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. RESUMEN

En el presente trabajo se implementd y estandarizé la técnica de Fijacion de Complemento {FC),
con los antigencs y anlisueros de dos hongos patégenos Histoplasina capsulatum y Coccidioides
immitis, producidos en el servicios Micologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de 14
Universidad de San Carlos de Guatemala.

Para la estandarizacién se conté con reactivos comerciales de alta calidad, dando titulos da
trabajos altos. Laprimerfaseconstadela titu_iacién de losreactivos implicados en la prueba diagndtica,
éstos son: la Hemolisina, el complemento y los antigenos fingicos. De los antigenos flngicos s4
esperaba titulos mayores a los observados, Coccidioidina 1:8 e Histoplasmina 1:16.

Ya con los titules de trabajo, la hemolisina con 1:4000 , el complemento 1:600 y los antigenos
mencionados anteriormente, se precedio a la segunda fase con pacientes aparentemente sanos de un
area endémica tanto de histoplasmosis (Escuintla) como coccidioidomicosis (Zacapa), pacientes con
tuberculosis confirmada y con micosis profundas {éstos Ultimos diagnosticados en el Servicio de
Micologia). Al mismo tiempo, se compararon los resultados obtenidos de FC con los de la prueba dg
inmunodifusion en gel de agar (1D} realizada simultaneamente. Al ser utilizados los sueros se observd
contaminacion bacteriana; probablemente provocada por los continuos congelamientos y
descongelamientos a los que fueron sometidos. De esta forma se alteran Ias pruebas funcionales da
la Fijacion de Complemento, dando falsos positivos.

Se obtuvo un paciente positivo con la histoplasmina en ambas pruebas, ID y FC. De igual manera
ocurrié con la coccidioidina, obteniéndose sélo un paciente positivo.
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Il. INTRODUCCION

T

En Guatemala, se encuentra una amplia variedad de regiones, que incluyen la seca, de calor
intenso y vegetacion xerdfita localizada en el Valle del Rio Motagua, que es favorable al desarrollo de!
Coccldioides immitis -2 y la regién tropical-hiimeda de abundante vegetacion, que se localiza en
los departamentos de Alta Verapaz y Escuintla, de donde en varias ocasiones ha sido aisiadd
Histoplasma capsulatum &4, '

Estos dos hongos son dimdrficos y los agéntes causales de dos micosis profundas, que producen
sintomas similares a los de una infeccién por Mycobacterium tuberculosis ©9.

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

En Guatemala, los princ(ipales agentes causales de estas micosis son: Coccidioides immitis,
Histoplasma capsulatum y Paracoccidioides brasiliensis., 10s que viven como sapréfitos en la
naturaleza (suelo y materia organica) y debido a sus requerimientos nutricicnales especifices estan
limitados a ciertas regicnes geograficas, conocidas como dreas endémicas, las que se encuentran
distribuidas en el continente americano ©. '

Estos hongos crecen en el suelo produciendo micelio y conidias. En areas endémicas las
personas adquieren la infeccion a través de las vias respiratorias. Alserinhaladaslas conidias, crecen
y sufren una transformacion morfologica debido a cambios metabdlicos formando levaduras (fase
levaduriforme}. Aunque la mayoria de personas no desarrolian sintomas, éstos pueden ser leves,
graves o mortales al progresar ©.

El diagndstico micoldgico de estas entermedades puede realizarse por examen directo, histologia
y/o cultivo que permita confirmar la presencia del hongo causal. En estos procedimientos es muy dificil
obtener el agente causal, por lo que es necesario contar con pruebas seroldgicas que orienten al
diagnostico y brinden apoyo en el seguimiento de los pacientes ¢,

Actualmente, en el Servicic de Micologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, se
realiza el inmunodiagndstico de estas micosis con antigenos producidos localmente y utilizando la
inmunodifusion (ID) que es una prueba cualitativa, sencilla, econémica, sensible y especifica. Sin
embargo, para el diagndstico se hace necesaria una prueba cuantitativa que sirva de ayuda al médico
para el prongstico y evolucion de los pacientes con tratamiento. Estas condiciones las ofrece la prueba
de Fijacion de Complemento (FC) 0112,
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El presente trabajo establecio el diagndstico seroldgico cuantitativo de estas micosis, utilizando la
técnica de Fijacion de Complemento con los antigenos producidos a partir de cepas propias, aisladas
de pacientes con histoplasmosis y coccidioidomicosis.

El estudio se realizd en tres grupos constituidos por pacientes sanos de [as dreas endémicas de
cada micosis mencionada, pacientes con tuberculosis confirmada por cultivo y pacientes a los que se
les ha diagnosticado histoplasmosis o coccidioidomicosis en et Servicio de Micologia de la Facuttad
de Ciencias Quimicas y Farmacia. '

De modo que se estabiecid que la prueba de Fijacion de Complemento es complementaria a la
prueba de Inmunodifusion, en el diagnostico de micosis protundas. '
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lll. ANTECEDENTES
A. Coccidioidomicosis

Esuna enfermedad que se manifiesta como una infeccion primaria, residual benigna y diseminada,
dependiendo delestado inmunolbgico del paciente expuesto al hongo causal, Coccidioides immitis.
Este hongo es probablemente el mas virulento de los hongos patégenos para el hombre. La
mayoriade veces, los casos ocurreh entre rgclutas militares, trabajado?es migratorios o agricultores
de las areas endémicas 1214, - '

El hongo causal es dimoérfico, presenta fase miceliar y levaduriforme dependiendo del medio
ambiente en el que se encuentre. En los tejidos se presenta en fase esferular o levaduriforme ©3),
La estérulas due contienen gran cantidad de endosporas, al ser inhaladas germinan a nivel
pulmonar y se rompen, liberando las endosporas. Cada una de estas Ultimas tiene la capacidad
de desarrollarse en una nueva esférula @19 £ habitat natural de la fase saprofitica o miceliar es
¢l suelo donde se desarrolla el micelio blanco algodonoso. Al microscopio se observa micelio
septado con artroconidias caracteristicas en forma rectangular o de barril #7119,

Este hongo tiene requerimientos nutricionales minimos por 1o que se desarrolia muy bien en
regiones aridas o semiaridas que presenten escasa vegetacion de tipo xerdfita, suelo alcalino y rico
en sales minerales, clima templado a cdlido y con una temperatura que varie de los 15 a 42 0C,

libre de heladas severas y donde el verano es seco y polvoriento, con escasa precipitacion
pluvial (13.17,20)

Las areas endémicas se localizan en Argentina, California, Honduras, México, Nicaragua y en
Guatemala, enla region conocida como Valle del Rio Motagua que comprende los departamentos
de Izabal, El Progreso y Zacapa (13.20.21)

1. Estudios realizados en Guatemala

Ennuestro pais se han realizado varios estudios sobre coccidoidomicosis desde un poco antes de
mediados de siglo. Andrade (1945), realizé un estudio sobre la redctividad dérmica con
coccidioidina en la ciudad de Gualemalé, encontrando un 0.5% de positividad. La mitad de casos
provenian de los departamentos de Zacapa y Chiquimula, drea gue actualmente se conoce como
endémica. Este estudio dio la base para localizar una region potencialmente endémica de
coccidioidomicosis {20). Mayorga (1971), describié el area endémica de coccidioidomicosis en el
Valle del Rio Motagua en base a la ecologia de la region (21); luego David (1977), realizé una '
encuesta epidemioldgica en el oriente del pais, donde obtuvo un 20.8 % de positividad ala
coccidioidina en Usumatlan, Zacapa; confirmando la zona como endémica de coccidiodomicosis

-
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dada la ahta reactividad encontrada (22). Con la intencién de aislar el hongo del drea endémica,
Enriquez (1978) realizd un andlisis quimico, fisico y microbiolégico del suelo del 4rea y encontro
algunasde las caracteristicas ecolégicas necesarias para el crecimiento de este hongo, distribuidas
en toda el area, tales como aridez, salinidad, pH adecuado, poca vegetacion, etc, pero no logré
elaislamiento de! hongo (23), Porotra parte Mufioz (1983), logrd el aistamiento fortuito de C. immitis
enunatoallade unabarberiaenel depanamento'de Totonicapén, areaendémicade Trichophyton
schoenleinii (4). ' : :

La produccion de antigenos fingicos en nuestro pais la inicié Pérez (1984) quien preparé antigeno
metabdlico y miceliar de C. immitis para ser utilizado en serologia. Al ser‘aplicado a pacientes
tuberculosos se obtuvo 1% de positividad en la prueba de inmunodifusion. Tanto el antigeno.
metabdlico como miceliar fueron de baja potencia por lo que no se emplearon para pruebas
diagnésticas (15)., a ' : '

Estudiantes de la carrera de Quimica Biologica (1989) realizaron un nuevo intento de aislar C. '
immitis en Usumatlan, Zacapa, donde existe una reactividad cutanea a la coccidioidina de 20.8%.
No se tuvo éxito en el aislamiento,'ya que las condiciones ecoldgicas han cambiado el habitat del
suelodebido al aumento de las dreas cultivadas y el paso del hombre (24). Lo anterior hizo necesario
actualizarla epidemiologia de C.immitis envarios de los municipios deldepartamento de Zacapa,
por lo qué Gomez (1991), realizé una encuesta epidemiolégica en ese departamento aplicando
1002 pruebas de coccidioidina a nifos: escolares, encontrando que la mayor reactividad se
encuentra en el municipio de Usumatlan (32.41%) (25). Este dato correlaciona muy bien con lo
reportado por David (20.8%) y corrobora el drea como endémica de coccidioidomicosis (22)

Desde 1987 a la fecha, se prbducen los ant-igenos de Histoplasma capsutatum. y C. immitis
sistematicamente en el Servicio de Micologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de
la Universidad de San Carlos de Guatemala, afin de mantener el servicio para pacientes de centros
asistenciales que solicitan el diagndstico de micosis profundas. Este diagnédstico se realiza por
medio de dos pruebas cualitativas como son: Precipitacién en Tubo (PT) que detecta anticuerpos
de tipo IgM e Inmunodifusién en Gel (ID) que detecta anticuerpos de tipo IgG (26).

2. Respuesta inmune
Lapersonas que residen en laregion endémica de coccidioidomicosis presentan respuestainmune .
natural y primaria contra el hongo causal. El mecanismo incluye fagocitos deltipo de los leucocitos
polimorfonucleares (PMN) y mononucleares y la activacion de la via alterna del complemento por

los derivados fangicos (14).

Alingresaruna artroconidia al sistema respiratorio entraen juego lalinea de los polimorfonucteares,
los que por quimiotactismo al hongo lo fagocitan. Se pueden adherir a las esférulas, formando
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paquetes celulares. Al romperse las esférulas sueltan endosporas que son resistentes a la
fagocitosis por su matriz fibrilar y su tamafio, pero con el tiempo pueden IIegar a ser sensibles a
los polimorfonucieares (1,14),

Los macrdfagos mononuciéares y las células asesinas naturales no inhiben el crecimiento del
hongo, los linfocitos T al contrario, evitan el crecimiento de las artroconidias y endosporas, y no
actuan en la citotoxicidad fingica (14),

El hongo causal tierie alta ihmunogenici'dad. -En la inmunidad humoral los anticuerpos directos
contra este hongo son de tipo IgM, 1gG, IgA e IgE, de los cuales ios IgM e IgG son importantes en
el serodiagndstico (precipitinas, inmunodifusion, fijacién de complemento, etc) yaque prevalecen
sobre los demas (1,14}

En pacientes con infeccion primaria no diséminadé. una semana después de aparecer los
sintomas, se producen fas precipitinas tipo IgM, seguidas poi' los anticuerpos fijadores det
bomplernenlo dela familia 1gG, los que se detectan en el 9% de los pacientes. El53% de estos
pacientestienen precipitinas detectables los que al correr eltiempo bajan en niveles gradualmente.
Después de 6 meses, solo el 10% de los pacientes tienen precipitinas detectables y se les puede
cuantificar los anticuerpos fijadores del complemento. En el 90% de los pacientes con infeccion
primaria pueden detectarse aproximadamente 7 meses después de lmplantada Ia enfermedad los
anticuerpos fijadores del complemento (14.26,27)

En lainfeccion diseminada se puede'encontrar pacientes con respuesta inmune disminuida, de tal
forma que las precipitinas no se detectan y los anticuerpos fijadores del complemento pueden
encontrarse en niveles bajos (28-31),

3. Diagndéstico
En el area endémica de coccidioidomicosis este diagnéstico debe tomarse en cuenta para
diferenciarlo de cualquier enfermedad inespecifica, ya que los signos y sintomas son vagos e
inespecificos (1.3,32),
Las muestras que se puedenutifizar para las pruebas serolégicas son: suero, liquido cefalorraquideo,
liquidos pleural, ascitico y articular; éstos deben ser recolectados asépticamente, sin hemdlisis y
sin anticoagulante. El suero se debe preservar con timerosal, el cual impide el crecimiento
bacteriano, ya que este tltimo inhibe la actividad del complemento (26,32-34),
El diagnostico micoldgico se lleva a cabo por los siguientes examenes:

a) Examen directo: se realiza una preparacion en fresco de! material bioldgico obtenido y se
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coloca-entre cubre y portaobjetos con hidréxido de sodio o potasio del 10%, para digerir el
material queratoide no deseado (12.18), '

Microscépicameme se observa una estructura esférica de paredes giu_esas, sin gemaciones,
de 20-60 um de didmetro, llena de pequefias endosporas de 2-5 um de diametro (17,18),

b) 'His_tologia: para e\)id_enciar las estructuras mngic_a_s entejido luego de los cortes respectivos
y su tlincién con Hematoxilina-eosina, se procede a utilizar tinciones especiales como: plata- -
metenamina de Gomori para C. immitis (1,35), '

¢) Cultivo: ademds de las pruebas anteriores es necesario poner de manifiesto el hongo causal
por medio del cultivo del material biologico.. Para ello se usa los medios de Sabouraud o
Sabouraud adicionado de cicloheximida y cloranfénicol e incubando de 28-30 °C alrededor de
15 dias. Si la infeccion es-causada por C. immitis se observa una colonia membranosa,’
himeda de micelio aéreo algodonoso blanco, pero con la edad se torna de color pardo. .
Microscoépicamente se observan hifas en forma de raqueta tabicada, cadenas de artoconidias
rectangulares, elipsoidales o de barril de 2.5 - 3 por 3 - 4 umde tamafio {3.12.35) Para obtener.
latase parasitica del hongo, se utiliza el medio de Converse, que se incuba a 37 °C en agitacién
constante, o inoculando animales de experimentacion (18). : '

d) Serologia: enla mayoria de ios casos no se tiene éxito con los procedimientos anteriores, por
lo que la serologia es de gran ayuda, ya que evidencia la naturaleza micética del proceso
infeccioso. Presenta importantes ap'licaciones en el seguimiento de los pacientes y Ie_as :
pruebas cuantitativas permiten ia evolucion, prongstico y segUimiehto de los pacientes (32,35),

La prueba de precipitacion en tubo {(PT) permite la deteccién temprana de precipitinas en las que
se detectan los anticuerpos de tipo IgM. La inmunodifusién simple (1D), detecta los antiéu-erpos de
tipo IgG y estos resultados son comparables con la prueba FC. Esta dltima es el método
cuantitativo por excelencia, es complicada en su desarrollo pero de gran ayuda en el diagnéstico
y prondstico de la coccidioidomicosis La ID se vuelve positiva casi al mismo tiempo que la FC. El
prbn()stico de la evolucidon del paciente se define con la aparicién o desaparicion, con el tiempo,
de labanda especifica (F) en laprueba de ID correlacionada conlos titulos en FC. Adicionalmente
se utilizan las pruebas de aglutinacion de particulas de latex y la inmunofluorescencia (29,36-39),
La sensibilidad y especificidad de los métodos se determinan por el porcentaje de reacciones
cruzadas con histoplasmina y paracoccidioidina (33),

Las reacciones cruzadas con {a FC han sido observadas en pacientes con histoplasmosis activa,

blastomicosis con titulos mayores a 1:128, pero no en criptococosis. También han sido utilizadas
endiferentes condiciones no micéticas como en pacientes contuberculosis, heumonia neumocacica,
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" empiema estafil'ocdc_:ico. cancer pulmonar, etc., mostrando lilulos bajos como de 1:2 y 1:8
(1,12,33) '

B. Histoplasmosis

Esta infeccion es producida al inhalar las esporas del hongo causal, Histoplasma capsulatum,
las cuales germinan en los espacios alveolares, atacando preferencialmente el sistema fagocitico
mononuclear (6:40). La infeccion puedesser localizada o diseminada dependiendo del estado
inmunolégico del paciente. Puede ser asintomatica o subclinica ya que se presenta en pacientes
con calcificaciones pulmonares (8:14),

El habitat natural de la fase saprofitica de este honrgo esta caracterizado por un alto contenido de
fosforo y nitrégeno, como el encontrado en el suelo mezclado con guano de murciélago, excretas.
de aves, efc. ya que éstas proporcionan el pH adecuado que oscita entre 5-10, siendo el dp_timo':'
de 5 -7. Por lo regular, se encuentran en cuevas inexploradas, minas abandonadas, graneros y
silos. El clima apropiado para su desarrolio es el tropical-himedo con abundante vegetacion
(10,41-44). Esta fase crece como micelio blanco ¢ pardo con macroaleurosporas esféricas, con
proyecciones digitiformes y de superhcle lisa o espiculada (6.10).

Aungue es un hongo de distribucion cosmopolita, es él mas importante y de mayor trascendencia
en el continente americano ya que prefiere las condiciones antes mencionadas. Se ha aislado en
paises como: Africa, Burna, Camboya, Estados Unidos, Honduras, India, Indonesia, México,
Nicaragua, Panama, Tailandia, Venezuela y en Guatemala se ha encontrado en las regiones de
Alta Verapaz , Escuintla y en la ciudad capital (5.22,49),

1. Estudios realizados en Guatemala

A maneéra de establecer el area endémica de la enfermedad, Bonnatti (1973), realizé estudios
epidemioldgicos en las zonas urbanas de la ciudad de Guatemala y Escuintia, demostrando la alta
incidencia de los reactores ala hisloplasminé en estas dos regiones (44). Asi mismo, Fratti (1976)
confirmd los estudios de Bonnatti al encontrar una alta reactividad cutanea a la histoplasmina en
ios residentes de Escuintla y al aislar H. capsulatum dei suelo del parque de Escuintla donde se
encuentra un habitat adecuado para el mismo (con excretas de paloma, golondrinas y otras aves)
(45}, Siguiendo con estos estudios lzaguirfe (1983), aislé el hongo de las grutas de San Agustin
Lanquin, Alta Verapaz, donde se obtuvo una alta reactividad cutdnea ala histoplasmina {10). Para
poder contar con eldiagnéstico de esta micosis, Leytan (1987), produjo el antigeno de H. capsulatum
y lo evaiud por medio de la prueba' de inmunodifusion (40).

Haciendo un. intento por establecer s'i la ciudad capital de Guatemala es area endémica de
histoplasmosis, Leytan (1991), logré el aislamiento de dos cepas de H. capsulatum del suelo en
dos localidades de la ciudad de Guatemala, estas dos cepas fueron distintas entre si, una es albina

-
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y la otra con pigmento oscuro al dorso. De talimanera se puede considerar que el drea muestreada
(Avenida de la Reforma, Zona 10 y Ruta 6, Zona 4) es regién endémica a esta micosis (46),

2. Respuesta inmune

En la respuesta inmune natural se observa que los polimorfonucleares tienen una actividad litica
por medio de su metabolismo oxidativo y so oxidativo (enzimatico). Por su parte, los macréfagos
mononucleares son muy activos, y se observa que este hongo puede activar las dos vias det
complemento, tanto la clasica como la alterna. En la inmunidad celular las infecciones por este
hongo tienen una gran actividad blastogénica estimulando la proliferacién masiva de linfocitos T,
sus linfoquinasy los factoresde activacion e inhibicion de macrofagos (MAF y MIF, respectivamente). -

Aunque una segunda infeccion por este hongo se puede contar como muy rara, se cuenta con
inmunidad adquirida. Los anticuerpos ¢on mayor especificidad contra el hongo causal de
histoplasmosis son los de tipo IgM, I1gG e IgA. Los niveles de IgM aumentan en infecciones
tempranas, agudas o regresivas y los de IgG aumentan eninfecciones activas. Ademas, se elevan
los niveles de IgA en infecciones pulmonares cronicas y los de IgE en infecciones activas (14),

3. 'Diagndstico

A esta enfermedad se le deben aplicar los mismos criterios que los observados con la
coccidicidomicosis (8:31)-

- El diagndstico micolégico se lleva a cabo por los siguientes examenes:

a) Examen directo: Se realiza una preparacion en fresco del material obtenido, la cual no es
adecuada para la demostracién del hongo causal (8:31). Este hongo se caracteriza por presentar
levaduras globulares de paredes gruesas y multigemaciones. Este procedimiento se utiliza coma
primera linea de diferenciacion con otros hongos sistémicos (8.18). |

b) Histologia: Para evidenciar las levaduras multigemantes en tejido Iuego de los cortes;
respectivos, se procede a utilizar tinciones especiales como: las de Wiison, plata-metenamina de
Gomory, Giemsa, Wrigth, Gram y PAS para H. capsulatum (3.35).

c) Cultivo: Ya que es dificil observar el hongo en el examen directo se trata de ponerlo de
manifiesto al cultivar el material bioldgico obtenido, para elio se utilizan los medios de Sabouraud,
Sabouraud adicionado de cicloheximida y cloranfenicol, Tripticasa Soya con 5% de sangre de
conejo, Agar Papa Glucosa, con incubacion a 28 OC durante 15 dias. Al final de este periodo se
observan colonias con micelic algodonoso o aterciopelado y con la edad su centro puede tornarse
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café. Microscopicamente, se observan macroaleurosporas de paredes gruesas, multigemantes
(3,8,47)

Para obtener la tase levadurilorme se pueden utilizar los medios de Agar Tripticasa Soya con 5%
de sangre de conejo, Agar Infusién Cerebro Corazén (BHI} con 5% de sangre de carnero, Agar con
2% de glucosa incubado a 37°C aerébicamente por una semana, ademas de inoculacién en
ratones {47). |

d) Serologia: En muchos casos con los procedimientos anteriores no se tiene éxito, por lo que
la serologia es de gran ayuda en el diagndstico de estas micosis (9,10.44)

Actualmente la prueba serologica mas utilizada es la ID por ser simple, sensible, especifica y
barata. Paraesta prueba los sueros de pacientes con histoptasmosis comprobada presentan una
o dos bandas de precipitacion, denominadas H y M. La banda que mas se aproxima al sitio del
antigeno se denomina M y es signo de infeccién activa, cronica, progresiva ¢ que la persona fue
inmunizada cutaneamerite o son residentes del area endémica. La banda mas cercana al antisuero
"se denomina H, fa cual es indicativa de infeccidn activa, reciente o que se ha realizado prueba
intradérmica (IDR) recientemente (14.39) '

La pruebade FC es muy iitil en el diagndstico de la histoplasmosis ya que cuantifica los anticuerpos
de los pacientes en el proceso infeccioso. La técnica es muy complicada por sus muiltiples
procedimientos preliminares, por lo que no es rutinaria.

Al utilizarse el antigeno de H. capsulatum obtenido de su fase miceliar esta prueba tiene una mayor
sensibilidad y permite evidenciar una histoplasmosis, al encontrar titulos de 1:8 se debe sospechar
fuertemente de infeccidon mientras que titulos mayores a 1:16 evidencian la infeccidn, tanto que:
titulos mayores o iguales a 1:32 junto a bandas de precipitacion especificas en ID correlacionan
muy bien con el diagndstico certero de histoplasmosis. Entre otras pruebas se han utilizado
ademads, la aglutinacién de particulas de latex y hemaglutinacién (30,48-50),

C. Pruebas serolagicas
1. Inmunodifusion (iD)

Latécnica de |D se utiliza para el diagndstico de varias enfermedades por ser sensible, especifica,
sencilla y de bajo costo ademas de ser facil de implementar (40)_

Esta técnica consiste en la reaccion de un antigeno soluble y su antisuero (homologo) difundido
porungelde agar, de manera que al alcanzar las concentraciones 6ptimas entre ambos reactivos,
precipitan formando bandas de identidad caracteristicas de cada enfermedad. Puede detectar
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cantidades de antigeno o antisuero de 50 - 200 ug/mi (11.51-53).

Sus desventajas son: los efectos de prozona, reacciones cruzadas y el hecho de ser sdlo
cualitativa; por esta razén no permite hacer el prondstico a los pacientes (51),

2. Fijacion de Complemento (FC)

L)

La técnica de Fijacién de Complemento se utiliza como otra prueba diagndstica de rutina para
varias enfermedades. Tiene la ventaja de ser muy sensible ya que mide pequenas cantidades de
antigeno (menos de un microgramo) o de anticuerpo (14.51).

Esta técnica consiste en hacer reaccionar un antigeno soluble con e'l anticuerpo para que se fije
elcomplemento, de manera que cuando se afiade el sistema indicador de hematies sensibilizados;
el grado de lisis observada sera propormonal a la cantidad del complemento restante en el
sobrenadante (53-55).

' Ademas, esta técnica puede hacerse semicuantitativa al titular el suero probtema para determinar
la dilucion mas baja, de esta forma es posibie indicar el estadio de la enfermedad con los cambios
de titulos en regresion o progresion (7:27,52),

Entre sus desventajas esta que no es una medida absoluta dél total de los isotipos de anticuerpos,
ya que sélo detecta cierto tipo (lgG1, igG2e IgM'). Pero la principal desventaja es fa obtencitn de
reacciohes cruzadas entre coccidoidomicosis, blastomicosis, parécoccidoido micosis, tuberculosis
y otras enfermedades. Aunque para reducir este error se realizan estudios entre los cuales se
puede citar el realizado por Pine y colaboradores (52) donde se usa histoplasmina en caliente para
reducir su reaccién cruzada con C. immitis (52,56.57}

Porotra parte, es unatécnicaditicit debido al niimero de reactivos utilizados, ya que cada uno debe
sertitulado y controlado por separado y evaluado cada vez que se corra la prueba. Debe tomarse

en cuenta que los resultados no son interpretables si los controles no trabajan adecuadamente
{58)

La fallas mas frecuentes son: anticomplementariedad de los sueros y pérdida de 1a actividad del
complemento (58}, :
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IV. JUSTIFICACIONES

-

3

En Guatemala, las micosis causadas por Histoplasma capsulatum y Coccidioides imniitis son

poco conocidas, l0s signos y sintomas de los pacientes infectados con estos hongos soni muy

inespecificos y similares a los producidos por tueberculosis, de tal forma que frecuentememe

5 reciben tratamientos inadecuados, que contribuyen al deterioro y muerte de los pacientes.

. deCiencias Quimicas y Farmacia se ha logrado instituir dos pruebas cualitativas: fa inmunodifusion :
simpie y la precipitacién en tube, utilizando los antigenos producidos localmente a partir de cepas B '
autéctonas. Estas pruebas cualitativas son de gran ayuda en el diagndstico rapido y éspegifico de’

- El médico al sospechar micosis, envia al laboratorio muestras del material bloléglco extraldo para

su estudio. Generalmente se utiliza el esputo delcual es dificil aistar alos agentes de estas micosis. .

Muestras como cepillados bronquiales 'y biopsias de bronquio o puimén son.met_odos mas .
agresivos que requieren de equipo hospitalario. Por lo anterior se ha profundizado en el

diagndstico seroldgico de estas micosis y para tal efecto en el Servicio de Micologia de la Facultad

estas enfermedades, pero para el seguimiento y evaluacién de los pacientes es nece‘sario contar-

conuna prueba cuantitativa como lo es lafijaciénde complemento, laque ademés detecta menores |

cantidadesde anticuerpos y junto alas pruebas anteriores contnburra amejorar el lnmunodlagndstlco
de ias micosis sistémicas en Guatemaia.

+ 1

'
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V. OBJETIVOS

-

A. GENERAL
Complementar el diagndstico de las infecciones producidas por Histoplasma capsulatum vy
Coccidioides immitis por medio de la técnica de Fijacidn de Complemento, en el Servicio de

Micologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la Universidad de San Carlos de
Guatemala.

'B. ESPECIFICOS

1. Implementar Ia prueba de Fijacion de Complemento, usando la histoplasmina y coccidioidina
producidas localmente y sus respectivos antisueros. '

2. Estandarizar la prueba de Fijacidn de Complemento en las condiciones de laboratorio local.

3. Comparar los resuftados obtenidos con los de la técnica de inmunodifusion.
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Vl. HIPOTESIS

A La prueba‘ de Fijaciin de Complemento es c;omplementaria ‘a la Inmunodifusién en el
diagnostico de las micosis causadas por Histoplasma capsulatum y cOcc_:idioidés immitis,
usando antigenos y anticuerpos fungicos producidos de cepas guatemaltecas y en las condiciones
que presenta la implementacién en el Servicio de Micologia de la Facultad de Ciencias Quimicas
¥ Farmacia de la Universidad de San Carlos de Guatemala.

B. Existe correlacion entre los titulos de la prueba de fijacion de complemento y las bandas
obtenidas conla pruebade inmunodifusion en el diagndstico de histoplasmaesis y coccidioidomicosis
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A.

VII. MATERIALES Y METODOS

Universo de trabajo

-El universo de trabajo estd formado por pacientes con enfermedades pulmonares en las areas

endémicas a histoplasmosis y coccidioidomicosis de 1a Repiblica de Guatemala; locatizadas en
Escuintla'y Zacapa, respectivamente.

La muestra estuvo representada por 83 pacientes sospechosos o no sospechosos de padeceruna
micosis profunda. Fueron divididos en tres grupos elegidos a conveniencia, los que permitieron
evidenciar las reacciones cruzadas en la técnica fijacion de complemento.

Recursos
Humanos

Autora: Monica lllescas Azurdia

Asesora: Licda. Maria Luisa Garcia Masaya. Encargada del Area de Inmunodiagnostico del
Servicio de Micologia de la Facuitad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la Universidad de San
Carlos de Guatemala. ‘

Institucionales:

a. Servicio de Micologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de 1a Universidad de San
Carlos de Guatemala, instalaciones, reactivos, materiales y equipo.

b. Departamento de Oncocercosis del Servicio Nacional de Erradicacién de 1a Malaria, donacién
de placas de microtitulacion.

¢. Sanalorio antituberculoso “San Vicente”, sueros de pacientes con tuberculosis confirmada.
d. Docentes de departamento de Parasitologia de la Universidad Auténoma de México -UNAM-
, asesoria y algunos reactivos a utilizar.

e. Lic. Oscar Gomez del laboratorio Macrolab de Zacapa, por'25 sueros de pacientes
aparentermente sanos de esa localidad.

f. Personal del Hospital Nacional de Escuintia, por la donacion de muestras de sangre, de
pacientes aparentemente sanes.

g. Dr. Roberto Maselli, Jefe del Laboratorio Multidisciptinario de la Facuilas de Medicina de la
USAC.

h. Lic. Frederick Trent del Laboratorio La Esperanza, por la donacién de sangre de carnero y el
préstamo de hemolisina y complemento.
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3. Fisicos

a. Reactivos: (grado reactivo o equivalente)

-Solucion de gelatina-agua

-Solucion stock de cloruros de magnesio y calcio

-Diluyente stock veronal bufferado

-Diluyente de trabajo veronal

-Suspension de gldbulos rojos de carmero al 2.8 %

-Hemolisina

-Complemento de cobayo, fresco

-Antigenos fungicos de Histoplasma capsulatum lote 1992 y Coccidioides immitis lote
1989 producidos en el Servicia de Micologia de la Facultad de Ciencias Quimica y
Farmacia de la USAC o

-Antisueros producidos en conejas contra H. capsulatum y C. immitis obtenidos en el
Servicio de Micologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la USAC

-Sueros control de pacientes positives de micosis confirmadas

-Glicerina

-Agar, agarosa o agar noble

-Azida de sodio

-Cloruro de sodio

-Butfer stock

-Fenol al 5 %

-Acido clorhidrico

-Na-5,5-dieliibarbiturato (barbital sddico)

-Agua destilada

b. Equipo
-Refrigeradora a 4 °C
-Congelador -20 °C
-Centrifuga
-Reloj o crondmetro
-Incubadora a 37 °C
-Vibrador mecénico
-Bafio de maria a 37 y 56 °C
-Potenciémetro
-Bomba de vacio
-Lampara (luz directa e indirecta)
-Pipetas automaticas multicanales y sensillas
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C.

4.

a.

Materiales _
-Termémetros (para bafio de maria, refrigeradora y congelador)
-Gradilla con tubos de ensayo
-Tubos de centrifuga de 10 y 30 mi.

-Pipetas seroldgicas de 1,2, 5y 10 ml

-Tubos de ensayo de 13 x 100 mm o tubos serolégicos
-Cristaleria (cilindros, frascos volumétricos y erlenmeyers)
-Laminas cuadradas y portacbjetos =

-Cajas de petri grandes

-Lamparas con luz directa e indirecta

-Perforador de pozos pafa ID

-Pipetas pasteur

-Tubos capilares sin heparina

-Gasa

-Papel tittro

-Placas de microtitulacion con fondo en “U”

PROCEDIMIENTO:

Fijacion de complemento

1) SOLUCION DE AGUA-GELATINA

2)

_3)

a) Colocar 100 ml de agua destilada y 1 gramo de gelatina en un erlenmeyer con tapdn de rosca.
b) LLevar la solucion a ebullicién y permitir que la solucion se enfrie g temperatura ambiente.
c) Afiadir 700 ml de agua destilada al erlenmeyery marcarlo con el nombre de la solucién y fecha
"~ de preparacion. Almacenar en la refrigeraadora a 4°C
La solucién de gelatina no se usd después de una semana de almacenada.

SOLUCION STOCK DE CLORUROS DE MAGNESIO Y CALCIO
{una solucién de cioruro de magnesio 1M y de cloruro de calcio 0.3M.)

a) Colocar 20.3 gr de cloruro de magnesio hexahidratado y 4.4 gr de cloruro de calcio dihidratado
eh un erlenmeyer de 250 ml.

b) Agregar agua destilada para un volumen total de 1060 ml.

¢) Mezclar por rotaciony atmacenar a 4 °C.

DILUYENTE STOCK DE BUFFER VERONAL

a) Enun recipiente volumétrico de 2 litros colocar 1,500 ml de agua destilada, 83 gr de NaCly
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4)

5)

6)

10.19 gr de barbital sédico. Mezclar por rotacion hasta que se disolvieran los solutos
b) Agregar 34.58 mil de HCI 1N y 5 ml de soiucidn stock de cloruros. Mezclar por rotacién.
¢} Completar el volumen a 2 litros y mezclar por inversion bastantes veces. Almacenar la
solucién a 4 °C.
d) Verificar el pH: Hacer una dilucién 1:5 con agua destilada. El pH debe estar entre 7.3 y
7.4, de
io contrario se debe hacer un diluyente nuevo.

-

DILUYENTE VERONAL BUFFERADO DE TRABAJO (VBD)
Esta dilucién se hace el mismo dia que se utiliza.

a) Colocar 200 ml de solucion stock de buffer en un recipiente volumétrico de 1 litro y llenar
hasté la marca con solucién de gelatina, mezctando por inversion bastantes veces.

b) Verificar que el pH esté entre 7.3 y 7.4. .

c¢) Marcar el recipiente con nombre y fecha de preparacion. Almacenar a 4 °C.

LAVADO DE ERITROCITOS DE CARNERO

a) Filirar las células preservadas en dos {aminas de gasa a un tubo de centrifuga conico
graduado. '
Lienarlo a 15 mil con VBD frio. :
b) Centrifugar a'2,000 rpm por 5 min y remover el sobrenadante por succion. Repitir el lavado
3 veces.
¢) Observar si el sobrenadante tiene color. Si es asi, descartar las células y regresar al paso a.
d) Resuspender las células en 10 ml de VBD frio y centrifugar a 2,600 rpm por 10 min.
e} Hacer la suspencion al 1.4%.

ESTANDARIZACION DEL METODO DE SUSPENSION DE ERITROCITOS AL
1.4%

a) Colocar 34.7 ml de VBD para cada 0.5 m! de la paquete de eritrocitos en un erlenmeyer .
b} Rotar el erlenmeyer para asegurar el homogenizado de la suspension.
¢} Revizar la suspension si realmente estd a 1.4%. Pipetear 7 ml de la suspension en un
tubo de .
centrifuga de 10 ml, a 2,000 rpm durante 10 min.
d} Leer el volumen del paquete celular:
i. siesde0.1 milasuspensién es correcta, devolver los 7 ml al recipiente.
ii. sielvolumen es mayor o menor de 0.1 ml, ver el paso e.
€} Para corregir se usa la térmuia:
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Volumen | Lecturaactual |y [Volumen Original de _ 7 mq
corregido Lectura corregida suspension celutar

f) Volumen corregido menor del existénte ver i.
volumen corregido mayor del existente ver g.

g) Volumen de VBD a afadir = Vol. corregido - Vol existente y afiadir VBD frio calculado a la
suspension de eritrocitos. Rotar el erlenmeyer para asegurar el homogenizado de la
‘suspension. -

h} Regresar al paso ¢ para asegurar la dilucién.

i} Volumen de VBD retirado = Vol. existente - Vol corregido. Remover el volumen de VBD
calculado.

i Hegreéar al paso d para revisar la dilucion.

7) TITULACION DE HEMOLISINA
Realizarlo cada vez que se va a utilizar 0 con un nuevo lote.

a) Preparar la dilucién stock de hemolisina de 1:100.
Colocar 98 mi de VBD frio y 2 ml- de hemolisina glicerinizada en un erlenmeyer, mezclar por
rotacién y almacenar a 4 ©C. '

b) Dilucién 1:1000 y subsiguientes.

i. Rotular 13 tubo de 15 x 125 mm con las diluciohes que se muestran en la tabla 1.

ii. Colocar las cantidades necesarias de VBD frio y hemolisina 1:100 como se indica en la
tabla |,

Tabla i: Preparacién de diluciones subsiguientes de Hemolisina:

Dilucion final ml de VBD 1 ml de Hemolisina de
1:1000 9.0 1:100
1:1500 05 1:1000
1:2000 1.0 1:1000
1:2500 1.5 1:1000
1:3000 20 1:1000
1:4000 3.0 1:1000
1:5000 4.0 1:1000
1:6000 1.0 1:3000
1:7000 6.0 1:1000
1:8000 1.0 1:4000
1:10000 1.0 1:5000
1:12000 1.0 16000
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¢} Preparar la solucion de Complemento (C') de 1:100.
i. Medir 9.9 mide VBD frio y colocarlo en un erlenmeyer. Sobre éste gotear 0O.1imideC
concentrado,
ii. Mezclar por rotacién suavemente y colocar la dilucion en la refrigeradora por 20 min.
(estabilidad de 2 horas), en lo que espera se siguié con d) i -iii.

d) Preparacion de células sensibilizadas para titulacion de hemolisina.
i. Colocar 13 tubos de 13 x 100 mnren gradilla, rotularlos con las diluciones de la tablai.
ii. Afadir 1 ml de suspension de eritrocitos al 1.4% a cada tubo y 1 mi de ¢ada dilucién en
el tubo correspondiente, despacio y con rotacién constante.
iil. Agitar la gradilia y colocar en bafio de maria a 37 °C por 15 min, para sensibilizar las
células.
En el transcurso del tiempo continuar con e} I.

e) Preparar la titulacion de hemolisina
i.  Marcar 13 tubos serolégicos (13 x 100 mm), como se hizo en d 1).
ii. A cada tubo colocar 0.4 ml de VBD frio, 0.4 mi de C' al 1:100" agitar la gradilla y
agregar
0.2 ml de células sensibilizadas, por dilucion a su respectivo tubo.
iit. Agitar cada tubo. e incubar en bafio de maria 37 °C por una hora, a los 30 min agitar
unavez.

En este tiempoe spreparar los estandares de colores (Paso 9)).

fy Determinacion de dilucién de hemolisina necesarios para sensibilizacién de células al
1.4%.

Centrifugar los tubos a 2,000 rpm durante 5 mln y compararlos con los estandares de

color.

Si un tubo iguala un estandar, leer y anotar el % de hemolisis.

Si no le da a ningun estandar, interpolar 5% y anotar la lectura.

ii. Plotear en papel aritmético, dibujar fas lineas de unidn de puntos. Examinar en lacurva
el Plateau”( que es el nivel en que la cantidad de hemélisis no crece en porcentaje).

ii. Tomar la segunda dilucién en Plateau como dilucién a usar para ia sensibilizacion de
células.
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Titulacion de la hemolisina:

PORCENTAJE HEMOLISIS

DILUCION HEMOLISIS (1/N0. .000)

e L e —--- [ ]
n 1

/.' ! '
------- [ o e ek

: 1 1 1

1 1 ]

L S S P PIPIP P U
L] [ 1 [}
] 1 1 1
] 1 1 i
R W R = =---- - '
1 L] 1 1
1 1 ] ]
o o= v o= E R ] o o woa ]
1 1 ] ]
1 H H 1
e e e m— e B N 1
1 1 1 1
1 ] '
p OPTIMA . p
[ A qTEREEeeE= 1
1 ] ]
] i ]
| e s Rl qEem_——_—— 1
! 1 1
1 ] 1
] 1 ]
L | B L L
3" 2 1.5* 1

NOTA: El C' comercial de 1:400 generalmente comprende una hemdlisis de 30 a 80 % para
sensibilizar 6ptimamente las células como muestra |a figura anterior. Para obtener el porcentaje
correcto de hemdlisis con baja actividad de C’ puede ser necesario el uso de ladilucién 1:300, para
la titulacion con un C' potente es hecesario la dilucién 1:500. Para hacer la grafica: colocar 0 en
ta parte izquierda del eje X y se coloca las diluciones de menor a mayor (Utima dilucién 1:1000).
De tal manera que las diluciones representan fracciones de la grafica. Ejemplo: m 1:500 = 2/3,
1:2000=1/2,1:3000=1/3, 1:4000 = 1/4 y 1:8000 = 1/8. (En el papel aritmético de 20x20 de puigada,
usando 6 pulgadas para colocar 1:1000). En Y va el porcentaje de hemdlisis,

9) PREPARACION DE ESTANDARES DE COLOR DE HEMOGLOBINA

a) Preparacion de solucion de hemoglobina.

i. Colocar 1 ml de suspensién de eritrocitos al 1.4 % y 7 ml de agua destilada a un tubo de
15 x 125 mm, mezclar para lisar las células.

hasta que se necesite.

Anadir 2 ml de solucion buffer stock al tubo. Agitar la solucidén de hemoglobina y apartar
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b) Preparacion de fa suspension dei.4 %:
i. Colocar 1 ml de la suspensién de 1.4% y 9 ml de VBD fric a un tubo de 15 x 125 mm.
ii. Agitar la suspension y colocar aparte rotulada.

¢) Preparacion de estandares de color: _
i. Marcar 11 tubos seroldgicos con porcentaje de hemdlisis como se muestra en fa tabla 11, al
tubo 0 colocarle la fecha y hora.

-

Tabla Il Preparacion de los estandares de color de hemoglobina

Reactivos Porcentajes de Hemdlisis
" Porcentajes 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Soln de Hb 0.0 01 02 03 04 05 06 0.7 08 09 1.0
Células 0.28% 1.0 0.8 0.8 07 06 05 0.4 03 02 0.1 00

it. Colocar las cantidades indicadas en la tabla |l de cada reactivo en el tubo correspondiente,
agitar la gradilla.
iii. Centrifugar a 2,000 rpm por § min y colocarlos sin agitar a 4 °C hasta necesitarlos.

10) TITULACION DE COMPLEMENTO

a) Preparar C' al 1:150
i. Colocar 14.9 mi de VBD frio y gotear 0.1 ml de C’ (frio) en recipiente
ii. Agitar suavemente y dejar la dilucidn en !a refrigeradora por 20 min.

b) Preparar 7 ml de células sensibilizadas:
i. Colocar 3.5 ml de suspension de eritrocitos al 1.4% y 3.5 mi de la dilucién 6ptima de
hemolisina a un tubo de 13 x100 mm.
ii. Agitar con movimiento rapido e incubar en bafio de maria a 37 °C durante 20 min.
En este tiempo seguir en ¢) i.

¢} Preparar de la titulacion de C':
i.  Marcar 12 tubos de 13 x 100 mm.
ii. Agregarel VBDy el C' en las cantidades indicadas en Tabla ill y agitar la gradilla.
ii. Ahadir 0.5 m| de céiulas sensibilizadas a cada tubo, agitar la gradilla y colocar en bafio
de maria a 37 °C durante 15 min.
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iv. Al pasar este tiempo, resuspender las células no lisadas y devolver al bafio de maria
por otros 15 min para totalizar 30 min.

Tabla til: Cantidades de reactivos utilizados para la titulacion del complemenio

TUBO
Reactivos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
VBD k 0.61 0.5% ‘057 0.56 0.55 0.54 0.53 0.52 0.51 0.49 0.46 0.45
C en1:150 0.14 0.16 0.18 0.18 0.20 0.21 0.22 0.é3 0.24 0.26 0.28 0.30
vBD 025 025 025 025 0.25 0.25 0.25 025 025 0.25 0.;‘25 0.25
Células Sensibilizadas0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50

d) Leer el porcentaje de hemalisis
i. Centrifugar los tubos a 2,000 rpm por 5 min.
ii. Leery anotar los resultados al comparar con los estdndares de hemoglobina, si no
coincideninterpolar 5% )

e) Determinar el volumen de C’ que produce el 50 % de hemdiisis
i. Tomar come resultado el leido por comparacion con los estidndares de color.
ii. Sino se encuentra con los estandares e interpolacién utilizar la tabla IV, para ver los
factores de conversion, los cuales servirdn para ser sustituidos en la férmula siguiente:

Factor para % de hemdlisis Factor para el 50% de hemélisis
“ml de C"1:150 que dio el ~ "X'mideadilucion 1:150 que da
% de hemdlisis el 50 % de hemodlisis
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Tabla IV: Factores de conversion para el porcentaje de hemdlisis

% de hemolisis Factor Hemédlisis Factor

20 | 0758 55 1.041
25 0.803 60 1.084
30 0.844 65 1.132
35 0.944 70 1.185
40 0.922 75 1.246
45 0.961 80 1.320
50 1.000

11) TITULACION DE ANTIGENO

a) Dilucidn inicial del antisuero en 1:2
i. Enun tubo serologico colocar 4 ml de VBD y 4 ml de antisuero, mezclar con pipeta.
ii. Para inactivar el suero en bafo de maria a 56 °C por 30 min (los tubos deben estar
tapados).
En este tiempo puede continuar con b) i.

b} Preparacion de diluciones de suero
i. Marcar 6 tubos seroldgicos para replicar la dilucién maestra del antisuero de 1:4 a
1:2048, 7 tubos para replicar la dilucién del antigeno 1:2 a 1:512 y un tubo para atti-

geno positivo en su dilucién dptima.

ii. Colocar 3 mide VBD frio a cada tubo de dilucién del anticuerpo {Ac).

ii. Prepararuna dilucién 1:4 a partir de la 1:2 que estd inactivada y fria, ahadir 3 ml de
VBD frio a la dilucién 1:2 en el tubo 1:4; seguur con los demas tubos hasta una dilucién
1:2048, mezclar con pipeta.
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Figura No. 1: Esquema del acomodo de los tubos para la titulacion del antigeno
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. 3(\/ ‘\/_\\( \/ \( \/ \ Ag 1:128+VBD+C" T/ \ \
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¢) Diluciones de Antigeno {AgQ) .
i. Colocar 3 mlde VBD a cada tubo de los tubos de dilucidn del antigeno.
ii. Preparar una dilucién inicial de 1:2 con 3 ml de VBD al tubo para 1:2 y continuar con las
diluciones subsiguientes.

d) Preparar titulaciéon de antigeno
i. Colocar 0.2 mi de la dilucidn inicial del suero a cada tubo de control de C°, 0.2 mi de
suero diluido a los tubos y controles, 0.2 ml de antigeno a los tubos incluyendo C'- anti-
geno, 0.2 ml de dilucién éptima del antigeno a | tubo correspondiente , VBD frio y célu-
1as control (ver figura siguiente).
ii. Agitar todos los tubos y dejar reposar 15 min a temperatura ambiente.
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Figura No. 2: Cantidades de reactivos a utilizar para la titulacién del antigeno

Ag Diluciones del Ac Controles de C”
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***Para 5Su=Ac0.2mlBVD0.2miC'0.4mlUltimo pozo VBD 0.4 C' 0.4 ml

25u=Ac0.2miVvBD 0.4 mlC' 0.2 mlUltimo pozo VBD 0.6 mi C' 0.4 mi
1.25u = Ac 0.2 ml VBD 0.5 ml C' 0.1 ml Ultimo pozo VBD 0.7 C' 0.1 ml

e) Preparar C’ para titular antigenos

Preparar por lo menos 40 ml de dilucién de C' determinada en la titulacidn de C' .
Agitar la dilucion por rotacién suave para evitar espuma.
Dejar reposar el C' por 20 min en bafo de hielo en la refrigeradora.

i. Colocar el C diluido y frio a cada tubo segun la figura No. 2.

Agitar todos los tubos y colocar en 1a refrigeradora por 15 a 18 horas.
Al dia siguiente continuar con f) i.

f) Preparar las células sensibilizadas

Colocar 12 mi de suspensién de células estandarizadas a 1.4% y agregar 12 mide la
dilucién dptima de hemolisina con rotacién rapida, en un erlenmeyer de 50 ml.
Incubar en bafo de maria a 37 °C durante 20 min.

Preparar los estandares de colores (paso 9).

Al terminar el tiempo del inciso ii, sacar a temperatura ambiente. Colocar 0.2 ml de
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células sensibilizadas a todos los tubos de la titulacién de antigenos y agitar la gradi~
lla,

v. Incubar a 37 °C en bafio de maria durante 30 min.

vi. Preparar las hojas de informes como se ve en la figura No. 1.

g) Determinar la dilucién dptima del antigeno
i. Examinar cada tubo para lisis incompleta. Si los tubos no muestran lisis completa, cen-

trifugar a 2,000 rpm durante 5 min.
Leer y se anotar los porcentaje de hemdlisis de los C’ controles usando los estandares

de color. Interpolar cerca de 5%.
iii. Comparar las lecturas de C’ control con la tabla V; para determinar si son aceptables.

Si la lectura de los controles no son aceptables omitir los resultados.

ii.

Tabla V: Porcentaje de hemdlisis en controles de C’, en titulacion de Ag

Tipos de Control 5u C'Hgg 2.5u C'Hgg 1.25u C'Hgg
Antigeno 100 - 85-160 0-75
VBD 100 90-100 40-75
Suero 100 90-100 0-75

iv. Leer y anotar los resultados de todos los tubos y dibujar una linea entre 30% de hemo-
lisis, aproximado a los puntos finales de cada dilucion de antigeno. Interpolar lo nece-
sario. La linea no debe ser dibujada entre ninguna dilucion de antigeno anticbmp!e-
mentaria (AC).

v. Seleccionar asi la dilucion que da la mayor cantidad de fijacién, sélo la mejor dilucion
del antigeno (la dilucién da los titulos mayores con cantidades de suero especificas).

- si dos diluciones de antigeno dan reacciones de fijacién idénticas con la curva, selec-
cionar la de mayor fijacion a la derecha de la curva.
- si dos diluciones de antigeno dan reacciones de fijacion idénticas, seleccionar la dilu-

cidn mas baja.
12) TEST DIAGNOSTICO (Micro-método)

a) Preparar dilucidn del suero 1:2
Nota: Titulos de 1:2y 1:4 pueden ser significativos en el diagnéstico de coccidioidomicosis.
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i. Colocar 1.5 mide VBD frio a 3 tubos de 13 x 100 mmy 1.5 ml de suero desconocido al
No. 1, de suero control al No. 2 y suero negativo al No. 3, agitar con pipeta.
ii. Inactivar los suero durante 30 min a 56 °C en bafio de maria.
Se continuaconb)i. y c)i.

Figura No. 3: Esquema del acomodo de los tubos para la prueba diagndstica

Diluciones del Ac Controles de C'
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. N A A A MDA A A A _"E’D*C'\ AL
L\ . . W, . . . Control+1:8+VBD+C N N
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vBD Y Y Y Y Y m/\ Ag 1:064+VBD+C k/\_ /\ Yy
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b) Preparar diluciones de suero:

i. Al cumplir los 30 min la dilucién 1:2, colocar 0.025 mi de VBD frio a cada pozo que con
-la dilucidén 1:2.

i. Después de enfriarse la dilucion 1:2, colocar 0.05 ml de esta diluciones en el pozo
correspondiente segun la figura anterior.

iii. Tomar 0.025 ml de cada dilucion 1:2 y se transferir al pozo de dilucién 1:4. Mezclar
durante 4 segundos. continuar hasta la dilucion 1:256.

Figura No. 4: Cantidades de reactivos que se debe utilizar para la prueba diagnéstica

: Diluciones del Ac Controles de T

102 1:04 1:08 1116 1:32 164 1:1281:256 50 25u 1.25u
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*** Para 5S5u=Suero 0.2mIVBDO0.2miC 0.4ml

3
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25u=Suero 0.2mivBD 04 mIC' 0.2ml
1.25u = Suero 0.2 M VBD 0.5 C' 0.1 mi

¢) Colocar el test diagnéstico
Afadir 0.025 mi de dilucién 1:2 de suero de paciente a cada control de C’ (el control de C'
puede ser omitido en la rutina), el controi positivo y el control negativo.

d) Preparar las diluciones de antigenos {inmediatamente antes del uso)
i. Determinar el volumen de antigeno requerido; multiplicar el nimero de pozos por
0.025. Afiadiendo un exceso por pipeteo.
ii. Preparar cada antigeno test a la dilucion éptima determinada durante la titulacion de an
,tigeno en tubos, usando VBD frio, mezclar con pipeta.
iii. Afiadir el antigeno diluido éptimamente y el VBD frio en los volumenes mostrados en la
figura No. 4. Y agitar las placas

e) Preparar el C' diluido
i. Determinar el volumen requerido de C’ diluido por ia prueba: multiplicar el numero de
pozos por 0.05 ml, afadir exceso por pipetec. Y calcular los volumenes de VBD y C’
necesarios para dilucién de C’ conteniendo 5C’'H50 determinada en la titulacién de C’
en tubos.
Volen mlde C’ conc = Vol en ml deseado/ Reciproco de dilucion de C’ dptima.

Ejemplo:
Vol necesario =40 mi/ 13.3 = 0.3 mi
se puede usar 0.3 mide C' + 39.7 mlde diluyente.

ii. Cotocar el VBD frio calculado en frasco y afiadir el C' calculado por gotas, mezclar
suavemente para evitar espuma. Dejar reposar el C' diluido en bafio de hielo enla -
refrigeradora durante 20 min.

iii. Preparar una dilucion 1:2 del C’ diluido, conteniendo 5C’H50 en 50 ml.

- Determinar el volumen de la dilucién necesaria al multiplicar el nimeros de pozos
por 2.5
unidades control en la prueba por 0.05 ml. Afadir exceso por pipeteo.
- Caleular el volumen de VBD y C' necesarios para la dilucidon de 1:2,
- Anadir el C' diluido {conteniendo 5C'H50 en 0.05 mi) goteado al VBD calculado.
- Mezclar suavemente para evitar espuma.
iv. Preparar el mismo volumen de dilucién 1:2 para 1.25 unidades control.

f)  Agregar C' a la prueba
i. Ahadir 0.05 ml de C' diluido conteniendo 5C'H50 a cada pozo y a cada 5 unidades de pozo
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C’ control. Mezclando inmediatamente.
ii. Apadir 0.05 ml de dilucién 1:2 de C' a cada pozo de 2.5 unidades de C’ control y lo mismo

con la dilucidn 1:4 de C' a los pozos de 1.25 unidades de C' control.
i iii. Incubar en la refrigeradora de 4 a 6 °C durante 15 a 18 horas.
Al dia siguiente continuar con g) i.

g) Preparar las células sensibilizadas
i.  Determinar el voiumen de céiulag sensibilizadas necesarias para la prueba: multiplicar

el total de pozos en la prueba por 0.025 ml y agregar un exceso por pipeteo.

ii. Colocar la mitad del volumen de células sensibilizadas, de eritrocitos homogenizados y
afiadir un volumen igual de dilucién éptima de hemolisina con rotacién rapida.

iii. Incubar las células durante 20 min a 37,°C en bafio de maria. Sacar las placas de la
refrigeradora. Tomar las células del bafio de maria en el tiembo estipulado y afiadir 0.025
ml de células sensibilizadas a cada pozo. .

iv. Continuar agitando las placas hasta que se resuspendieron las ¢células. Taparlas con papel
wrap transparenté de 75 mm o celotan. Colocar en la incubadora a 37°C durante 30 min.

iy Leery anotar los resultados
i. Prepararlos estandares de colorde 0,30, 50, 70, 90y 100 %. y las hojas adecuadas para

la anotacidn de los resultados.

ii. Extraer las placas de la incubadora . Dejarias en la refrigeradora durante 2 a 3 horas,
para la sedimentacion de ias células. '

iii. Leer y anotar los contrcles de C' por comparacion de los estandares de color.
Comparar las lecturas de G’ control con fa tabla VIl para ver si son aceptables, si no lo
sondescartar los resultados y repetir el procedimiento (si VBD ¢ C'-Ag son inacepta-
bles repetir, si es un suero 1:2 colocarlo como AC)

Tabla VI: Limites aceptables de porcentajes de hemolisis en C' controles

5C'Hgp
. Tipos de control 5u 25u 1.25u
Antigeno 100 85-100 0-50
VBD 100 90 - 100 30-50
Suero 75-100

iv. Al ser C’ control aceptables, leer y anotar los porcentajes de hemdlisis de cada pozo.
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b. INMUNODIFUSION

1) Preparar la solucion adhesiva: colocar 2 gr de agar, 20 mi de glicerina y 200 mi de agua
destilada en un recipiente para hervir. Llevar a ebullicién la mezcla. Sumergir las l&minas
previamente lavadas y secas. Dejarlas secar de manera que se les ve opacas a trasluz.

2) Preparar el gel de agar at 1%: En un recipiente colocar 7.5 gr de glicina, 0.9 gr de cloruro dg
sodio, 0.01 gr de azida de sodio, 1 grkde agar y 100 ml agua destilada, llevar a ebullicién esta
mezcla. Antes que se enfrie y solidifique colocar 7.5 ml de la misma en los portaobjetos con
solucion adhesiva.

Dejar reposar en camara himeda en la refrigeradora durante 24 horas. Perorar los pozos y
utilizar las laminas. . )

NOTA: No se debe dejar mas de una semana las laminas en la refrigeradora. Para ésto se
pueden hacer tubos dispensables luego de ser licuados.

3) Prueba diagndstica: Seguir un patrén que contiene 6 pozos, en forma de roseta, donde en el
pozo superior se colocaé el contro! positivo y en el inferior el negativo, quedando 4 pozos
disponibles donde se coloca los sueros de [os pacientes. En el pozo del centro depositar el
antigeno homdiogo al control. Dejar reposar a temperatura ambiente y en camara humeda
durante 48 horas. Haciendo lecturas cada 24 horas, con luz indirecta.

5. DISENO DE LA INVESTIGACION

Se realizé un estudio descriptivo con 83 individuos que fueron elegides a conveniencia, no se
recolectaron las muestra al azar en la Republica de Guatemala sino que se muestred en areas
endémicas y a personas a quienes se les ha diagnosticado histoplasmosis y coccidioidomicosis,
para establecer cualquier tipo de error o reaccién cruzada con éstos y la técnica de Fijacion de
Complemento,

Los 83 sueros fueron obtenidos de ta siguiente manera: _

Grupo A: 24 pacientes sanos de cada drea endémica de histoplasmosis y coccidioidomicosis,
para un total de 48 '

Grupo B: 24 sueros de pacientes tuberculosos confirmados, sin ningun tipo de micosis.

Grupo D: 10 sueros de pacientes con las histoplasmosis y 1 con coccidioidomicosis.

Para el antigeno de H. capsulatum fueron 25, distribuidos de la siguiente manera:

Grupo A: 6 pacientes sanos de cada drea endémica de histoplasmosis y coccidioidomicosis.

Grupo B: 6 pacientes tuberculosos confirmados.

Grupo C: 7 pacientes con histoplasmosis.

Este estudio fue doble ciego, a manera de establecer los falsos positivos y negativos que pueda

-
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presentarse en la prueba. De igual manera se veria la sensibilidad y especificidad por medio de
una tabla de dos por dos y se haria una comparacién con la técnica de ID at utilizar la prueba de
Kappa interclase. Lo cual no se pudo cumplir en su totalidad por problemas encontrados en &l
transcurso de la investigacion; los cuales se indican en la discusion de resultados.

6. INTERPRETACION DE RESULTADOS

La interpretacién de los resultados se hace en funcion del diagnéstico que se esté realizando.

De tal manera que para el diagnéstico de coccidioidomicosis, utilizando el antigeno de C.
immitis; una dilucion 1:4 evidencia que la persona ha tenido algin tipo de contacto con el hongo,
y mayores ¢ iguales a 1:8 representa una infeccién como tal. Pero en personas residentes de drea
endémica se puede tomar como sospechoso de infeccion desde untitulo de 1:2. Porotro lado, con
el antigeno de H. capsulatum , empleado en el diagndstico de histoblasmosis. se tiene que una
dilucién 1:8 es para evidenciar el contacto con el hongo y mayor o igual a 1:16 la infecién; siempre
y cuando el antigeno no sea derivado de la fase levaduriforme ya que éste provoca mayor cantidad
de reacciones cruzadas e inespecificas, que el antigeno derivado de la fase miceliar (59)-

A manera de soporte del diagnéstico debe corelacionarse el resultado de FC con el de ID; asi que
pacientes con una reaccion en FC con diluciones desde 1:2 a 1:8, con cualquiera de los antigenos
anteriormente mencionados y que produzcan bandas de identidad en ID permitird confirmar el
diagnéstico de la misma y con estos resultados se podra evaluar el prondstico del paciente (60),
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Vill. RESULTADOS -

La prueba de Fijacién de Complemento (FC) requiere un proceso o fase preliminar de titulacion
de los reactivos principales, tales como la hemolisina, el complemento y los antigenos; por lo que
deben estar en 6ptimas condiciones.

Los reactivos utilizados en esta investigacion llenaron los requisitos de alta calidad y potencia.
Obteniéndose los siguientes titulos de trabajo a un 50% de hemdlisis:

TABLA VIl : Titulos a un 50% de hemdlisis

REACTIVO Y ANTIGENOS TITULO
Hemolisina . 1:4000
Complemento 1:600
Coccidioidina 18
Histoplasmina 1:16

Al realizar la estandarizacion de los antigenos se utilizé gran cantidad de ellos, de manera que
los lotes de antigenos disponibles para laimplementacién y estandarizacién de la FC disminuyeron
notablemente. En el caso de la Histoplasmina se trabajaron unicamente 25 sueros de pacientes
distribuidos de la siguiente manera: :

7 pacientes con histoplasmosis (diagnosticados3 por PT, 4 por ID y de estos hay 3 cepas

del hongo causal)

6 pacientes con tuberculosis confirmada por cultivo.

6 pacientes sanos de Escuintla

6 pacientes sanos de Zacapa.

De estos sueros el 85 % estaban contaminados con bacterias.
No asi la coccidioidina, donde se utilizaron los 83 pacientes del banco de sueros, distribuidos asi:

24 pacientes con tuberculosis confirmada por cultivo

24 pacientes de Escuintla

24 pacientes de Zacapa

10 pacientes con histoplasmosis (Diagnosticados 3 por PT, 7 por ID y de estos hay 3 cepas

del hongo causal)

1 paciente con coccidioidomicosis {Diagnosticado por ID).

El 90 % de los sueros utilizados estaban contaminados por bacterias.

Conlositulos preestablecidos se procedio a realizar la prueba diagnéstica de FC en micrométodo.
Donde se obtuvo los siguientes resultados:
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TABLA Vill: Resultados de FC micrométodo

CRITERIO COCCOIDIOIDINA HISTOPLASMINA
No. Y% No. %
POSITIVO 34 40.96 15 60
NEGATIVO 49 *59.04 10 40
TOTAL 83 100.00 25 100

Los titulos de los resultados positivos con FC fuerpn:

TABLA IX: Titulos de sueros positivos con FC

POSITIVOS EN DILUCION | COCCIDIOIDINA | HISTOPLASMINA
No. % No. %
1:4 13 -3939 | ND ND
1:8 10 30.30 6 40.00
1:16 7 2121 | 6 40.00
1:32 3* 9.09 2 13.33
1:64 0 0.00 1* 6.67
TOTAL 33 100.00 15 100.00

ND No hay dato dilucién no significativa
* Pacientes con ID positiva a cada antigeno sefialado en el encabezado.

Resultados obtenidos con Inmunodifusién (I1D):

TABLA XI: Resultados de ID.

CRITERIO COCCIDIOIDINA HISTOPLASMINA W
No. % No. %
POSITIVO 1 1.20 1 4
NEGATIVO 82 98.80 24 96
TOTAL 83 100.00 25 100
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

El objetivo principal de esta investigacion fue el de complementar el diagndstico de las
infecciones producidas por H. capsulatum y C.immitis por medio de laimplementacion y estandarizacion
de la prueba de Fijacién de Complemento (FC), utilizando antigenos fingicos y sus respeclivos
antisueros producidos en el Servicio de Micologia, en condiciones de laboratorio local. Para lo cual se
contd con la hemolisina comercial (Sigma) y el complemento fresco de cobayo, extraido por puncién
cardiaca al animal, un dia antes de ser utili;ado, seqgun sugirié Toriello (Torielle C, comunicacién
personal). En la practica, del cobayo se puede extraer un maximo de 3 ml de sangre sin matarlo,
obteniéndose asi aproximadamente 1.5 ml de suero, lo cual se comprobé al hacerlo asi en esta
investigacién. Este al ser titulado dié una dilucién de trabajo de 1:69 lo que indicé que se necesitaba
por lo menos 45 ml de sangre para realizar toda la investigacién. Ademas, el complemento fresco del
suero de cobayo se destruye confacilidad, de maneraque al ser utilizado después de 3 dias de extraido
no se oblienen resultados satisfactorios (Toriello C, comunicacién personal). Tomando en cuenta lo
anterior, se opté por utilizar el complemento de cobayo comercial {Shering), conjuntamente con la
hemolisina comercial (Shering), ya que la hemoiisina Sigma perdi6 su potencia por almacenamiento.

En manual de laboratorio del CDC de Atianta se indica que la hemolisina se debe fenolizar
para ser utilizada, sinembargo en la presente investigacion ésta precipitd al ser congelada, observandose
turbidez y disminucién considerable de la potencia de la misma (61); de tal manera que se procedié a
prescindir del fenol, obteniendose resultados satisfactorios.

Una vez estandarizados la hemolisina y el complemento a un 50 % de hemdlisis, fue posible
titular 1a histoplasmina y la coccidicidina, preparadas en el Servicio de Micologia, 1as que mostraron
titulos mas bajos que los esperados (Toriello C, comunicacion personal). Esto probablemente se deba
a que se trata de antigenos crudos, los cuales no han sido sometidos a procedimientos quimicos o
naturales para purificacion de las proteinas propias y/o especificas de cada hongo. Segtin estudios
realizados por Toriello et.al los antigenos purificados han mostrado una mayor sensibilidad comparado
con los antigenos crudos . Ademas, recomienda estandarizar la concentracién protéica de los mismos
para evitar la utilizacién de antigenos pobres en proteinas los cuales provocan la variacion en los titulos
cuando se realiza el diagndstico de los pacientes (62,63, Toriello C, comunicacién personal). Los
antigenos utilizados tienen altocontenidode proteinas pero nofueron estandarizados aunaconcentracion
definida para ser utilizados con FC (Histoplasmina 1992 de 12, 430 Ug/ ml) y Coccidoidina 1989 de
19, 047 Ug/ mi)

Al haber obtenido los titulos de trabajo se procedié a trabajar con las muestras almacenadas
a -20°C, tanto con ID como con FC para comparar posteriormente los resultados.

Al trabajar con los sueros se observé que en general, a pesar de haber sido tratados con
thimerosal como presenvante, se contaminaron con bacterias, lo que disminuyé casi un 80 a 90 %, de
las muestras. Estodio lugar ademas, aun mayor porcentaje de falsos positivos, ya que el complemento
es destruido y/o utilizado por las mismas bacterias, inhibiendo su actividad, a manera de volver los
sueros AC (anticomplementarios); de tal forma que la reaccién de hemolisis observada, fue provocada
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por fas bacterias que utilizaron los eritrocitos positivizando de estaformala prueba (28,30,31,58, Trent
F, comunicaciénpersonal). Ademads, de lacontaminaciénbacteriana, otrosfactores que eventuaimente

~ pueden allerar as pruebas funcionales de la FC son: todas las sustancias extrafas {por lo que la
cristaleria y placas de microtitulacién deben estar extremadamente limpias o ser nuevas}),como otros
complejos antigeno-anticuerpo que se formen en el sistema, la heparina, los agentes quelantes y las
inmunogiobulinas agregadas, como en el caso del mieloma multiple (51:66)_ Lo anterior impidi6 hacer
inferencias estadisticas. Aun conociendo las consecuencias de trabajar con muestras contaminadas,
se considerd que por ser un trabajo de estandakizacion de! método de FC era importante trabajar con
las muestras tal y como se encontraban para poder tener experiencia de ios resultados obtenidos con
todo tipo de sueros.

Con la prueba de inmunodifusién (ID), la cual se realizd simultdneamente a la de FC, enla mayoria
de los pacientes diagnosticados con anterioridad, en et Servicio de Micologia por medio de ID, no se
observaron bandas de identidad, con lo que se confirmd la disminucién o pérdida de los anticuerpos
precipitantes {IgG) en los sueros control, como consecuencia probablemente al congelamiento y
descongelamiento continuos a los que fueron sometidos.

Ademas se tiene que el 85% de los sueros que dieron positiva la prueba de FC con coccidioidina
estaban contaminados con bacterias dando asi falsos positivos. Al igual que el 80% de los sueros
positivos en la prueba de FC con histoplasmina. Esto se puede evidenciar con los sueros a los que
se les realizd las pruebas con ambos antigenos y que dieron los dos positivo.

Los resultados obtenidos en esta investigacion no estan acordes con las experiencias realizadas
en el Servicio de Micologia, las que han sido satisfactorias en el drea préactica con 1a ID (26), A suvez
la literatura indica que elresultado de las dos técnicas, no es reemplazatorio; sino complementario para
el diagnéstico y prondstico del paciente en estudio (62-3).
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X. CONCLUSIONES

A. Losantigenosy antisueros de C. immitis e H. capsulatum, producidos locaimente presentantitulos
bajos con la prueba de Fijacién de Complgmento. '

B. La prueba de Fijacién de Complemento es posible realizarla en las condiciones que presenta el
Servicio de Micologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, USAC.

+

C. Pararealizar la prueba de Fijacion de Complemento en las condiciones del Servicio de Miéoiogia
deben utilizarse el Complemento y la Hemolisina comerciales (Schering) y esta tltima sin fenolizar;
ya que e! fenol precipita al ser almacenado a -20°C,

D. Lacontaminacionbacteriana provoca anticomplementariedad de sueros resultando falsos positivos.

-
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Xi. RECOMENDACIONES

Producir un complejo purificado de proteinas para cada antigeno.

Utilizar sueros frescos o sin contaminacién bacteriana, por ko que es necesario alicuotarlos para
evitar el descongelamiento continuo.

Realizarpruebasde la técnica de Fijacién de Complemento con pacientes tanto con histoplasmosis
como coh coccidioidomicosis, para obtener experiencia; antes de hacer diagndsticos definitivos a
pacientes nuevos.

Debe utilizarse elcomplemento comercial hasta contar con un lote grande de cobayos, alos cuales
se les debe de alimentar con forraje fresco y verde, para poder obtener una cantidad considerable
de suero.

Utilizar las dos técnicas, Inmunodifusion y Fijacién de Complemento, en el mismo paciente para
evaluario tanto en el diagndstico como el prondstico del mismo y cbtener muestras seriadasdurante
el tratamiento y post tratamiento.

Estandarizar la concentracion protéica de los antigenos previd a ser utilizados en Fijacion de
Complemento, a una concentracién de preteinas determinada por medio de pruebas previas.

Evitar el uso del fenol al 5% al diluir la hemolisina glicerinizada 1:100, a manera de sustituir los 4
mi de fenol por VBD frio.
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