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ANTIGENOS FUNGICOS, CONTROLES POSITIVOS Y PLACAS DE

INMUNODIFUSION PARA SU UTILIZACION EN LA PRUEBA DE
INMUNODIFUSION (ID)

Para su utilizacion en el sistema de anticuerpos
fungicos ID REF ID ID1001, Sistema de
anticuerpos de Candida ID REF CA1001 Reactivos
individuales y placas de inmunodifusion

USO PROPUESTO

Los reactivos de inmunodifusion (ID, por sus siglas en
inglés) estan disefiados para detectar los anticuerpos del
paciente dirigidos contra Aspergillus, Blastomices, Candida,
Coccidioides, Histoplasma o Paracoccidioides en el suero
del paciente para facilitar el diagnostico de cada enfermedad
respectiva.

EXPLICACION

Aspergilllus spp; Blastomices dermatitides, Candida spp;
Coccidioides immitis, Coccidioides posadasii, Histoplasma
capsulatum y Paracoccidioides brasiliensis son los agentes
causales de la micosis muy arraigada. El diagndstico de
estos hongos presenta un desafio para el laboratorio de
microbiologia y el médico. Radiograficamente, las lesiones
producidas por hongos sistémicos (todos los mencionados
anteriormente, a excepcion de Candida) pueden ser dificiles
de distinguir de otras enfermedades infecciosas (p. €j.,
M. Tuberculosis) o enfermedades neoplasicas (23). A
menudo, los sintomas son apenas notables y pueden imitar
diversas neumonias, sarcoidosis, cancer y otras
enfermedades. En cultivos e histolégicamente los
organismos pueden ser dificles de demostrar, incluso
después de repetidos intentos. A excepcién de Asperqgillus 'y
Candida, el crecimiento es muy lento y requiere de 2 a
6 semanas (26). Con frecuencia, la serologia ofrece la Unica
evidencia disponible para guiar un tratamiento, sugerir un
pronodstico o conducir a la seleccién de técnicas de
diagnostico mas definitivas, tales como cultivo intensivo o
biopsia (23). Por otra parte, la serologia semicuantitava,
tales como la prueba de fijacion del complemento (CF, por
sus siglas en inglés) o la ID semicuantitativa, pueden
proporcionar informacion importante sobre los efectos de la
terapia (23,24). La prueba de ID es una prueba cualitativa o
semicuantitativa empleada para la deteccion de la
precipitacion de anticuerpos en pacientes con supuesta
micosis. Ademas, la prueba de ID es una técnica rapida y
confiable que proporciona una presunta evidencia de
infeccion. Los sueros anticomplementarios en la prueba de
CF pueden comprobarse mediante el uso de esta técnica.
La prueba de ID también proporciona datos especificos
sobre las reacciones obtenidas por la prueba de CF. No se
necesita un equipo costoso y la técnica es lo suficientemente
simple para que se lleve a cabo en cualquier laboratorio,
disponiendo asi de una excelente herramienta de
diagndstico.

TABLA 1: Pruebas de serodiagndstico para anticuerpos en
enfermedades micéticas
Enfermedad ID CF LA EIA
Aspergilosis X X
Blastomicosis X X
Candidiasis X
Coccidioidomicosis X X X X
Histoplasmosis X X X
Paracoccidioidomicosis X

ASPERGILOSIS:

Existen tres tipos de aspergilosis: aspergilosis invasiva (IA,
por sus siglas en inglés), aspergilosis alérgica
broncopulmonar (ABPA) y aspergiloma (19). La prueba de
ID resulta muy util en el diagnéstico de ABPA y aspergiloma,
los dos tipos de aspergilosis observados en personas
inmunocompetentes donde la infeccién puede relacionarse
con un aumento de anticuerpos especificos (19). Se pueden
encontrar precipitinas en >90 % de los pacientes con
aspergiloma y en el 70 % de los pacientes con ABPA (26).
En contraste con los huéspedes inmunocompetentes, el
crecimiento de Aspergillus en los tejidos de un huésped
inmunosuprimido no se relaciona con un aumento de titulos
de anticuerpos anti-Aspergillus. El uso paralelo de las
pruebas de ID y CF y los datos clinicos es un medio efectivo
para el diagnéstico especifico de Aspergilosis (Tabla 1) (33).

BLASTOMICOSIS:

Deben solicitarse pruebas seroldgicas de blastomicosis
cuando un paciente muestre signos de una infeccion
respiratoria que progresa gradualmente o cuando las
lesiones estén presentes en la piel, lo que constituye un
signo frecuente de diseminacion (26). La blastomicosis no
tiene sintomas patognomoénicos ni  caracteristicas
radiologicas especificas. La prueba de ID de blastomicosis
en la que se detectan los anticuerpos contra el antigeno "A"
es especifica (positiva en aproximadamente el 80 % de los
casos comprobados por cultivo) y las reacciones positivas
pueden ser la base para un tratamiento inmediato del
paciente (26). El aumento de anticuerpos (es decir, el titulo)
se relaciona con la actividad de la enfermedad (7). Sin
embargo, las pruebas negativas no excluyen el diagndstico
de blastomicosis (26). Si se demuestran las precipitinas en
la prueba de ID de blastomicosis, no es necesario realizar
las pruebas de muestras de suero mediante CF (Tabla 1)
(34).



CANDIDIASIS:

La especie Candida, aunque usualmente considerada
saprofitica, se conoce ahora como causante de enfermedad.
Los regimenes de tratamiento actuales tales como
antibiéticos de amplio espectro, corticoesteroides vy
medicamentos citotéxicos han conducido a un aumento en
la prevalencia de Candidiasis sistémica. Lamentablemente,
se carece de rasgos clinicos unicos en la Candidiasis
visceral y, con frecuencia, el diagnostico no se efectua
antemortem. Un diagndstico temprano y preciso es la clave
para una terapia exitosa. Stallybrass (30) ha informado
acerca de la importancia de la precipitacion de anticuerpos
contra C. albicans en sueros de pacientes con candidiasis
sistémica o visceral a través de una prueba de ID. Los
sueros de personas sanas Yy pacientes con candidiasis
mucocutanea no arrojaron pruebas de ID positivas. La
prueba de ID para anticuerpos es util en el diagndstico de
candidiasis sistémica en huéspedes inmunocompetentes
(26). Sin embargo, los pacientes inmunosuprimidos podrian
aumentar una respuesta humoral inmune limitada o dejar de
producir anticuerpos, por lo que una prueba de ID negativa
no excluye la enfermedad (26). Debido a que estos hongos
forman parte de la flora normal del cuerpo, su aislamiento
podria no ser suficiente evidencia para el diagnostico de
laboratorio. La pruebas seroldgicas proporcionan
informacion adicional cuando un aumento en el titulo o un
cambio en el numero de precipitinas es mas indicativo de
infeccidon que una unica prueba positiva.

COCCIDIOIDOMICOSIS:

C. immitis (aislados de California) y C. posadasii (aislados
fuera de California) se encuentran predominantemente en el
sudoeste de los Estados Unidos (11), América Central y
América del Sur, pero el transporte moderno ha aumentado
la probabilidad de infeccién para aquellas personas que
visitan la region. El diagnéstico serolégico de
Coccidioidomicosis se basa generalmente en la deteccion
por ID y fijacion del complemento (CF) de anticuerpos a dos
antigenos Coccidioides, IDTP y IDCF (24). Los anticuerpos
IDTP se han asociado con la enfermedad primaria aguda y
se cree que mayormente pertenecen a la clase IgM (24). Los
anticuerpos IDCF persisten durante la fase crénica
diseminada de la enfermedad y se han descrito
principalmente como anticuerpos 1gG (32). Sin embargo, los
anticuerpos IDTP y IDCF podrian no detectarse en pacientes
inmunocomprometidos o inmunosuprimidos (4,5,8). La
prueba de CF, cuando se lleva a cabo conjuntamente con la
prueba de ID, es la mejor combinacién para hacer un
presunto diagnoéstico de Coccidioidomicosis (Tabla 1) (34).
Los titulos de la prueba semicuantitativa de IDCF no son
idénticos a los titulos de la prueba de CF, pero las
tendencias son comparables y tienen un valor de prondstico
(24).

HISTOPLASMOSIS:

La histoplasmosis surge de la infeccion por H. capsulatum,
que tiene una distribucién mundial pero es un problema
particular de las areas central y sudeste de los Estados
Unidos y de ciertas regiones de América Central y del Sur
(31). Se pueden detectar dos precipitinas en el suero de un
paciente con histoplasmosis dirigido contra los antigenos
“‘M” y “H”. Los anticuerpos contra el antigeno “M” son los
primeros en aparecer en la histoplasmosis pulmonar aguda
(10) y forman la base de un inmunodiagnéstico especifico,
mientras que los anticuerpos del antigeno “H” aparecen
después y con menos frecuencia (27), y su presencia suele
estar relacionada con la diseminacion extrapulmonar.
Aproximadamente el 63 % de los casos de histoplasmosis
confirmada por cultivo solo tienen una banda “M”, en tanto
que el 90 % tiene una sola banda “M” o bandas “H” y “M” en
la prueba de ID (6). Las pruebas de ID y CF de
histoplasmosis reaccionaran con un 85-94 % de suero de
pacientes con histoplasmosis (6, 16). Los titulos de
anticuerpos tienen valor de diagnéstico y pronostico (26). El
uso paralelo de las pruebas de ID y CF y los datos clinicos
son un medio efectivo para el diagndstico especifico de
histoplasmosis (Tabla 1) (34).

PARACOCCIDIOIDOMICOSIS:

P. brasiliensis es el agente causal de Ila
paracoccidioidomicosis, que es endémica en Ameérica
Central y del Sur (9). La paracoccidioidomicosis en
pacientes con SIDA es relativamente poco frecuente (12).
Por lo tanto, la deteccion de anticuerpos es una herramienta
util de diagnéstico y pronodstico (9). La principal precipitina
de diagnéstico es gp43 (también conocida como E2 o A),
que se encuentra en el 95-98 % de los pacientes con
paracoccidioidomicosis (9).

Figure 1.
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PRINCIPIOS BIOLOGICOS

La inmunodifusion es un ensayo cualitativo o
semicuantitativo basado en los principios de doble difusion
descritos por Oudin (22) y Ouchterlony (20,21). Un
anticuerpo y su antigeno soluble homdélogo se colocan en
pocillos separados, cortados en un medio de difusién
apropiado (agarosa o Cleargeltm) y se los deja difundirse
hacia el exterior, en el medio. Entre los dos pocillos, se
establece una concentracion de cada uno de los
componentes de la reaccion que se extiende desde el
exceso de antigeno mas cercano al pocillo de antigeno al
exceso del anticuerpo mas cercano al pocillo del anticuerpo.
Se forma una linea visible de precipitado en el punto de
equivalencia.

Se prueba la “identidad” de los anticuerpos al colocar suero
del paciente adyacente a los pocillos de un sistema de
referencia conocido. Ademas, se coloca la muestra del
paciente adyacente a un control positivo para obtener un
maximo de sensibilidad (p. €j., las muestras positivas bajas
mostraran una vuelta de la banda de referencia cuando se
coloque adyacente a un control positivo). Si un complejo
antigeno-anticuerpo es idéntico, una linea de precipitinas
forma una linea continua de identidad con el sistema de
referencia conocido. Los patrones de pocillos de la placa de
inmunodifusién se disponen para proveer a la prueba de
cada paciente un sistema de referencia conocido para que
las reacciones de identidad resulten obvias a primera vista
(Figura 1). También son posibles las reacciones de identidad
parcial y sin identidad (Figura 1).

Una reaccién de identidad parcial aparece cuando ciertos
componentes de los anticuerpos son idénticos y otros no.
Las reacciones de identidad parcial indican la apariencia
simultanea de ambos, una reaccién de identidad y una no
reaccion. El “acantocito” representa los componentes que no
estan relacionados. Se producira una reaccion de no
identidad cuando los complejos antigeno-anticuerpo sean
diferentes. La “X” o reaccion cruzada resultante indica que
existen dos complejos no relacionados.

MATERIALES
PROPORCIONADOS

jTodos los reactivos son para uso diagndstico in vitro
unicamente! Materiales suministrados (dependen de qué
kit o reactivos se compren)

A. Antigenos de ID:

1. Antigeno de ID de Aspergillus (0,2ml, REF
A30000; 1,0 ml, REF A30110) Filtrados de cultivo de
fase micelial combinado de A. fumigatus, A. flavus,
A. niger, y A. terreus.

2. Antigeno de ID de A. fumigatus (1,0 ml, REF
A70110) Filtrado de cultivo de fase micelial de A.
fumigatus.

3. Antigeno de ID de A. flavus (1,0 ml, REF A90110)
Filtrado de cultivo de fase micelial de A. flavus.

4. Antigeno de ID de A. niger (1,0 ml, REF AD0110)
Filtrado de cultivo de fase micelial de A. niger.

5. Antigeno de ID de A. terreus (1,0 ml, REF AF0110)
Filtrado de cultivo de fase micelial de A. terreus.

6. Antigeno de ID de Blastomyces (0,2 ml, REF
B30000;

1,0 ml, REF B30110) Un extracto purificado del
crecimiento de fase cepa de B. dermatitidis que
contiene el antigeno “A”.

7.

10.

1.

1.

Antigeno de ID de Candida (0,25 ml, REF C50000;
1,0ml, REF C50110) Filtrado de cultivo y
preparacion de lisado celular de crecimiento de fase
cepa de C. albicans de serotipo A.

Antigeno de IDCF de Coccidioides (0,2 ml, REF
C30000; 1,0 ml, REF C30110) Filtrado de cultivo de
fase micelial de C. immitis que contiene el antigeno
“IDCF”. Esta preparacion también puede contener el
antigeno “IDTP”.

Antigeno de IDTP de Coccidioides (1,0 ml, REF
C70110) Filtrado de cultivo de fase micelial de C.
immitis que contiene el antigeno “IDTP”.

Antigeno de ID de Histoplasma (0,2 ml, REF
H50000; 1,0 ml, REF H50110) Filtrado de cultivo de
fase micelial de

H. Capsulatum que contiene los antigenos “H” y “M”.
Antigeno de ID de Paracoccidioides (1,0 ml, REF
PI0110) Filtrado de cultivo de fase micelial de P.
brasiliensis que contiene “gp43” y otros antigenos.

. Controles positivos de ID: (antisuero de cabra)

Control positivo de ID de Aspergillus (0,4 ml,
REF A40000; 1,0 ml, REF A40110) Contiene
anticuerpos dirigidos contra A. fumigatus, A. Flavus,
A. niger y A. terreus. Al menos dos bandas son
evidentes contra el antigeno de ID de Aspergillus
(REF A30000 y A30110).

Control positivo de ID de A. fumigatus (1,0 ml,
REF A80110) Contiene anticuerpos dirigidos contra
A. fumigatus. Al menos dos bandas son evidentes
contra el antigeno de ID de A. fumigatus (REF
A70110).

Control positivo de ID de A. flavus (1,0 ml, REF
AA0110) Contiene anticuerpos dirigidos contra A.
flavus. Al menos una banda es evidente contra el
antigeno de ID de A. flavus (REF A90110).

Control positivo de ID de A. niger (1,0 ml, REF
AEO0110) Contiene anticuerpos dirigidos contra A.
niger. Al menos una banda es evidente contra el
antigeno de ID de A. niger (REF AD0110).

Control positivo de ID de A. terreus (1,0 ml, REF
AGO0110) Contiene anticuerpos dirigidos contra A.
terreus. Al menos una banda es evidente contra el
A. antigeno de ID de A. terreus (REF AF0110).
Control positivo de ID de Blastomyces (0,4 ml,
REF B40000; 1,0 ml, REF B40110) Contiene
anticuerpos dirigidos contra el antigeno “A” de B.
dermatitidis. Una banda es evidente contra el
antigeno de ID de Blastomyces (REF B30000 y
B30110).

Control positivo de ID de Candida (0,5 ml, REF
C60000; 1,0 ml, REF C60110) Contiene anticuerpos
dirigidos contra el serotipo A de C. albicans. Al
menos dos bandas son evidentes contra el antigeno
ID de Candida (REF C50000 y C50110).

Control positivo de IDCF de Coccidioides (0,4 ml,
REF C40000; 1,0ml, REF C40110) Contiene
anticuerpos dirigidos contra el antigeno ID de IDCF
de Coccidioides (REF C30000 y C30110). La banda
mas cercana al pocillo del antigeno es IDCF. Si es
evidente, la banda IDTP es la mas cercana al pocillo
de control positivo.

Control positivo de IDTP de Coccidioides (1,0 ml,
REF CD0110) Contiene anticuerpos dirigidos contra
el antigeno ID de IDTP de Coccidioides (REF
C70110). Una banda es evidente contra el antigeno
de IDTP de Coccidioides.



10. Control positivo de ID de Histoplasma (0,4 ml,
REF H60000; 1,0ml, REF H60110) Contiene
anticuerpos dirigidos contra los antigenos “H” y “M”
de H. capsulatum. Dos bandas son evidentes contra
el antigeno de ID de Histoplasma (REF H50000 y
H50110). La banda “H” esta mas cercana al pocillo
de control positivo y la banda “M” esta mas cercana
al pocillo del antigeno.

11. Control positivo de ID de Paracoccidioides
(1,0ml, REF PJ0110) Contiene anticuerpos
dirigidos contra P. brasiliensis “gp43” y otros
antigenos. Al menos una banda es evidente contra
el antigeno de ID de Paracoccidioides (REF
P10110).

Nota: El tamafio de 0,2 ml del antigeno y los tamafios de
0,4ml y 0,5de los controles positivos estan disponibles
unicamente en kits y no pueden comprarse por separado.

C. Placas de ID (Sin marcado CE. No disponible en la
UE):
1. CleargelTM serie 1, 10/paq. (REF CA1019)
2. CleargelTM series 4, 6/paq. (REF ID1019)
3. CleargelTM serie 4, 6/paq. - Pocillo grande (REF
ID1039)
4. Agarosa serie 4, 6/paq. (REF 1D1029)

(Las placas de ID se secan facilmente. Guardar las bolsas
bien cerradas. NO CONGELAR. Almacenar a 2-8° C.
™

Nota: Las placas Cleargel no se usan con antisuero de conejo.
D. Formularios de placas: formularios de placas para

anotar los datos del paciente y los resultados de las
pruebas.

MATERIALES NO PROPORCIONADOS

1. Agua destilada o DI.

2. Camara humeda: puede utilizarse cualquier envase
adecuado que tenga una cierre hermético (p. €j., placa de
Petri, caja de plastico, frasco grande con tapa a rosca).
También debe contener un papel de filiro de humedad o
papel absorbente, siempre que las placas de ID
permanezcan estacionarias, niveladas e hidratadas durante
la incubacion.

3. Luz de lectura: se utiliza una luz de alta intensidad (VWR
Cat. n.° 41447-193 o similar) para leer las reacciones de ID.
4. Pipeta y boquillas: se necesitan una pipeta y boquillas
capaces de medir 20-35 pl para llenar los pocillos de las
placas de ID.

5. Se pueden utilizar soluciéon salina amortiguadora de
fosfato (PBS, por sus siglas en inglés) o solucién salina
normal para la dilucién de los muestras del paciente para la
prueba semicuantitativa de ID.

ESTABILIDAD Y ALMACENAMIENTO

Los antigenos fungicos deberian almacenarse a 2-8 °C y
permanecer estables hasta la fecha de vencimiento. El suero
de control positivo es estable hasta la fecha de vencimiento
cuando se almacena a 2-8 °C ANTES DE la rehidratacion.
El control positivo rehidratado permanecera estable por un
mes si se almacena a 2-8 °C. Para los periodos de
almacenamiento mas extensos que un mes, el suero de
control positivo rehidratado deberia subdividirse vy
congelarse donde permanecera estable hasta la fecha de
vencimiento. Se deben evitar los congelamientos vy
descongelamientos repetidos. Cuando se usen sueros de
control positivo, el tiempo a temperatura ambiente deberia
ser lo mas corto posible. Las placas de ID permanecen
estables hasta su fecha de vencimiento siempre que se
almacenen a 2-8 °C en su bolsa con cierre hermético para
evitar que se sequen (indicado por un incremento de la
opacidad). Las placas de ID NUNCA deben congelarse.

Figura 2.
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PRECAUCIONES

Todos los reactivos fungicos de ID son para uso diagnostico
in vitro Unicamente. Es necesaria una estandarizacion
especifica para producir nuestros reactivos y materiales de
alta calidad. IMMY no puede garantizar la eficacia de sus
productos cuando se utilicen con otros materiales que se
hayan comprado a otros fabricantes. El usuario asume plena
responsabilidad respecto de toda modificaciéon de los
procesos aqui publicados. Cuando se manipulen muestras
de pacientes, se deben tomar las medidas adecuadas para
evitar la exposicion de los agentes etiologicos
potencialmente presentes en las muestras. Los sueros de
control positivo se conservan con 0,095 % p/p de azida de
sodio. Por tanto, se recomienda que el exceso de control
positivo simplemente se deseche en un receptaculo
adecuado de desperdicio.

PREPARACION DEL REACTIVO

Rehidratacion de controles positivos: para un tamafo de
0,4 ml de control positivo, agregar 0,4 ml de agua destilada
o DI; para un tamario de 0,5 ml agregar 0,5 ml; para tamanos
de 1 ml agregar 1 ml. Incubar a temperatura ambiente hasta
que esté completamente disuelto, luego mezclar despacio.

PREPARACION DE LA MUESTRA

Para resultados éptimos, se usa suero esterilizado que no
deberia ser severamente lipémico ni estar contaminado. Si
se retrasa el procesamiento de la muestra, se permite el
almacenamiento a 2-8°C durante hasta 72 horas. Las
muestras pueden almacenarse por periodos mas extensos a
<-20° C, siempre y cuando no se congelen y descongelen
repetidamente. Las muestras en transito entre los
laboratorios deberian mantenerse a 2-8 °C para obtener
resultados optimos. Las muestras pueden conservarse con
0,01 % de timerosal o 0,095 % de azida de sodio si es
necesario.

PROCEDIMIENTO

Procedimiento del sistema de anticuerpos flingicos de
ID (REF ID1001)

1. Etiquetar las placas de ID que se utilizardan con un
nuamero de identificacion y la fecha. Colocar las placas
en un fondo oscuro para el llenado de los pocillos.

2. Llenar los pocillos de control positivo (consulte la Figura
2) de las placas de ID con los sueros de control positivo
adecuados de la siguiente manera:

A. Control positivo de ID de Histoplasma: Serie |,
pocillos 1y 4. (H6)

B. Control positivo de ID de Blastomyces: Serie II,
pocillos 1y 4. (B4)

C. Control positivo de ID de Coccidioides: Serie lll,
pocillos 1y 4. (C4)

D. Control positivo de ID de Aspergillus: Serie 1V,
pocillos 1y 4. (A4)

NOTA: Para llenar los pocillos adecuadamente, llenar el
pocillo hasta que su borde desaparezca. Prestar
especial atenciéon de llenar los pocillos con la
cantidad adecuada.

3. Anotar el numero de la placa, el niumero de lote y la fecha
para la placa en el formulario de la placa.

4. Anotar el nombre, la fecha o el nimero de laboratorio del
primer paciente en la linea 2 de la columna de la
izquierda en el formulario de la placa.

5. Llenar el pocillo 2 de las Series |, Il, lll y IV de la placa
con la muestra del primer paciente.

6. Repetir los pasos 4 y 5 con cada muestra de un paciente
adicional usando los pocillos 3, 5 y 6 de las Series |, II,
ylv.

7. Después de agregar el control positivo y los sueros de
paciente, la placa cerrada puede preincubarse a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Esto hara
que las bandas sean levemente mas intensas que si los
antigenos se agregaran de inmediato.

8. Llenar el centro del pocillo (n.°7) de la Serie | con el
antigeno de ID de Histoplasma (H5). Repetir el proceso
de llenado de los pocillos centrales con el antigeno de
ID de Blastomyces (B3) (Serie Il), el antigeno de ID de
Coccidioides (C3) (Serie lll) y el antigeno de ID de
Aspergillus (A3) (Serie V).

9. Colocar las placas de ID cerradas a nivel en una camara
himeda e incubar a temperatura ambiente durante
24 horas.

10. Después de 24 horas, leer y anotar las bandas de ID en
el formulario de analisis. Consulte Lectura de la
prueba. En este punto deberia elaborarse un informe
provisional si no se observa ninguna reaccion de
identidad o de identidad parcial. Los resultados positivos
deberian informarse de inmediato. Si las bandas de
control no aparecieran en 24 horas, entonces repetir la
prueba.

11.Se recomiendan 24 horas adicionales para confirmar un
resultado negativo. Se elabora un informe final al
concluir este periodo. (Algunas reacciones de pacientes
con antigenos de ID de Histoplasma y Blastomyces
podrian no aparecer hasta las 48 horas de incubacion).

Especies de Aspergillus, sistema de anticuerpos
de ID de Candida (REF CA1001), procedimiento de
inmunodifusion de Paracoccidioides, reactivos
individuales y placas individuales

1. Etiquetar las placas de ID que se utilizaran con un
numero de identificacion y la fecha. Colocar las placas
en un fondo oscuro para el llenado de los pocillos.

2. Utilizar el control positivo de ID adecuado, llenar los
pocillos 1y 4 de las placas de ID con el control positivo
de ID.

NOTA: Para llenar los pocillos adecuadamente, llenar el pocillo hasta que
su borde desaparezca. Prestar especial atencién de utilizar la cantidad
adecuada para llenar los pocillos.

3. Anotar el numero de la placa, el numero de lote y la
fecha para la placa en el formulario de la placa.

4. Anotar el nombre, la fecha o el nimero de laboratorio del
primer paciente en la linea 2 de la columna de la
izquierda en el formulario de la placa.

5. Llenar el pocillo 2 de la placa de ID con la muestra del
primer paciente.

6. Repetirlos pasos 4 y 5 con cada muestra de un paciente
adicional usando los pocillos 3, 5y 6.

7. Después de agregar el control positivo y los sueros de
paciente, la placa cerrada puede preincubarse a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Esto hara
que las bandas sean levemente mas intensas que si los
antigenos se agregaran de inmediato.

8. Llenar el centro del pocillo (n.° 7) con el antigeno de ID
homdélogo.

9. Colocar las placas de ID cerradas a nivel en una camara
hiumeda e incubar a temperatura ambiente durante
24 horas.

10. Después de 24 horas, leer y anotar las bandas de ID en
el formulario de analisis. Consulte Lectura de la
prueba. En este punto deberia elaborarse un informe
provisional si no se observa ninguna reaccion de



11. identidad o de identidad parcial. Los resultados
positivos deberian informarse de inmediato. Si las
bandas de control no aparecieran en 24 horas,
entonces repetir la prueba.

12.Se recomiendan 24 horas adicionales para confirmar
un resultado negativo. Se elabora un informe final al
concluir este periodo.

Procedimiento semicuantitativo de ID:

1. Etiquetar las placas de ID que se utilizaran con un numero
de identificacion y la fecha. Colocar las placas en un fondo
oscuro
para el llenado de los pocillos.
2. Utilizar el control positivo de ID adecuado, llenar los
pocillos 1y 4 de las placas de ID.

NOTA: Para llenar los pocillos adecuadamente, llenar el
pocillo hasta que su borde desaparezca. Prestar
especial atencion de utilizar la cantidad adecuada para
llenar los pocillos.

3. Anotar el numero de la placa y la fecha para la placa en
el formulario de la placa.

4. Anotar el nombre, la fecha o el nimero de laboratorio del
primer paciente en la linea 2 de la columna de la
izquierda en el formulario de la placa.

5. Llenar el pocillo 2 de la placa de ID con la muestra del
primer paciente sin diluir.

6. Repetir los pasos 4 y 5 con cada diluciéon de una muestra
de un paciente adicional usando los pocillos 3, 5 y 6.
Pueden realizarse diluciones dobles en serie de la
muestra del paciente con PBS o solucién salina normal.

7. Después de agregar el control positivo y los sueros de
paciente, la placa cerrada puede incubarse a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Esto hara
que las bandas sean levemente mas intensas que si los
antigenos se agregaran de inmediato.

8. Llenar el centro del pocillo (n.° 7) con el antigeno de ID

homdélogo.

9. Colocar las placas de ID cerradas a nivel en una camara
himeda e incubar a temperatura ambiente durante
24 horas.

10. Después de 24 horas, leer y anotar las bandas de ID en

el formulario de analisis. Consulte Lectura de la prueba. En

este punto deberia elaborarse un informe provisional si no
se observa ninguna reaccién de identidad o de identidad
parcial. Los resultados positivos deberian informarse de
inmediato. Si las bandas de control no aparecieran en

24 horas, entonces repetir la prueba.

11. Se recomiendan 24 horas adicionales para confirmar

un resultado negativo. Se elabora un informe final al concluir

este periodo.

Lectura de la prueba

Las bandas de precipitinas en la placa de ID pueden leerse
facilmente con la ayuda de un haz de luz de alta intensidad
sila placa se coloca en un fondo oscuro. La luz se proyectara
entonces a través de la placa por debajo de
aproximadamente 45° de la superficie de la placa. El ojo de
la persona que lee la prueba debe estar por encima de la
placa, fuera del haz de luz, en una posicion tal que la luz se
refleje sobre las bandas y las haga aparecer brillantes. La
rotacion de las placas de ID puede ayudar a identificar las
reacciones débiles positivas de ID. Anotar en el formulario
de lectura todas las bandas observadas en las placas.

Las bandas de control, como se describié previamente en la
seccién B “Controles positivos de ID”, deben estar presentes
para que las pruebas del paciente sean validas. Si alguna
banda no estuviera presente, la prueba se debe repetir. Se
debe prestar especial atencion a la orientacion de las bandas
producidas por el suero del paciente en relacién con las
bandas de control. Los extremos de las bandas deben
observarse cuidadosamente. Una union lisa de las bandas
es indicativa de una reaccion de identidad y una unioén con
un acantocito es indicativa de una reaccion de identidad
parcial (Figura 1). Si se observa que el control se inclina
hacia una posiciéon delante del pocillo del paciente, es
indicativo de un anticuerpo del paciente de titulo débil. Se
recomienda disponer las muestras positivas débiles con el
control positivo en el pocillo 1, la muestra del paciente en el
pocillo 2, el control negativo (Cat n.° N80110) o una muestra
negativa en el pocillo 6, y el antigeno en el pocillo 7. Esta
disposicion ayudara a confirmar un resultado positivo débil.
Las bandas de identidad parciales contienen a la vez una
banda de identidad y una banda de no reaccion vy, por lo
tanto, se consideran positivas debido a la banda de
identidad.

Deben probarse las bandas de no identidad contra el
antigeno de ID de Aspergillus para determinar si son o no
debido a la proteina ‘C’ reactiva. Esta reaccion falso positiva
puede eliminarse al sumergir la placa en citrato de sodio al
5 % durante aproximadamente 45 minutos a temperatura
ambiente seguido de un enjuague con agua DI y la
reaplicacion de citrato de sodio al 5 % durante 45 minutos
adicionales antes de leer la reaccion.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Las bandas de identidad o de identidad parcial con un control
positivo se consideran positivas e indican un anticuerpo del
paciente contra el antigeno en cuestion. La ausencia de
bandas o las reacciones de no identidad se consideran como
prueba negativa (1-3); sin embargo, las reacciones de no
identidad con Aspergillus o Candida harian sospechar
Aspergilosis o Candidiasis. Si bien no se puede realizar un
diagnostico especifico en ausencia de reacciones de
identidad o de identidad parcial, debe informarse el nimero
de bandas.



LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

La mayor limitacion del procedimiento de prueba se constata
con las muestras de pacientes que tengan principios de
infecciones primarias (primeras 3-6 semanas). Ademas, los
pacientes inmunocomprometidos o inmunosuprimidos
pueden no producir cantidades detectables de anticuerpos.

VALORES ESPERADOS Y
CARACTERISTICAS DE DESEMPENO

ASPERGILOSIS:

Se pueden encontrar precipitinas en el >90 % de los
pacientes con aspergilomas y en el 70 % de los pacientes
con ABPA (26). El mayor numero de casos de Aspergilosis
puede detectarse con el uso de antigenos de A. fumigatus,
A. flavus, A. niger, y A. terreus en pruebas de ID separadas,
realizadas al mismo tiempo (26). Las precipitinas son menos
frecuentes en pacientes con Aspergilosis invasiva. Ciertos
extractos antigénicos de Aspergillus spp. contienen
substancia C que puede reaccionar con la proteina C
reactiva en el suero de algunos pacientes con enfermedad
inflamatoria. El complejo resultante forma un precipitado que
podria malinterpretarse como anticuerpos de Aspergillus
(26). De hecho, es mas probable que la presencia del
anticuerpo anti-Aspergillus en personas
inmunocomprometidas represente un anticuerpo formado
antes del comienzo de la terapia inmunosuprimida mas que
como resultado de una infeccién invasiva. Un aumento en
el titulo del anticuerpo al final de la inmunosupresiéon es
indicativo de recuperacioén de |IA, mientras que la ausencia
de un titulo del anticuerpo o la disminucién de los niveles de
anticuerpos sugiere un mal prondstico. Asi, la deteccion de
anticuerpos puede usarse como prondstico pero no como
diagndstico para IA (19). Deberian formarse dos o mas
lineas distintas de precipitina cuando

A. el antisuero de referencia de A. fumigatus pueda
reaccionar con el antigeno de A. fumigatus. Deberian
formarse dos o mas lineas distintas de precipitina cuando el
antisuero de referencia de A. flavus, A. niger o A. terreus
pueda reaccionar con el antigeno homologo. Debido a que
no se han definido los antigenos de Aspergillus de
importancia diagnoéstica, cualquier banda de precipitina (que
sea de identidad, de identidad parcial o no identidad) es
significativa y deberia anotarse el niumero de bandas. La
demostracién de una o mas precipitinas indica infeccion,
incluida aspergiloma. Los anticuerpos precipitantes son a
menudo detectables en el suero de pacientes con ABPA.
Aunque pueden aparecer una o dos precipitinas con
cualquier forma clinica de Aspergilosis, la presencia de tres
0 mas bandas esta invariablemente asociada con
aspergiloma o IA. La prueba puede ser negativa para
algunos pacientes bajo tratamiento antifungico o con
corticoesteroides a largo plazo. Cuando se usa con
antisueros de referencia la prueba de ID es especifica al
100 % (26).

BLASTOMICOSIS:

La prueba de ID para Blastomicosis es positiva en
aproximadamente el 80 % de los casos confirmados en
cultivo (18). Una prueba negativa tiene poco valor y no
excluye en ningun caso la existencia de Blastomicosis
activa. Una prueba positiva proporciona evidencia
comprobable de una infeccion activa o reciente. Los sueros
de pacientes que tengan otras infecciones micoticas
(Histoplasmosis y Coccidioidimicosis) pueden producir
bandas contra el antigeno Blastomyces; sin embargo, estas
bandas no forman reacciones de identidad con la banda “A”
producida por el control positivo de Blastomyces (3). La
deteccion de anticuerpos es util para probar y controlar a los
pacientes que tengan una sospecha de meningitis
blastomicoética y para evaluar la respuesta al tratamiento
antifingico. La prueba de ID para Blastomicosis con
antigeno “A” de B. dermaititidis es especifica. Las reacciones
positivas pueden ser la base de un tratamiento inmediato del
paciente sin la necesidad de pruebas paralelas con los
antigenos de Coccidioides e Histoplasma (26). Sin embargo,
las pruebas negativas no excluyen un diagndstico de
Blastomicosis. Solo las pruebas que producen lineas de
identidad o de identidad parcial con el antigeno “A” se
consideran positivas para Blastomicosis. La prueba de ID
permiti6 el serodiagnostico del 79 % de 113 casos
confirmados de Blastomicosis (26). Sin embargo, no es facil
determinar si los sueros de ciertos pacientes con
Blastomicosis son positivos con la prueba de ID. Los
pacientes con reacciones negativas de suero deben
estudiarse exhaustivamente (en cultivo o histolégicamente)
con el fin de encontrar pruebas de Blastomicosis. Ademas,
algunas muestras de suero deben obtenerse a intervalos de
3 semanas y debe examinarse el desarrollo de bandas de
precipitina de antigeno “A” (26). En los pacientes que
presentan casos establecidos de Blastomicosis, la
desaparicion de la banda de precipitina del antigeno “A” es
una prueba de un pronéstico favorable (26). Sin embargo, la
reactividad serolégica no cambia tan rapidamente como la
respuesta clinica (26).

CANDIDIASIS:

La prueba de ID para la deteccion de anticuerpos de las
especies Candida es apropiada para los sueros de los
pacientes con candidemia, neumonitis, endocarditis, heridas
0 abscesos intraabdominales y catéteres intravasculares o
urinarios permanentes (26). Los pacientes debilitados y
aquellos que reciben agentes inmunosupresores vy
antibiéticos por un periodo prolongado tienen un riesgo alto
de padecer candidiasis invasiva (26). Cuando se tornan
granulocitopénicos y desarrollan una fiebre inexplicable,
deben analizarse para detectar anticuerpos de la especie
Candida (26). La deteccion de precipitinas se considera
evidencia probable de candidiasis sistémica, pero también
pueden indicar colonizacién o una candidemia transitoria
(26). La prueba de ID para los anticuerpos tiene una
sensibilidad de alrededor del 80 % en lo que concierne a la
confirmaciéon de candidiasis invasiva en huéspedes
inmunolégicamente intactos (26). Debido a que no se han
definido los antigenos de Candida de importancia
diagnostica, toda banda de precipitina (que tuviera identidad,
identidad parcial o sin identidad) es significativa y el numero
de bandas debe anotarse. El control positivo de ID de
Candida debe contener al menos dos precipitinas. La
produccion de una o mas precipitinas constituye una
reaccion positiva. Debe sospecharse firmemente candidiasis
sistémica cuando una serie de muestras manifiesten una
seroconversion (es decir, cuando los resultados negativos
de las pruebas de anticuerpos se tornen positivos) o
muestren aumentos en el nimero de precipitinas (26).



COCCIDIOIDOMICOSIS:

La formacion de una banda de “IDCF” y ocasionalmente de
una banda de “IDTP” entre una muestra de paciente y el
antigeno de Coccidioides es evidencia probable de infeccion
actual y reciente por C. immitis. Ciertas personas contindan
produciendo anticuerpos detectables durante un periodo
significativo (hasta 1 afo) después de la recuperacion clinica
de una enfermedad activa (14). Una prueba negativa no
excluye la Coccidioidomicosis (3, 14, 17, 23, 28, 29). Pueden
constatarse reacciones cruzadas en los pacientes que
tengan otros hongos sistémicos (particularmente H.
capsulatum), por lo que se debe tener cuidado cuando se
lean las reacciones de identidad (3,17,29). Las pruebas de
fijacion de latex y complementos pueden proporcionar
informaciéon complementaria en lo que concierne al estado
del paciente (14). Las precipitinas del suero pueden
detectarse de 1 a 3 semanas después del inicio de la
infeccion primaria en un amplio porcentaje de pacientes,
incluso antes de que los resultados de la prueba de fijacion
de complementos se tornen positivos. En alrededor de un
80 % de todas las infecciones, se observa una precipitina de
“IDTP” en las 2 semanas desde el inicio de los sintomas, y
rara vez se detecta 6 meses después de la infeccion (26).
Se han encontrado reacciones de IDTP falso positivas con
las muestras de pacientes con fibrosis quistica (26). La
prueba de IDCF es extremadamente especifica. La prueba
semicuantitativa de IDCF da resultados comparables con
aquellos obtenidos por la prueba de CF (24). El titulo
semicuantitativo de IDCF no es idéntico a la prueba de CF,
pero las tendencias son comparables (24). La prueba
semicuantitativa de IDCF en muestras seriales puede
mostrar diferencias en los patrones de intensidad y bandas,
lo que tiene un valor de prondstico (24,26).

HISTOPLASMOSIS:

La evidencia seroloégica es a menudo el primer factor en un
diagnéstico definitivo de Histoplasmosis. Los antigenos
clinicamente significativos de H. capsulatum son antigenos
“H” y “M” designados. (Nota: La banda “H” es la mas cercana
al pocillo de control positivo, mientras que la banda “M” es la
mas cercana al pocillo del antigeno). Las precipitinas contra
el antigeno “M” son las primeras en aparecer en el caso de
Histoplasmosis pulmonar aguda y forman la base de un
inmunodiagndstico especifico. Las precipitinas “H” se
producen mas tarde y menos frecuentemente y su presencia
esta vinculada con mayor frecuencia a una diseminacion
extrapulmonar. Se ha detectado la banda “M” en alrededor
del 63 % de los pacientes con un cultivo confirmado de
Histoplasmosis, mientras que la banda “H” aparece
solamente en el 27 % de los casos (6). La banda “H” rara
vez se observa en la ausencia de anticuerpos contra el
antigeno “M”. La banda “M” puede aparecer en pacientes
que se hayan recuperado recientemente de una
Histoplasmosis, asi como en el suero de anteriores con
Histoplasmosis previa que hayan tenido recientemente una
prueba de piel positiva (15). Dado que la prueba puede ser
negativa en hasta el 10 % de los casos demostrados en
cultivos, la ausencia de una banda “H” o “M” no excluye la
Histoplasmosis (6,13,15). La combinacion de las pruebas de
ID y CF reaccionaran con un 85-94 % del suero de
pacientes con Histoplasmosis (6, 16). La presencia solo de
anticuerpos “M” en el suero puede atribuirse a una
enfermedad activa, una enfermedad inactiva o a una prueba
de piel en los huéspedes previamente sensibilizados. El
suero del 70 % de los pacientes con Histoplasmosis
confirmada contiene precipitinas “M”, mientras que solo el
10 % de los sueros manifiestan a la vez precipitinas “M” y
“H” (6). La manifestacion simultanea de bandas “M” y “H”

sugiere fuertemente una Histoplasmosis activa, sin perjuicio
de otros resultados seroldgicos. La deteccidon de precipitinas
‘M” y “H” en muestras de CSF indica una Histoplasmosis
meningocadcica (26).

PARACOCCIDIOIDOMICOSIS:

La prueba de ID usando los antigenos P. brasiliensis tiene
una sensibilidad del 94 % con sueros provenientes de
pacientes con Paracoccidioidomicosis (26). La principal
linea de precipitacion en la prueba de ID muestra la identidad
con gp43 (25). Se observan hasta tres precipitinas en los
sueros de pacientes con Paracoccidioidomicosis. Una
precipitina mayor, la gp43, es la mas cercana al pocillo del
antigeno y es serologicamente idéntica a las lineas de
precipitinas “E2” o “A” designadas originalmente. La
precipitina reactiva con la gp43 se encuentra en el 95-98 %
de los pacientes con casos activos seropositivos de
Paracoccidioidomicosis (26). La precipitina gp43 es la mas
prevalente y es mas duradera que las otras dos principales
precipitinas de suero; estas ultimas desaparecen primero en
los pacientes que responden favorablemente al tratamiento
(26). El valor predictivo de un resultado de ID positivo es de
100 % ya sea en el momento del diagndstico, o bien en
periodos variables durante y después de la terapia, en
comparaciéon con los resultados de controles sanos,
pacientes tuberculosos o aquellos con otras micosis (26).
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