sevag

Se basé en la técnica de Kirby (58), modificada por Taylor y Bojalil (53).
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a. Procedimiento
e Se agregaron 25 ug. de Pronasa por cada 500 ug. de proteina del CPP y se
incubd a 37°C por una semana adicionando la enzima diariamente a la mitad de
la cantidad usada el dia anterior y agregando 2 gotas diarias de tolueno para

evitar la contaminacion.
o Se detuvo el tratamiento enzimatico al séptimo dia por medio de congelacion.

o Luego se siguié con el método de Sevag para completar el tratamiento de

desproteinizacion.

e Se mezclé 10 partes del CPP tratado con pronasa con 50 partes del reactivo de

Sevag (preparado con 9 partes de cloroformo + una parte de butanol).

e Se colocd la mezcla en un embudo de separacion, agitando fuertemente y

refrigerando de 10 a 15 min.

e Se separ0 la fase acuosa y se dializo en membrana de dialisis durante 24 horas,

cambiando el agua 4 0 5 veces.

e Se precipitd el complejo desproteinizado obtenido (CPPD-Histo) con etanol al

96% vy acetato de sodio al 1%.

e Se probd la reactividad del CPPD-Histo, por medio de la prueba de

Inmunodifusidn.

¢ Luego el complejo desproteinizado se almacend a -20°C hasta su utilizacion.

T Ensayo Inmunoenzimatico.

Se basé por el método de Voller et al (60).

a. Materiales y Reactivos

e Placas para micro ELISA (polivinilo) Dinatech No.1-220-24

34

.




e Amortiguador de recubrimiento (pH 9.6): se mezclaron 1.59 g. de Na;COs ,
2.93 g. NaHCO; y 1000 ml. de H,O destilada en un erlenmeyer y se guardo a

temperatura ambiente en un maximo de dos semanas.

o Buffer Salino de Fosfatos -PBS- (pH 7.2-7.4): se mezclaron 8 g. de NaCl, 8.62
g. Na,HPO4. HyO, 2.48 g. de KHPOs y 1000 ml. H,O destilada en un

erlenmeyer y se guardd en refrigeracion.

o PBS-Tween (solucion de lavado): se mezclo 0.5 ml. de Tween 20 con 1000

ml. de PBS.

o PBS-Tween-Albiimina sérica Bovina (ASB): se mezclé 2 g. de ASB con 100
ml. de PBS-Tween. (se puede usar 0.5 g. de leche descremada en lugar de ASB).

o Anti- IgG humana, conjugada con fosfatasa alcalina (Sigma No. A1543): la .

dilucién fue determinada por titulacion del ensayo. Se almacené de 2-8°C.

o Set de tabletas de p-Nitrofenilfosfato -pNPP- (Sigma No. N1891): este set esta
formado por tabletas de p-nitrofenilfostato y de Tris buffer, que se deben mezclar
conjuntamente; estas tabletas deben ser almacenadas a temperaturas por debajo
de los 0°C. Antes de su preparacion se llevaron a temperaiura ambiente y
solamente se usaron las tabletas necesarias para el ensayo. Se abrid una tableta
de pNPP (empaque color plateado) y una de Tris buffer (empaque color dorado)
y se coloco en un frasco apropiado, conteniendo 5 ml. de agua destilada, se

mezcld hasta que se disolvieron. Teniéndose cuidado de no tocar con las manos

las tabletas.

o NaOH 3N: usado como solucién basica para detener la reaccion.

b. Procedimientfo

o Se realizo una dilucion 1:1,280 del CPPD de H. capsulatum en amortiguador de

recubrimiento (buffer de carbonatos).
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Se agregd 50 ul. del CPPD diluido en cada pozo de reaccién a utilizar y se

colocaron las placas en una cdmara hiimeda.
” . P 0 0
Se dejé en refrigeracion por 24 hrs. De 4°C - 8°C.
Después de las 24 hrs. se lavo cada uno de los pozos 3 veces con la solucion de

lavado PBS-Tween. El antigeno se puede colectar o desechar, dependiendo de

que tan valioso sea.

Se bloquearon los sitios que quedaron libres para incorporar proteina, con la
adicién de PBS-Tween-ASB (50 ul/pozo). Se dejo una hora a temperatura

ambiente (se puede acelerar en la refrigeradora a 30 min.).

Se desechd la solucion y se lavé dos veces con PBS-Tween, dejandolo en

contacto con la placa por 2 min. para cada lavado.

Se realizo una dilucién 1:80 de las muestras de suero a analizar con PBS pH 7.2.

Se agregd 50 ul. de cada muestra diluida en cada uno de los pozos, a excepcion

del pozo que sirvié como blanco y en donde se agregd 50 ul de PBS pH 7.2.

Se incubd por 1 hora a 37°C en camara humeda.

Después de la hora de incubacion se lavo los pozos 5 veces con solucion de

lavado (PBS-Tween) y se dejé 1 min. para cada lavado.

Se agregd 50 ul. de Anti-IgG humana Conjugada con Fosfatasa Alcalina diluido
1:1,000 con PBS pH 7.2.

Se incubd 1 hr. a 37°C en camara hiimeda.
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Se Lavaron los pozos 5 veces con solucion de lavado (PBS-Tween) y se dejo |

min. por cada lavado.

Se agregd 50 ul. de pNPP en cada pozo en una concentracién de 5 mg/ml en Tris
buffer.

Se incubé por 30 min. a temperatura ambiente y en la oscuridad.

Se agreg6 100 ul. de NaOH 3N y leyd a 405 nm.

E. Diseiio de la Investigacion

Se realiz6 un estudio a nivel descriptivo a 4 grupos de muestras provenientes de

pacientes con las siguientes caracteristicas:

1.

25 Sueros de pacientes con serologia positiva (ID, PT 6 ambos) para

histoplasmosis y coccidioidomicosis.

5 Sueros de pacientes con cultivo o biopsia positivo y serologia positiva para

histoplasmosis.
32 Sueros de pacientes con infecciones pulmonares diferentes a las micosis
profundas.

Ej. Neumonias bacterianas, tuberculosis confirmadas, etc.

25 Sueros de personas aparentemente sanas, sin ninguna sintomatologia de

micosis, ni de ninguna infeccién pulmonar.

Para comprobar la eficiencia del antigeno purificado se realizd un ensayo

inmunoenzimatico (ELISA) a los cuatro grupos anteriores, comparando sus
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resultados con los ya obtenidos por Inmunodifusién, Precipitacion en Tubo, cultivo
o biopsia. La concordancia de las pruebas se evalué con una prueba de Kappa.

El tamafio de la muestra fue a conveniencia, ya que se trabajé Gnicamente con las
muestras existentes en el Servicio de Micologia de la Facultad de CC.QQ y
Farmacia, que han sido recolectadas desde 1991 hasta la fecha y que reunieron las

caracteristicas antes mencionadas, excepto al grupo de personas aparentemente

sanas.
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Vil. RESULTADOS

A. Purificacion del antigeno crudo de H. capsulatum

El antigeno crudo de H. capsulatum fue obtenido de la cepa guatemalteca
H.1.14.97, la cual fue sembrada en el medio semi-sintético de Smith, en donde la parte
liquida se ultrafiltrd y concentrd a 10X,

Su reactividad se comprob6 realizando la prueba de Inmunodifusion, de donde se
mostrd reactivo, utilizando como control suero de un paciente con cultivo positivo a H.
capsulatum.

Posteriormente 14 ml. de antigeno crudo fueron sometidos al proceso de la
purificacion, iniciando con la precipitacion de proteinas con fenol liquido, donde se obtuvo
8.8 ml de antigeno con una cantidad de 1,078.05 pug/ml. de proteinas.

La desproteinizacion del antigeno se realizé por medio del tratamiento con pronasa,
donde se utiliz6 0.0005 grs.de pronasa en el primer dia y 0.0003 grs. en el segundo dia, en
base a la concentracion de proteinas. Finalmente a través del tratamiento con el reactivo de

Sevag, se obtuvo 2.2 ml. de antigeno purificado.

B. Prueba de ELISA

Una vez obtenido el antigeno purificado (Complejo Polisacarido- Proteina
Desproteinizado) se procedié a utilizarlo en la prueba de ELISA , donde se determiné
después de varios ensayos, que la mejor dilucién del antigeno purificado es de 1:1,280 y
de las muestras es de 1:80.

Posteriormente al establecer las diluciones adecuadas, se procedié a realizar el
ensayo a los cuatro grupos de estudio utilizando el antigeno purificado de H. capsulatum,

estableciendo el punto de corte de 0.807, obteniendo asi los siguientes resultados:
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Grupo No. 1 (a):

Muestras de Pacientes con Histoplamosis con I} positiva

Resultados No. muestras Porcentaje
Positivas 11 85
Negativas 2 15

Total 13 100

ID: Inmunodifusion

Grupo No. 1 (b):

Muestras de Pacientes con Coccidioidomicosis con ID positiva

Resultados No. muestras Porcentaje
Positivas 7 58
Negativas 5 42
Total 12 100

Grupo No. 2

Muestras de Pacientes con Histoplasmosis con Cultivo e ID positiva

Resultados No. muestras Porcentaje
Positivas 4 80
Negativas 1 20
Total 5 100
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Grupo No. 3

Muestras de Pacientes con Infecciones Puimonares no Micoticas, con ID

negativa para Micosis Profundas

Resultados No. muestras Porcentaje
Positivas 12 37
Negativas 20 63
Total 32 . ' 100

Grupo No. 4

Muestras de Personas Aparentemente Sanas, con 1D negativa para Micosis .

Profundas
Resultados No. muestras Porcentaje
Positivas 5 20
Negativas 20 80

Total 25 100

Los resultados anteriores obtenidos en la prueba de ELISA se compararon con los
resultados obtenidos en la prueba de Inmunodifusion (ID), estableciéndose una tabla de
contingencia 2 X 2 para determinar los indices estadisticos de sensibilidad, especificidad,
valor predictivo positivo, valor predictivo negativo y prevalencia evaluando Ila

concordancia entre ambas pruebas con una prueba de Kappa.
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INMUNODIFUSION

Positivos Negatives
Positivos 15 24
ELISA
Negativos 3 45

e Verdaderos Positivos: 15
e Faisos Positivos: 24
¢ Falsos Negativos: 3

¢ Verdaderos Negativos: 45

Con base de los datos anteriores, se realizaron los céalculos para los indices
estadisticos y la prueba de Kappa (Ver anexo No.5), determinando los siguientes

resultados:

e Sensibilidad: 83 %

e Especificidad: 65 %

e Valor Predictivo Positivo: 38 %

e Valor Predictivo Negativo: 94 %

e Prevalencia: 21 %

¢ Prueba de Kappa: 0.36
Segtin los criterios de Landis y Koch el valor de 0.36 en la prueba de Kappa
corresponde a un grado de concordancia regular, entre la prueba de ELISA y la

prueba de Inmunodifusion.
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VIIL. DISCUSION BE RESULTADOS

El objetivo principal de esta investigacion fue detectar la presencia de anticuerpos
anti-H. capsulatum en la prueba de ELISA utilizando el antigeno purificado de
Histoplasma capsulatum producido localmente, logrando asi comprobar su reactividad.

Se conoce que el componente celular con mayor caracteristica antigénica en H.
capsultaum es la pared celular, constituida principalmente por polisacaridos y
glicoproteinas, por lo que se considera que las fracciones antigénicas de H. capsulatum, al
hallarse parciélmente purificadas, contienen -proporciones variables de proteinas y
polisacaridos (53).

Durante el aislamientc del Complejo Polisacarido-Proteina Desproteinizado
(antigeno purificado), se presenté el inconveniente que la centrifuga refrigerada que se
utilizé no alcanzaba las 5,000 rpm, ni los 4°C estipulados por la técnica, por lo que la
centrifugacién fue de 3,900 rpm y a una temperatura que estuvo variando entre 13°Cy -
18°C; por lo que fue necesario adecuar la técnica de purificacioén a las condiciones del
laboratorio de Micologia.

Para la obtencion del antigeno purificado, fue necesario realizar varias veces el
proceso de purificacion, ya que la primera vez no se llevo a cabo el tratamiento con la
enzima pronasa, debido que en la precipitacion de proteinas no se obtuvo la cantidad
suficiente para agregar dicha enzima, ya que se perdié una buena cantidad de antigeno
crudo, por errores y mala interpretacion del procedimiehto. En la segunda vez se logrd
producir el antigeno purificado, pero este al utilizarlo en la prueba de ELISA, no present6
ninguna reactividad, ya que no se observé ninguna reaccion de coloracion con las
diferentes muestras, posiblemente se debi6 a un exceso de la enzima pronasa, por lo que se
establecio que solo se agregaria por 2 dias, al realizar el tratamiento.

El antigeno purificado obtenido, se utilizd en la prueba de ELISA, presentando
reactividad, por consiguiente se procedio a diluir el antigeno, ya que se observo que sin
diluir reaccionaba con los diferentes grupos de muestras, produciendo coloracién intensa al
final del ensayo.

Se realizaron varios ensayos con diferentes diluciones del antigeno purificado,
1:10, 1:100, 1:250, 1:1,000; pero aun presentaban coloraciones intensas, pero también se

considero que la muestras necesitaban ser diluidas. Se procedié a realizar un ultimo
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ensayo para determinar la dilucion adecuada tanto del antigeno purificado como de las
muestras. El ensayo fue realizado con dos muestras, una muestra de suero de un paciente
verdaderamente positivo de histoplasmosis, confirmado por medio de cultivo y con
serologia positiva en la prueba de Inmunodifusion; la otra muestra fue de una persona
aparentemente sana, con serologia negativa y sin antecedentes respiratorios; determinando
que la dilucién mas adecuada del antigeno fue de 1:1,280 y de las muestras fue de 1:80,
observandose que con estas diluciones fue posible diferenciar una reaccién positiva de una
negativa.

Enla irivéstigacién no fue posible comparar los resultados obtenidos en la prueba de
ELISA con los del estandar de oro, que eran las muestras con cultivo positivo para
Histoplasma capsulatum, ya que eran muy pocas (5 muestras), por lo que se compard con
la prueba de Inmunodifusién, utilizando la prueba de Kappa para determinar el grado de
concordancia entre ambas pruebas, ya que se puede aplicar contando con un estandar de oro
0 No.

Segln los resultados obtenidos por medio de los indices estadisticos, se determiné
que la prueba de ELISA , posee una buena sensibilidad (83%), ya que se obtuvo un buen
porcentaje de verdaderos positivos entre las muestras de pacientes con histoplasmosis,
aunque la especificidad fue baja (65%), debido que se presento un alto grado de reacciones
cruzadas, principalmente con las muestras de coccidioidomicosis, lo que es muy comun
entre ambas enfermedades micdticas. En estudios realizados en México con estd misma
técnica, se establecié que los antigenos purificados presentaban un menor grado de
reactividad cruzada, aunque no lograron eliminar totalmente dichas reacciones cruzadas
(42).

Se ha demostrado que la sensibilidad y especificidad de las pruebas seroldgicas
estan sujetas a la calidad de los antigenos fingicos usados, por lo que es importante usar
antigenos producidos a partir de cepas autdctonas, ya que detectan mejor los anticuerpos
circulantes en los pacientes que padecen estas micosis profundas en un 4rea geografica
especifica. En Cuba la prueba de ELISA presento una sensibilidad menor del 50% en un
estudio sobre la histoplasmosis diseminada progresiva en pacientes con SIDA, utilizando
antigenos de cepas nativas (30). En Canada la prueba de ELISA comercial , presenta una

sensibilidad del 97% y una especificidad del 84% para detectar anticuerpos tipo IgG (48).
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Otro inconveniente que se prescnto en este estudio, fue que las muestras positivas
para coccidioidomicosis, al igual que las muestras de tuberculosis positivas, muchas de
éstas muestras llevaban algunos afios almacenadas, presentando turbidez y precipitacion, lo
cual puede provocar resultados falsos en la prueba de ELISA. Aunque estas muestras no se
encontraban en las condiciones mas Gptimas, se utilizaron debido a lo dificil de su
obtencion.

El valor predictivo positivo de la prueba de ELISA , fue bastante bajo (38%), esto
se debié principalmente a la gran cantidad de falsos positivos debido a las reacciones
cruzadas con los sueros de coccidioidomicosis ; esto también se vio afectado por el bajo
porcentaje de prevalencia, ya que no se contdé con una buena cantidad de muestras con
histoplasmosis.

El valor predictivo negativo, fue excelente dando un porcentaje sumamente alto
(94%), lo que nos indica que las muestras verdaderamente negativas, se podrian considerar
negativas.

A pesar que se obtuvo un alto porcentaje de falsos positivos, se logré detectar
anticuerpos anti-H. capsulatum comprobando la reactividad del antigeno purificado en la
prueba de ELISA, la que es una prueba bastante 0til, que podria complementar a la
prueba de Inmunodifusion, contando asi con un criterio mas que ayude al diagnéstico y
prondstico de los pacientes, ademas que se tiene la ventaja de que es una prueba
cuantitativa y capaz de detectar niveles bajos de anticuerpos, por lo que es importanfe
seguir trabajando en su implementacion, especialmente en la producciéon del antigeno
sobre todo en la histoplasmosis que es la micosis profunda més frecuente en Guatemala y
que ha tomado importancia por el sindrome VIH/SIDA.

Por dltimo es importante hacer ver que en estd investigacion sélo se compararon
dos pruebas serologicas, ELISA e Inmunodifusion, por io que ios resultados no pueden

generalizarse y s6lo pueden aplicarse a éste estudio (61).
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iX. CONCLUSIONES

A. Se comprobd la reactividad del antigeno purificado detectando anticuerpos anti-H.

capsulatum, en la prueba de ELISA.

B. Se optimizé las condiciones de la purificacion del antigeno crudo de Histoplasma

capsulatum en el Servicio de Micologia.

C. Se purificaron los antigenos crudos de Histoplasma capsulatum producidos a partir de

cepas guatemaltecas.

D. El rendimiento del antigeno purificado fue considerado bajo, por lo que es necesario

una mayor cantidad de antigeno crudo para purificar.
E. La prueba de ELISA, realizada con antigeno purificado de Histoplasma capsulatum
presentd una sensibilidad del 83%, una especificidad del 65%, valor predictivo positivo del

38% y un valor predictivo negativo de 94%.

F. Las muestras de pacientes con coccidioidomicosis confirmada presentaron reacciones

cruzadas con el antigeno purificado de Histoplasma capsulatum.

G. La prueba de ELISA se puede complementar con la prueba de Inmunodifusion para un

mejor diagnodstico y prondstico.
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X. RECOMENDACIONES

A. Producir una cantidad suficiente de antigeno metabolico crudo, para asi obtener una

buena cantidad de antigeno purificado, ya que el rendimiento del mismo es bajo.

B. Realizar muestras seriadas con los antigenos purificados de Histoplasma capsulatum'y
Coccidioides immitis, en la prueba de ELISA, para poder determinar a través de los titulos
mas altos si se trata de histoplasmosis o una coccidioidomicosis, excluyendo asi las

reacciones cruzadas.

C. Mantener en condiciones Optimas las muestras evitando la contaminacién bacteriana,
descongelamientos frecuentes y utilizar un buen método de preservacion, que no interfiera

con las metodologias.

D.  Adquirir el equipo adecuado para la prueba de ELISA, como lavador y lector de

microplacas, para que se pueda realizar frecuentemente en el laboratorio de Micologia.
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ANEXO No. 1

Esquema de la historia natural de los ciclos saprofiticos y parasitarios de Histoplasma
capsulatum.




ANEXO No. 2

FORMA MICELIAR
3 — 6 meses
26 °C
Timerosal 1/5000, 1 semana
Filtracion
Concentracion
\/
HISTOPLAMINA

Extraccion con Fenol
56°C—1hr.

FASE ACUOSA FASE FENOLICA
descartar
Diélisis
\4 .
CONCENTRACION

Precipitacion con alcohol

CpP

Pronasa 1 % - 5 dias — 37°C
SEVAG (cloroformo-butanol) 10X

v

Complejo Polisacarido-Proteina Desproteinizado (CPP-D)
CPPD-Histo

Esquema de aislamiento del complejo polisacarido-proteina desproteinizado (CPP-D).



ANEXO No. 3

L |

& Antigeno

1. El antigeno se fija al pozo microtitulador

l Anticuerpa del suero

2. El anticuerpo del suero se adiciona; se lava

Emparedado de
cara abierta

! E‘¥~E Anticuerpo secundario

3. Se adiciona el anticuerpo antihumano, inmunoglobulina marcado con enzima (E); se
lava
SSS8SS8S 8B

S 8§88 8§ 85 T
S 8§ 8§

4. Se adiciona el sustrato a la enzima (S). El color formado (P) es proporcional a la cantidad
del anticuerpo en el suero.

Tolor /

ELISA indirecto para la deteccién de anticuerpos especificos.




ANEXO No. 4
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ORORGRASRON

Control positivo

Antigeno

Control negativo

Muestra No. 1

Muestra No. 2

Muestra No. 3

Prueba de Inmunodifusién en Gel




ANEXO No. 5

Calculos Estadisticos

Sensibilidad: verdaderos positivos X 100
total de enfermos

Especificidad: verdaderos negativos X 100
: total de personas sanas

Valor Predictivo Positivo: verdaderos positivos X 100
total de muestras positivas

Valor Predictivo Negativo: verdaderos negativos X 100
total de muestras negativas

Prevalencia: verdaderos positivos + falsos negativos X 100

total de muestras

Prueba de Kappa
4 (ad - b¢c) - (b - ¢) a: verdaderos positivos
(2a + b + ¢) x (2d +b +¢) b: falsos positivos ‘

c: falsos negativos

d: verdaderos negativos
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