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OBJETIVOS:

1. General: Producir y estandarizar antigenos y antisueros flingicos
para ser utilizados en el diagnéstico de micosis sistémicas impor-
tantes en Guatemnala, como coccidioidomicosis, histoplasmosis y
candidiasis,

2.  Especificos: Producir antigeno metabdlico y antisuero a partir de
Ceoccidioides immitis,
Producir antigeno citopldsmico y metabdlico de
Cdndida albicans.
Producir anti suero anti C. albicans.
Montar y estandarizar las técnicas de Lowry para
determinacién de proteinas y de Fenol-sulfiirico para
determinacion de carbohidratos,
Medir reactividad de los antigenos y antisueros
fiingicos obtenidos por medio de la proeba de
inmunodifusion directa.
Medir la reactividad de la candidina obtenida
metabdlicamente, en reactores humanos.

ANTECEDENTES

Gualemala es un pais que por sus condiciones ecoldgicas, favorece
el desarrollo de una gran variedad de hongos, incluyendo los agentes
causales de micosis profundas, siendo las mds importantes: coccidioido-
micosis & histoplasmosis. (2)

La sintomatologia del proceso pulmonar que causan, es muy
similar al que se da en la tuberculosis, por lo gue el diagndstico
diferencial estard dado tnicamente por procedimientos de laboratorio, el
cual se basa en la observacidn y/o aislamiento del agente causal de
material clinico. Sin embargo, enun 30% de los casos, no es posible el
aislamiento, por lo que se necesita de pruebas seroldgicas para la
confirmacidn, ya que estas han probado ser sensibles y especificas. (3)

Elproblema que presenta el uso de la serologfa, es que los antigenos
y antisueros son dificiles de conseguir en nuesire medio, y su costo es
elevado, (4)

El laboratorio de Micologia, a través del servicio que presta, ha
diagnosticado casos de histoplasmosis, coccidioidomicosis, paracoc-
cidioidomicosis v otras, por lo que se hace necesaria la obtencidn de
antigenos v antisueros fiingicos, usando para ello cepas guatemaltecas
v las técnicas recomendadas por la CDC. (3) Esto permitird que una vez
estandarizadas las pruebas, sea posible detectar mds casos gue los
diagnosticados hasta el momento. Ademds, se podrdn realizar estudios
seroepidemioldgicos, para establecer la simuacidn real de las micosis
sistémicas en nuestro pafs. .

Las infecciones causadas por hongos "oportunistas”, los que
poseen baja virulencia y algunos de ellos son comensales del humano,
como C. albicans, han cobrado mucha importancia en los dltimos afios,
va que la incidencia de estas infecciones se da a la par del use de
antibidticos, inmunosupresores ¥ otros procedimientos que disminuyen
la respuesta inmune del hospedero. Ademds, con el aparecimiento de
Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida, haaumentado el porcentaje
de micosis sistémicas en nuestro pais. (1,5,7)

DESARROLLO

Para alcanzar los objetivos antes planteados, se ha contado con la
asesoria de la Dra. Conchita Toriello, quien es docente e investigadora

en la Facultad de Medicina de la Universidad Autdnoma de México
(UNAM).

Debido a que Coccidioides imumitis se habfa trabajado anterior-
mente, se decidid obtener primero los antigenos de los mismos (dos
cepas diferentes). Las técnicas utilizadas para la obtencidn de la
coccidioidina, son las recomendadas por el CDC de Atlanta. (3).

Se procedid a confirmar dos cepas obtenidas de pacientes guate-
maltecos, las cuales se denominaron T. Escobar y L. pulmén para
diferenciarlas, Se inocularon raiones maduros de ambos sexos para
lograr la identificacién respectiva de cepas. El siguiente paso fue
inocular medio de Smith (3) v se dejé incubar a temperatura ambiente
por 2 meses en oscuridad. Transcurrides 16 dias se descartaron los
medios inoculados con lacepa L. pulmdn y uno de T. Escobar, por estar
contaminados. Quedé solamente un medic inoculado con cepa T.
Escobar sin contaminacidn, pero con poco crecimiento, por la que se
revisé la téenica para encontrar el error y se volvié a preparar el medio
para inocular. Los resultados obtenidos feeron iguales. Durante el mes
de abril y mayo, se [iliré y esterilizé el antigeno de Coccidioides immitis
dela cepa T. Escobar, por medio de filtro Millipore y membranas con
poros 0.65 y 0.45 de didmerro. No se pudo concentrar por no contar con
el equipo necesario, Se le agradecié al INCAP la donacidn de las
membranas para filorar con Millipore. El antigeno se mantuvo en
refrigeracién hasta el 5 de junio cuando laresponsable del proyecto viajd
aMéxico para realizar un entrenamiento sobre "Técenicas bdsicas parala
obtencidn y produccién de antigenos flingicos”.

Dicho entrenamiento, estuvo a cargo de la Dra, Conchita Toriello.
Allf fue posible concentrar el antigeno de Coccidioides immitis. Fue
posible obtener ademds el antigeno de FP. brasiliensis. De cepas
guatemaltecas, se obtuvieron antigenos metabdlico y citopldsmico de
Céndida albicans todos ellos habiendo sido concentrados en dicho
laboratorio, se colocaron en alicuotas para ser debidamente transporta-
dos a Guatemala.

Durante el periodo julio-agesto, se procedid a estandarizar las
técnicas para la delerminacién de proteinas y carbohidratos, con react-
vos donados por la Dra. Conchita Toriello. Estas téenicas no han sido
estandarizadas hastala fecha, yaque el Ginico espectrofotdmetro con que
contamos es con el del Depto. de Bioguimica, y éste se encuentraenmuy
mal estado, arrojando resultados errdneos.

Para seguir con la investigacién y en vista de que ¢l antigeno de
Coccidioides immitis que se obtuvo anteriormente fue muy escaso, se
procedid ainocular més medio de Smith, con algunas modificacionesre-
comendadas por la Dra. Conchita Toriello, y el crecimiento de ambas
cepas ha sido satisfactorio. Los antigenos de ambas cepas serdn
procesados durante la semana del 29 de agosto al 2 de septiembre, para
ser utilizados en la sensibilizacién de 4 conejos, para la obtencién de
suero hiperinmune anti Coccidioides immitis, ya que sc ha establecido
que se obtiene mejor respuesta inmune utilizande antigeno metabdlico
de Coceidicides immilis. (6).

Ademds de estar abajando con Coceidioides inunitis, se han
hecho pruebas de inmunodifusidn para detectar anticuerpos anti-Cdndi-
da, usando sueros control y sueros de pacientes con diagnéstico de can-
didiasis sistémica, pero los resultados han sido negativos.

CONCLUSIONES

i. [En el laboratorio de Micelogfa de la Facultad de C.C. Q.Q. v
Farmacia, es posible producir y obtener antigenos fingicos para el
diagndstico de micosis sistémicas, siempre que se cuente con el
material y equipo necesarios.

2. Los objetivos han sido parcialmente alcanzados debido a las

limitaciones de material ¥ equipo que actualmente existen en el
laboratorio de Micologfa para la produccién de antigenos.

3. La asesorfa y colaboracién de la Dra. Conchita Torielle, ha sido
determinante para el avance de la presente investigacion.




