


Instituto de Ciencias de la Salud 

Carrera: Bioquímica 

 

<Desarrollo de un reactivo para la detección de anticuerpos anti-

Histoplasma capsulatum, por aglutinación con partículas de látex= 

 

 Alumna: Leguizamón Camila Daiana (Legajo N°: 12305) 

 Directora: Bioquímica Alicia Cristina Trovero, Magister en Microbiología molecular. 

Instituto Nacional de Producción de Biológicos, A.N.L.I.S <Dr. Carlos G. Malbran=. 

 Co-directora: Bioquímica Laura Marta Pestana, Docente de Micología clínica, 

Bioquímica, ICS, UNAJ. 

 Lugar de trabajo: Servicio Antígenos y Antisueros, Departamento Reactivos de 

Diagnóstico, Instituto Nacional de Producción de Biológicos, A.N.L.I.S <Dr. Carlos 

G. Malbran=. 

 Fecha de entrega: 27 de abril 2023 

 

 

 

                                      

 



                                          AGRADECIMIENTOS 

Quiero agradecer a todo el equipo del Servicio Antígenos y Antisueros del INSTITUTO 

NACIONAL DE PRODUCCION DE BIOLOGICOS, ANLIS <Dr Carlos G. Malbran=, por 

brindarme el espacio para poder realizar mi trabajo final en estos 6 meses de trabajo. 

A Ximena, técnica en Bioterio, Mariana y Flavia, del servicio de micología, que me ayudaron 

desinteresadamente y que me enseñaron todo lo necesario para poder realizar procedimientos 

claves de este trabajo.  

Especialmente quiero agradecer a mi directora Alicia Trovero, que se puso al mando de este 

hermoso proyecto del cual me siento parte y feliz de poder aportar mi granito de arena, sin 

ella y sin su apoyo incondicional nada hubiese sido posible. A mi co-directora Laura Pestana, 

quien desde el comienzo se interesó y me apoyo en este trabajo brindándome todo su 

conocimiento en el área de micología. 

A la Universidad pública, gracias por cumplir nuestros sueños. A mis compañeros de 

cursadas, gracias por ser parte y por luchar por un mismo sueño. Me llevo amigos para 

siempre. A todos los docentes que fueron parte de mi formación, que nos brindaron todos sus 

conocimientos y nos incentivaron a llegar a la meta.  

Por último, pero no menos importante, quiero agradecer a toda mi FAMILIA y AMIGOS, 

especialmente a mi Mama, mi Papa, mis hermanas, mi pareja, por creer en mí, por su 

confianza, por su apoyó y por alentarme a seguir a pesar de mis inseguridades y mis estados 

emocionales. A mis viejitos, mi tata y mi abue, que, desde el cielo, me cuidaron, me guiaron 

y me dieron la sabiduría para poder llegar hasta acá, sé que están orgullosos de mí. Los amo. 

Finalizando, como mujer de ciencia y creyente en Dios, agradezco a él y recordando a mis 

abuelos, que decían: <Dios da la sabiduría para que el hombre transforme lo malo en bueno 

para ayudar al prójimo= y así cito: Proverbios 2:5,7 … 

<Solo dios puede hacerte sabio, solo dios puede darte conocimiento y de su boca viene el 

conocimiento y la inteligencia, el provee de solida sabiduría a los rectos=.  

 



                                                    RESUMEN 

Las micosis endémicas pueden ser difíciles de diagnosticar y la interpretación precisa de los 

datos de laboratorio es importante para garantizar el tratamiento más adecuado para los 

pacientes. Aunque el diagnóstico definitivo de histoplasmosis, una de las micosis endémicas 

más frecuentes en el mundo, se logra mediante el diagnóstico directo realizado por 

observación micro y/o macroscópica de Histoplasma capsulatum (H. capsulatum), la 

evidencia serológica de esta infección fúngica es importante ya que el aislamiento de los 

agentes etiológicos requiere mucho tiempo y tiene baja sensibilidad.  

Se han utilizado una variedad de inmunoensayos para detectar anticuerpos específicos contra 

H. capsulatum. La técnica más aplicada para la detección de anticuerpos es la inmunodifusión 

utilizando antígenos crudos <histoplasmina= con una sensibilidad del 70 al 100 % y una 

especificidad del 100 %, según la forma clínica, como así también la fijación del 

complemento. 

Estas técnicas utilizadas hoy en día insumen aproximadamente 96hs y un diagnóstico 

presuntivo de 2-3 semanas, por lo que en este trabajo se buscó desarrollar un reactivo para 

detectar anticuerpos de histoplasma por aglutinación con partículas de látex, que nos brinde 

resultados inmediatos a diferencia de la inmunodifusion, y para que más adelante este 

reactivo sea utilizado con sueros humanos en el ámbito hospitalario y los profesionales nos 

puedan brindar un diagnóstico y tratamiento más rápido, ya que cuanto más se retrase el 

tratamiento mayor es la mortalidad de la infección por H. capsulatum. 

El objetivo de este trabajo es estudiar los distintos componentes proteicos de la histoplasmina 

y la inmunoreactividad con diferentes antisueros homólogos y heterologos, y optimizar las 

condiciones para la preparación del reactivo de látex para así evaluar la especificidad y 

sensibilidad analítica. Cabe destacar que este trabajo aporto los primeros datos para lograr el 

desarrollo del reactivo para ser utilizado en el inmunodiagnóstico de histoplasmosis, el cual 

es un proyecto del Servicio Antígenos y Antisueros-INPB-ANLIS. 

Para la producción de este reactivo de látex, a partir de cultivos líquidos de Histoplasma 

capsulatum inactivados, se obtuvo la histoplasmina por técnicas de centrifugación, filtración, 

concentración y diálisis. Se cuantifico las proteínas por el método de Lowry y se 

caracterizaron por SDS-PAGE. Luego obtuvimos anticuerpos policlonales en conejo contra 



la histoplasmina mediante la inmunización de los mismos y se evaluó la reactividad mediante 

técnicas como inmunodifusion, dot blot, western blot y aglutinación con partículas de látex. 

Las partículas de látex de poliestireno de tamaño uniforme de 0.8 µm fueron sensibilizadas 

con la histoplasmina por adsorción pasiva. Para ello se emplearon diferentes concentraciones 

de la histoplasmina, 0.05, 0.02 y 0.01 mg/mg de látex y se ensayaron diferentes condiciones 

de pH, buffer glicina pH 8 y buffer acetato pH 4.8. Se eligió la mejor condición en cuanto a 

mayor eficiencia de adsorción y a mayor capacidad de aglutinación con antisueros 

homólogos y se evaluó las reacciones cruzadas con antisueros de conejo específicos a otras 

micosis (Coccidioides posadasii, Paracoccidioides sp., Aspergillus sp.). Por último, se 

comparó la aglutinación de látex con la inmunodifusión. 
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1-INTRODUCCION 

1.1-Justificación e importancia del tema seleccionado 

La histoplasmosis (HP), producida por el hongo Histoplasma capsulatum, es una micosis 

sistémica desatendida y la de mayor incidencia entre las micosis endémicas de Argentina. H. 

capsulatum es térmicamente dimórfico. El hongo es principalmente un moho en el medio 

ambiente, que se comporta como un organismo saprofito en suelos enriquecidos con materia 

orgánica. La primoinfección, que se inicia por inhalación de conidios y fragmentos hifales 

que Histoplasma capsulatum produce en la naturaleza, puede pasar inadvertida o provocar 

un cuadro respiratorio agudo/subagudo. En pacientes inmunocomprometidos puede 

evolucionar a formas diseminadas graves con compromiso pulmonar y multisistémico con 

altas tasas de letalidad de no mediar tratamiento oportuno (Guimarães y col, 2006).  La HP 

debe ser diferenciada de tuberculosis, otras micosis, neumonías bacterianas y virales, entre 

otras, por lo que el diagnóstico rápido y preciso es importante para instaurar una terapia 

específica dado que el diagnóstico definitivo se realiza por la observación microscópica de 

levaduras intracelulares, lo que requiere un observador experimentado, y por el aislamiento 

e identificación de Histoplasma capsulatum desde cultivos, lo que requiere entre 7 y 60 días. 

Por estos motivos, consideramos y creemos importante, que una técnica más rápida, precisa, 

económica y fácil como una aglutinación con partículas de látex puede ayudar en el 

inmunodiagnostico de HP, por lo que en el presente trabajo se desarrolló y se evalúo un 

reactivo de látex que permite detectar los anticuerpos específicos. 

1.2-Marco teórico 

      1.2.1- Histoplasmosis / Manifestaciones clínicas 

La histoplasmosis humana se debe a dos variedades del patógeno, Histoplasma capsulatum 

var. Capsulatum, agente causal de la histoplasmosis clásica o americana, e Histoplasma 

capsulatum var. Duboisii, menos común, es la causa etiológica de la histoplasmosis africana. 

La histoplasmosis americana es una micosis sistémica que afecta el sistema reticuloendotelial 

(fagocítico-mononuclear). Se origina por el hongo dimorfo Histoplasma capsulatum var. 

capsulatum, presente en excretas de murciélagos y algunas aves (Arenas, R. 2014). Se 

adquiere por inhalación y por lo general es asintomática en áreas endémicas. En 95% de los 

afectados es subclínica o benigna, y en una proporción baja, pulmonar progresiva o cutánea 



crónica; se hallan levaduras pequeñas en los histiocitos (Guimarães y col, 2006). La 

histoplasmosis africana se caracteriza por lesiones granulomatosas o supurativas, 

principalmente cutáneas, subcutáneas u óseas; se encuentran levaduras grandes en las células 

gigantes (Arenas, R. 2014). 

La enfermedad se divide en tres categorías clínicas: pulmonar aguda, pulmonar crónica y 

diseminada (Arenas, R. 2014): 

Infección pulmonar aguda: El 90 % de los casos cursan de forma asintomática o presentan 

una enfermedad que se manifiesta con fiebre, escalofríos, cefalea, tos seca, dolor torácico 

pleurítico o subesternal, malestar y mialgia. Los síntomas aparecen de 3 a 18 días después de 

la exposición, y en muchas personas estos desaparecen en 2 o 3 semanas espontáneamente, 

aunque el cuadro de decaimiento y fatiga persiste más tiempo. Esta cura parcialmente 

dejando como secuelas áreas múltiples de calcificación en el parénquima pulmonar y en los 

ganglios linfáticos regionales, o cura completamente sin lesiones cicatrizables visibles. En 

las personas inmunodeprimidas, con exposición intensa, las manifestaciones respiratorias 

tienden a ser más graves.  

Infección pulmonar crónica: La histoplasmosis pulmonar crónica puede simular la 

tuberculosis pulmonar crónica en cuanto a síntomas y manifestaciones radiográficas. Se 

presenta como un cuadro granulomatoso crónico que no solo afecta los pulmones, sino 

también otros órganos del sistema monocítico fagocitario. Los síntomas incluyen fatiga, 

fiebre, anorexia, astenia y pérdida de peso. Los síntomas respiratorios incluyen tos, sobre 

todo productiva, hemoptisis y disnea.  

Infección diseminada: La histoplasmosis diseminada ha aumentado su incidencia en los 

pacientes con alteraciones de la inmunidad mediada por células. Presentan en la gran mayoría 

de los casos un curso fulminante, con falla multiorgánica y muerte. Predominan la fiebre, los 

escalofríos, el malestar, la pérdida de peso, la hepatoesplenomegalia y las linfadenopatías 

periféricas. 

     1.2.2-Datos epidemiológicos 

La histoplasmosis es una micosis cosmopolita con áreas de endemicidad particularmente alta. 

En América del Norte, las regiones endémicas se encuentran en el medio oeste y sureste de 



los Estados Unidos, En América Latina, las áreas más prevalentes se encuentran en 

Venezuela, Ecuador, Brasil, Paraguay, Uruguay y Argentina. En Brasil, las áreas endémicas 

están ubicadas en las partes del Medio Oeste y Sudeste del país, donde la prevalencia oscila 

entre 4,4 y 63,1 % y entre 3,0 y 93,2 %, respectivamente. Generalmente, las condiciones 

ambientales presentes en áreas de alta endemicidad son un clima moderado con humedad 

constante (Guimarães y col, 2006). 

Se presenta en todos los grupos étnicos; antes de la pubertad afecta a ambos sexos por igual; 

en adultos predomina en varones, con una proporción de 3:1. La mayoría de los pacientes es 

del sexo masculino, caucásica y de más de 50 años de edad. No existe relación con la 

ocupación, sino con la exposición, pero se ha considerado un factor de riesgo ocupacional en 

mineros, arqueólogos, espeleólogos, guías de turistas, visitantes de sitios naturales, 

ingenieros, topógrafos, guaneros y exploradores de cavernas (Arenas, R. 2014). 

     1.2.3-Histoplasma capsulatum 

Es un hongo dimorfo, porque pasa de una forma micelial a una levaduriforme y viceversa, 

con fase saprofítica micelial que produce macroconidios de naturaleza polisacárida y que 

vive sobre todo en climas tropicales y subtropicales. H. capsulatum es micelial a 25°C donde 

crece con hifas hialinas que tienen macroconidios tuberculados y microconidios esféricos, 

piriformes o en forma de cigarro de paredes lisas que varían en tamaño de 2 µm a 6 µm de 

diámetro. A 37°C, predominan las formas de levadura que generalmente son células ovoides 

de paredes gruesas. La fase filamentosa o saprofítica se presenta en medios pobres de 

nutrientes, de 25 a 28 °C, y la levaduriforme en medios ricos y a temperatura de 35 a 37 °C 

(Berliner MD, 1973; Edwards MR, 1960; Garrison RG, 1977; Pino L, 1960). 

H. capsulatum puede habitar en el suelo y detritus vegetal, pero en especial se ha aislado del 

guano proveniente de murciélagos, aves domésticas como gallinas, pavos, gansos, o bien de 

aves migratorias, en especial de estorninos (Sturnus vulgaris), por lo que es posible encontrar 

el hongo en granjas y bosques. La temperatura óptima de crecimiento es de 20 a 30°C, a una 

humedad relativa entre 70 y 90%, con una preferencia sobre suelos calizos. En general el 

hongo se desarrolla en fuentes con alto contenido de nitrógeno y fósforo; prefiere poca luz 

para su reproducción y un ambiente húmedo. Se ha demostrado que el hongo puede aislarse 

de murciélagos aparentemente sanos, en especial de pulmones e intestino, donde provoca 



histoplasmosis asintomática; esto explica por qué el guano contiene H. capsulatum, que al 

quedar en el ambiente se hace dimórfico, dando la fase filamentosa o infectante; de manera 

que este animal se considera vector indirecto que mantiene la enfermedad (Bonifaz, A. 2012). 

Se puede cultivar en agar BHI sangre A 37°C y en agar sabouraud a 25°C. En agar sangre 

incubado a 37°C, las colonias se muestran, de aspecto de levadura; variando de blanco a 

crema en aspecto y color que se semejan las colonias de estafilococo aureus. El aislamiento 

del hongo se puede lograr en medios especiales, como el agar Sabouraud, luego de la 

incubación a 25°C durante 6 a 12 semanas (Guimarães y col, 2006). Está compuesto de 

pequeñas células ovales. En agar Sabouraud y glucosa a la temperatura ambiente, presenta 

forma algodonosa al principio blanca, pero que se torna café con el tiempo. Los cultivos 

jóvenes muestran ramificaciones e hifas-septadas. Las esporas miden 2.5um, son blandas, de 

formas redondas o piriformes, sobre pedículos cortos. Cultivos más viejos tienen esporas más 

grandes, de 8 a 20 micras, redondas o piriformes, con una cubierta delgada con proyecciones 

digitales (Borjes EP, 1959). 

     1.2.4-Patogenia 

La infección por H. capsulatum generalmente ocurre por la inhalación de microconidios por 

parte del huésped, se depositan en los alvéolos y se convierten rápidamente en una forma de 

levadura parasitaria en los tejidos. Esta germinación y conversión puede ocurrir antes o 

después de la ingestión por los macrófagos pulmonares (Allendoerfer y col, 1997; Couto y 

col, 1994). Los conidios y las levaduras son ingeridos por macrófagos y células 

reticuloendoteliales donde el organismo puede sobrevivir dentro de los fagolisosomas 

(Allendoerfer y col, 1997). Una vez dentro del macrófago, la levadura se multiplica y viaja a 

los ganglios linfáticos hiliares y mediastínicos donde accede a la circulación sanguínea para 

diseminarse a varios órganos (Wheat LJ, 2003). La manifestación clínica de la histoplasmosis 

varía desde una infección asintomática hasta una histoplasmosis diseminada. Estas 

manifestaciones dependen principalmente de la magnitud de la exposición, es decir, la 

cantidad de partículas fúngicas inhaladas, el estado inmunológico del huésped y la virulencia 

de la cepa infecciosa, lo que indica que los factores ambientales y genéticos controlan la 

manifestación de la enfermedad (Goodwin RA, 1981). Además, en el contexto de pacientes 

inmunocomprometidos graves, como las personas con SIDA, las cepas de H. capsulatum que 



antes no se consideraban virulentas han podido causar enfermedades fatales (Wheat y col, 

1990; Davies y col, 1978). 

La respuesta inmunitaria aparece en un término de 2 a 4 semanas; durante la primo-infección 

es posible que se lleve a cabo una diseminación <silenciosa=, sobre todo a ganglios linfáticos 

y bazo. Una vez que se presenta el primo-contacto, la mayoría de los pacientes (95%) sana 

en forma espontánea y sólo mantienen respuesta inmunológica a la IDR (respuesta 

intradérmica al antígeno polisacarídico: histoplasmina); en pocas ocasiones se observan 

radiológicamente focos de calcificación en pulmones, bazo y ganglios linfáticos (Bonifaz, A. 

2012).  

      1.2.5-Histoplasmina 

La histoplasmina es el extracto antigénico obtenido del cultivo micelial de H. capsulatum 

(Guimarães y col, 2006). Los principales componentes de la histoplasmina a los que se 

producen respuestas de anticuerpos son los antígenos C, M y H. El antígeno C es un 

carbohidrato (galactomanano) que es en gran parte responsable de las reacciones cruzadas 

observadas con otras especies de hongos (Azuma y col, 1974). El antígeno M es una catalasa, 

con una actividad que podría proteger las formas de levadura de los mecanismos fungicidas 

oxidativos y el antígeno H es una β-glucosidasa que contiene epítopes proteicos específicos 

de especie y epítopos glucosídicos; estos últimos están unidos al núcleo peptídico y 

probablemente pertenecen al tipo de glicano alto en manosa (Hamilton y col, 1990). Debido 

a su mayor especificidad para H. capsulatum, los anticuerpos contra el antígeno M y H son 

particularmente útiles en el diagnóstico (Azuma y col, 1974). El análisis inmunoquímico del 

antígeno M indicó que es una glicoproteína con una masa molecular de 70 a 94 kDa y un 

punto isoeléctrico de 4,7 y el antígeno H es una glicoproteína donde los carbohidratos 

constituyen entre el 10 y el 30% del antígeno cuya masa molecular es de 108 a 120 kDa 

determinado por electroforesis y 144 kDa determinado por cromatografía de tamiz molecular 

y su punto isoeléctrico 4.5 (Fisher KL, Woods JP, 2000) 

       1.2.6-Métodos de diagnóstico 

Aunque las manifestaciones clínicas de la histoplasmosis están bien descritas, el diagnóstico 

de histoplasmosis no se puede lograr basándose únicamente en la información clínica, ya que 

existe una superposición significativa de la histoplasmosis con otras enfermedades. Por 



ejemplo, la histoplasmosis aguda leve es similar a diversas infecciones virales del tracto 

respiratorio. Las manifestaciones pulmonares de enfermedad más agresiva con infiltrados 

pulmonares y linfadenopatía hiliar se superponen con infecciones por otros hongos 

dimórficos o Mycobacterium tuberculosis. El diagnóstico definitivo requiere, el aislamiento 

de H. capsulatum en medios de cultivo específicos lo que lleva mucho tiempo, por lo general 

un mínimo de 15 días y carecen de sensibilidad, o la visualización de la forma de levadura 

en el examen directo de muestras clínicas utilizando técnicas específicas de tinción fúngica, 

lo que conlleva menos tiempo, pero también es insensible ya que puede dar resultados 

confusos, dado a que las estructuras de H. capsulatum visualizadas microscópicamente 

pueden confundirse con estructuras de otros patógenos fúngicos. También, dependiendo del 

material procesado para estas aplicaciones, algunos contaminantes pueden crecer más que H. 

capsulatum, lo que complica el diagnóstico (Guimarães y col, 2006). Además, para los 

cultivos del hongo en su forma micelial, se requiere de un nivel 3 de bioseguridad y cabina 

de seguridad biológica, y no todos los laboratorios cuentan estos requerimientos, por lo que 

se hace necesario desarrollar otras técnicas de diagnóstico. 

Dadas estas dificultades, se han desarrollado otras técnicas para complementar el cultivo y el 

examen microscópico que incorporan información clínica y serológica. Estas pruebas de 

laboratorio tienen la ventaja de un tiempo de respuesta más corto y una especificidad y 

sensibilidad razonables, las cuales se basan en la detección de anticuerpos específicos y/o 

antígenos (Kauffman CA, 2007; Wheat LJ, 2003). 

En todo el mundo, los métodos de detección de anticuerpos son las principales herramientas 

actualmente en uso para el diagnóstico sin cultivo de histoplasmosis dada su disponibilidad 

general y su rápido tiempo de respuesta cuyo diagnóstico serológico se centra en la 

identificación de anticuerpos anti-H y anti-M. Las dos metodologías de rutina son la fijación 

del complemento y la inmunodifusión, debido a la conveniencia, disponibilidad y precisión 

de estos ensayos. Sin embargo, estos métodos no deben utilizarse en pacientes con la forma 

diseminada de histoplasmosis en vista del aumento de resultados falsos negativos. Además, 

se producen reacciones serológicas cruzadas a antígenos similares a Histoplasma en 

pacientes infectados con otros patógenos fúngicos comunes (Braz J, 2006). 



La fijación del complemento (FC) es una prueba inmunológica que busca detectar y medir la 

presencia de anticuerpos fijadores de complemento específicos contra el hongo, presentes en 

el suero o en el líquido cefalorraquídeo de los individuos infectados. Para realizar esta prueba 

se utilizan antígenos obtenidos tanto de la forma de micelio (histoplasmina) como de la 

levadura (completa). Los títulos de anticuerpos entre 1:8 y 1:16 son considerados sugestivos 

de un posible contacto con el hongo; mientras que títulos mayores a 1:32 se consideran 

indicativos de una histoplasmosis activa (Muñoz y col, 2010). 

La prueba de inmunodifusion (ID) en gel-agar permite identificar dos bandas de precipitado, 

denominadas H y M, que corresponden al reconocimiento de anticuerpos específicos contra 

tales antígenos presentes en el suero de pacientes con histoplasmosis. Los antígenos H y M 

son glicoproteínas que suelen ser liberadas en cultivos de ambas formas, micelial y 

levaduriforme. El antígeno H tiene homología con una β-glucosidasa y; se detecta hasta en 

el 10% de los casos y cuando está presente indica una infección activa. El antígeno M tiene 

homología con una catalasa y se identifica en el suero de aproximadamente 80% de los 

pacientes; sin embargo, la ID no permite diferenciar una infección reciente de una pasada, 

dado que los anticuerpos contra este antígeno pueden persistir por meses y, hasta años, 

después de la primo-infección. La sensibilidad y la especificidad de ambas pruebas en la 

determinación de anticuerpos contra H. capsulatum dependen de la forma clínica de la 

micosis. Es así como se ha reportado que la FC y la ID son positivas aproximadamente entre 

el 90-100% de los pacientes con histoplasmosis pulmonar crónica, y entre el 70-80% de los 

pacientes con histoplasmosis diseminada. Aunque la prueba de FC presenta una sensibilidad 

más alta en comparación con la ID, esta última es mucho más específica independientemente 

de la forma clínica de la histoplasmosis (Muñoz y col, 2010). Ambas técnicas presentan 

algunas limitaciones, entre las que se mencionan:  

 Requerimiento de 2 a 6 semanas para que un individuo produzca anticuerpos después 

de haber estado expuesto al hongo (Muñoz y col, 2010). 

 En pacientes inmunosuprimidos, especialmente aquellos con sida, se presentan 

niveles de sensibilidad muy bajos debido a la disminución en la producción de 

anticuerpos que caracteriza este síndrome (Muñoz y col, 2010). 



 Algunos resultados positivos pueden deberse a infecciones anteriores y sugerir, 

incorrectamente, una histoplasmosis activa en pacientes con otra infección (los 

anticuerpos anti-precipitina M se mantienen hasta por dos años) (Muñoz y col, 2010). 

 Pueden ocurrir reacciones cruzadas en el 40% de los pacientes con otras micosis tales 

como paracoccidioidomicosis, coccidioidomicosis y aspergilosis (Muñoz y col, 

2010). 

Recientemente, la biología molecular ha permitido introducir nuevas herramientas que han 

sido utilizadas para la detección e identificación de H. capsulatum, una de ellas es la PCR 

anidada que se caracteriza por sus altos niveles de sensibilidad y especificidad. Estas técnicas 

moleculares han permitido realizar análisis evolutivos, estudios de diversidad genética y un 

sinnúmero de estudios de epidemiología molecular, a partir de los cuales se ha logrado 

recopilar información valiosa sobre la variabilidad genética de este microorganismo (Muñoz 

y col, 2010). Para estas nuevas herramientas, la mayoría de los laboratorios, no están 

equipados para utilizar estas técnicas moleculares. 

1.3-Conceptos de inmunología empleados en este trabajo 

 Para la caracterización antigénica de la histoplasmina, fue necesario evaluar interacciones 

antígeno-anticuerpo, a través de técnicas inmunológicas como la inmunodifusion, dot blot, 

western-blot y aglutinación con partículas de látex, como así también fue necesario obtener 

antisueros, para evaluar la reactividad de los mismos con la histoplasmina y con otros hongos. 

Para introducirnos en el tema a continuación se resumen algunos conceptos básicos de 

inmunología y, en la sección 1.4, los fundamentos de dichas técnicas. 

           1.3.1- Antígenos 

Los antígenos se definen como moléculas <extrañas= (que no pertenecen a nuestro 

organismo) que interactúan con el receptor de inmunoglobulina de las células B o con el 

receptor de célula T cuando se encuentra en forma de complejo con MHC (complejo mayor 

de histocompatibilidad), por eso hoy se considera antigénica a toda molécula capaz de unirse 

de manera específica a los receptores del linfocito B (Ig; BCR) o del linfocito T (TCR). No 

todos los antígenos son capaces de inducir la producción de anticuerpos, es por eso que a los 

antígenos que pueden desencadenar una respuesta inmunitaria humoral (producción de 

anticuerpos) se los denomina moléculas INMUNOGENICAS o INMUNOGENOS.  



La inmunogenicidad de una sustancia depende de: 

 La alteridad o disparidad estructural con el huésped 

 El tamaño molecular 

 La composición y complejidad química 

 La capacidad de ser procesada y presentada a un linfocito T 

 El genotipo del huésped o receptor (MHC) 

 La dosis inoculada 

 La vía de ingreso del inmunógeno 

Un inmunógeno se compone de epítopos, que son las regiones con actividad inmunitaria que 

se unen a receptores de membrana específicos de antígeno en los linfocitos (TCR) o 

anticuerpos secretados (BCR). Los epítopos pueden involucrar una secuencia lineal y 

continua de aminoácidos (epítopos lineales o continuos), o pueden involucrar aminoácidos 

presentes en localizaciones distantes en la secuencia primaria, pero cercanos en la 

conformación tridimensional de la molécula (epítopos discontinuos o conformacionales) 

(Janeway's immunobiology, 2017). 

       1.3.2- Anticuerpos 

Los anticuerpos constituyen un componente esencial de la inmunidad adaptativa. Con ellos 

se combate o los patógenos que se replican en los espacios extracelulares, que presentan un 

estadio extracelular o que se diseminan a través del espacio extracelular. Las células 

plasmáticas secretan moléculas de anticuerpo solubles con idéntica especificidad de antígeno 

a la del receptor de superficie de la célula B original. Las moléculas de anticuerpo tienen dos 

funciones, unión a antígeno y mediación de funciones efectoras. La unión a antígeno es 

realizada por las porciones amino terminal, y las funciones efectoras por las regiones 

carboxilo terminales. Además de fijar antígeno, los anticuerpos participan en una extensa 

gama de otras actividades biológicas. Cuando se considera la función del anticuerpo en las 

defensas contra una enfermedad, es importante recordar que los anticuerpos casi nunca 

destruyen o eliminan patógenos con sólo unirse a ellos. Para que sean eficaces contra los 

microorganismos, los anticuerpos no sólo deben reconocer antígeno, sino también deben 

activar reacciones (funciones efectoras) que tienen como resultado la eliminación del 

antígeno y la muerte del patógeno. Si bien las regiones variables del anticuerpo son los únicos 



agentes de unión a antígenos, la región constante de la cadena pesada tiene a su cargo una 

diversidad de interacciones colaboradoras con otras proteínas, células y tejidos, que dan por 

resultado las funciones efectoras de la reacción humoral (Kuby inmunobiology, 2007). 

Las moléculas de anticuerpo tienen una estructura común de cuatro cadenas peptídicas. Esta 

estructura se integra con dos cadenas ligeras (L) idénticas, consistentes en polipéptidos de 

unos 22 000 Da, y dos cadenas pesadas (H) polipéptidos más grandes de unos 55 000 Da o 

más. Cada cadena ligera está unida a una cadena pesada por un enlace disulfuro y por 

interacciones no covalentes, como puentes salinos, enlaces de hidrógeno e interacciones 

hidrófobas, para formar un heterodímero (H-L). Las dos combinaciones idénticas de cadena 

pesada y ligera (H-L) están unidas entre sí por interacciones no covalentes similares y por 

puentes disulfuro para formar la estructura de anticuerpo básica de cuatro cadenas (Janeway's 

immunobiology, 2017). 

     1.3.3- Inmunización / Obtención de antisueros 

La inmunización es una estimulación deliberada de la respuesta inmune de un huésped. La 

inmunización activa supone la administración de antígenos o adyuvantes inmunológicos. La 

inmunización pasiva supone la administración de sueros inmunes, linfocitos o el trasplante 

de tejido productor de células inmunocompetentes, como el timo o médula ósea (Kuby 

inmunobiology, 2007). Para obtener un antisuero, suero que contiene anticuerpos específicos, 

ya sean monoclonales o policlonales, se emplean planes de inoculaciones sucesivas o única 

inoculación de inmunógeno en el huésped, cuyo huésped puede ser un ratón, conejo, cabra, 

caballo o un humano.  

En el presente trabajo, el antisuero que se desarrolló, es un antisuero policlonal de conejo, 

dado que su obtención es más fácil, económica y se obtienen anticuerpos de alta afinidad, a 

diferencia de los monoclonales cuya obtención es más difícil y costosa (ver figura 1). Cada 

inmunógeno experimental muestra una curva de dosis-respuesta particular, que se determina 

al medir la reacción inmunitaria a diferentes dosis y distintas vías de administración.  









1.4-Técnicas inmunoquimicas y químicas utilizadas en este trabajo 

       1.4.1- Cuantificación de proteínas por Lowry 

Por el método de Lowry se procede a la determinación de la concentración total de proteína 

en una muestra. El principio del método se basa en la utilización de una mezcla que contiene 

molibdato, tungstato y ácido fosfórico (reagente Folin-Ciocalteau), que sufre una reducción 

cuando reacciona con proteínas, en la presencia del catalizador cobre (II). Esto produce un 

compuesto con absorción máxima a 750 nm. Esta reducción ocurre directamente a través de 

las cadenas laterales de algunos aminoácidos (tirosina, triptófano, cisteína, asparagina e 

histidina), que contribuyen con cuatro electrones, o a través de la eliminación de dos 

electrones de cada unidad tetrapeptídica de las proteínas, que es facilitada por la formación 

del quelato entre el cobre (II) y las proteínas. De este modo, el método de Lowry envuelve 

dos reacciones químicas. La primera reacción es la reducción del ión cobre (II) en 

condiciones alcalinas (básicas), formando un complejo con enlaces peptídicos, denominado 

reacción de Biuret. La segunda reacción envuelve la reducción del reagente Folin-Ciocalteu 

por el complejo cobre-enlace peptídico, causando un cambio en la coloración de la solución 

para azul. Por espectrofotometría pueden leerse las muestras tratadas con este método entre 

650 a 750 nm. La cantidad de proteína puede ser estimada utilizando una curva estándar con 

otra proteína, es decir, cuya concentración sea conocida como la albúmina bovina sérica. 

La principal ventaja del método de Lowry es su alta sensibilidad. El método de Lowry es más 

sensible que la determinación UV y también más sensible que el método de Biuret. Algunas 

desventajas son el tiempo de la reacción y la incompatibilidad con detergentes y agentes 

reductores. 

      1.4.2- Inmunodifusión radial doble (IDR) 

La inmunodifusión radial es una técnica de análisis inmunológico que se utiliza para detectar 

la cantidad de anticuerpos que hay en el suero de un individuo. La técnica de inmunodifusión 

radial es lenta y poco sensible ya que necesita mucha cantidad de anticuerpos o antígeno para 

que se formen complejos. Existen dos tipos de reacciones de inmunodifusión para determinar 

las concentraciones relativas de anticuerpos o antígenos, comparar antígenos o determinar la 

pureza relativa de una preparación de antígeno. Éstos son la inmunodifusión radial simple 





 La banda será recta (sin concavidad) cuando los pesos moleculares de ambos 

reactivos sean semejantes.  

         1.4.3- Dot blot 

Es una técnica de biología molecular que se utiliza para detectar proteínas o ácidos nucleicos. 

Es simplificación de los métodos Northern blot, Southern blot o Western blot. En un dot blot 

las biomoléculas para ser detectadas no son separadas por cromatografía o electroforesis, 

sino que se coloca una gota que contiene la molécula para ser detectada directamente sobre 

una membrana (nitrocelulosa para proteínas) para luego ser detectadas por sondas de 

nucleótidos (northern blot y southern blot) o anticuerpos (para un western blot). La técnica 

ofrece importantes ahorros en tiempo. Sin embargo, no ofrece información sobre el tamaño 

de la biomolécula blanco. Además, si dos moléculas de diferentes tamaños son detectadas, 

se seguirá viendo como un solo punto. Por lo tanto, el dot blot sólo puede confirmar la 

presencia o ausencia de una biomolécula. 

        1.4.4- SDS-page 

El SDS (sodium dodecyl sulfate) es un detergente aniónico, que cuando se une a las proteínas, 

las desnaturaliza de manera que rompe las interacciones hidrofóbicas y eliminan sus 

estructuras secundarias y terciarias, otorgándoles una carga neta negativa, permitiendo así 

separar proteínas de acuerdo a su peso molecular. Aproximadamente, se une una molécula 

de SDS por cada dos residuos de aminoácidos. La carga nativa original de la molécula 

proteica en presencia de SDS está completamente enmascarada por la carga negativa del 

SDS. 

La electroforesis en geles de poliacrilamida es uno de los métodos más utilizados para la 

purificación, análisis y caracterización de proteínas. La técnica permite separar moléculas 

cargadas y con diferencias en movilidad cuando se las somete a la acción de un campo 

eléctrico (ver figura 5). La electroforesis se lleva a cabo sobre un soporte inerte, generalmente 

sobre geles de poliacrilamida (PAGE). Para la visualización de las proteínas se utilizan 

diferentes métodos de tinción, siendo el más habitual el azul de Coomassie. En la SDS-

PAGE, la separación electroforética es en función del tamaño (masa molecular), lo que 

permite determinar el peso molecular de las proteínas. Para ello se compara la movilidad 

electroforética (Rf) de la proteína de peso molecular desconocido con el de proteínas de 









2- OBJETIVOS 

2.1-Objetivos Generales 

 Capacitarme y entrenarme en el desarrollo de técnicas microbiológicas, bioquímicas 

e inmunoquímicas básicas. 

 Capacitarme en la obtención de antisueros policlonales de conejo. 

 Desarrollar un reactivo de látex para la detección de anticuerpos de H. capsulatum 

 

2.2-Objetivos Específicos 

 Obtener, caracterizar y optimizar preparaciones antigénicas nativas de Histoplasma 

capsulatum (histoplasmina) para utilizar en la detección de anticuerpos. 

 Obtener anticuerpos policlonales en conejo. 

 Evaluar la inmunoreactividad de la histoplasmina con el antisuero obtenido por 

diferentes técnicas. 

 Evaluar la presencia de reacciones cruzadas con otros hongos. 

 Determinar la condición óptima de adsorción de la histoplasmina a partículas de látex 

de 0.8 �m.  

 Comparar la metodología de aglutinación en partículas de látex con la 

inmunodifusión. 

 

 

  



                                        3-MATERIALES Y METODOS 

3.1- Producción de histoplasmina 

La producción del antígeno de Histoplasma capsulatum (histoplasmina) se realizó en el 

Servicio Micosis Profundas del Departamento de Micología del INSTITUTO NACIONAL 

DE ENFERMEDADES INFECCIOSAS (INEI)-. ANLIS <Dr. Carlos G. Malbrán= 

          3.1.1-Cultivo 

Para el cultivo se seleccionó una cepa antigénica de Histoplasma capsulatum (Dmic 206238) 

en fase micelial conservada en aceite, perteneciente a la colección de cultivos del 

departamento de Micología, mantenida en refrigerador del laboratorio BSL3 Laboratorio de 

seguridad biológica nivel 3) de la UOCCB (Unidad Operativa Centro de Contención 

biológica), cuya cepa fue caracterizada por métodos microbiológicos y moleculares 

(secuenciación de ADN) y registrada en Registro de cepas antigénicas (RG-MI-158).  

Debido a que H. capsulatum es un microorganismo perteneciente al Grupo de riesgo 3, lo 

que requiere manejo en Nivel de Bioseguridad 3 y CSB (Cabina de Seguridad Biológica) 

clase II-A2, sólo los profesionales y técnicos autorizados del Servicio de Micología están 

autorizados a trabajar con los cultivos, por lo que mi rol hasta la inactivación del cultivo fue 

aprender y tomar nota de cada paso. 

Materiales 

 Tubos de vidrio 13 mm x150 mm con tapa a rosca 

 Erlenmeyer de polipropileno estéril de 1000 ml con malla plástica en su interior 

 Ansa de gancho 

 Pipeta de 25 ml estéril.  

 CSB II. Microscopio 

 Incubador regulado a 28 °C. Refrigerador 2-8° C 

Activación de la cepa antigénica 

Se cultivó en agar GYE (Glucosa - Extracto de levadura) la cepa antigénica seleccionada 

(Dmic 206238) de la siguiente manera:  



1) Se retiró el aceite y con un ansa de gancho esterilizada en incinerador se cortaron 2 

fragmentos de aprox. 0.1 cm x 0.1 cm y se colocaron en un tubo con agar GYE en bisel por 

duplicado (2 tubos en total). El aceite retirado se volvió a colocar en el tubo original y se 

guardó nuevamente en el cepario. Se dejaron incubar los 2 tubos a 28 °C durante 15 días. 

2) Al cabo de los 15 días se observó desarrollo fúngico y se seleccionó el tubo que presento 

mayor desarrollo y a partir de él se volvió a subcultivar por duplicado de igual manera que 

el paso 1. Nuevamente se procedió a incubar a 28 °C durante 10 días. 

3) Luego de los 10 días se observó crecimiento fúngico y nuevamente se repitió el paso 

anterior subcultivando 2 tubos desde el repique anterior con mayor crecimiento. En total se 

realizaron 4 repiques más.  

4) El ultimo repique se dejó incubar a 28 °C por 25 días, dentro de ese lapso de tiempo se 

observó si el micelio cubrió el 80% de la superficie del agar para que se considere Cepa 

Activada. Al pasar los 25 días, se consideró la cepa activada.  

5) Una vez activada la cepa antigénica, en CSB II se realizó el control de pureza e identidad 

del cultivo, donde se realizó un disgregado con LFAA (Lactofenol azul de algodón) del tubo 

del último repique que presento mejor desarrollo y se observó al microscopio óptico con 

aumento final de 400X. Este control fue aprobado según los criterios establecidos por el 

servicio de micología, que nos permiten ver si el cultivo corresponde con las características 

de H. capsulatum y no de otros hongos.  

Preparación del cultivo en medio liquido 

En CSB II se extrajo de uno de los últimos repiques, el que tiene mejor desarrollo, 5 porciones 

de entre 1 y 3 mm2 de micelio utilizando el ansa de gancho y se colocaron en 500 ml de caldo 

Asparagina esteril contenidos en un Erlenmeyer con una malla plástica en su interior (los 

trozos de micelio se colocaron por encima de la malla, en la superficie del caldo). Se dejó 

incubar a 28° durante 3 meses en cultivo estático. Al pasar los 3 meses, se realizó en CSB II 

otro control de pureza e identidad del cultivo liquido con LFAA, resultando satisfactorio.  

 

 



Inactivación del cultivo 

En CSB II se le agrego al cultivo líquido, 10 ml de Thimerosal 1% (solución de Merthiolate), 

y se agito manualmente por rotación en sentido y en contrasentido de las agujas del reloj. Se 

dejó reposar en refrigerador durante 48 h para inactivar el cultivo fúngico. Luego de 48 h de 

reposo en CSB II, se tomaron tres trozos de micelio en suspensión y se sembraron cada uno 

en un tubo de Agar Sabouraud y se dejó incubar 14 días a 28°. El Erlenmeyer con el cultivo 

fúngico <inactivo= se guardó nuevamente en el refrigerador hasta obtener resultados de 

inactivación. Según los criterios de aceptación de inactivación del cultivo (ver anexo 1), 

luego de los 14 días, se consideró que el cultivo esta inactivado, el mismo fue retirado de la 

UOCCB para continuar su procesamiento. 

         3.1.2- Obtención y estandarización de la histoplasmina 

Materiales 

 CSB II. Bomba de vacío unida a kitasato trampa. 

 Embudo de Büchner estéril. Kitasato de 1000 ml estéril. 

 Papel de filtro para separación sólido/líquido (Whatman #40). 

 Unidades filtrantes de poro 0.45 y 0.22 μm, con receptáculo de 500 mL. 

 Botellas de vidrio de 100 ml estériles, con tapón de goma. 

 Tubos cónicos de 15ml, recipiente plástico con tapa, micropipeta p200 

 Vortex. Freezer -18 °C o menos temperatura. 

Obtención del antígeno crudo 

El antígeno crudo se obtuvo por 3 etapas de filtración: 

Filtrado I: En CSB II se separó la masa micelial del medio líquido filtrando con bomba de 

vacío. El volumen total del cultivo se colocó sobre un embudo de Büchner que contiene un 

papel de filtro, conectado a un kitasato y este a su vez, a una bomba de vacío acoplada a un 

kitasato trampa (ver figura 9). Se encendió la bomba de vacío para realizar el filtrado, y luego 

se conservó. 







2) Especificacion analítica: Se probó si el Antígeno en DU y concentrado muestra reacciones 

cruzadas frente a antisueros de otros hongos. 

3) Verificación final: Se probó si el antígeno en la dilución de uso produce bandas frente a 

antisuero anti-histoplasmina comercial. 

3.2- Producción de antisuero anti-histoplasmina 

El procedimiento de inmunización y sangría se desarrolló dentro del Bioterio de 

Experimentación del INPB, mientras que el procesamiento de la sangre, la obtención del 

antisuero y su estandarización se realizó en el Servicio Antígenos y Antisueros. 

        3.2.1- Inmunización de conejos  

El conejo es una especie animal elegida para la obtención de antisueros policlonales de alta 

especificidad y bajas reacciones cruzadas, donde durante el esquema de inmunización, a 

partir de una dosis con el antígeno, el sistema inmune del animal comenzará a desarrollar 

anticuerpos, a los cuales se evaluará su reactividad y su título mediante IDR. Es importante 

aclarar que en el caso del antígeno de H. capsulatum, se inocula una única dosis de 

inmunogeno y si no se hallan anticuerpos se inoculara un refuerzo, pero con Adyuvante 

incompleto de Freund. 

El procedimiento de punción cardiaca fue ejecutado por la Técnica en Bioterio del servicio 

de antígenos y antisueros del INPB, donde mi rol fue presenciar la práctica, asistir y colaborar 

con dicho procedimiento. 

Materiales 

 Conejos New Zealand (Son conejos sanos, libres de zoonosis y de patógenos 

específicos, que deben pesar entre 2,5 y 3,5 kg) 

 Jeringas estériles. Agujas 25G, 21G, 16G 

 Probetas de vidrio de 100 ml estériles. Tubos tipo Eppendorf  

 Drogas anestésicas: Ketamina HCl (100 mg/ml) 

 Cepo de inmovilización. Cepo de sangría. 

 Microcentrífuga. Velocidad mínima de trabajo 7.000 rpm. 







hongo; verificación final, en la que se verifico y comparo la reactividad del antisuero 

elaborado con sueros y antígenos comerciales del mismo hongo. 

3.3-Inmunodisfusion radial doble (IDR) 

Materiales: 

 Portaobjeto de 25 x 76 mm. 

 Cortador de gel de agar de siete hoyos. Aguja para retirar los cilindros de gel  

 Micropipeta p20 

 Cámara húmeda. Heladera 2-8°. Estufa de 25-28°. Estufa 37-50° 

 Mechero con recipiente para calentar agua (baño maría) 

 Pincel plano. Recipiente plástico tipo cubeta. Papel de filtro  

Para realizar la IDR, primero se prepararon todas las soluciones a utilizar, las cuales son: 

agarosa al 1% en agua destilada, agar fenolizado 1% pH= 6,3-6,4, solución decolorante, 

solución colorante de coomassie blue R-250, solución citratada, solución fisiológica (ver 

anexo 2) 

Procedimiento: 

1) Se colocaron los portaobjetos previamente desengrasados con alcohol-acetona en una 

bandeja y con un pincel se distribuyó uniformemente la agarosa aún fundida sobre la cara 

expuesta de los portaobjetos. Se colocó la bandeja con los vidrios a 25° protegidas del polvo 

y la humedad por 24 h. 

2) Luego de 24 h, se fundió el agar fenolizado a baño maría hasta observar el agar en fase 

líquida, sin que llegue a ebullición, y se dejó enfriar hasta los 60°-65°. 

3) Los portaobjetos con la pre cubierta hacia arriba se colocaron sobre una superficie plana 

y sobre el mismo se añadieron 3 ml de agar fenolizado fundido, para que el espesor de la 

capa de agar oscile entre 1,2 a 1,6 mm, ya que si el gel es demasiado delgado las líneas son 

tenues y confusas y si es muy grueso (2 mm o más) el número de bandas inespecíficas o 

dudosas aumenta porque no se puede disolver en los lavados. Se dejó solidificar por 1 h en 

heladera en cámara húmeda. 





Este procedimiento fue realizado de igual manera para cada una de las IDR que se llevaron 

a cabo, tanto para la estandarización del antígeno como para la estandarización del antisuero 

(titulación, especificación analítica, verificación final) con la diferencia que, dependiendo del 

objetivo de la IDR, se inoculo en diferentes posiciones de los pocillos, antígeno o antisuero.  

3.4-Determinacion de proteínas por Lowry 

Materiales:  

 Reactivo de micro Lowry sigma. Patrón de albumina. Reactivo de fenol de Folin & 

Ciocalteu. Agua purificada 

 Tubos de vidrio, gradillas, cubetas. Micropipetas 

 Vortex CK-Lab. Espectrofotómetro BIO-RAD SmartSpecTM Plus   

Procedimiento para la curva de calibración: 

1) Se diluyo el patrón sigma de albumina, 2mg en 5ml de agua destilada, llevando a una 

concentración final de 0.4mg/ml. A partir de la concentración del patrón sigma, se calcularon 

los volúmenes (ul) que se deben medir para preparar la curva de calibración.  

2) Luego se prepararon las soluciones y reactivos necesarios para realizar el ensayo, reactivo 

de Lowry y reactivo de Folin & Ciocalteu (ver anexo 3).  

3) Para la curva de calibración se tomaron 11 tubos de vidrio y se cargaron en ellos los 

correspondientes volúmenes de agua y patrón de albumina para llegar a la concentración 

deseada como se muestra en la siguiente tabla: 

TUBOS Cc: (ug/ml) Vol. Patrón (ul) Vol. Agua d.(ul) Vol. Final(ul) 

0 (blanco)(x1) 0 0 500 500 

1 (x2) 50 62.5 437 500 

2 (x2) 100 125 375 500 

3 (x2) 200 250 250 500 

4 (x2) 300 375 125 500 

5 (x2) 400 500 0 500 

Tabla 1: Volúmenes de patrón y agua de cada tubo para la curva de calibración. 





Una vez preparadas las muestras se continuo con el procedimiento como se menciona en los 

puntos 4) 5) y 6). Para cada una de las muestras se construyó una curva de calibración dado 

que se midieron en días diferentes, siguiendo el mismo procedimiento antes mencionado. 

3.5-Dot Blot 

La técnica inmunoquimica Dot Blot, se utilizó para evaluar la reactividad del antígeno 

elaborado (histoplasmina LOTE 2022/2) con el antisuero producido (antisuero LOTE 

2022/2) ya que solo se había probado dicha reactividad por IDR. Por ende, se procedió a 

evaluar el título de antisuero por dot blot, y las reacciones cruzadas con otros hongos, para 

poder comparar los resultados con la IDR y las aglutinaciones. 

Materiales:  

 Membrana de nitrocelulosa 

 Placa con 8 calles 

 Micropipetas p20, p200 y p1000 

 Incubador con agitación orbital a 37° C (Barnstead/Lab-line Maxq 4000) 

Para realizar el Dot Blot se necesitaron las siguientes soluciones y reactivos: PBS (buffer 

fosfato salino), PBS-albumina, histoplasmina (LOTE 2022/2), anticuerpo primario (antisuero 

anti-histoplasmina LOTE 2022/2), anticuerpo secundario (anticuerpo anti-Ig de conejo 

conjugado con peroxidasa) y solución reveladora (ver anexo 4). 

Dot Blot 1 (titulación del antisuero): En primer lugar, se cortaron 6 rectángulos de papel 

de nitrocelulosa cuyo tamaño se buscó para que entre dentro de las calles de la placa. Luego 

se colocaron cada uno en una calle de la placa y se sembraron, con micropipeta p20, 2 µl de 

histoplasmina LOTE2022/2 de concentración 2.34 mg/ml medida por Lowry. Se dejó secar 

por 20 min y se agregó a cada calle 1ml de PBS-albumina para bloquear durante 1 hora a 37° 

60 rpm en estufa con agitador orbital. Transcurrida la hora, se procedió a lavar con PBS con 

intervalos de 5 minutos por 3 veces. agitador. Se prepararon diluciones seriadas 1/20, 1/40, 

1/80, 1/160, 1/320 y 1/640 del antisuero anti-histoplasmina LOTE2022/2 en PBS-albumina 

y se añadieron en orden en las calles de la placa que contienen la membrana con el antígeno. 

Se dejó incubar 1 hora a 37° 60 rpm y luego se lavó 3 veces con PBS. Se agregó a cada calle 

1 ml de anticuerpo conjugado con peroxidasa diluido 1/2000 en PBS-albumina y se dejó 



incubar 1 hora a 37° 60rpm. Por último, se lavó con PBS de igual manera que los pasos 

anteriores y se añadió a cada calle 1 ml de solución reveladora. Se dejó desarrollar la reacción 

por 30 min y se cortó con agua destilada.  

Dot Blot 2 (evaluación de reacciones cruzadas): Se cortaron 6 tiras de membrana de 

nitrocelulosa de aprox. 10 cm de largo (para que cubra el largo de la placa), con un lápiz se 

dividió cada tira en 6 partes equivalentes y se colocó cada tira en una calle diferente de la 

placa (calle 1 a la 6). Se sembraron en el centro de cada parte de la tira 2 µl de antígeno 

homologo y heterologos uno debajo del otro en el siguiente orden: Primero, histoplasmina 

LOTE 2022/22 de concentración 2.34 mg/ml, segundo antígeno de Coccidioides Posadasii, 

tercero antígeno de Paracoccidioides sp, cuarto antígeno de Aspergillus Fumigatus, quinto 

antígeno de Aspergillus Niger y sexto antígeno de Aspergillus Flavus (se eligieron estos 

antígenos ya que son morfológicamente y clínicamente similares a H. capsulatum por lo que 

teóricamente podrían dar reacciones cruzadas). Luego de sembrar los antígenos se dejó secar 

y se bloqueó con PBS-albumina durante 1 h a 37° y 60 rpm en agitador orbital. Se lavó con 

PBS 3 veces. Para la incubación con los anticuerpos primarios, se realizaron diluciones 1/20 

en PBS-albumina de los distintos antisueros y se colocaron 1ml en cada calle en el siguiente 

orden: en la calle 1, antisuero de H. capsulatum LOTE 2022/2, en la calle 2, antisuero de 

Coccidioides Posadasii, en la calle 3, antisuero de Paracoccidioides sp, en la calle 4, 

antisuero de Aspergillus Fumigatus, en la calle 5, antisuero de Aspergillus Niger y en la calle 

6, antisuero de Aspergillus Flavus. Se dejó incubar con cada antisuero 1 hora a 37° a 60rpm 

en agitador orbital. Se lavó 3 veces con PBS y se añadió 1ml de anticuerpo conjugado con 

peroxidasa diluido 1/2000 en cada calle. Se incubo 1 hora a 37° y 60rpm. Por último, se lavó 

con PBS de igual manera que los pasos anteriores y se añadió a cada calle 1 ml de solución 

reveladora. Se dejó desarrollar la reacción por 30 min y se cortó con agua destilada. 

3.6-Caracterizacion de la histoplasmina 

Para la caracterización de la histoplasmina y para evaluar la reactividad de las distintas 

proteínas que la componen, con el antisuero homólogo, se utilizaron las técnicas de SDS-

page y Western blot. 

 



      3.6.1-SDS-page 

Materiales: 

 CUBA DE ELECTROFORESIS Biorad Mini Protean II 

 Fuente de poder BIO-RAD PowerPac 1000. 

 Buffer muestra para SDS-page. Buffer de corrida para SDS-page (ver anexo 7) 

 Micropipeta p20. Tips punta fina para sembrar geles 

Se prepararon 2 geles en simultaneo, uno para ser teñido y otro para tranferirlo a una 

membrana de nitrocelulosa para realizar el western blot. Para realizar la corrida 

electroforética de la histoplasmina por SDS-page, primero se prepararon los geles de 

separación y los geles de apilamiento (stacking). Los geles se prepararon con una 

concentración de acrilamida de 7.5% para el gel separador y 4% para el gel apilador (ver 

anexo 5). Se colocaron las preparaciones entre 2 vidrios, siguiendo las instrucciones de 

manejo de CUBA DE ELECTROFORESIS Biorad Mini Protean II, y se dejaron gelificar 

durante 40min. 

Muestras para el gel a teñir (GEL 1): Se prepararon 2 muestras, y se sembraron por 

duplicado cada una. Se utilizó histoplasmina LOTE 2022/2 (concentración=2.34mg/ml), y se 

sembraron 20 µl con β-mercaptoetanol y 20 µl sin β-mercaptoetanol (5 µl de buffer muestra 

con o sin β-mercaptoetanol y 15 µl de histoplasmina). 

Muestras para el gel destinado al Western Blot (GEL 2): Se preparó 1 muestra, y se 

sembró por triplicado. Esta muestra se preparó con histoplasmina LOTE 2022/2 

(concentración=2.34mg/ml) sin β-mercaptoetanol (2.5 µl de buffer muestra sin β-

mercaptoetanol y 7.5 µl de histoplasmina). Se sembraron 10ul en cada calle del gel. 

Para la siembra de las muestras, se utilizaron tips con punta fina para SDS-page y micropipeta 

p20. A su vez se sembraron 10 µl de patrón de peso molecular (PM) <Blue Plus® IV Protein 

Marker, 10-150 kDa, Trans, China= para el gel 1 y 5 µl para el gel 2. Las calles de los 

extremos se dejaron vacías y el PM se sembró en las calles del medio. Una vez realizada la 

siembra de las muestras, se procedió a realizar la corrida electroforética, en buffer de corrida, 

con ajuste de voltaje constante a 200 voltios (ver figura 16) hasta ver el frente de corrida en 

la parte inferior del gel (aprox.45 min). 







3.7-Desarrollo del reactivo de látex 

      3.7.1-Sensibilizacion de las partículas de látex 

Para producir el reactivo se procedió a la sensibilización de las partículas de látex con la 

histoplasmina, por adsorción pasiva, donde primero fueron claves los siguientes 

procedimientos: 

1) La histoplasmina LOTE 2022/2 elaborada se colocó en un tubo de ultra centrifugado 

AMICON MILLIPORE de 30kda junto a PBS y se centrifugó a 3000 rpm durante 45 min. 

Este procedimiento se realizó 2 veces, con el fin de purificar las proteínas mayores a 30 kda 

y filtrar proteínas menores a 30kda y el medio de cultivo que contiene asparagina. 

2) Se midió la concentración de proteínas de la histoplasmina obtenida en el punto anterior 

por el método de Lowry. Este paso es muy importante porque es necesario saber la 

concentración de proteínas que se van a pegar al látex.  

3) Se realizó un SDS-page en un gel de acrilamida al 7.5% para el gel de separación y 4% 

para el gel de apilamiento, sembrando: 20 µl (15 µl de histoplasmina con 5 µl del buffer 

muestra), con el fin de constatar que en la histoplasmina lavada no se hayan perdido las 

proteínas de mayor peso molecular. El procedimiento del SDS-PAGE y la tinción de 

Coomassie Blue Coloidal se realizó como se explicó anteriormente (ver sección 3.6.1 pág.)  

Una vez realizados estos pasos preliminares, se procedió a preparar 2 buffers, uno con pH 8 

y otro con pH 4.8, que son los que van a determinar la condición optima de adsorción pasiva 

de la histoplasmina a las partículas de látex de 0.8 µm: 

1) Buffer Glicina, NaCl, pH 8: Primero se pesaron en un vaso precitado 7.51g de glicina, 

0.88g de NaCl, 1g de Azida Sodica y se disolvieron con agua purificada, cantidad suficiente 

para llegar a 1000ml. Luego se midió el pH y se agregó NaOH 1N (hidróxido de sodio) hasta 

llegar a pH 8.  

2) Buffer Acetato, NaCl 0.15M, pH 4.8: Primero se pesaron 246mg de Acetato de Sodio y 

88mg de NaCl 0.15M, luego se añadió 40ml de Ácido Acético 1N y se llevó a 100ml con 

agua purificada. Se ajustó el pH con acético 1N hasta llegar al pH deseado, 4.8.  



Se probaron 3 concentraciones de histoplasmina, 0.05; 0.02; 0.01 mg de histoplasmina/mg 

de látex. La reacción de adsorción se realizó con una concentración final de partículas de 

látex (diámetro 0.8 µm) de 5 mg/ml y teniendo en cuenta la concentración de histoplasmina 

obtenida (0.53mg/ml) se realizaron los cálculos pertinentes (regla de 3 simples) para la 

preparación de 1 ml de reactivo de látex para cada condición (tabla 2):  

 Buffer glicina/Na Cl Buffer acetato/Na Cl  

 latex1  latex2    latex3 latex4    latex5    latex6  

Valor J 0,05 0,02 0,01 0,05 0,02 0,01 mg/
mg 

Cantidad de histoplasmina 0,25 0,1 0,05 0,25 0,1 0,05 mg 

Cantidad de Latex 5 5 5 5 5 5 mg 

Vol. de histoplasmina 470 190 95 470 190 95 ul 

Vol. Latex (10%) 50 50 50 50 50 50 µl 

Vol. buffer 480 760 855 480 760 855 µl 

Vol. final (ml) 1 1 1 1 1 1 ml 

Tabla 2: Composición de cada reactivo de látex (Valor J: mg de antígeno/mg de látex) 

Una vez que se determinaron las cantidades y volúmenes de histoplasmina, buffer y látex, se 

procedió a preparar los reactivos. Para ello, se tomaron 6 eppendorf, 3 para el buffer glicina 

(1, 2, 3) y 3 para el buffer acetato (4, 5, 6) y se agregaron los volúmenes de histoplasmina y 

de buffer correspondientes (ver tabla 2), se homogenizo e inmediatamente con vortex, se 

agregaron los 50 ul de látex. Se colocaron a 37° con agitación durante 2 horas, invirtiendo 

cada eppendorf cada 30 minutos para evitar que sedimente el látex. Transcurridas las 2 horas 

se guardaron a 4° durante toda la noche. Al día siguiente, se centrifugaron a 12000 rpm 

durante 1 hora. Luego, se retiró el sobrenadante, y nos quedamos con el sedimento, en donde 

están las partículas de látex. Se agregaron a los eppendorf 1, 2 y 3, 1000 µl de buffer glicina-

albumina (980 µl de buffer glicina + 20 µl de albumina 100mg/ml), y a los eppendorf 4, 5 y 

6 se les agregó 1000 µl de buffer acetato-albumina (980 µl de buffer acetato + 20 µl de 

albumina 100mg/ml), con el fin de bloquear los sitios que quedaron libres en las partículas 

de látex. Por último, se guardaron los reactivos en heladera a 4° durante una noche y hasta 

su uso. 



       3.7.2-Ensayos de aglutinación 

Ya listos los 6 reactivos de látex, se continuo a realizar los primeros ensayos de aglutinación 

con el antisuero anti-histoplasmina LOTE 2022/2 que elaboramos, para poner a prueba dicho 

reactivo. En base a estos ensayos, se eligió la condición de pH y concentración a utilizar, y a 

partir de esto se realizaron los ensayos de titulación y evaluación de reacciones cruzadas. 

Materiales:  

 Láminas de fondo oscuro. 

 Micropipeta p100 

 Palillos o puntas de tips para homogenizar 

 Agitador orbital, rango de trabajo: 100 rpm 

Procedimiento general de la reacción de aglutinación:  

En cada cuadrado de la lámina de fondo oscuro, con micropipeta, se colocaron 25 μl de 

antisuero (muestra) y 25 μl de reactivo de látex, y usando palillos o puntas de tips se 

homogenizo. Se colocó la lámina dentro de un agitador orbital a 100 rpm y se dejó durante 5 

min, o hasta ver aglutinación (máximo 15 min). También se pueden hacer los movimientos 

rotativos de manera manual.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 









Figura 21: En la parte superior se muestra un esquema de lo que se sembró en cada pocillo. En la 

parte inferior se muestra el vidrio de IDR obtenido para la verificación final. (IMMY: 

antisuero/antígeno comercial) 

En la parte inferior de la figura, a la izquierda, se puede observar que tanto el antígeno IMMY 

como el antígeno elaborado en la DU, producen banda azul al difundir en el agar junto al 

antisuero IMMY, lo que verifica que el antisuero comercial IMMY reacciona con el antígeno 

de H. capsulatum elaborado.  En el centro de la imagen se puede ver que el antígeno 

elaborado en la DU y el antígeno INM al difundir en el agar junto con el antisuero INM 

producen la banda color azul, que nos indica que hay unión antígeno-anticuerpos entre 

ambos, lo que verifica la reactividad de los mismos. Y, por último, a la derecha de la imagen, 

se observa una intensa banda azul entre el antígeno elaborado en la DU y el antisuero de 

referencia INM, probando una vez más, la reactividad de ambos al difundir en al agar. Por lo 

que la verificación final del lote 2022/2 de histoplasmina fue aprobada.  

La estandarización de la histoplasmina elaborada, se realizó por IDR porque es la técnica 

inmunoquimica utilizada actualmente en la detección de anticuerpos de H. capsulatum y 

porque el servicio de micología del INEI, provee a los hospitales de la red los antisueros y la 

histoplasmina para realizar la IDR. 

4.2-Produccion de antisuero anti-histoplasmina 

Luego de realizar todo el proceso de obtención de antisuero y de realizar su estandarización, 

se distribuyeron equitativamente los 40 ml obtenidos de antisuero en tubos falcón. Se 

rotularon con el nombre del antisuero (As: antisuero de histoplasma) y número de lote (LOTE 

2022/2) como se puede ver en la siguiente figura. Es importante mencionar que se usó 

siempre el antisuero LOTE 2022/2 que fue elaborado, para cada una de las técnicas 

realizadas, incluyendo la aglutinación.  









4.3-Determinacion de proteínas por Lowry 

1) Los resultados de absorbancias medidas, para la primera curva de calibración realizada, 

fueron los siguientes: 

 Concentracion 

(µg/ml) 

absorbancia 

promedio 

absorbancia 1 absorbancia 2 

Tubo 1 50 0,328 0,341 0,315 

Tubo 2 100 0,549 0,564 0,534 

Tubo 3 200 0,898 0,900 0,896 

Tubo 4 300 1,106 1,050 1,168 

Tubo 5 400 1,236 1,225 1,247 

Tabla 3: Valores de absorbancia medidas de cada uno de los tubos (por duplicado) 

Con estos valores de absorbancia y sabiendo la concentración de cada tubo, se construyó, en 

Excel, la curva de calibración, se trazó la recta y se calculó la ecuación como se puede ver 

en el siguiente gráfico: 

 

Grafico 1: Curva de calibración construida con los valores de absorbancia promedio y 

concentración que se describen en la tabla anterior 

Con esta curva de calibración se calculó la concentración de proteínas de la muestra 1/10 

(histoplasmina concentrada con PEG y estandarizada por IDR). Esta muestra arrojo en el 

espectrofotómetro los siguientes valores de absorbancia y de concentraciones:  



Parámetro  Muestra 1/10 

Absorbancia 1 0.837 

Absorbancia 2 0.940 

Absorbancia promedio 0.888 

Concentración arrojada por el espectrofotómetro (µg/ml) 233.91 

Concentración calculada con la ecuación de la recta usando la 

absorbancia promedio (y=0.0026x+0.2791) (µg/ml) 

234.19 

Concentración de la muestra (se multiplico por el factor de dilución 

10 y se pasó a mg/ml) 

2.34 

Tabla 4: Valores de absorbancias, concentraciones medidas y calculadas de la muestra 1/10 

Todos los resultados demuestran que la histoplasmina elaborada para este trabajo, la cual está 

concentrada con PEG 800 y estandarizada por IDR, tiene una concentración de proteínas de 

2.34mg/ml por el método de Lowry.  

2) Los resultados de absorbancias medidas, para la segunda curva de calibración realizada, 

fueron los siguientes: 

 Concentracion 

(µg/ml) 

Absorbancia 

promedio 

Absorbancia 1 Absorbancia 2 

Tubo 1 50 0,435 0,459 0,412 

Tubo 2 100 0,697 0,747 0,647 

Tubo 3 200 1,079 1,091 1,068 

Tubo 4 300 1,347 1,343 1,351 

Tubo 5  400 1,545 1,517 1,574 

Tabla 5: Valores de absorbancia medidas de cada uno de los tubos (por duplicado) 

Con estos valores de absorbancia y sabiendo la concentración de cada tubo, se construyó en 

excel la curva de calibración, se trazó la recta y se calculó la ecuación como se puede ver en 

el siguiente gráfico: 



 

Grafico 2: Curva de calibración construida con los valores de absorbancia promedio y 

concentración que se describen en la tabla anterior 

Con esta curva de calibración se calculó la concentración de proteínas de la muestra 1/5 

(histoplasmina lavada con PBS en tubo AMICON MILLIPORE de 30kda). Esta muestra 

arrojo en el espectrofotómetro los siguientes valores de absorbancia y de concentración:  

Parámetro  Muestra 1/5 

Absorbancia 1 0.682 

Absorbancia 2 0.694 

Absorbancia promedio 0.688 

Concentración arrojada por el espectrofotómetro (µg/ml) 115.01 

Concentración calculada con la ecuación de la recta usando la 

absorbancia promedio (y=0.0031x+0.3609) (µg/ml) 

105.51 

Concentración de la muestra (se multiplico por el factor de dilución 

5 y se pasó a mg/ml) 

0.53 

Tabla 6: Valores de absorbancias, concentraciones medidas y calculadas de la muestra 1/5 

Todos los resultados indican que la histoplasmina lavada con PBS en tubo AMICON 

MILLIPORE de 30kda tiene una concentración de proteínas de 0.53 mg/ml por el método de 

Lowry. Este dato es de suma importancia para la producción del látex, ya que con esta 

concentración se realizaron los cálculos pertinentes para la sensibilización del látex. 







En la figura se puede observar, a través de un <punto=, la reacción de color que se produce al 

añadir la solución reveladora, cuando hay unión antígeno-anticuerpo, lo que indica un 

resultado de dot blot positivo. En la tira 1A que contiene histoplasmina lote 2022/2 y su 

antisuero homologo lote 2022/2 se ve un resultado positivo, es decir se puede ver un punto 

bien marcado lo que comprueba una vez la reactividad entre ambos. En la tira 2B, también 

se ve un resultado positivo más leve, lo que es de esperar ya que esa parte de la tira contiene 

antígeno de Coccidiodes posadasii y su antisuero homologo. En la tira 3C, contiene antígeno 

de Paracoccidioides sp, y su antisuero homologo, porque lo que también puede verse un 

punto bien marcado, es decir un resultado positivo. En las tiras 4D, 5E y 6F también se puede 

ver un resultado positivo, con puntos más leves con respecto a los antes mencionados, que 

contienen antígeno de Aspergillus Fumigatus y su antisuero homologo, Aspergillus Niger y 

su antisuero homologo, Aspergillu Flavus y su antisuero homologo, respectivamente. 

(Antisuero homologo: antisuero que contiene anticuerpos específicos contra un antígeno con 

el cual fue inmunizado.) 

En cuanto a reactividades cruzadas, se puede observar que si hay reacciones cruzadas: en la 

tira 2A puede verse una reacción cruzada entre la histoplasmina y el antisuero de Coccidiodes 

Posadasii, como así también en la tira 3A hay reacción cruzada muy leve, que quizás en la 

imagen no puede apreciarse, entre la histoplasmina y antisuero de Paracoccidiodes sp., lo 

que comprueba que hay antisueros como los recién mencionados, que contienen anticuerpos 

que reconocen un epítopo en la histoplasmina idéntico o muy similar al antígeno que los 

genero. También pueden verse otras reacciones cruzadas entre los demás hongos, pero que 

no vienen al caso para este trabajo ya que las reacciones cruzadas que nos interesan son las 

que involucran a la histoplasmina LOTE2022/2 que elaboramos.  

Tanto los antígenos como los antisueros heterologos, de otros hongos, fueron producidos por 

el servicio de micología en partidas anteriores, que amablemente nos dieron para poder 

evaluar las reacciones cruzadas por IDR, dot blot y aglutinación en látex. 

4.5-Caracterizacion de histoplasmina  

      4.5.1-SDS-page 

Luego de haber realizado la corrida electroforética y la tinción con Coomassie Blue Coloidal 

del gel 1 se obtuvieron los siguientes resultados:  

























 1/2 1/4 1/8 1/16 

Coccidioides 

Posadassi  

+ - - - 

Paracoccidioides 

sp 

- - - - 

Tabla 10: Resultados de la titulación de las reacciones cruzadas según la figura 36 

Se puede observar que únicamente hay una leve aglutinación en la dilución 1/2 de 

Coccidioides Posadassi, en las demás diluciones no hay aglutinación por lo que podemos 

decir que únicamente con el antisuero puro y 1/2 se ve reacción cruzada con el reactivo de 

látex de histoplasmina. Para Paracoccidioides sp. no se ven aglutinaciones por lo que la 

reactividad cruzada es muy leve en el antisuero puro.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



5-CONCLUSIONES 

Para la producción del látex, primero tuvimos que producir y obtener la histoplasmina a partir 

del cultivo liquido en fase micelial de H. capsulatum, luego se tuvo que inmunizar conejos 

para obtener el antisuero anti-histoplasmina, evaluando su reactividad por IDR, Dot Blot, 

Western Blot y su caracterización por SDS-page. Gracias a todos los métodos y 

procedimientos realizados, mencionados anteriormente, se pudo confirmar que la 

histoplasmina y el antisuero que producimos son reactivos entre sí. Luego, ya sabiendo que 

la histoplasmina y el antisuero que producimos son reactivos, a partir de buffer glicina pH 8, 

buffer acetato pH 4.8 y de 3 concentraciones de histoplasmina 0.05, 0.02 y 0.01 mg/mg Lx, 

se determinó la condición optima de adsorción pasiva de la histoplasmina a las partículas de 

látex, probadas con el antisuero anti-histoplasmina por reacciones de aglutinación. En base a 

todos los resultados de aglutinación que se obtuvieron, se pudo determinar que el buffer 

acetato pH 4.8 es la condición óptima para la sensibilización de las partículas de látex de 0.8 

µm con la histoplasmina, lo que confirma la teoría, que usando el buffer con este pH similar 

al punto isoeléctrico de la proteína a adsorber se favorece la adsorción pasiva (Ortega-

Vinuesa JL, Bastos-González D, 2001). Con respecto a las 3 concentraciones de 

histoplasmina probadas, se pudo comprobar que ambas concentraciones generan 

aglutinación, pero particularmente la concentración 0.02 mg/mg Lx es la condición que mejor 

aglutinación produjo.  

Con este trabajo entonces, pudimos identificar la condición de pH y concentración optima de 

adsorción para la producción del reactivo de látex, el cual es un dato muy importante para el 

proyecto <desarrollo de un reactivo de látex para el diagnóstico serológico de la 

histoplasmosis= del Servicio Antígenos y Antisueros, INPB ANLIS <Dr. Carlos G. Malbrán=, 

ya que, sabiendo estas condiciones, se va a seguir estudiando y avanzando en la mejora 

continua de este reactivo.  

Con respecto al rendimiento del reactivo, los datos que pudimos concluir, en base los ensayos 

de aglutinación realizados, es que, si se usan las partículas de látex diluidas al 0,25%, este 

produce aglutinación muy visible e incluso mejor que si se usara al 0,5%, lo que además 

disminuye el costo de producción. En cuanto a la concentración de histoplasmina, 

teóricamente, hay un rango de concentración donde se obtiene el reactivo con mayor 



sensibilidad, y por encima y debajo de ese rango la sensibilidad del reactivo disminuye, por 

lo que si bien en las tres concentraciones ensayadas se observó aglutinación, empleando la 

concentración intermedia 0.02 mg/mg Lx, los resultados de aglutinación fueron mejor, por 

lo que si se usaría esta última concentración, necesitaría menor cantidad de histoplasmina y 

esto implica una ventaja en cuanto a los costos ya que como se describió anteriormente es 

muy engorroso la obtención de la misma. 

En cuanto al título de anticuerpos y a la evaluación de reacciones cruzadas, recordamos que 

por la técnica de IDR no se pudieron identificar reacciones cruzadas y el título de anticuerpos 

anti-histoplasmina fue de 1/2. A diferencia, que con el dot blot, si se registraron reacciones 

cruzadas con Coccidioides Posadasii y Paracoccidioides sp. y el título del antisuero anti-

histoplasmina fue de 1/160, y con las aglutinaciones en partículas de látex el título de 

anticuerpos fue de 1/10 y si se observaron reacciones cruzadas con los antígenos de 

Coccidioides Posadasii y Paracoccidioides sp al igual que con el dot blot. En el dot blot el 

título de las reacciones cruzadas fue de 1/20 y para las aglutinaciones de 1/2 para 

Coccidioides Posadasii y puro para Paracoccidioides sp. En base a estos resultados 

obtenidos podemos concluir en que el dot blot es la técnica más sensible respecto a la IDR y 

a la aglutinación. En cuanto a la IDR y la aglutinación en partículas de látex, podemos decir 

que esta última es más sensible analíticamente, ya que el título de anticuerpos fue mayor y si 

se detectó reacciones cruzadas y en cuanto a especificidad analítica, la IDR es más específica 

porque al ser menos sensible no alcanzan a visualizarse las reacciones cruzadas. Por otro 

lado, la IDR solo es positiva cuando vemos las bandas de identidad H y M, si aparecieran 

otras bandas debido a reacciones cruzadas con otros microorganismos no se informaría 

positivo, favoreciendo así la especificidad del método. En el reactivo de látex las 

aglutinaciones por reacciones cruzadas no podrían ser diferenciadas de las reacciones 

homologas. 

Comparando la IDR, que es la técnica utilizada actualmente en el inmunodiagnostico de 

histoplasmosis, con la aglutinación en partículas de látex, podemos afirmar que la IDR tarda 

en dar un resultado aprox. en 72-96 hs y requiere de muchos materiales, soluciones y equipos, 

en cambio la técnica de aglutinación en partículas de látex es mucho más rápida, que aprox. 

en 5-15 min se obtiene un resultado, y se utilizan muy pocos materiales, por lo que sería una 



excelente técnica para el inmunodiagnostico de la histoplasmosis, ya que debido a la alta tasa 

de morbi-mortalidad que presenta la histoplasmosis y al difícil manejo terapéutico, se hace 

necesario desarrollar nuevas herramientas que permitan hacer un diagnóstico más rápido y 

oportuno. Es importante aclarar que con la implementación de estas nuevas metodologías 

inmunológicas no se pretende reemplazar los métodos convencionales. Por el contrario, se 

trata de complementar y ampliar la batería de pruebas existentes para realizar un diagnóstico 

más preciso y oportuno. 

Por último, este reactivo de látex que desarrollamos en este trabajo, demostró dar resultados 

positivos (aglutinación) cuando se lo enfrenta al antisuero anti-histoplasmina elaborado, es 

decir que detecto anticuerpos anti-histoplasma, por lo que nuestro objetivo principal se pudo 

llevar a cabo y está cumplido. Ahora queda mejorar el mismo y evaluar las reacciones 

cruzadas que se observaron en los ensayos, donde para identificar las proteínas relacionadas 

con las reacciones cruzadas sería necesario realizar un western blot con los antisueros que 

dieron aglutinación con el látex elaborado para poder ver que banda es la que cruza con los 

antisueros heterologos, y así poder identificarla y más adelante pensar en la purificación de 

la histoplasmina para eliminar esa reacción cruzada, generando un reactivo mucho más 

específico. Por otro lado, se continuará trabajando en la puesta a punto del reactivo con el fin 

de obtener un reactivo que sea altamente sensible y específico para el inmunodiagnostico de 

Histoplasmosis. Finalmente se probará este reactivo con sueros humanos para evaluar la 

sensibilidad y especificidad clínica. 
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7-ANEXOS 

Anexo 1: Criterios de aceptación de inactivación de cultivo  

 Cultivo negativo en los tres tubos, cumple la inactivación. 

 Cultivo positivo en al menos un tubo, no cumple con la inactivación y se debe volver 

a repetir el proceso de inactivación con un nuevo lote de Thimerosal 1%. De volver 

a observar crecimiento se debe descartar todo el material. 

Anexo 2: Soluciones para la IDR 

 Agarosa al 1% en agua destilada:  Se disolvió 250 mg de agarosa EEO 

(electroendosmosis) en 25 ml de agua destilada calentando a baño maría hasta fusión 

completa, sin sobrecalentar. 

 Agar fenolizado 1% pH= 6,3-6,4: Se colocó 50 ml de agua destilada en un Erlenmeyer 

de 250 ml con tapón. Se agregó 0,9 g de cloruro de sodio y 0,5 g de citrato de sodio 

disolviendo completamente ambas sales. Luego se añadió 0,25 ml de fenol y 7,5 g de 

glicina mezclando bien. Se agregó 1,0 g de bacto agar y se llevó a 100ml con agua 

destilada. Por último, se calentó a baño maría hasta que se fundió el agar. El pH final 

del agar-fenolizado debe ser 6,3-6,4. 

 Solución decolorante: Metanol 500 ml + Ácido acético 200 ml + Agua destilada 300 

ml. 

 Solución colorante de coomassie blue R-250: Coomassie blue R-250 0,30 g + 

Solución decolorante 100 ml. 

 Solución fisiológica: Cloruro de sodio 8,5 g + Agua destilada csp (cantidad suficiente 

para) 1000 ml. 

 Solución citratada: Cloruro de sodio 8,5 g + Citrato de sodio 50 g + Agua destilada 

csp 1000 ml. 

Anexo 3: Soluciones para la cuantificación de proteínas por Lowry 

 Solución de reactivo de Lowry: Se añadieron 40 ml de agua destilada a una botella 

de reactivo de Lowry en polvo (código: L 3540) mezclando bien por inversión para 



disolver completamente el contenido (No se debe agitar para evitar la formación de 

espuma). 

 Solución de trabajo, reactivo de Folin: Se tomaron 4.5 ml de reactivo fenol de Folin 

& Ciocalteu y se colocaron en botella de vidrio color caramelo. Luego se agregaron 

22.5 ml de agua purificada llevando la solución resultante a una concentración de 

20%. Se homogenizo y conservó a temperatura ambiente hasta el momento de 

utilizarla. 

Anexo 4:  Soluciones para realizar el Dot Blot  

 PBS (buffer fosfato salino): Es una solución tampón acuosa y salina (PH 7.4) que 

contiene cloruro sódico, fosfato sódico, cloruro de potasio y fosfato de potasio, que 

para el dot blot y también para el western blot, se utiliza para los lavados ya que lava 

y elimina todo lo que no se unió al antígeno o al anticuerpo. 

 PBS-albumina: Se preparó con 3 g de albumina sérica bovina (BSA) cada 100 ml de 

PBS. La función de este buffer, es bloquear rellenando los espacios que no han sido 

ocupados por las proteínas inmovilizados en la membrana, para así prevenir uniones 

inespecíficas de los anticuerpos y evitar falsos positivos. 

 Solución reveladora: Para preparar esta solución de revelado, primero se diluyo el 

cloronaftol 5.88x en metanol para llevar el metanol a 17%. Luego se agregó Tris 

50Mm, 15 ml de Tris cada 2.55 ml de cloronaftol en metanol y por último se añadió 

agua oxigenada 2%, 2 µl de agua oxigenada en 100 µl final de solución. El 4-cloro-

1-naftol en presencia de peroxidasa (presente en el anticuerpo secundario) y de 

peróxido de hidrógeno (agua oxigenada) produce un precipitado azul-negro (reacción 

quimiluminescente). 

Anexo 5: Geles de separación y de siembra para SDS-page 

Se preparó el gel separación de acrilamida 7.5% de la siguiente manera:  

 Agua destilada: 4.85 ml 

 Tris-HCI 1,5 M (pH 8,8): 2.5 ml 

 SDS 10% p/v: 100 µl 

 Solución de acrilamida 30% p/v / bis acrilamida 0,7% p/v: 2.5ml 



 APS  10% p/v: 50 µl 

 TEMED: 5 µl 

Se preparó el gel de siembra 4% de la siguiente manera:  

 Agua destilada : 6,1 ml 

 Tris-HCI 0,5 M (pH 6,8): 2,5 ml 

 SDS 10% p/v: 100 µl 

 Solución de acrilamida 30% p/v / bisacrilamida 0,7% p/v: 1,33 ml 

 APS 10% p/v: 50 µl 

 TEMED: 10 µl 

Anexo 6: Soluciones para la tinción de Coomassie Blue Coloidal 

 Solución fijadora: Se compone de 30% v/v de etanol, 2% v/v de ácido fosfórico. Se 

prepararon 100 ml. 

 Solución de tinción: Se compone de 18% v/v de metanol, 17% v/v de (NH₄)₂SO₄ 

(sulfato de amonio) y 2% v/v de ácido fosfórico. Se prepararon 100 ml. 

Anexo 7: Preparación del buffer muestra, buffer de corrida y buffer de transferencia 

 Buffer muestra: En un tubo de 15 ml se pesó 4 mg de azul de bromofenol. En otro 

tubo se añadió 1ml de Tris 0.5 M pH 6.8, 1.6ml de solución de SDS 10% p/v, 4.6 ml 

de agua purificada y 0.8 ml de glicerina. Se homogenizo y luego se agregó esta 

solución al tubo que contiene el azul de bromofenol. Se mezcló por inversión y se 

conservó hasta su uso.  

 Buffer de corrida: En vaso precipitado de 1 litro se pesó 3 g de Trizma base y 14.42 

g de glicina. Se agregó cantidad suficiente de agua purificada para llevar a 1 litro 

junto con 10 ml de SDS 10% y se homogenizo en agitador magnético hasta la 

disolución total. Se ajustó el pH a 8.4 

 Buffer de transferencia: Se preparó 1 litro de buffer de transferencia, agregando 100 

ml de buffer de corrida (sin SDS), 200 ml de metanol y cantidad suficiente de agua 

purificada para llevar a 1 litro.  

 


