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RESUMEN

Juan Carlos Martinez Neria. Estandarizacion de la prueba de fijacion de
complemento directa para determinar la presencia de anticuerpos contra
Coccidioides spp., en perros de la zona endémica de México. (Bajo la direccion de

Dr. Roberto Arnulfo Cervantes Olivares, MVZ. Esp. Maria Grisel Anaya Santillan).

La coccidioidomicosis es una enfermedad que puede afectar a los animales y a los
humanos, es endémica del sureste de Estados Unidos y noreste de México, asi
como en algunas zonas de centro y Sudamérica. A pesar de no ser de reporte
obligatorio, esta enfermedad est4 cobrando mayor importancia en la salud publica,
debido a que se han presentado casos en humanos con mayor frecuencia que en
afios anteriores. En medicina veterinaria, la enfermedad en perros no es tomada
en cuenta en el diagnéstico clinico por los médicos veterinarios. Las pruebas
seroldgicas son una herramienta muy utilizada en el diagnéstico de la
cocidioidomicosis en humanos y en especial la prueba de fijacion de
complemento. En el presente trabajo se estandarizd la prueba de fijacién de
complemento directa, utilizando la técnica de 100% de hemdlisis, para detectar la
presencia de anticuerpos especificos contra los hongos del género Coccidioides,
la eficiencia de esta prueba se compardé contra la prueba de inmunodifusion doble
en gel agar. Para ambas pruebas se utilizd un antigeno elaborado en la Facultad
de Medicina de la UNAM, las muestras problema usadas se obtuvieron de perros
provenientes de estados considerados endémicos. Como grupo control negativo

se emplearon muestras obtenidas de animales del Distrito Federal y como control



positivo se utilizd un suero hiperinmune elaborado en conejos. Para la
estandarizacion de la prueba de fijacibn de complemento se titularon los
elementos de la prueba, una vez estandarizados se realizaron ensayos con
muestras problema, controles negativos y el control positivo; estos sueros también
se trabajaron por la prueba de inmunodifusién doble en gel agar.

Con ambas pruebas se pudo determinar la presencia de anticuerpos en las
muestras de suero, pero en la mayoria de los sueros sometidos a la prueba de
fijacion de complemento se observé también la presencia del fenémeno
anticomplementario, el cual impidié6 poder dar un resultado positivo o negativo.
Este fendmeno presente en el suero de ciertos animales no se pudo eliminar,
motivo por el cual la prueba se vuelve ineficiente para su uso en la determinacién
de la presencia de anticuerpos especificos contra los hongos del género

Coccidioides.



INTRODUCCION

Los perros, como todas las especies animales y el humano, estan expuestos a
adquirir enfermedades de diferentes entidades etiologicas, dentro de las cuales se
encuentran las micéticas. En este grupo, la coccidioidomicosis ocupa un lugar
muy importante. Su etiologia son las especies del género Coccidioides, y se
consideran dimorficos porque producen micelios durante su fase saprofitica en el
medio ambiente y sufren un cambio a su fase parasitica cuando entran en
contacto con el hospedero. Es importante mencionar que esta micosis es
considerada como una zoonosis (1, 2, 3).

Los hongos del género Coccidioides, producen en su forma saprofitica colonias
algodonosas de color blanco, su micelio esta formado por hifas septadas de 2 a 4
um de diametro que conforman una cadena de artroconidias multinucleadas
alternadas con células mas pequefias, fragiles no viables. Posteriormente, estas
hifas se fragmentan liberando las artroconidias, las cuales son transportadas por el
viento, teniendo la oportunidad de llegar a un lugar favorable para su reproduccién
y dar origen a un nuevo micelio; también pueden ser inhaladas por el hospedero
donde atraviesan la barrera mucociliar y asi llegan al pulmon, 6rgano en el cual la
artroconidia adquiere su forma patogena llamada esférula (4, 5, 6, 7).

En el género Coccidiodes Unicamente se incluia a la especie immitis, pero se
demostré a traves de estudios moleculares de tipificacion y descripcion fenotipica
de hongos aislados de personas infectadas, que esta especie tenia diferencias
suficientes como para dividirla en dos, surgiendo de esta manera la especie

posadasii. También se pudo determinar que la especie immitis se aislaba con



mayor frecuencia en casos de personas infectadas en el estado de California, que
se encuentra al sureste de Estados Unidos de América, mientras que la especie
posadasii se aislaba con mayor frecuencia en personas infectadas en otras zonas
del Continente Americano excepto en el ya mencionado estado de California (8,
9).

Los hongos del género Coccidioides son considerados endémicos en América y
las areas en las cuales se localiza estan bien determinadas (2, 10), teniendo a los
estados del sureste de Estados Unidos de América y los estados del noreste de

México como las principales zonas afectadas (11, 12).

Figura 1: Distribucion geografica de la Coccidioidomicosis
(Tomado de Héctor RF, Laniado Laborin R, (2005)
Coccidioidomycosis-A fungal disease of the Americas).



También se han localizado algunos focos de infeccion en el centro y sur de
América, ubicandose el mas reciente en Brasil (Figura 1) (2, 11, 12). Su habitat se
restringe a lugares con clima arido o semiéarido y a alturas bajas sobre el nivel del
mar, debido a que estos lugares favorecen su reproduccion por los siguientes
aspectos geocliméticos: suelo con alto contenido de sales, pH alcalino, poca
precipitacion, temperaturas altas, viento; por otra parte también se ha observado
que el polvo tiene importancia para su diseminacion (12, 13).

Los estudios epidemiolégicos realizados para determinar la presencia de
Coccidioides spp., en México, son antiguos y escasos en humanos, y en medicina
veterinaria este tipo de estudios son casi nulos. También es importante resaltar
que a pesar de ser una de las micosis endémicas mas importantes en el norte de
América, esta enfermedad no es de reporte obligatorio en México, dificultando
obtener datos epidemioldgicos confiables y actuales (1).

En los afios 60, Gonzalez Ochoa delimité la region endémica de México, mediante
la aplicacion de la prueba de intradermoreaccion en humanos, en un estudio
denominado encuesta nacional. La primera zona considerada como endémica es
la zona norte, que abarca los estados de Baja California Norte, Sonora,
Chihuahua, Nuevo Lebén y Tamaulipas; la segunda zona o zona del litoral del
Pacifico la conforman los estados de Guerrero, Michoacan, Jalisco, Nayarit,
Sinaloa y partes de Sonora; y la tercera zona es la zona central que comprende
partes de Coahuila, Nuevo Leodn, Durango, Zacatecas, San Luis Potosi, y partes
de Tamaulipas y Guanajuato. En Meéxico la mayor cantidad de casos de

coccidioidomicosis proviene de los estados del norte del pais (1, 10).



La coccidioidomicosis es una enfermedad que puede ser controlada por el sistema
inmune antes de que ocasione signos clinicos, en el 60 % de los casos (14, 15,
16).

Por otra parte, alrededor del 40 % de los casos la enfermedad se manifiesta por
medio de signos clinicos que ordinariamente suelen relacionarse con los de
bronquitis 0 neumonia. Estos signos no representan mayor problema, permanecen
durante unos cuantos dias para luego desaparecer, en la mayor parte de los
casos. Sin embargo, en el 0.5 al 2 % de los enfermos los signos descritos con
anterioridad no desaparecen y el hongo es diseminado a otros érganos por via
sanguinea, por lo tanto la enfermedad se establece de forma sistémica,
ocasionando el surgimiento de nuevos signos (15, 17).

La infeccion ocurre cuando el hospedero inhala las artroconidias, los pulmones
son los érganos donde se ubica el foco primario de infeccion y la severidad de la
enfermedad depende en gran medida del estado inmunolégico en el cual se
encuentre el hospedero (3, 17).

Cuando las artroconidias llegan al pulmon, los macréfagos y neutréfilos son la
primera linea de defensa contra la infeccion, pero inicialmente son incapaces de
fagocitar efectivamente a una estructura tan grande como lo es la fase tisular de
Coccidioides spp (3, 5).

La infeccion genera la aparicion de una poblacion de linfocitos TH1
especificamente sensibilizados para destruir a Coccidioides spp., mediante la
activacion de las demas células involucradas en la respuesta inflamatoria,
incluyendo a los macrofagos. Esta respuesta en individuos inmunocompetentes es

capaz de suprimir el progreso de la infeccion (3, 5).



Por el contrario, en los individuos que presentan supresién de la inmunidad
mediada por linfocitos T, como los animales jovenes y viejos, los animales con
enfermedades infecciosas previas a la coccidioidomicosis y hembras gestantes,
las esférulas son ingeridas por los macrofagos alveolares, donde bloquean la
fusion fago-lisosoma para evitar su destruccion, desarrollando posteriormente la
enfermedad pulmonar severa y frecuentemente presentan diseminacion (5).

Este hongo puede comprometer otros Organos, tales como: rifiones, musculos,
huesos, articulaciones, sistema nervioso central, bazo y piel (15, 17). Cabe
mencionar que la enfermedad puede afectar a nddulos linfaticos hiliares,
favoreciendo la formacion de abscesos focales y ocasionalmente la aparicion de
granulomas. Al progresar estas lesiones, aparecen areas de cavitacion y de
caseificacion encontrando exudado purulento, se observan necrosis caseosa,
calcificaciones, zonas de hemorragias y engrosamiento de la pleura,
proporcionandole un color blanquecino (18, 19).

Microscépicamente, con la tincion de acido peryodico de Schiff (PAS) pueden
observarse macréfagos o células gigantes que contienen esférulas de 20 a 60 pum
de diametro con dos paredes delgadas y en cuyo interior se observan endosporas.
Es comdn observar granulomas que se caracterizan por un centro necrético, no
constante, rodeado por células epitelioides alternadas con células gigantes de tipo
Langerhans, también se pueden observar linfocitos y puede estar rodeado por
fibroblastos (18, 19)

Las manifestaciones clinicas con que se presenta esta enfermedad en los perros

son tres: la coccidioidomicosis primaria o pulmonar, la coccidioidomicosis



La forma primaria de la enfermedad presenta signos tales como tos, fiebre,
pérdida de peso y congestién en vias respiratorias, ademas se pueden observar
las lesiones neumdénicas, a través de radiografias (12).

Dichas neumonias presentan procesos de curso agudo con infiltrados pulmonares
localizados, que tienen signos semejantes a los de una neumonia bacteriana
como fiebre, dolor toracico, expectoracion purulenta, hemoptisis y disnea (12, 18).

La coccidioidomicosis primaria no cuenta con signos especificos, porque todos los
signos presentes pueden encontrarse en otras enfermedades, por lo que resulta
dificil diagnosticarla sin el apoyo de técnicas de laboratorio.

La forma diseminada de esta micosis es mas agresiva, debido a que en esta
presentacion las esférulas que hasta ese momento permanecian en el pulmon,
son transportadas por via sanguinea, teniendo la posibilidad de infectar cualquier
organo, disminuyendo de forma parcial o total la capacidad para realizar su
funcién. Los signos presentes y la severidad de la enfermedad en esta fase
dependen directamente del 6érgano infectado, llegando a poner en riesgo la vida
del hospedero. Se han observado casos de animales con osteomielitis y meningitis
provocadas por la coccidioidomicosis diseminada (12, 20). Un diagnéstico de
laboratorio acertado de la forma diseminada de esta enfermedad juega un rol
importante, ya que como se mencioné antes, los signos son tan inespecificos que
el médico veterinario puede confundirla facilmente con otros problemas, que
también suelen ser cronicos (2). El diagnostico diferencial se realiza con
tuberculosis, histoplasmosis, paracoccidioidomicosis, blastomicosis y distemper

canino (18, 19).



La coccidioidomicosis puede diagnosticarse por diferentes métodos, de entre los
cuales el aislamiento es el mas seguro (15). Sin embargo, es importante
mencionar que cuenta con diferentes desventajas, debido a que es la técnica que
mayor tiempo requiere, por el lento crecimiento de los hongos, ademas de que las
técnicas para obtener muestras y hacer el aislamiento son bastante invasivas.
Otro punto en contra se presenta por la poca cantidad de esférulas que
permanecen en la zona afectada (4, 15). Por ultimo, debemos hacer notar que un
aislamiento no es indicativo de que el principal problema en un paciente sea el
provocado por el hongo, ya que este puede ser secundario y enmascarar el
problema principal (21). Por otro lado, existen pruebas que pueden llegar a ser
mucho més rapidas que el aislamiento, dentro de las cuales podemos mencionar:
técnicas moleculares de laboratorio, intradermoreaccién y pruebas serolégicas.
Entre las principales técnicas moleculares para determinar la presencia de
Coccidioides spp. en un paciente se encuentran: la hibridacion tipo southern, esta
es muy especifica pero poco sensible y con un costo elevado para poder trabajar
en el laboratorio de diagndstico; y la reaccion en cadena de la polimerasa, que es
muy utilizada debido a que es muy sensible, pero presenta una baja especificidad,
por lo que este tipo de pruebas no han podido desplazar al diagnostico seroldgico.
(2, 15, 22).

La intradermoreaccion es la técnica que se ha trabajado por excelencia para
realizar estudios epidemioldgicos, en los cuales se determina la prevalecia de la
enfermedad en zonas endémicas y no endémicas. La reaccion inmunoldgica de
esta prueba puede permanecer por afios, sin que esto sea un indicativo de que un

animal este enfermo. En sujetos con coccidioidomicosis pulmonar progresiva
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cronica, la reactividad a la intradermoreaccion de Coccidioides spp., quiza nunca
surja o se desvanezca, ademas que hay supresion inespecifica de la reactividad a
las intradermorreacciones repetidas (5).

Las pruebas serolégicas son efectuadas para determinar la presencia de
anticuerpos contra Coccidioides spp., y su uso ha sido de gran ayuda en el
diagnostico debido a que son muy rapidas y de bajo costo. Entre estas pruebas
podemos mencionar: precipitacion en tubo capilar, inmunodifusion doble en gel
agar Yy fijacion de complemento (2, 15).

Historicamente, la serologia ha sido la herramienta mas utilizada para llegar al
diagnostico de esta enfermedad y posteriormente a un tratamiento adecuado. Para
determinar la presencia de anticuerpos, debemos considerar la etapa en que se
encuentre la enfermedad, el tipo de prueba diagnéstica y del tipo de
inmunoglobulina que deseamos detectar, puesto que los anticuerpos aparecen a
las dos o tres semanas de iniciada la infeccion, pero pueden permanecer durante
meses y hasta por algunos afios (23). Por otro lado, también hay que tomar en
cuenta la presencia de reacciones cruzadas que puede haber con otros
microorganismos, por ejemplo: Histoplasma capsulatum, Blastomyces spp., Y
Aspergillus spp., que son los microorganismos que presentan con mayor
frecuencia esta reaccion (6). Estas raramente se presentan en la prueba de
fijacion de complemento cuando se enfrenta un suero positivo a histoplasmosis
contra el antigeno de coccidioidomicosis y cuando se llega a encontrar una
reaccion cruzada, los titulos son muy bajos. Por otra parte, la reaccion es mas
comun cuando esta se da entre un paciente positivo a coccidioidomicosis y se

enfrenta contra un antigeno de Histoplasma capsulatum o Blastomyces spp (23).
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Para determinar la presencia de anticuerpos contra Coccidioides spp., en suero de
perro, en el presente trabajo se propuso la prueba de fijacion de complemento
utilizando la técnica del 100% de hemolisis descrita por Cunningham et al., (24) y
alternamente se trabajé la prueba de inmunodifusién doble en gel agar, como
referencia para corroborar la veracidad de los resultados obtenidos en la prueba
de fijacion de complemento. La razon por la que se decidio utilizar a la prueba de
fijacion de complemento, para determinar la presencia de anticuerpos en el suero
de perro, es que al ser una prueba cualitativa y cuantitativa puede ser usada en
trabajos posteriores para el diagnostico de la coccidioidomicosis, asi como para el
monitoreo del curso de la enfermedad en pacientes sometidos a algun tratamiento
contra esta enfermedad. La prueba fijacibn de complemento es sensible contra
IgG, este grupo de inmunoglobulinas es muy importante para el diagnéstico, ya
que su presencia es un indicativo de que un individuo ha estado en contacto
frecuente con antigenos del hongo, causado por infeccion crénica en individuos
que estuvieron en contacto con el hongo sin desarrollar la enfermedad. Otras
pruebas son capaces de detectar imunoglulinas de tipo IgG e IgM, siendo este
altimo un isotipo de inmunoglobulinas que s6lo se secreta en gran cantidad
durante las primeras dos a tres semanas de la enfermedad disminuyendo
conforme se hace el cambio a IgG (7). Cabe mencionar que los anticuerpos de
tipo IgG se subdividen en cuatro clases, estos son: IgG1, 1gG2, 1gG3 e 1gG4, y
cada uno tiene diferente actividad fijadora del complemento siendo dentro de este
grupo las mas importantes las 1gG3, posteriormente le siguen las
inmunoglobulinas IgG1 e IgG2 y por ultimo la subclase 1gG4 que es la Unica que

no presenta esta actividad (25). Esto, cobra mayor importancia en la prueba de
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fijacion de complemento, por que dependiendo del individuo, la raza y la especie
podria ser que se secretara en mayor cantidad, llegando a interferir en el resultado
de la prueba, de tal manera que nos pudiera proporcionar un resultado falso

negativo(7).

JUSTIFICACION
La prueba de fijacion de complemento es util en el diagndstico de diferentes
enfermedades, motivo por el cual se propone, su uso para determinar la presencia
de anticuerpos contra coccidioides en sueros de perros, provenientes de zonas

endémicas. Y posteriormente, ser utilizada en el diagnostico de la enfermedad.
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HIPOTESIS.

La prueba de fijacién de complemento al 100 % de hemdlisis, es una herramienta

atil para determinar la presencia de anticuerpos contra Coccidioides spp., en

perros de las zonas endémicas de México.

OBJETIVO GENERAL.

Determinar la presencia de anticuerpos contra Coccidioides spp., en el suero de

perros de zonas endémicas de Meéxico, mediante el andlisis de muestras en

pruebas pareadas y demostrar el funcionamiento de la prueba fijacion de

complemento.

OBJETIVOS PARTICULARES:

Evaluar 3 antigenos diferentes mediante la prueba de inmunodifusion doble
en gel agar, para utilizar uno, en la elaboracién del suero control positivo y
en la prueba de fijacion de complemento.

Elaborar antisueros control positivo en conejo, para la estandarizacion de la
prueba de fijacion de complemento.

Obtener y titular complemento para la prueba de fijacién de complemento.
Elaborar y titular hemolisina para la prueba de fijacion de complemento.
Estandarizar la prueba de fijacibn de complemento para determinar si
existen anticuerpos en sueros problema provenientes de perros
sospechosos y de animales clinicamente sanos, contra Coccidioides spp.
Realizar la prueba de inmunodifusion doble en gel agar para comparar los
resultados obtenidos en ésta con los de la prueba de fijacion de

complemento.
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MATERIAL Y METODOS.

Para el desarrollo de las pruebas, se obtuvieron y estandarizaron los siguientes
elementos: antigeno del hongo Coccidioides spp., suero control positivo, suero
control negativo, solucién salina amortiguadora con trietanolamina, hemolisina,

glébulos rojos de ovino, complemento y las muestras problema (Apéndice 1-5).

Antigenos.

En este trabajo se utilizaron tres antigenos, uno elaborado en el laboratorio de
Diagnostico Micoldgico de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
UNAM, identificado como AFMVZ, para el cual se siguié la metodologia que se
describe a continuacion:

En una botella Roux con medio infusion cerebro-corazén adicionado con 10 % de
glucosa se inoculd el hongo, este medio fue incubado durante 15 dias a 25° C. Al
término de la incubacion el cultivo se inactivé con tolueno y se separ6 el medio de
cultivo del micelio del hongo; el medio se filtré a través de una membrana de 0.22
um y posteriormente fue purificado mediante un proceso de didlisis utilizando una
membrana con tamafio de poro 10,000 mM; por ultimo el antigeno se concentr6 a
5.0 mg/ml, la concentracion se evalud, mediante la técnica de Bradford (23).

El segundo antigeno utilizado, fue uno comercial elaborado por el Laboratorio
Birmex, identificado como ABMX.

El tercer antigeno se elabor6 en el Laboratorio de Micologia Basica, del
Departamento de Micologia y Parasitologia de la Facultad de Medicina de la

UNAM, segun el método descrito por Toriello et al. (1991) (26), éste fue
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identificado como AFM. Para su uso, se midio la concentracién de proteina y se
ajusté a 5.0 mg/ml con ayuda de la técnica de Lowry. Los tres antigenos utilizados,
provenian del sobrenadante de cultivos miceliales de Coccidioides spp.

Para determinar que antigeno se usaria en la elaboracion del antisuero y durante
la prueba de fijacibn de complemento, los tres antigenos se sometieron a la
prueba de inmunodifusion doble en gel agar, donde se enfrentaron a un suero
positivo, para poder observar una reaccion antigeno anticuerpo, este suero se
elabord en conejo y fue proporcionado por el Laboratorio de Micologia Basica del
Departamento de Micologia y Parasitologia de la FM-UNAM. Después de correr
las pruebas, se utilizé el antigeno que demostré ser capaz de proporcionar una
respuesta positiva.

La inmunodifusion doble en gel agar, se trabajé en portaobjetos cubiertos con
agar, adicionado con 7.5 % de glicerina utilizando el diagrama descrito para la
prueba de Outchterloney (27).

En los pozos periféricos 2, 3, 5y 6 se agregaron los antigenos, en el pozo 1 se
depositd solucion salina y en el 4 se coloco el suero negativo; 30 minutos después
de haber depositado los antigenos, se coloco el suero positivo en el pozo central,
la laminilla se incub6 durante 24 - 48 horas en una camara humeda en
refrigeracion; al cumplirse el tiempo de incubacion la laminilla se lavdé en dos
tiempos, el primer lavado se realizdé con solucion de citrato de sodio al 5 % pH 7.0
durante 48 horas y el segundo con solucion salina fisiolégica pH 7.0 por 30

minutos. Realizando la lectura de los portaobjetos después de secarse (26, 28).
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Sueros Control Positivo.

Para la elaboracion del antisuero se inocul6é un antigeno de Coccidioides spp., de
manera sistémica en animales de laboratorio para desencadenar una respuesta
inmune humoral.

Este antisuero se produjo en 4 conejos Nueva Zelanda, hembras, no gestantes, de
2.0 Kg de peso, clinicamente sanas a las cuales se les realiz6 un sangrado basal
para confirmar que no tuvieran anticuerpos contra Coccidioides spp., VY
posteriormente se monitored la seroconversion, mediante la prueba de
inmunodifusion doble en gel agar (26).

Para la produccion se utilizaron dos protocolos de inmunizacién, el primero
descrito por Tully et. al. (1983) (29) y el segundo utilizado en el laboratorio de
Micologia basica da la FM-UNAM (26).

En el primer protocolo para la obtencion del antisuero, se inoculd el antigeno
elaborado en la FM-UNAM en dos conejas, llevando a cabo el siguiente calendario
de inmunizacién:

El in6culo se preparé mezclando en un homogeneizador, 4.0 ml la suspension del
antigeno y 4.0 ml adyuvante completo de Freund®, agitando con la ayuda de un
homogeneizador para obtener una emulsion (29). Las inmunizaciones se
realizaron en cada coneja el dia cero, por tres vias diferentes: subcutanea en los
cojinetes de los miembros toracicos y pélvicos, el volumen utilizado fue de 0.2 ml

en cada cojinete, 0.5 ml del antigeno intramuscularmente en los miembros

! Adyuvante completo de Freund, Sigma-AIdrich®
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toracicos y pélvicos y por ultimo 0.1 ml en ocho puntos del dorso de manera
intradérmica.

A los 21 dias se inocularon nuevamente ambos animales por via intramuscular en
los miembros toracicos y pélvicos. El dia 22 se realiz6 el sangrado en blanco por
puncién cardiaca, de las conejas previamente anestesiadas, para después separar
y obtener la mayor cantidad de suero (Cuadro 1).

Cuadro 1: Calendario de inmunizacion de conejas con antigeno de Coccidioides
spp. Tully et. al. 1983

Dia Sitio de Volumen Indicaciones
inoculacion Inoculado
0 Sangrado basal
Cojinete plantar y Se inocula en el centro de los
0.2 ml c/u "
0 palmar cojinetes plantares y palmares
Intramuscular 0.5 ml c/u En miembros toré_lcico_s y pélvicos
0 derecho e izquierdo.
0 Intradérmico 0.1 ml c/u En ocho sitios en el dorso
Muestreo. Inoculacion en miembros
21 Intramuscular 0.5 ml c/u toracicos y pélvicos derecho e
izquierdo.
22 Sangrado en blanco

En el segundo protocolo también se aplicé el antigeno elaborado en la FM-UNAM
en dos conejas, este se llevé a cabo de la siguiente manera:

Se mezclaron 0.5 ml de antigeno con 0.5 ml de adyuvante incompleto de Freund
formando una emulsion de la manera que se menciona en el primer protocolo de
inmunizacion, con un volumen final de 1.0 ml para cada inoculacion.

El esquema de inmunizacion seguido fue el siguiente: se realizé un sangrado
basal y la primer inoculacion fue el dia cero por via subcutanea, posteriormente se
inoculd de igual forma, en los dias 3, 7, 10, 14, 17. El volumen de antigeno

aplicado en cada una es de 1.0 ml (Cuadro 2).
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Cuadro 2: Calendario de inmunizacion de conejas con antigeno de Coccidioides
spp. FM, UNAM

Inmunizacion | Semana | Dia | Viadeinoculacion | Volumen de antigeno
1 1 0 Subcutanea 1.0 ml
2 1 3 Subcutanea 1.0 ml
3 2 7 Subcutanea 1.0 ml
4 2 10 Subcutanea 1.0 ml
5 3 14 Subcutanea 1.0 ml
6 3 17 Subcutanea 1.0 ml

El monitoreo se realizd a los 7 dias después de haber realizado la sexta
inoculacion.

Este esquema se repitid una vez mas en las mismas conejas teniendo un intervalo
de descanso de 15 dias entre cada ciclo de inmunizaciones. La obtencion del
suero hiperinmune fue a través de sangrado en blanco por puncién intracardiaca,
previa anestesia. Se realizaron alicuotas de 1.0 ml de este suero, las cuales se
identificaron y se mantuvieron en congelaciéon a -20° C hasta su uso en las

pruebas (26).

Sueros Control Negativo.

El suero control negativo se obtuvo de conejos serolégicamente negativos a
Coccidioides spp, en las pruebas de FC' e IDGA; Este se obtuvo por puncion
cardiaca, previa anestesia. Este se envasoé en tubos estériles con capacidad para
1.5 ml, los tubos se identificaron y se conservaron en congelacion a -20° C hasta

la realizacion de las pruebas.
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Hemolisina.

La hemolisina se elaboré segun el esquema descrito por la FAO, (1984) (30), con
glébulos rojos obtenidos de diez borregos y procesados de la siguiente forma: se
obtuvieron 300 ml de sangre con anticoagulante Alsevers (Apendice 2), a una
dilucion 1:2, mediante puncién de la vena yugular.

Los 300 ml de sangre se hemolizaron agregando el mismo volumen de agua
destilada en un matraz y agitando constantemente la mezcla.

Posteriormente se centrifug6 a 10,000 g durante 10 minutos, al termino del ciclo se
elimind el sobrenadante, el sedimento se resuspendid en agua destilada
nuevamente. Este procedimiento se repitid hasta que el sobrenadante se observo
transparente, se elimind el sobrenadante y el sedimento se mezclé con 200 ml de
solucion salina fisiolégica con pH 7.2 a 7.4 (30).

Esta suspension fue inoculada en 2 conejos Nueva Zelanda, hembras, no
gestantes, de 2 Kg de peso, clinicamente sanos, llevando a cabo el calendario de
inmunizacion descrito en el cuadro 3.

Cuadro 3. Inoculacién y sangrado de los conejos para la elaboraciéon de
hemolisina.

Dia. Inoculacion. | Via(s) deinoc. | Dosis. Monitoreo.

0 1 V. 1 ml. Sangrado basal

2 2 IV, IM. 1ml, 1ml

4 3 IV, IM. 2ml, 2 ml. Monitoreo.

6 4 IV, IM. 2ml, 2 ml. Monitoreo.

8 5 IV, IM. 2ml, 3 ml. Monitoreo.
10 6 IV, IM. 2ml, 4 ml. Monitoreo.
12 7 IV, IM. 2ml, 4 ml. Monitoreo.
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Las muestras obtenidas en los monitoreos se titularon para determinar en que
momento se realizaria el sangrado en blanco (30).

Después de la sangria de los conejos, se separ6 el suero y se inactivd a una
temperatura de 56° C a 60° C durante 30 min; ya inactivado, el suero se diluy6 en
glicerol 1:2

La hemolisina obtenida se conservé en frascos con un volumen de 5 ml cada uno,

resguardados a temperatura de congelacion a -20° C (30).

Complemento.

Para la obtencién del complemento se utilizaron 5 cobayos, los cuales previa
anestesia fueron sangrados en blanco por puncién cardiaca; una vez obtenida la
sangre, se depositd en cajas de Petri para que se formara el coagulo y se
separara el suero; ya separado el suero, este se colect6 y se centrifugd durante 5
min a 1500 g para posteriormente envasarlo en viales con 0.5 ml, los que se
conservaron en congelacion a -20° C (30).

Cabe mencionar que todos los procedimientos realizados en este trabajo, en
donde se utilizaron animales de laboratorio fueron con base en la Norma Oficial
Mexicana “Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los

animales de laboratorio” NOM-062-ZO0-1999 (31).

Titulacion del complemento y la hemolisina.

Durante la prueba de fijacion de complemento la actividad biologica del

complemento esta directamente relacionada con la de la hemolisina, por lo que
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para este trabajo las titulaciones de ambos elementos se realizaron al mismo
tiempo, para esto se utilizé el método descrito por Cunningham (1971) modificado
por Corona (2008) (24, 32).

De una solucion madre de hemolisina 1:100 se realizaron en once tubos de
ensaye 13 X 100, diluciones dobles seriadas y en pasos en SSAT para obtener las
siguientes concentraciones:

1/1,000; 1/2,000; 1/3,000; 1/4,000; 1/5,000; 1/6,000; 1/8,000; 1/10,000; 1/12,000;
1/16,000 y 1/20,000.

A todos los tubos se les agregd 0.4 ml de SSAT, 0.2 ml complemento de cobayo
previamente diluido 1/20 y 0.2 ml de GR ovino al 2 % (Apéndice 3).

En otra serie de 10 tubos se agregd C’ diluido 1/20 en las siguientes cantidades
por tubo:

0.02 ml; 0.04 ml; 0.06 ml; 0.08 ml; 0.10 ml; 0.12 ml; 0.14 ml; 0.16 ml; 0.18 ml y
0.20 ml.

Después se le agregd a cada tubo el volumen de SSAT necesario para obtener un
volumen 0.6 ml, posteriormente se incub6 toda la gradilla en bafio Maria a 37° C
por 60 min, realizando la lectura de la hemolisina a los 30 min, esto para obtener
el titulo, el cual es la dltima dilucién en la que se observa el 100% de hemdlisis y
por lo tanto, se puede decir que también se encuentra una unidad de hemolisina.
Posteriormente, se preparo el sistema hemolitico tomando en cuenta el titulo de la
hemolisina para poder proporcionar dos unidades hemoliticas, se incub6 por 30
min en bafio Maria a 37 °C junto con los tubos de complemento. Al término de la
incubacion se agregaron 0.4 ml de sistema hemolitico a los tubos de complemento

y se incubaron por 30 min mas.
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La lectura de la titulacién del complemento se realizé buscando el tubo con menor
cantidad de complemento en el que se pudo observar un 100 % de hemdlisis, que

indica que en esa dilucion se encuentra una unidad de complemento (Apéndice 4).

Glébulos rojos de ovino.

Esta es una suspension de eritrocitos de ovino concentrados al 2 % (Apéndice 3) y
estandarizados mediante el uso de espectrofotometria para medir la densidad

Optica, utilizando luz visible con a una longitud de onda de 540 nm (33).

Titulacion del antigeno

Para la titulacion del antigeno se realizaron diluciones desde 1/100 hasta 1/1200,
cada dilucion se enfrentdé suero control positivo y el negativo. La prueba incluyé
controles anticomplementarios para cada suero y los correspondientes a los otros
elementos incluidos en la prueba como se muestra a continuacion:

A las diluciones de suero positivo y negativo, Ag-C’ y C’ se les agrego6 0.2 ml de
Ag; a los controles anticomplementarios se les agregdé 0.2 ml de SSAT.
Posteriormente se agregaron 0.2 ml con 2 U de complemento excepto a las
columnas de los controles de Ag y SH. Los tubos se incubaron en bafio Maria a
37° C por 60 minutos junto con el SH. Después se agregd 0.4 ml del sistema
hemolitico a todos los tubos de la gradilla y se incubd por 30 minutos mas. La
dilucion del Ag que se selecciond fue aquella en la cual se observé una clara
diferencia entre una reaccién positiva y una negativa, asi como la reaccién

esperada en cada uno de los controles (Apéndice 5).
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Procesamiento de las muestras.

Para la prueba de fijacion de complemento, se obtuvieron muestras de suero de
perro, a partir de sangre periférica extraida de la vena radial de cada uno de los
animales muestreados.

Las muestras se obtuvieron con tubos vacutainer sin anticoagulante, se
conservaron a temperatura ambiente por 20 min y después fueron refrigeradas
hasta llegar al laboratorio, donde se centrifugaron a 1500 g durante cinco minutos.
Al término de este tiempo se extrajo el suero y se resguardd en viales, en

congelacion a -20° C, hasta el momento de la prueba.

Prueba de Fijacion de Complemento.

Las muestras se descongelaron y a todos los sueros se les dio un tratamiento
anticomplementario previo a la prueba el cual consistié en lo siguiente:

Se realizé una dilucion 1:2 en SSAT con 7 % de complemento; se incubaron a 37°
C durante una hora; al termino de la hora se sometieron a otro proceso de
incubacion de 56° C a 60° C durante 30 minutos.

Una vez inactivado el complemento de los sueros, se procedid a trabajar las
pruebas de fijacion de complemento. Estas se realizaron en microplacas de 96
pozos, de donde se utilizaron seis pozos en fila, cuatro para realizar las diluciones
de prueba que correspondieron a las siguientes: pozo 1: 1/2, pozo 2: 1/4, pozo 3:
1/8 y pozo 4: 1/16 y los pozos 5y 6 para controles anticomplementarios. En cada

placa se colocaron los siguientes controles de prueba: control de complemento,
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control de antigeno, control de antigeno-complemento y control del sistema
hemolitico, asignado para cada uno, dos pozos.

Para las diluciones de los sueros, se agregaron 0.025 ml de SSAT en los pozos
2, 3y 4, también el pozo 6 asi como en el control de prueba antigeno; en los
controles de prueba de antigeno y complemento, se depositaron 0.050 ml de
SSAT y en el control de sistema hemolitico se depositaron 0.075 ml de SSAT.

En el pozo 1y en el pozo 5, se depositaron 0.05 ml suero; se tomaron 0.025 ml de
suero del pozo 1 y se depositaron en el pozo 2; se homogenizo; el paso anterior
se repiti6 tomando 0.025 ml de dilucion del pozo receptor y depositandolo en el
pozo siguiente de la fila repitiendo este paso hasta el pozo 4 de fila de trabajo, de
donde se tomaron 0.025 ml y se eliminaron. Se obtuvo un volumen final de 0.025
ml, en los cuatro pozos; posteriormente se tomaron 0.025 ml de suero del pozo 5y
se depositaron en el pozo 6 de la misma fila; se homogenizé; se agregaron 0.025
ml de SSAT a los pozos 5y 6.

Ya realizadas las diluciones de los sueros, se agregaron 0.025 ml de antigeno a
cada pozo y a los pozos de controles de antigeno y antigeno complemento.
Inmediatamente después se agregaron 0.025 ml de complemento, a todos los
pozos excepto a los pozos de control de antigeno y de sistema hemolitico.

Las placas se incubaron durante 60 minutos a 37° C, en el transcurso de este
tiempo se prepard el sistema hemolitico y se incubo junto con las placas, hasta
que se termind el tiempo de incubacion de éstas. El tiempo de incubacion del SH
fue de 30 minutos y se homogenizé suavemente cada 15 minutos.

Al terminar el tiempo de incubacion se retiro el sistema hemolitico del bafio Maria,

se homogeneizd y se agregaron 0.05 ml a todos los pozos de las placas, éstas se
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homogeneizaron con golpecillos suaves en los lados y se incubaron 30 minutos a
37° C en bafio Maria.

La lectura de la prueba se realizé a partir de los primeros 5 minutos después de
haber iniciado el ciclo de incubacion y cada cinco minutos después hasta que los

controles trabajaron o hasta que se completaron los 30 minutos.

Tratamiento Anticomplementario.

Ademas del tratamiento anticomplementario que inicialmente se les realizé a los
sueros, a aquellos que mostraron actividad anticomplementaria, se les dio un
tratamiento anticomplementario alterno, el cual consistié en diluir los sueros
volumen a volumen, en cloroformo e incubarlos durante 20 minutos. Al termino del
tiempo de incubacién, los sueros fueron centrifugados durante 5 min a 1500 g, se
recuperd el sobrenadante con cuidado de no colectar el sedimento ni el
cloroformo, el sobrenadante se diluyd 1/2 en SSTA al 5% de albumina sérica
bovina y 20% de complemento de cobayo. Después se incubd en bafio Maria a
37° C durante una hora y a 56° C — 60° C durante 30 minutos, al terminar este

tiempo se procedi6 a trabajar la prueba de FC’ (34).

Prueba de Inmunodifusion Doble en Gel Agar.

Para esta prueba se utilizé el AFM y el control positivo elaborado en la FMVZ-
UNAM para la prueba de FC'. Esta prueba se trabajo de la misma manera como
se describe en la seccion “Antigenos”, cambiando Unicamente la disposicion de

estos como se describe a continuacion:
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En los pozos periféricos 2, 3, 5y 6 se agregaron muestras; en el pozo 1 se colocé

el suero positivo y en el 4 se coloco el suero negativo (26, 28).

Muestras

Los sueros evaluados en este trabajo se obtuvieron de dos estados de la
Republica (Sonora y Chihuahua) y el Distrito Federal. Las muestras de cada
estado se dividieron en dos grupos: las obtenidas de animales llevados a clinicas
veterinarias y las obtenidas de animales remitidos a centros antirrabicos. El
tamafio de muestra tomado fue de 106 de centros antirrabicos y 78 de perros de
clinicas.

Las muestras obtenidas de los estados de Sonora y Chihuahua, considerados
como endémicos, fueron las problema y las obtenidas en el Distrito Federal,
considerado como no endémico o libre y se utilizaron como controles negativos.
Las muestras se distribuyeron como se indica en el cuadro 4.

Cuadro 4: Sueros de perros de clinicas y de centros antirrabicos.

ESTADO CLINICA ANTIRRABICO TOTAL

Chihuahua y Sonora 30 46 76

Distrito Federal 48 60 108
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RESULTADOS

Antigenos
Los antigenos, utilizados en la prueba de inmunodifusion doble en gel agar, nos

dieron los siguientes resultados (Cuadro 5):

Cuadro 5: Resultados de obtenidos en las pruebas de inmunodifusion doble en gel
agar para eleccion del antigeno.

Antigeno Inmunodifusién doble en gel
agar
FMVZ Negativo
ABMX Negativo
AFM Positivo

El antigeno de Coccidioides spp producido en el laboratorio de micologia béasica
del departamento de micologia y parasitologia de la FM-UNAM, fue el Unico que
reacciono con el suero positivo durante la prueba (Cuadro 5), utilizandolo para la
elaboracion del suero control positivo, asi como para las pruebas de fijacion de

complemento e inmunodifusion doble en gel agar.

Figura 2: Prueba de inmunodifusion doble en gel agar, donde se observa
una reaccion Positiva en los pozos del antigeno AFM
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Suero Control Positivo

El antisuero producido para la realizacion del trabajo fue usado como suero
control positivo y se evalué mediante las pruebas de fijacion de complemento e
inmunodifusion doble en gel agar para comprobar la seroconversion, lo cual se
representa en el cuadro 6.

Cuadro 6: Seroconversion en los diferentes calendarios de inmunizacion.

Calendario de inmunizacion | Fijacion de complemento | Inmunodifusion doble

en gel agar
Tulli Et all. 1/16 (+) Positivo
FM 1/32 (+) Positivo

El antisuero obtenido mediante el protocolo recomendado por el Laboratorio de
Micologia Bésica del Departamento de Micologia y Parasitologia de la FM-UNAM,

fue el que se eligi6 para la prueba ya que fue el tuvo mejor seroconversion.

Hemolisina

La hemolisina producida nos dio un titulo de 1/10,000. Esto quiere decir que
podemos diluir nuestra hemolisina 10,000 veces y en el volumen final
obtendremos una unidad de hemolisina (cantidad suficiente para sensibilizar al
100 % de una suspensiéon de globulos rojos de borrego preparada al 2 %). Para
la prueba se requieren dos unidades de hemolisina por lo que se utilizé la dilucién

1/5,000.
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Complemento

El complemento utilizado para este trabajo tuvo un 100 % de hemolisis hasta el
tubo donde se agregaron 100 ul de complemento, lo que quiere decir que en este
tubo hay una unidad de complemento. Al igual que en la hemolisina, de

complemento se necesitan 2 unidades de complemento.

Titulacion del Antigeno

Para la titulacion del antigeno se utilizaron suero control positivo y suero control
negativo. La dilucion seleccionada del antigeno fue aquella en la que se observé
sedimentacion en las diluciones del suero positivo y hemdlisis en las diluciones de
los controles anticomplementarios del mismo; y hemolisis tanto en las diluciones
del suero negativo como en sus controles anticomplementarios, y en los controles

utilizados para la titulacién los siguientes resultados:
Control de complemento: hemolisis
Control de sistema hemolitico: sedimentacion
Control de antigeno: sedimentacion

Controles de antigeno-complemento: hemodlisis.
El antigeno AFM tuvo un titulo de 1/600, por lo que fue utilizada esta dilucion para

la prueba de fijacion de complemento.
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Resultados de las Muestras.

Prueba de Fijacion de Complemento

La lectura de la prueba de fijacion de complemento se realizo de igual manera que
la titulacion del antigeno, cabe mencionar que para realizar la lectura de las
muestras fue necesario revisar primero los controles; se procedié ha realizar la
lectura ya que los resultados fueron los esperados, considerando satisfactoria la
prueba. Los resultados obtenidos se describen en el cuadro 7.

Cuadro 7: Resultados de la prueba de Fijacion de Complemento de sueros de perros
muestreados, de zonas endémicas, y de una zona no endémica de México.

Prueba de Fijacién del Complemento

Sueros de perros muestreados en clinicas

Resultados
Procedencia Positivos Negativos Anticomplementarios
Chihuahuay 1/30 (3.3%) | 21/30(70.0 %) 8/30 (26.6 %)
onora
Distrito Federal 0/48 (0 %) 11/48 (22.9%) 37148 (77.0%)

Sueros de perros muestreados en centros antirrabicos

Resultados
Procedencia Positivo Negativo Anticomplementarios
Cfgh“h“a y 2146 (4.3 %) 11/46 (23.9 %) 33/46 (71.7 %)
onora
Distrito Federal 4/60 (6.6 %) 51/60 (85.0%) 5/60 (8.3%)
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Inmunodifusién Doble en Gel Agar

La interpretacion de la prueba de IDGA es de manera cualitativa, es decir solo se
obtiene resultado positivo o negativo.

Se considera positivo si se presentan lineas de precipitacion en el agar entre el
pozo central y el o los de la periferia, lo que indica que hubo reaccidén antigeno-
anticuerpo, confirmandose asi la presencia de anticuerpos contra Coccidioides
spp. Por otro lado, la reaccién negativa es la ausencia de lineas de precipitacion
(Cuadro 8).

Cuadro 8: Concentrado de resultados de la prueba de Inmunodifusion Doble en Gel

Agar en sueros de perros de zonas endémicas, y de una zona no endémica de
México.

Prueba de Inmunodifusion Doble en Gel Agar

Sueros de perros muestreados en clinicas

Resultados
Estados Positivo Negativo
Chihuahua y Sonora 2/30 (6.6 %) 28/30 (93.3%)
Distrito Federal 1/48 (2.0 %) 47148 (97.9 %)

Sueros de perros muestreados en centros antirrabicos

Resultados
Estados Positivo Negativo
Chihuahua y Sonora 6/46 (13.0%) 40/46(86.9 %)

Distrito Federal 4/60(6.6 %) 56/60(93.3 %)
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En resumen, se obtuvieron 7 animales positivos, 94 animales negativos y 83
anticomplementarios para la prueba de Fijacion del Complemento, mientras que
en la prueba de inmunodifusion doble en gel agar se observaron 13 animales

positivos y 171 animales negativos.
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DISCUSION

El antigeno utilizado en la prueba fue el AFM, debido a que con este se obtuvieron
reacciones positivas en las pruebas realizadas. El antigeno ABMX no fue utilizado
ya que no presentd reaccion al ser enfrentado contra el suero control positivo, (7)
el antigeno AFMVZ no presento6 reaccion en ninguna de las dos pruebas a las que
se sometio, lo que se contrapone a lo reportado por Pappagianis et al (1990), (23).
En 1997, Toriello et al, mencionan que los antigenos crudos actian mejor en
pruebas de coccidioidina e inmunodifusién doble en gel agar, mientras que los
antigenos purificados sirven mejor en las pruebas de intradermoreaccion. Los
resultados obtenidos en este trabajo en cuanto al uso del antigeno AFM estan
respaldados por el estudio de Hernandez (2009), (4) en el cual menciona que los
antigenos de Coccidioides spp. denominados crudos, contienen una cantidad de
mezcla antigénica de proteina y carbohidratos que varia entre cada lote de
antigeno, por lo que se estandariz6 la cantidad de proteina y de carbohidratos
presentes en éste, para poder obtener una coccidioidina que produzca una mayor
actividad biologica.

AFM es un antigeno crudo preparado de un filtrado micelial de Coccidioides spp.,
probado constantemente durante el analisis de intradermoreaccion y en la prueba
de inmunodifusion doble en gel agar, en esta Ultima enfrentandolo contra
anticuerpos especificos contra esta especie de hongos, (4) este antigeno present6
un efecto anticomplementario durante su titulacion, hasta la dilucion 1/10, este

efecto es reportado en antigenos crudos obtenidos de micelios, pero para el
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presente trabajo este efecto se elimind al disminuir su concentracion, obteniendo
una dilucion de trabajo de 1/600.

La prueba de fijacion de complemento es la prueba que mas se ha utilizado para
el diagnostico de la coccidioidomicosis en humanos, debido a que con ella se
puede determinar la presencia de inmunoglobulinas de tipo IgG. Estas aparecen a
partir de la segunda semana después del inicio de la infeccion, permaneciendo
por meses en pacientes con la enfermedad en sus diferentes manifestaciones
clinicas y no solo durante las tres primeras semanas posteriores al primer contacto
con el hongo. Como ocurre con las inmunoglobulinas de tipo IgM, también se sabe
que el titulo de los anticuerpos IgG esté directamente relacionado con el grado de
infeccion por lo que la prueba de fijacion del complemento es una herramienta
adecuada para dar seguimiento de la enfermedad en pacientes durante la
administracion de tratamientos (3). En el presente trabajo, se observo que a pesar
de ser una prueba con bastantes bondades para el diagnéstico de la
coccidioidomicosis en humanos, la prueba de fijacion de complemento no es de
utilidad para el diagnéstico en perros. El principal problema es la presencia del
fendbmeno anticomplementario, el cual no permite observar un resultado
satisfactorio debido a que de manera inespecifica inhibe la fijacion del
complemento por la via clasica, al estar expuesto a un complejo antigeno-
anticuerpo tanto en la fase visible como en la invisible de dicha prueba,
arrojandonos a la lectura una sedimentacion que se confunde facilmente con un
resultado positivo en cada dilucion de la prueba. A pesar de que se han realizado
trabajos en los cuales se sometieron sueros de perro a esta misma prueba con

resultados adecuados (ausencia de efecto anticomplementario) (23), Shubitz
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(2007) reporta que la prueba no se puede trabajar en sueros de perro por la
presencia de este efecto (12), En el presente trabajo se realizd la prueba
obteniendo titulos de anticuerpos en algunos sueros, aunque también se
encontraron resultados negativos en el total de sueros trabajados, encontramos un
alto porcentaje de efecto anticomplementario. Por otra parte, los tratamientos
anticomplementarios mencionados para el diagnéstico de enfermedades por la
Oficina Panamericana de la Salud (11), utilizados para eliminar el fendmeno
anticomplementario de los sueros no fueron efectivos, ya que a pesar de poder
eliminar en algunos sueros este fendmeno, el resultado no se pudo observar en
mas del cincuenta por ciento de los sueros tratados de esta manera.

La cantidad de sueros en los cuales se pudo determinar la presencia de
anticuerpos contra Coccidioides spp., ho es despreciable en cuanto al tamafio de
muestra, pues si tomamos en cuenta las incidencias reportadas en algunos
estudios epidemioldgicos de la enfermedad en otras especies, encontraremos que
varia mucho, entre un 9 a 80% (35). Por otra parte, es importante saber si en caso
de que alguno de los animales muestreados, tuvo contacto con el agente
etiolégico de la enfermedad, en que etapa de la infeccion se encuentra, debido a
que la presencia de inmunoglobulinas de tipo IgG, aparece varias semanas
después de que se da el primer contacto y perduran por meses (5). Mientras que
las inmunoglobulinas IgM, aparecen desde la primo infeccion.

De los resultados positivos obtenidos en el Distrito Federal es necesario
determinar si existen reacciones cruzadas con alguna enfermedad de las
mencionadas por Papaggianis, (1990) (23) y Levine et al. (1975) (6) enfrentando

los sueros positivos contra los antigenos mencionados por estos autores, lo cual
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no fue posible realizar por falta de antigenos y sueros control. Por ello, no se
puede descartar la presencia de estas reacciones en la prueba, a pesar de que
también mencionan que la reaccion cruzada se presenta cuando se enfrenta un
suero positivo a histoplasmosis contra el antigeno de coccidioidomicosis y cuando
hay una reaccién cruzada los titulos son muy bajos. Por otra parte, la reaccién es
mas intensa cuando ésta se da entre un paciente positivo a coccidioidomicosis y
se enfrenta contra un antigeno de Histoplasma capsulatum o Blastomyces

dermatitidis (23).
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CONCLUSIONES

El antigeno AFM utilizado durante la estandarizacion de fue capaz de unirse
a anticuerpos contra antigenos de Coccidioides spp. en la prueba de
fijacion de complemento.

Usando la prueba de fijacibn de complemento se pudo determinar la
presencia de anticuerpos en el suero de perro, pero también se obtuvieron
un gran numero de resultados anticomplementarios por lo que no podemos
decir que esta prueba es una herramienta util para la determinacion de
anticuerpos especificos contra Coccidioides spp.

La prueba de inmunodifusién doble en gel agar, puede determinar la
presencia de anticuerpos contra Coccidioides spp, por ello se sugiere su

uso como alternativa para el diagndéstico de coccidioidomicosis en perros.
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APENDICES

Apéndice 1: Solucion salina amortiguadora con trietanolamina (solucién 5X)

En un matraz de 1.0 L, disolver 37.5 g de cloruro de sodio (NaCl) en 600 ml
de agua destilada.

Agregar 88.5 ml de acido clorhidrico (HCI) 1 N y agitar.
Agregar 14.0 ml de trietanolamina.

Agregar 0.6 ml de MgCl,4.16 My 0.6 ml de CaCl, 1.25 M.
Aforar a 1000 ml con agua destilada.

La solucion 5X se puede conservar en refrigeracion por varios meses.

Soluciéon 1X

Realizar una dilucion 1/5 de la solucién 5x con agua destilada.

Ajustar el pH entre 7.3 — 7.4 con NaOH 7 N o HCI reactivo analitico.

Apéndice 2: Anticoagulante Alsever

En un matraz de 1.0 L, disolver 20.5 g de Dextrosa (CsH1206) €en 600 ml de
agua destilada.

Agregar 8.0 g de citrato de sodio (NazCgHs07 ¢ 2H,0).
Agregar 0.55 g de acido citrico (CgHgO).

Agregar 4.20 g de cloruro de sodio (NaCl).
Aforar a 1000 ml con agua destilada.

Esterilizar en autoclave a 121 °C/10 Ib/10 minutos.
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e Guardar en refrigeracion.

La proporcion de anticoagulante y sangre debe ser de 1:1.

Apéndice 3: Suspension de glébulos rojos al 2 %
De una suspension de glébulos rojos de ovino, mantenidos en Alsever a
temperatura de refrigeracion:
1. Tomar 4 ml del paquete celular y colocarlos en un tubo de ensaye
(13X100).
2. Centrifugar el tubo a 1500 g durante 5 minutos.
3. Eliminar el sobrenadante.
4. Agregar un volumen de SSAT igual al eliminado.
5. Homogeneizar suavemente hasta que se encuentren bien mezclados.
6. Repetir los puntos 2 al 5 tres veces mas.
7. Alfinalizar la ultima centrifugacion eliminar el sobrenadante y obtener el
paquete celular.

8. Diluir 1 ml del paquete celular en 49 ml de SSAT.

Apéndice 4: Titulacién de Hemolisinay Complemento

Preparar una diluciéon 1/100 de hemolisina, agregando 0.1 ml de solucién madre
de hemolisina, en solucién salina amortiguada con trietanolamina (SSAT).
Después realizar diluciones seriadas de la hemolisina de la siguiente forma:

e Colocar 3 series de tubos en una gradilla, la serie 1 con 5 tubos, identificar con

nameros consecutivos del 1 al 5, las series 2 y 3, con 3 tubos; en la serie 2 los
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tubos se identificar con numeros consecutivos del 6 al 8 y en la serie 3 con los
nameros 9, 10y 11

Depositar en el tubo 1, 0.9 ml de SSAT y en los tubos 6 y 9, 0.4 ml de SSAT.
Agregar a los tubos restantes de todas las series, 0.2 ml de SSAT.

tomar 0.1 ml de la diluciéon 1/100 de hemolisina y depositar en el tubo 1 con 0.9
ml de SSAT, homogeneizar subiendo y bajando 7 veces el volumen del tubo.
Tomar del tubo 1, 0.2 ml y pasar al tubo 6 homogeneizar

Tomar del tubo 1, 0.1 ml y pasar al tubo 9, homogeneizar

Posteriormente tomar 0.2 ml del tubo 1 y depositar en el tubo 2, homogeneizar.
Tomar 0.2 ml del tubo 2 y depositar en el tubo 3, homogeneizar.

Tomar 0.2 ml del tubo 3 y depositarlos en el tubo 4, homogeneizar.

Tomar 0.2 ml del tubo 4 y depositarlos en el tubo 5, homogeneizar.
Desechar 0.2 ml del tubo 5.

Tomar 0.2 ml del tubo 6 y depositar en el tubo 7, homogeneizar.

Tomar 0.2 ml del tubo 7 y depositar en el tubo 8, homogeneizar.
Desechar 0.2 ml del tubo 8.

Tomar 0.2 ml del tubo 9 y depositar en el tubo 10, homogeneizar.

Tomar 0.2 ml del tubo 10 y depositar en el tubo 11, homogeneizar.

Desechar 0.2 ml del tubo 11.

Por ultimo eliminar, del tubo 9, 0.2 ml de dilucién, del tubo 6, 0.2 ml y del tubo
1, 0.3 ml de diluciéon obteniendo como resultado el mismo volumen en cada

tubo,
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Al final se obtienen las siguientes diluciones: Tubo 1: 1/1000, Tubo 2: 1/2000,
Tubo 3: 1/4000, Tubo 4: 1/8000 y Tubo 5: 1/16000, Tubo 6: 1/3000, Tubo 7:
1/6000, Tubo 8: 1/12000, Tubo 9: 1/5000, Tubo 10: 1/10000 y Tubo 11:
1/20000.

Preparar una dilucion 1:20 de complemento en SSAT.

Agregar 0.2 ml de la solucion 1:20 de complemento a los 11 tubos de
hemolisina.

Agregar a los 11 tubos 0.4 ml de SSAT.

Preparar una suspension de gldébulos rojos de ovino al 2 % en SSAT (Apéndice
2).

Depositar 0.2 ml de la suspension de glébulos rojos de ovino al 2 %, a los 11
tubos de la hemolisina.

Incubar durante una hora en bafo maria a 37° C.

La titulacion del complemento se realizé al mismo tiempo que la titulacion de la

hemolisina, como se describe a continuacion:

En una gradilla colocar 10 tubos de ensaye e identificar del 1 al 10.

Preparar una dilucion 1/20 de complemento en SSAT.

Depositar las siguientes cantidades de la dilucion 1:20 complemento a cada
tubo: Tubo 1: 0.02 ml, tubo 2: 0.04 ml, tubo 3: 0.06 ml, tubo 4: 0.08 ml, tubo 5:
0.10 ml, tubo 6: 0.12 ml, tubo 7: 0.14 ml, tubo 8: 0.16 ml, tubo 9: 0.18 mly tubo
10: 0.20 ml.

Posteriormente agregar a los tubos de complemento las siguientes cantidades

de SSAT: al tubo 1: 0.58 ml de SSAT, al tubo 2: 0.56 ml de SSAT, al tubo 3:
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0.54 ml de SSAT, al tubo 4: 0.52 ml, al tubo 5: 0.5 ml de SSAT, al tubo 6: 0.48
ml de SSAT al tubo 7: 0.46 ml de SSAT, al tubo 8: 0.44 ml de SSAT, al tubo 9:
0.42 ml de SSAT y en el tubo 10: 0.4 ml de SSAT y a todos los tubos de
hemolisina 0.4 ml de SSAT,;

Al terminar de colocar la solucion SSAT, meter a incubar en bafio maria,
durante 30 minutos a 37° C, este procedimiento se hace simultaneamente al de
los tubos de la hemolisina.

Al pasar los primeros 30 minutos del tiempo de incubacion, retirar del bafio
maria, los tubos de la hemolisina, y realizar la lectura para determinar en

donde se encuentra el titulo de la hemolisina.

El titulo de la hemolisina se toma como la Ultima dilucién de hemolisina en donde

se pudo observar el 100 % de hemodlisis.

Para saber en que dilucion se encuentra el titulo, los tubos se acomodaron

iniciando con la dilucion 1/1000 y terminando en la dilucion 1/20000. Para realizar

la prueba del 100 % de hemdlisis se requieren dos unidades de hemolisina, las

cuales se encuentran en la dilucién inmediata anterior a la dilucion en la que se

observo el 100 % de hemodlisis.

Una vez determinado el titulo de la hemolisina realizar los calculos necesarios
para preparar el sistema hemolitico, utilizando dos unidades de hemolisina.
Poner a incubar el sistema hemolitico en bafio maria a 37° C por el tiempo que
le resta al complemento.

Al terminar el tiempo de incubacién agregar 0.4 ml de sistema hemolitico a

cada tubo.
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Incubar nuevamente la gradilla durante 30 minutos en bafio maria a 37° C.

Al finalizar el tiempo de incubacion, realizar la lectura de la prueba.

La lectura se hace buscando el dltimo tubo con 100 % de hemodlisis lo que nos

indicé en que dilucion de complemento se obtuvo una unidad de complemento (24,

33)

Apéndice 5: Titulacion del Antigeno.

La titulacion del antigeno se realiza de la siguiente manera:

Preparar el sistema hemolitico con 2 unidades de hemolisina.

Diluir los sueros control positivo y negativo 1/2 en volumen final de 5.0 ml con
SSAT con 7 % de complemento.

Inactivar los sueros a 60° C durante 30 minutos y dar tratamiento

anticomplemetario a 37° C por 60 minutos.

Colocar en una gradilla 90 tubos, realizar diluciones seriadas de los sueros control

positivo y negativo, asi como a sus controles anticomplementarios siguiendo el

procedimiento descrito a continuacion:

Colocar 1.2 ml de SSAT a los tubos A, de las columnas 2, 3y 4.

Agregar a todos los tubos de la columna 1, 0.2 ml del suero diluido 1/2 e
inactivado.

Colocar al tubo A de la columna 2, 1.2 ml del suero diluido 1/2 e inactivado.
Homogeneizar pipeteando 7 veces para obtener una dilucién 1/4 y pasar 1.2 ml
al tubo A de la columna 3.

Pasar de la dilucién 1:4, 0.2 ml a cada uno de los tubos de la columna 2.
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Homogeneizar el tubo A de la columna 3 pipeteando 7 veces para obtener una
dilucion 1/8 y pasar 1.2 ml al tubo A de la columna 4.

Pasar de la dilucién 1/8, 0.2 ml a cada uno de los tubos de la columna 3.
Homogeneizar el tubo A de la columna 4 pipeteando 7 veces para obtener una
dilucion 1/16 y pasar 0.2 ml a cada tubo de la columna 4.

Desechar 1.2 ml del tubo A de la columna 4, obteniendo al finalizar en cada

tubo, 0.2 ml de la dilucion correspondiente.

Para las diluciones del control anticomplementario del suero control positivo, llevar

a cabo el siguiente procedimiento:

Colocar 0.2 ml de suero positivo diluido e inactivado, a todos los tubos de la
columna 5 1.2 ml al tubo A de la columna 6.

Colocar 1.2 ml de suero positivo diluido e inactivado, al tubo A de la columna 6.
Agregar 1.2 ml de SSAT al tubo A de la columna 6 homogeneizar pipeteando 7
veces, para obtener una dilucion 1:4.

Pasar 0.2 ml del tubo A de la columna 6 a todos los tubos de esta y se elimina
1.2 ml del tubo A, quedando en todos los tubos un volumen de 0.2 ml.

El suero control negativo se diluye de la siguiente forma:

Colocar 1.2 ml de SSAT en el tubo A de la columna 8.

Colocar en cada tubo de la columna 7, 0.2 ml de suero negativo previamente
diluido 1/2 e inactivado.

Agregar en el tubo A de la columna 8, 1.2 ml de suero negativo previamente

diluido 1/2 e inactivado.
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e Homogeneizar pipeteando 7 veces, para obtener una dilucion 1/4 del suero

negativo.

e Pasar del tubo A de la columna 8, 0.2 ml a cada tubo de la misma y eliminar al

final 1.2 ml del tubo A de la columna 8 para obtener en todos los tubos 0.2 ml.

e Los controles anticomplementarios del suero control negativo se trabajan igual

que los controles del suero positivo, dichos controles se colocan en las

columnas 9 y 10 de la gradilla.

También se utilizaron controles para la prueba de titulacion los cuales fueron:

Control de antigeno (AQ).
Control de antigeno complemento (Ag-C’).
Complemento (C’).

Sistema hemolitico (SH).

Dichos controles se trabajan de la siguiente manera:

Agregar 0.2 ml de SSAT a todos los tubos de la columna 11, 0.4 ml de
SSAT a todos los tubos de las columnas 12 y 13 y por ultimo 0.6 ml de
SSAT atodos los tubos de la columna 14

Al terminar de realizar las diluciones de los sueros controles con SSAT, la
gradilla quedd con los siguientes volimenes.

Después de haber realizado las diluciones de los sueros, en una gradilla
aparte realizar diluciones del antigeno desde 1/100 hasta 1/600 y de cada
dilucion agregar 0.2 ml a cada hilera de tubos de las diluciones de control
positivo, control negativo y los controles Ag y Ag-C’ unicamente.

Posteriormente se agregdé 0.2 ml. de SSAT a los controles
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anticomplementarios de suero positivo y negativo (como volumen
compensatorio).

Después agregar 0.2 ml de complemento a todos los tubos, a excepcion de
los tubos de las columnas 13y 14.

Incubar la gradilla, a 37° C durante 60 minutos en bafio maria, agitando
cada 15 minutos; a los 30 minutos de incubacion, meter a incubar el
sistema hemolitico y al finalizar el tiempo de incubacion agregar 0.4 ml de
sistema hemolitico a todos los tubos, incluyendo controles
anticomplementarios y controles de la prueba, la gradilla se incubo
nuevamente la gradilla durante 30 minutos a 37° C.

Al finalizar el tiempo de incubacion se procedié a hacer la lectura (24,33).
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