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RESUMEN

Las micosis endémicas pueden ser dificiles de diagnosticar y la interpretacion precisa de los
datos de laboratorio es importante para garantizar el tratamiento mds adecuado para los
pacientes. Aunque el diagndstico definitivo de histoplasmosis, una de las micosis endémicas
mds frecuentes en el mundo, se logra mediante el diagndstico directo realizado por
observacion micro y/o macroscopica de Histoplasma capsulatum (H. capsulatum), la
evidencia seroldgica de esta infeccidn fungica es importante ya que el aislamiento de los

agentes etiologicos requiere mucho tiempo y tiene baja sensibilidad.

Se han utilizado una variedad de inmunoensayos para detectar anticuerpos especificos contra
H. capsulatum. La técnica mds aplicada para la deteccion de anticuerpos es la inmunodifusion
utilizando antigenos crudos ‘“histoplasmina” con una sensibilidad del 70 al 100 % y una
especificidad del 100 %, segun la forma clinica, como asi también la fijacion del

complemento.

Estas técnicas utilizadas hoy en dia insumen aproximadamente 96hs y un diagndstico
presuntivo de 2-3 semanas, por lo que en este trabajo se buscé desarrollar un reactivo para
detectar anticuerpos de histoplasma por aglutinacién con particulas de latex, que nos brinde
resultados inmediatos a diferencia de la inmunodifusion, y para que mds adelante este
reactivo sea utilizado con sueros humanos en el dmbito hospitalario y los profesionales nos
puedan brindar un diagndstico y tratamiento mas répido, ya que cuanto mds se retrase el

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

El objetivo de este trabajo es estudiar los distintos componentes proteicos de la histoplasmina
y la inmunoreactividad con diferentes antisueros homdlogos y heterologos, y optimizar las
condiciones para la preparacion del reactivo de latex para asi evaluar la especificidad y
sensibilidad analitica. Cabe destacar que este trabajo aporto los primeros datos para lograr el
desarrollo del reactivo para ser utilizado en el inmunodiagndstico de histoplasmosis, el cual

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

Para la produccién de este reactivo de latex, a partir de cultivos liquidos de Histoplasma
capsulatum inactivados, se obtuvo la histoplasmina por técnicas de centrifugacion, filtracion,
concentracién y didlisis. Se cuantifico las proteinas por el método de Lowry y se

caracterizaron por SDS-PAGE. Luego obtuvimos anticuerpos policlonales en conejo contra
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la histoplasmina mediante la inmunizacion de los mismos y se evalud la reactividad mediante
técnicas como inmunodifusion, dot blot, western blot y aglutinacién con particulas de latex.
Las particulas de l4tex de poliestireno de tamafio uniforme de 0.8 pm fueron sensibilizadas
con la histoplasmina por adsorcién pasiva. Para ello se emplearon diferentes concentraciones
de la histoplasmina, 0.05, 0.02 y 0.01 mg/mg de latex y se ensayaron diferentes condiciones
de pH, buffer glicina pH 8 y buffer acetato pH 4.8. Se eligié la mejor condicion en cuanto a
mayor eficiencia de adsorciéon y a mayor capacidad de aglutinacién con antisueros
homologos y se evalud las reacciones cruzadas con antisueros de conejo especificos a otras
micosis (Coccidioides posadasii, Paracoccidioides sp., Aspergillus sp.). Por tltimo, se

comparo la aglutinacion de latex con la inmunodifusion.
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1-INTRODUCCION

1.1-Justificacion 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 dimérfico. El hongo es principalmente un moho en el medio
ambiente, que se comporta como un organismo saprofito en suelos enriquecidos con materia
orgdnica. La primoinfeccion, que se inicia por inhalacién 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 (Guimaries y col, 2006). La HP
debe ser diferenciada de tuberculosis, otras micosis, neumonias bacterianas y virales, entre
otras, por lo que el diagndstico rdpido y preciso es importante para instaurar una terapia
especifica dado que el diagndstico definitivo se realiza por la observaciéon microscépica de
levaduras intracelulares, lo que requiere un observador experimentado, y por el aislamiento
e identificacion de Histoplasma capsulatum desde cultivos, lo que requiere entre 7 y 60 dias.
Por estos motivos, consideramos y creemos importante, que una técnica mds rapida, precisa,
econdmica y ficil como una aglutinacién con particulas de latex puede ayudar en el
inmunodiagnostico de HP, por lo que en el presente trabajo se desarrolld y se evalio un

reactivo de latex que permite detectar los anticuerpos especificos.

1.2-Marco teorico

1.2.1- Histoplasmosis / Manifestaciones clinicas
La histoplasmosis humana se debe a dos variedades del patégeno, Histoplasma capsulatum
var. Capsulatum, agente causal de la histoplasmosis cldsica o americana, e Histoplasma

capsulatum var. Duboisii, menos comun, es la causa etioldgica de la histoplasmosis africana.

La histoplasmosis americana es una micosis sistémica que afecta el sistema reticuloendotelial
(fagocitico-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 inhalacién y por lo general es asintomadtica en dreas endémicas. En 95% de los

afectados es subclinica o benigna, y en una proporcion baja, pulmonar progresiva o cutdnea
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cronica; se hallan levaduras pequefias en los histiocitos (Guimardes y col, 2006). La
histoplasmosis africana se caracteriza por lesiones granulomatosas o supurativas,
principalmente cutdneas, subcutdneas u 6seas; se encuentran levaduras grandes en las células

gigantes (Arenas, R. 2014).

La enfermedad se divide en tres categorias clinicas: pulmonar aguda, pulmonar crénica y

diseminada (Arenas, R. 2014):

Infeccién pulmonar aguda: El 90 % de los casos cursan de forma asintomadtica o presentan

una enfermedad que se manifiesta con fiebre, escalofrios, cefalea, tos seca, dolor tordcico
pleuritico o subesternal, malestar y mialgia. Los sintomas aparecen de 3 a 18 dias después de
la exposicidn, y en muchas personas estos desaparecen en 2 o 3 semanas espontaneamente,
aunque el cuadro de decaimiento y fatiga persiste mds tiempo. Esta cura parcialmente
dejando como secuelas areas multiples de calcificacion en el parénquima pulmonar y en los
ganglios linfaticos regionales, o cura completamente sin lesiones cicatrizables visibles. En
las personas inmunodeprimidas, con exposicion intensa, las manifestaciones respiratorias

tienden a ser mds graves.

Infeccién pulmonar crénica: La histoplasmosis pulmonar crénica puede simular la

tuberculosis pulmonar crénica en cuanto a sintomas y manifestaciones radiograficas. Se
presenta como un cuadro granulomatoso crénico que no solo afecta los pulmones, sino
también otros organos del sistema monocitico fagocitario. Los sintomas incluyen fatiga,
fiebre, anorexia, astenia y pérdida de peso. Los sintomas respiratorios incluyen tos, sobre

todo productiva, hemoptisis y disnea.

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

pacientes con alteraciones de la inmunidad mediada por células. Presentan en la gran mayoria
de los casos un curso fulminante, con falla multiorgénica y muerte. Predominan la fiebre, los
escalofrios, el malestar, la pérdida de peso, la hepatoesplenomegalia y las linfadenopatias

periféricas.

1.2.2-Datos epidemiologicos

La histoplasmosis es una micosis cosmopolita con areas 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 4reas mds prevalentes se encuentran en
Venezuela, Ecuador, Brasil, Paraguay, Uruguay y Argentina. En Brasil, las dreas endémicas
estdn ubicadas en las partes del Medio Oeste y Sudeste del pais, donde la prevalencia oscila
entre 4,4y 63,1 % y entre 3,0 y 93,2 %, respectivamente. Generalmente, las condiciones
ambientales presentes en dreas de alta endemicidad son un clima moderado con humedad

constante (Guimaraes 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 proporcion de 3:1. La mayoria de los pacientes es
del sexo masculino, caucdsica y de mds de 50 afios de edad. No existe relacién con la
ocupaciodn, sino con la exposicion, pero se ha considerado un factor de riesgo ocupacional en
mineros, arquedlogos, espeledlogos, guias de turistas, visitantes de sitios naturales,

ingenieros, topdgrafos, 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 saprofitica micelial que produce macroconidios de naturaleza polisacdrida 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 varian en tamafio de 2 ym a 6 um de
didmetro. A 37°C, predominan las formas de levadura que generalmente son células ovoides
de paredes gruesas. La fase filamentosa o saprofitica 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 6ptima 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 nitrogeno y fésforo; prefiere poca luz
para su reproduccion y un ambiente humedo. Se ha demostrado que el hongo puede aislarse

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



histoplasmosis asintomatica; esto explica por qué el guano contiene H. capsulatum, que al
quedar en el ambiente se hace dimoérfico, 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
incubacién a 25°C durante 6 a 12 semanas (Guimaraes y col, 2006). Estd compuesto de
pequeiias 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
jovenes muestran ramificaciones e hifas-septadas. Las esporas miden 2.5um, son blandas, de
formas redondas o piriformes, sobre pediculos cortos. Cultivos mds viejos tienen esporas mas
grandes, de 8 a 20 micras, redondas o piriformes, con una cubierta delgada con proyecciones

digitales (Borjes EP, 1959).

1.2.4-Patogenia
La infeccién por H. capsulatum generalmente ocurre por la inhalacién de microconidios por
parte del huésped, se depositan en los alvéolos y se convierten rdpidamente en una forma de
levadura parasitaria en los tejidos. Esta germinacion y conversidon puede ocurrir antes o
después de la ingestion por los macréfagos pulmonares (Allendoerfer y col, 1997; Couto y
col, 1994). Los conidios y las levaduras son ingeridos por macréfagos y células
reticuloendoteliales donde el organismo puede sobrevivir dentro de los fagolisosomas
(Allendoerfer y col, 1997). Una vez dentro del macrofago, la levadura se multiplica y viaja a
los ganglios linféticos hiliares y mediastinicos donde accede a la circulacién sanguinea para
diseminarse a varios 6érganos (Wheat LJ, 2003). La manifestacion clinica de la histoplasmosis
varia desde una infeccion asintomdtica hasta una histoplasmosis diseminada. Estas
manifestaciones dependen principalmente de la magnitud de la exposicion, es decir, la
cantidad de particulas fungicas inhaladas, el estado inmunolégico del huésped y la virulencia
de la cepa infecciosa, lo que indica que los factores ambientales y genéticos controlan la
manifestacion de la enfermedad (Goodwin RA, 1981). Ademads, en el contexto de pacientes

inmunocomprometidos graves, como las personas con SIDA, las cepas de H. capsulatum que
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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-infeccion
es posible que se lleve a cabo una diseminacion “silenciosa”, sobre todo a ganglios linfaticos
y bazo. Una vez que se presenta el primo-contacto, la mayoria de los pacientes (95%) sana
en forma espontdnea y s6lo mantienen respuesta inmunoldgica a la IDR (respuesta
intradérmica al antigeno polisacaridico: histoplasmina); en pocas ocasiones se observan
radiolégicamente focos de calcificacion en pulmones, bazo y ganglios linfaticos (Bonifaz, A.

2012).

1.2.5-Histoplasmina
La histoplasmina es el extracto antigénico obtenido del cultivo micelial de H. capsulatum
(Guimardes y col, 2006). Los principales componentes de la histoplasmina a los que se
producen respuestas de anticuerpos son los antigenos C, M y H. El antigeno 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 antigeno M es una catalasa,
con una actividad que podria proteger las formas de levadura de los mecanismos fungicidas
oxidativos y el antigeno H es una -glucosidasa que contiene epitopes proteicos especificos
de especie y epitopos glucosidicos; estos ultimos estdn unidos al nudcleo peptidico 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 antigeno M y H son
particularmente dttiles en el diagnéstico (Azuma y col, 1974). El anélisis inmunoquimico del
antigeno M indic6 que es una glicoproteina con una masa molecular de 70 a 94 kDa y un
punto isoeléctrico de 4,7 y el antigeno H es una glicoproteina donde los carbohidratos
constituyen entre el 10 y el 30% del antigeno cuya masa molecular es de 108 a 120 kDa
determinado por electroforesis y 144 kDa determinado por cromatografia de tamiz molecular

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

1.2.6-Métodos de diagnéstico

Aunque las manifestaciones clinicas de la histoplasmosis estdn bien descritas, el diagndstico
de histoplasmosis no se puede lograr basandose unicamente en la informacion clinica, ya que

existe una superposicion significativa de la histoplasmosis con otras enfermedades. Por
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ejemplo, la histoplasmosis aguda leve es similar a diversas infecciones virales del tracto
respiratorio. Las manifestaciones pulmonares de enfermedad mds agresiva con infiltrados
pulmonares y linfadenopatia hiliar se superponen con infecciones por otros hongos
dimérficos o Mycobacterium tuberculosis. El diagnéstico definitivo requiere, el aislamiento
de H. capsulatum en medios de cultivo especificos lo que lleva mucho tiempo, por lo general
un minimo de 15 dias y carecen de sensibilidad, o la visualizacion de la forma de levadura
en el examen directo de muestras clinicas utilizando técnicas especificas de tincion flingica,
lo que conlleva menos tiempo, pero también es insensible ya que puede dar resultados
confusos, dado a que las estructuras de H. capsulatum visualizadas microscOpicamente
pueden confundirse con estructuras de otros patégenos fungicos. También, dependiendo del
material procesado para estas aplicaciones, algunos contaminantes pueden crecer mds que H.
capsulatum, 1o que complica el diagndstico (Guimaraes y col, 2006). Ademads, para los
cultivos del hongo en su forma micelial, se requiere de un nivel 3 de bioseguridad y cabina
de seguridad bioldgica, y no todos los laboratorios cuentan estos requerimientos, por lo que

se hace necesario desarrollar otras técnicas de diagnostico.

Dadas estas dificultades, se han desarrollado otras técnicas para complementar el cultivo y el
examen microscopico que incorporan informacidn clinica y seroldgica. Estas pruebas de
laboratorio tienen la ventaja de un tiempo de respuesta mds corto y una especificidad y
sensibilidad razonables, las cuales se basan en la deteccidon de anticuerpos especificos y/o

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

En todo el mundo, los métodos de deteccion de anticuerpos son las principales herramientas
actualmente en uso para el diagndstico sin cultivo de histoplasmosis dada su disponibilidad
general y su ripido tiempo de respuesta cuyo diagndstico seroldgico se centra en la
identificacion de anticuerpos anti-H y anti-M. Las dos metodologias de rutina son la fijacién
del complemento y la inmunodifusién, debido a la conveniencia, disponibilidad y precision
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. Ademads,
se producen reacciones seroldgicas cruzadas a antigenos similares a Histoplasma en

pacientes infectados con otros patégenos ftingicos comunes (Braz J, 2006).
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La fijacion del complemento (FC) es una prueba inmunoldgica que busca detectar y medir la
presencia de anticuerpos fijadores de complemento especificos contra el hongo, presentes en
el suero o en el liquido cefalorraquideo de los individuos infectados. Para realizar esta prueba
se utilizan antigenos obtenidos tanto de la forma de micelio (histoplasmina) como de la
levadura (completa). Los titulos de anticuerpos entre 1:8 y 1:16 son considerados sugestivos
de un posible contacto con el hongo; mientras que titulos mayores a 1:32 se consideran

indicativos de una histoplasmosis activa (Muiioz 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 especificos contra
tales antigenos presentes en el suero de pacientes con histoplasmosis. Los antigenos Hy M
son glicoproteinas que suelen ser liberadas en cultivos de ambas formas, micelial y
levaduriforme. El antigeno H tiene homologia con una B-glucosidasa y; se detecta hasta en
el 10% de los casos y cuando estd presente indica una infeccién activa. El antigeno M tiene
homologia con una catalasa y se identifica en el suero de aproximadamente 80% de los
pacientes; sin embargo, la ID no permite diferenciar una infeccion reciente de una pasada,
dado que los anticuerpos contra este antigeno pueden persistir por meses y, hasta afios,
después de la primo-infeccién. La sensibilidad y la especificidad de ambas pruebas en la
determinacién de anticuerpos contra H. capsulatum dependen de la forma clinica de la
micosis. Es asi como se ha reportado que la FC y la ID son positivas aproximadamente entre
el 90-100% de los pacientes con histoplasmosis pulmonar crénica, y entre el 70-80% de los
pacientes con histoplasmosis diseminada. Aunque la prueba de FC presenta una sensibilidad
mds alta en comparacion con la ID, esta tltima es mucho més especifica independientemente
de la forma clinica de la histoplasmosis (Mufioz y col, 2010). Ambas técnicas presentan

algunas limitaciones, entre las que se mencionan:

e Requerimiento de 2 a 6 semanas para que un individuo produzca anticuerpos después
de haber estado expuesto al hongo (Mufioz y col, 2010).

e En pacientes inmunosuprimidos, especialmente aquellos con sida, se presentan
niveles de sensibilidad muy bajos debido a la disminucién en la produccién de

anticuerpos que caracteriza este sindrome (Mufioz y col, 2010).
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e Algunos resultados positivos pueden deberse a infecciones anteriores y sugerir,
incorrectamente, una histoplasmosis activa en pacientes con otra infeccion (los
anticuerpos anti-precipitina M se mantienen hasta por dos afos) (Mufioz y col, 2010).

e Pueden ocurrir reacciones cruzadas en el 40% de los pacientes con otras micosis tales
como paracoccidioidomicosis, coccidioidomicosis y aspergilosis (Mufioz y col,

2010).

Recientemente, la biologia molecular ha permitido introducir nuevas herramientas que han
sido utilizadas para la deteccion e identificacion 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 anélisis evolutivos, estudios de diversidad genética y un
sinnimero de estudios de epidemiologia molecular, a partir de los cuales se ha logrado
recopilar informacién valiosa sobre la variabilidad genética de este microorganismo (Mufioz
y col, 2010). Para estas nuevas herramientas, la mayoria de los laboratorios, no estdn

equipados para utilizar estas técnicas moleculares.

1.3-Conceptos de inmunologia empleados en este trabajo

Para la caracterizacion antigénica de la histoplasmina, fue necesario evaluar interacciones
antigeno-anticuerpo, a través de técnicas inmunolégicas como la inmunodifusion, dot blot,
western-blot y aglutinacién con particulas de latex, como asi 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 continuacién se resumen algunos conceptos bdésicos de

inmunologia y, en la seccion 1.4, los fundamentos de dichas técnicas.

1.3.1- Antigenos
Los antigenos se definen como moléculas “extrafias” (que no pertenecen a nuestro
organismo) que interactian 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 especifica a los receptores del linfocito B (Ig; BCR) o del linfocito T (TCR). No
todos los antigenos son capaces de inducir la produccién de anticuerpos, es por eso que a los
antigenos que pueden desencadenar una respuesta inmunitaria humoral (produccién de

anticuerpos) se los denomina moléculas INMUNOGENICAS o INMUNOGENOS.
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La inmunogenicidad de una sustancia depende de:

e La alteridad o disparidad estructural con el huésped

e El tamafio molecular

e La composicion y complejidad quimica

e La capacidad de ser procesada y presentada a un linfocito T
e El genotipo del huésped o receptor (MHC)

e La dosis inoculada

e La via de ingreso del inmunégeno

Un inmundgeno se compone de epitopos, que son las regiones con actividad inmunitaria que
se unen a receptores de membrana especificos de antigeno en los linfocitos (TCR) o
anticuerpos secretados (BCR). Los epitopos pueden involucrar una secuencia lineal y
continua de aminoécidos (epitopos lineales o continuos), o pueden involucrar aminodcidos
presentes en localizaciones distantes en la secuencia primaria, pero cercanos en la
conformacién tridimensional de la molécula (epitopos 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 patdgenos que se replican en los espacios extracelulares, que presentan un
estadio extracelular o que se diseminan a través del espacio extracelular. Las células
plasmédticas secretan moléculas de anticuerpo solubles con idéntica especificidad de antigeno
a la del receptor de superficie de la célula B original. Las moléculas de anticuerpo tienen dos
funciones, unién a antigeno y mediacién de funciones efectoras. La unién a antigeno es
realizada por las porciones amino terminal, y las funciones efectoras por las regiones
carboxilo terminales. Ademads de fijar antigeno, los anticuerpos participan en una extensa
gama de otras actividades bioldgicas. Cuando se considera la funcién del anticuerpo en las
defensas contra una enfermedad, es importante recordar que los anticuerpos casi nunca
destruyen o eliminan patégenos con sélo unirse a ellos. Para que sean eficaces contra los
microorganismos, los anticuerpos no sélo deben reconocer antigeno, sino también deben
activar reacciones (funciones efectoras) que tienen como resultado la eliminacion del

antigeno y la muerte del patégeno. Si bien las regiones variables del anticuerpo son los tinicos
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agentes de unidn a antigenos, la region constante de la cadena pesada tiene a su cargo una
diversidad de interacciones colaboradoras con otras proteinas, células y tejidos, que dan por

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

Las moléculas de anticuerpo tienen una estructura comun de cuatro cadenas peptidicas. Esta
estructura se integra con dos cadenas ligeras (L) idénticas, consistentes en polipéptidos de
unos 22 000 Da, y dos cadenas pesadas (H) polipéptidos mds grandes de unos 55 000 Da o
mas. Cada cadena ligera estd unida a una cadena pesada por un enlace disulfuro y por
interacciones no covalentes, como puentes salinos, enlaces de hidrégeno e interacciones
hidréfobas, para formar un heterodimero (H-L). Las dos combinaciones idénticas de cadena
pesada y ligera (H-L) estdn unidas entre si por interacciones no covalentes similares y por
puentes disulfuro para formar la estructura de anticuerpo bésica de cuatro cadenas (Janeway's

immunobiology, 2017).

1.3.3- Inmunizacion / Obtencion de antisueros
La inmunizacion es una estimulacion deliberada de la respuesta inmune de un huésped. La
inmunizacién activa supone la administracion de antigenos o adyuvantes inmunolégicos. La
inmunizacion pasiva supone la administracién de sueros inmunes, linfocitos o el trasplante
de tejido productor de células inmunocompetentes, como el timo o médula 6sea (Kuby
inmunobiology, 2007). Para obtener un antisuero, suero que contiene anticuerpos especificos,
ya sean monoclonales o policlonales, se emplean planes de inoculaciones sucesivas o Unica
inoculacién de inmundgeno en el huésped, cuyo huésped puede ser un ratén, conejo, cabra,

caballo o un humano.

En el presente trabajo, el antisuero que se desarrolld, es un antisuero policlonal de conejo,
dado que su obtencidn es mds facil, econdmica y se obtienen anticuerpos de alta afinidad, a
diferencia de los monoclonales cuya obtencion es mas dificil y costosa (ver figura 1). Cada
inmundgeno experimental muestra una curva de dosis-respuesta particular, que se determina

al medir la reaccién inmunitaria a diferentes dosis y distintas vias de administracion.
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Figura 1: Obtencion de anticuerpos policlonales (izquierda) y anticuerpos monoclonales (derecha)
(Janeway's immunobiology, 2017).

Por lo general, los inmundgenos experimentales se administran por via parenteral, es decir,
por otras vias distintas de la oral. Las vias de administraciéon mds comunes son: la intravenosa
(IV), dentro de una vena; intradérmica (ID), dentro de la piel; subcutdnea (SC), debajo de la
piel; intramuscular (IM), en un musculo; intraperitoneal (IP), dentro de la cavidad peritoneal.
La via de administracién influye en alto grado en los Organos y poblaciones celulares
inmunitarias que intervienen en la respuesta. El antigeno suministrado por via intravenosa se
traslada primero al bazo, mientras que el que ingresa por via subcutdnea pasa primero a los
ganglios linfdaticos locales (Kuby inmunobiology, 2007). Algunos inmunogenos
experimentales suelen prepararse con sustancias que, cuando se mezclan e inyectan con un
antigeno, aumentan la inmunogenicidad de dicho antigeno, estas sustancian se denominan
ADYUVANTES (ver figura 2). Los adyuvantes se emplean con frecuencia para reforzar la
reaccidon inmunitaria cuando un antigeno tiene inmunogenicidad baja o sélo se dispone de
cantidades pequefias de él. Se desconoce el modo preciso en que los adyuvantes acentian la
reaccion inmunitaria, pero en la actualidad se sabe que algunos de los adyuvantes conocidos
como poliribonucledtidos sintéticos y lipopolisacdridos bacterianos son ligandos de los
receptores tipo Toll presentes en la superficie de células dendriticas y macréfagos y por lo

tanto estimulan las inmunorreacciones a través de la activacion del sistema inmunitario
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innato (Janeway's immunobiology, 2017). En general, los adyuvantes ejercen efectos como,
prolongacion de la persistencia del antigeno, intensificacion de sefiales coestimuladoras,

aumento de la inflamacién local o estimulacién de la proliferacion inespecifica de linfocitos

Nombre del adyuvante Composicion Mecanismo de acciéon
Liberacion tardia de
Adyuvante de Freund Emulsion de aceite en agua incremento de la captacion
incompleto por macrofagos
Liberacion tardia de antigeno
Adyuvante de Freund completo Emuision de aceite en agua captacion aumentada por

Emuision de aceite en agua
Adyuvante de Freund con MDP un constits wmpepde ( Freund completo
micobacterias

por macrofagos
) ) ) Liberacion tardia de antigeno
Alumbre + Gel de hidréxido de aluminio captacion aumentada por
Bordetella pertussis con B. pertussis muertas macrof; . induccion de
coestimu

Figura 2: Composicion y mecanismos de accion de diferentes tipos de adyuvantes (Janeway's
immunobiology, 2017)

1.3.4- Interaccion Antigeno-Anticuerpo
La interaccion antigeno-anticuerpo es una relaciéon bimolecular parecida a la interaccion
enzima-sustrato, con una diferencia importante, que no conduce a una alteracién quimica
irreversible en el anticuerpo ni en el antigeno. La relacion entre un anticuerpo y un antigeno
incluye varias interacciones no covalentes entre el determinante antigénico, o epitopo, del
antigeno y el dominio de region variable (VH/VL) de la molécula del anticuerpo. Las
interacciones no covalentes que forman la base de la unién antigeno-anticuerpo (Ag-Ac)
incluyen enlaces de hidrégeno, enlaces i6nicos, interacciones hidréfobas e interacciones de
van der Waals. Puesto que estas interacciones son débiles a nivel individual (comparadas con
un enlace covalente), se necesita un gran numero de ellas para formar una interaccion Ag-
Ab potente (Fainboim-Geffner, 2011). La fuerza combinada de las interacciones no
covalentes entre un sitio de unién de antigeno unico en un anticuerpo y un epitopo unico en

un antigeno es la afinidad del anticuerpo por ese epitopo. Los anticuerpos de afinidad baja
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unen antigeno de manera débil y tienden a disociarse con facilidad, en tanto que los de
afinidad alta unen antigeno con mds firmeza y la unién se mantiene por mds tiempo

(Janeway's immunobiology, 2017).

Las reacciones Antigeno-Anticuerpo se utilizan para detectar Ag o Ac, medir la magnitud de
la respuesta inmunitaria humoral e identificar moléculas de interés médico o biolégico. En la
interaccion in vitro de un antigeno con un anticuerpo se distinguen dos etapas, la interaccion
primaria no visualizable y la interaccion secundaria, que sigue a la anterior y se caracteriza
por la aparicién de un fenémeno visible al introducir algin indicador que permita valorar la
interaccion primaria. Estos indicadores, conocidos como marcadores, se unen a antigenos o
anticuerpos por unioén covalente y van a permitir el revelado de la reaccion. (Fainboim-

Geffner, 2011).

1.3.5- Reactividad cruzada
Aunque las reacciones antigeno-anticuerpo son muy especificas, en algunos casos el
anticuerpo estimulado por un antigeno puede reaccionar en forma cruzada con un antigeno
no relacionado. Una reaccion cruzada se da cuando un anticuerpo tiene la capacidad de
reconocer epitopes (Ag) distintos al antigeno que lo generd. Esta reactividad cruzada ocurre
si dos antigenos diferentes comparten un epitopo idéntico o muy similar (ver figura 3). En el
altimo caso la afinidad del anticuerpo por el epitopo de reaccion cruzada suele ser menor que

para el epitopo original (Fainboim-Geffner, 2011).

Anti-X
anticuerpo

D,
P

Antigeno X

Reactividad cruzadas

E NS

AN

Antigeno Y Antigeno Z

epitopos compartidos epitopos similares

Figura 3: Representacion grdfica de reactividad cruzada (hitps://microbionotes.com/antigen-
antibody-reaction)
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1.4-Técnicas inmunoquimicas y quimicas utilizadas en este trabajo

1.4.1- Cuantificacion de proteinas por Lowry
Por el método de Lowry se procede a la determinacidn de la concentracion total de proteina
en una muestra. El principio del método se basa en la utilizacion de una mezcla que contiene
molibdato, tungstato y dcido fosforico (reagente Folin-Ciocalteau), que sufre una reduccién
cuando reacciona con proteinas, en la presencia del catalizador cobre (II). Esto produce un
compuesto con absorciéon médxima a 750 nm. Esta reduccion ocurre directamente a través de
las cadenas laterales de algunos aminodcidos (tirosina, triptéfano, cisteina, asparagina e
histidina), que contribuyen con cuatro electrones, o a través de la eliminacién de dos
electrones de cada unidad tetrapeptidica de las proteinas, que es facilitada por la formacion
del quelato entre el cobre (II) y las proteinas. De este modo, el método de Lowry envuelve
dos reacciones quimicas. La primera reaccion es la reducciéon del i6n cobre (II) en
condiciones alcalinas (basicas), formando un complejo con enlaces peptidicos, denominado
reaccion de Biuret. La segunda reaccion envuelve la reduccion del reagente Folin-Ciocalteu
por el complejo cobre-enlace peptidico, causando un cambio en la coloracién de la solucién
para azul. Por espectrofotometria pueden leerse las muestras tratadas con este método entre
650 a 750 nm. La cantidad de proteina puede ser estimada utilizando una curva estindar con

otra proteina, es decir, cuya concentracion sea conocida como la albimina bovina sérica.

La principal ventaja del método de Lowry es su alta sensibilidad. El método de Lowry es més
sensible que la determinacién UV y también més sensible que el método de Biuret. Algunas
desventajas son el tiempo de la reaccién y la incompatibilidad con detergentes y agentes

reductores.

1.4.2- Inmunodifusion radial doble (IDR)
La inmunodifusién radial es una técnica de andlisis inmunolégico que se utiliza para detectar
la cantidad de anticuerpos que hay en el suero de un individuo. La técnica de inmunodifusion
radial es lenta y poco sensible ya que necesita mucha cantidad de anticuerpos o antigeno para
que se formen complejos. Existen dos tipos de reacciones de inmunodifusion para determinar
las concentraciones relativas de anticuerpos o antigenos, comparar antigenos o determinar la

pureza relativa de una preparacion de antigeno. Estos son la inmunodifusion radial simple
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(método de Mancini) y la inmunodifusion radial doble (método de Ouchterlony), ambos se

efectiian en un medio semisolido como el agar (Kuby inmunobiology, 2007).

En el presente trabajo la técnica de inmunodifusion utilizada, es la del método de
Ouchterlony, donde tanto el antigeno como el anticuerpo se difunden radialmente desde los
fosos uno hacia el otro y por tanto se establece un gradiente de concentracion. Conforme la
equivalencia se alcanza, se produce una linea visible de precipitacion, una linea de precipitina

(ver figura 4) (Kuby inmunobiology, 2007).

INMUNODIFUSION DOBLE
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Figura 4: Esquema inmunodifusion radial doble (Kuby inmunobiology, 2007).

La inmunodifusion radial doble constituye un método muy completo ya que nos permite
obtener mds informacién que los otros tipos de inmunodifusion ya que la posibilidad de hacer
varios pocillos en una misma placa permite obtener informacién sobre similitud de los
antigenos reaccionantes. Esta técnica consiste en colocar en una placa de Petri agar 1.5% al
cual luego de solidificar se le realizan perforaciéon en forma de pocillos a distancia
conveniente y en dichas perforaciones se colocan pequefias cantidades de antigeno y
anticuerpo, donde en este caso estos difunden en forma radial a partir del pocillo generando
bandas de precipitacién cuyas caracteristicas de dichas bandas dependen de varios factores

comao:

e Cuando las concentraciones colocadas en los pocillos estén cerca de la equivalencia
la banda se formard a la mitad de distancia entre ellos.
e Laconcavidad de la banda estard hacia el lado del pocillo donde se halla colocado el

reactivo de mayor peso molecular.

21



e La banda serd recta (sin concavidad) cuando los pesos moleculares de ambos

reactivos sean semejantes.

1.4.3- Dot blot

Es una técnica de biologia molecular que se utiliza para detectar proteinas o dcidos nucleicos.
Es simplificacion de los métodos Northern blot, Southern blot o Western blot. En un dot blot
las biomoléculas para ser detectadas no son separadas por cromatografia o electroforesis,
sino que se coloca una gota que contiene la molécula para ser detectada directamente sobre
una membrana (nitrocelulosa para proteinas) para luego ser detectadas por sondas de
nucledtidos (northern blot y southern blot) o anticuerpos (para un western blot). La técnica
ofrece importantes ahorros en tiempo. Sin embargo, no ofrece informacién sobre el tamaifio
de la biomolécula blanco. Ademas, si dos moléculas de diferentes tamafios son detectadas,
se seguird viendo como un solo punto. Por lo tanto, el dot blot s6lo puede confirmar la

presencia o ausencia de una biomolécula.

1.4.4- SDS-page
El SDS (sodium dodecyl sulfate) es un detergente anionico, que cuando se une a las proteinas,
las desnaturaliza de manera que rompe las interacciones hidrofdbicas y eliminan sus
estructuras secundarias y terciarias, otorgdndoles una carga neta negativa, permitiendo asi
separar proteinas de acuerdo a su peso molecular. Aproximadamente, se une una molécula
de SDS por cada dos residuos de aminodcidos. La carga nativa original de la molécula

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

SDS.

La electroforesis en geles de poliacrilamida es uno de los métodos més utilizados para la
purificacién, andlisis y caracterizacion de proteinas. La técnica permite separar moléculas
cargadas y con diferencias en movilidad cuando se las somete a la accién 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 visualizacion de las proteinas se utilizan
diferentes métodos de tincion, siendo el mas habitual el azul de Coomassie. En la SDS-
PAGE, la separacién electroforética es en funcidén del tamafio (masa molecular), lo que
permite determinar el peso molecular de las proteinas. Para ello se compara la movilidad

electroforética (Rf) de la proteina de peso molecular desconocido con el de proteinas de
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referencia de peso molecular conocido. Debido a que la cantidad de SDS que se une a las
proteinas es practicamente proporcional a su tamafo, los complejos SDS-proteinas presentan
un valor carga/masa constante y por lo tanto se separan de acuerdo a su tamafio cuando
migran desde el citodo (-) al dnodo (+) a una velocidad relacionada con su peso molecular.
Ademas del SDS, se emplean otros agentes desnaturalizantes como el 2-mercaptoetanol que

reduce los puentes disulfuro (Cys-S-S-Cys) a grupos tioles (Cys-SH).
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Figura 5: Diagrama Electroforesis (https://www.esraa.edu.iq/modules/lect/lect/9231-10.pdf)

1.4.5- Western blot

En el Western blot, una mezcla de proteinas se separa por medios electroforéticos en un gel
de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE). Las bandas de proteinas se transfieren a una membrana
de nitrocelulosa mediante electroforesis, y las bandas individuales de proteina se identifican
al inundar la membrana de nitrocelulosa con anticuerpo policlonal o monoclonal radio-
marcado o unido a enzimas especificas para la proteina de interés. Los complejos Ag-Ab,
que se forman en la banda que contiene la proteina reconocida por el anticuerpo, pueden
visualizarse de diversos modos. Tras la union del conjugado de enzima y anticuerpo, la
adicién de un sustrato cromdgeno que produce un producto de color intenso e insoluble

origina la aparicion de una banda de color en el sitio del antigeno blanco (ver figura 6).
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Figura 6: Diagrama de Western blot (Kuby inmunobiology, 2007).

1.4.6- Aglutinacion en particulas de latex
Las reacciones de aglutinacion se utilizan para la detecciéon de anticuerpos empleando
antigeno en estado particulado. También es util para la deteccion de antigenos. Los principios
que la rigen son los mismos que para precipitacion, pero con la diferencia que las reacciones
de aglutinacién son mds sensibles que las de precipitacion. Son técnicas poco costosas,
requieren poco materiales y son rdpidas. Es una herramienta ttil en el laboratorio de
inmunologia para la deteccion y hallazgo de diferentes patologias. En las aglutinaciones
directas el antigeno es por si mismo particulado, por lo que no requiere fijacién a soportes
inertes, donde dicho antigeno es aglutinado directamente por los anticuerpos, siendo una
aglutinacion rapida en placas y lenta en tubos o microplacas. En las aglutinaciones indirectas
los antigenos solubles se unen a glébulos rojos o particulas inertes como el poliestireno, latex
de manera covalente (ver figura 7A) o tambi€n pueden utilizarse bacterias como soporte
(Micrococcus lysodeikticus), dichas aglutinaciones suelen ser rdpidas en placas y lentas en

tubos o microplacas.
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Figura 7A: Esquema de sensibilizacion con particulas de ldtex. El circulo representa una particula
de ldtex y los tridngulos los antigenos. (hitps://slideplayer.es/slide/7580300/tecnicas-de-
aglutinacion)

En la aglutinacién con particulas de latex la interaccion entre el anticuerpo anti-x proveniente

(13 77

de un suero y el antigeno “x” particulado, unido de manera covalente o no covalente a una
particula de ldtex, resulta en un agrupamiento visible llamado aglutinacion (ver figura 7B),
que suele verse como una malla de precipitacién o una especie de grumos (ver figura 8). Los
anticuerpos que producen estas reacciones se denominan aglutininas. Las reacciones de
aglutinacion son similares en principio a las reacciones de precipitacion porque dependen del
enlace cruzado de antigenos polivalentes. Del mismo modo en que un exceso de anticuerpo
inhibe las reacciones de precipitacion, este exceso también puede inhibir las reacciones de
aglutinacion; tal inhibicién se denomina efecto prozona, el cual para ver si este existe o no

se debe diluir la muestra y en el caso que haya aglutinacion en la muestra diluida, pero en la

muestra pura (mas concentrada) no, se puede decir que hay presencia de efecto prozona.

\ /\’
PA ——— <©> - \>

Figura 7B: Esquema de aglutinacion (https://slideplayer.es/slide/7580300/tecnicas-de-
aglutinacion)

Figura 8: Anillo negro izquierdo representa una aglutinacion en particulas de ldtex positiva para
proteina C reactiva (PCR) y el anillo negro derecho representa una aglutinacion negativa
(https:/iwww.clikisalud. net/salud-general-prueba-aglutinacion-latex).
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2- OBJETIVOS

2.1-Objetivos Generales

Capacitarme y entrenarme en el desarrollo de técnicas microbioldgicas, bioquimicas

e inmunoquimicas bésicas.
Capacitarme en la obtencion de antisueros policlonales de conejo.

Desarrollar un reactivo de latex para la deteccion de anticuerpos de H. capsulatum

2.2-Objetivos Especificos

Obtener, caracterizar y optimizar preparaciones antigénicas nativas de Histoplasma

capsulatum (histoplasmina) para utilizar en la deteccion 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 condicién 6ptima de adsorcidn de la histoplasmina a particulas de latex

de 0.8 pm.

Comparar la metodologia de aglutinacion en particulas de litex con la

inmunodifusion.
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3-MATERIALES Y METODOS

3.1- Produccion de histoplasmina

La produccion del antigeno de Histoplasma capsulatum (histoplasmina) se realizé en el
Servicio Micosis Profundas del Departamento de Micologia del INSTITUTO NACIONAL
DE ENFERMEDADES INFECCIOSAS (INEI)-. ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran”

3.1.1-Cultivo
Para el cultivo se selecciond una cepa antigénica de Histoplasma capsulatum (Dmic 206238)
en fase micelial conservada en aceite, perteneciente a la colecciéon de cultivos del
departamento de Micologia, mantenida en refrigerador del laboratorio BSL3 (Laboratorio de
seguridad bioldgica nivel 3) de la UOCCB (Unidad Operativa Centro de Contencién
bioldgica), cuya cepa fue caracterizada por métodos microbiolégicos y moleculares

(secuenciacion 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 Bioldgica)
clase II-A2, s6lo los profesionales y técnicos autorizados del Servicio de Micologia estan
autorizados a trabajar con los cultivos, por lo que mi rol hasta la inactivacion del cultivo fue

aprender y tomar nota de cada paso.
Materiales

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

e Erlenmeyer de polipropileno estéril de 1000 ml con malla plastica en su interior
e Ansa de gancho

e Pipeta de 25 ml estéril.

e CSB II. Microscopio

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

Activacion de la cepa antigénica

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

(Dmic 206238) de la siguiente manera:
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1) Se retir6 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 volvid a colocar en el tubo original y se

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

2) Al cabo de los 15 dias se observé desarrollo fingico y se selecciond el tubo que presento
mayor desarrollo y a partir de €l se volvié a subcultivar por duplicado de igual manera que

el paso 1. Nuevamente se procedid a incubar a 28 °C durante 10 dias.

3) Luego de los 10 dias se observo crecimiento fiingico y nuevamente se repitid el paso
anterior subcultivando 2 tubos desde el repique anterior con mayor crecimiento. En total se

realizaron 4 repiques mas.

4) El ultimo repique se dejé incubar a 28 °C por 25 dias, dentro de ese lapso de tiempo se
observo si el micelio cubri6 el 80% de la superficie del agar para que se considere Cepa

Activada. Al pasar los 25 dias, se considero la cepa activada.

5) Una vez activada la cepa antigénica, en CSB II se realiz6 el control de pureza e identidad
del cultivo, donde se realiz6 un disgregado con LFAA (Lactofenol azul de algodén) del tubo
del ultimo repique que presento mejor desarrollo y se observé al microscopio Optico con
aumento final de 400X. Este control fue aprobado segin los criterios establecidos por el
servicio de micologia, que nos permiten ver si el cultivo corresponde con las caracteristicas

de H. capsulatum y no de otros hongos.

Preparacion del cultivo en medio liquido

En CSB 1II se extrajo de uno de los tltimos repiques, el que tiene mejor desarrollo, 5 porciones
de entre 1 y 3 mm?2 de micelio utilizando el ansa de gancho y se colocaron en 500 ml de caldo
Asparagina esteril contenidos en un Erlenmeyer con una malla plastica en su interior (los
trozos de micelio se colocaron por encima de la malla, en la superficie del caldo). Se dejé
incubar a 28° durante 3 meses en cultivo estatico. Al pasar los 3 meses, se realizé en CSB 11

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

En CSB II se le agrego al cultivo liquido, 10 ml de Thimerosal 1% (solucion de Merthiolate),
y se agito manualmente por rotacion en sentido y en contrasentido de las agujas del reloj. Se
dejo reposar en refrigerador durante 48 h para inactivar el cultivo fingico. Luego de 48 h de
reposo en CSB II, se tomaron tres trozos de micelio en suspension y se sembraron cada uno
en un tubo de Agar Sabouraud y se dej6 incubar 14 dias a 28°. El Erlenmeyer con el cultivo
fingico “inactivo” se guardd nuevamente en el refrigerador hasta obtener resultados de
inactivacién. Segun los criterios de aceptacion de inactivacion del cultivo (ver anexo 1),
luego de los 14 dias, se considerd que el cultivo esta inactivado, el mismo fue retirado de la

UOCCB para continuar su procesamiento.

3.1.2- Obtencion y estandarizacion de la histoplasmina

Materiales

e (CSB II. Bomba de vacio unida a kitasato trampa.

e Embudo de Biichner estéril. Kitasato de 1000 ml estéril.

e Papel de filtro para separacion solido/liquido (Whatman #40).

e Unidades filtrantes de poro 0.45 y 0.22 um, con receptaculo de 500 mL.
e Botellas de vidrio de 100 ml estériles, con tapon de goma.

e Tubos conicos de 15ml, recipiente plastico con tapa, micropipeta p200

e Vortex. Freezer -18 °C 0 menos temperatura.

Obtencion del antigeno crudo

El antigeno crudo se obtuvo por 3 etapas de filtracion:

Filtrado I: En CSB II se separ6 la masa micelial del medio liquido filtrando con bomba de
vacio. El volumen total del cultivo se coloc6 sobre un embudo de Biichner que contiene un
papel de filtro, conectado a un kitasato y este a su vez, a una bomba de vacio acoplada a un
kitasato trampa (ver figura 9). Se encendi6 la bomba de vacio para realizar el filtrado, y luego

se conservo.
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Figura 9: Sistema para realizar el primer filtrado

Filtrado II: En CSB 1I se filtr6 el primer filtrado a través de una unidad filtrante estéril con
filtro de 0,45 um y receptor de 500 ml, uniendo esta unidad a una bomba de vacio acoplada

a un kitasato trampa (ver figura 10).

Filtrado III: En CSB II a través de una unidad filtrante de 0,22 um de poro y receptor de 500
ml, se filtr6 el segundo filtrado de igual manera que el filtrado II (ver figura 10). Luego se
conservd este tercer filtrado en refrigerador, y se rotulo como “Antigeno Crudo de

Histoplasma capsulatum” .

Figura 10: Sistema para realizar el segundo y tercer filtrado

Concentracion del antigeno crudo

Ya en la mesada, se cortd un trozo de membrana de didlisis de aprox. 30 cm cada 100 ml de

antigeno crudo, y se hidrato segun las especificaciones del fabricante.
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Se anudo uno de los extremos y se volco el antigeno crudo dentro de la membrana de diélisis
hidratada con pipeta Pasteur. Luego, se anudo el otro extremo y se colocé la membrana que
contiene el antigeno en un recipiente pldstico con tapa. Por ultimo, se cubrié con PEG 8000
(polietilenglicol) para que se concentre el antigeno (ver figura 11) y se incubo en refrigerador
controlando cada una hora la exudacién, hasta que el contenido de la membrana haya llegado
a un volumen de aproximadamente 1/4 del volumen original (o menor). En este caso fue
necesario descartar el exudado y se tuvo que agregar mas PEG 8000. Se dejo incubando toda

la noche en el refrigerador.
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Figura 11: Concentracion del antigeno en membrana de didlisis con PEG 8000

Al dia siguiente se enjuagaron todas las paredes de la membrana con agua destilada estéril y
se retird el liquido retenido con una pipeta pasteur estéril. Se trasvaso el contenido a una
botella de vidrio de 100 ml con tap6én de goma y se agregé thimerosal 1% (solucion de
merthiolate) como conservante a razén de 1ml (20 gotas) cada 50 ml de antigeno. Se etiqueto

el recipiente y se conservo en refrigerador hasta la estandarizacion.

Estandarizacion del antigeno

Se realiz6 la estandarizacion del antigeno mediante la técnica de inmunodifusion radial doble

(ver seccion 3.3), cuya estandarizacion conlleva las siguientes etapas:

1) Titulacién: Se realizaron diluciones del antigeno concentrado en agua destilada, 1/2 ,1/4,
178, mas el antigeno concentrado, enfrentindolo con antisueros anti-histoplasmina
producidos en el servicio. La titulacién busca identidad y calidad de banda en las distintas
diluciones, por ende, se seleccioné la mejor banda nitida, la cual represento la dilucién de

uso (DU).
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2) Especificacion analitica: Se probé si el Antigeno en DU y concentrado muestra reacciones

cruzadas frente a antisueros de otros hongos.

3) Verificacidn final: Se probd si el antigeno en la dilucion de uso produce bandas frente a

antisuero anti-histoplasmina comercial.

3.2- Produccion de antisuero anti-histoplasmina

El procedimiento de inmunizacién y sangria se desarrollé dentro del Bioterio de
Experimentaciéon del INPB, mientras que el procesamiento de la sangre, la obtencion del

antisuero y su estandarizacion se realizé en el Servicio Antigenos y Antisueros.

3.2.1- Inmunizacion de conejos
El conejo es una especie animal elegida para la obtencién de antisueros policlonales de alta
especificidad y bajas reacciones cruzadas, donde durante el esquema de inmunizacion, a
partir de una dosis con el antigeno, el sistema inmune del animal comenzaréd a desarrollar
anticuerpos, a los cuales se evaluard su reactividad y su titulo mediante IDR. Es importante
aclarar que en el caso del antigeno de H. capsulatum, se inocula una unica dosis de
inmunogeno y si no se hallan anticuerpos se inoculara un refuerzo, pero con Adyuvante

incompleto de Freund.

El procedimiento de puncion cardiaca fue ejecutado por la Técnica en Bioterio del servicio
de antigenos y antisueros del INPB, donde mi rol fue presenciar la prictica, asistir y colaborar

con dicho procedimiento.

Materiales

® Conejos New Zealand (Son conejos sanos, libres de zoonosis y de patogenos

especificos, que deben pesar entre 2,5 y 3,5 kg)
e Jeringas estériles. Agujas 25G, 21G, 16G
® Probetas de vidrio de 100 ml estériles. Tubos tipo Eppendorf
® Drogas anestésicas: Ketamina HCI (100 mg/ml)
® (Cepo de inmovilizacién. Cepo de sangria.

® Microcentrifuga. Velocidad minima de trabajo 7.000 rpm.
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Procedimiento:

1) En primer lugar, se prepard el imnunogeno: una emulsiéon de 2 ml compuesta por 1 ml
exoantigeno de cultivo liquido micelial de H. capsulatum filtrado, concentrado con PEG y
estandarizado por IDR (histoplasmina LOTE 2022/2) y 1 ml de Adyuvante completo de
Freund (ver figura 2).

2) Luego se inocularon los 2 ml via intradérmica con una aguja 25G en 10 puntos del lomo

rasurado del animal, previamente desinfectada la zona con alcohol 96%.

3) Inmediatamente luego de la inoculacién, se inyectaron via intradérmica 0,5 ml de vacuna
de Bordetella pertussis con jeringa de 1 ml y aguja 25G en el muslo del animal, para estimular

el sistema inmune.

4) Luego de 1 mes, se realiz6 la primera exploratriz, en la que se extrajo 2 ml de sangre de la
arteria central de la oreja del animal con aguja 21G (ver figura 12). Se transfirieron los 2ml
a un tubo tipo Eppendorf estéril. Se procedid a centrifugar en microcentrifuga a 10.000 rpm

por 10 minutos y se separ6 el suero del codgulo, recuperando el sobrenadante.

Figura 12: Extraccion de sangre de la arteria de la oreja del animal

5) Se buscé la presencia de anticuerpos especificos en el suero obtenido por IDR usando
histoplasmina INM. Estos fueron detectados con un titulo 1/2, cuyo titulo se considerd

aceptable para proceder al sangrado a blanco del animal.

El sangrado a blanco del animal se llevé a cabo por puncion cardiaca, previa anestesia con

ketamina HCI 35-50 mg/kg por via intramuscular empleando aguja 25G. El animal fue
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sujetado a un cepo de sangria a través de sus extremidades. Con aguja 16G conectada a un
prolongador (via de suero) que finaliza en una probeta de 100 ml estéril con tapon de algod6n
y gasa, se procedi6 a la puncion cardiaca colectando la sangre en la probeta (ver figura 13)

hasta que la presion sanguinea decaiga.

Figura 13: Sistema para recolectar la sangre por puncion cardiaca

Aproximadamente se obtuvo un volumen total de sangre de 80ml (la cantidad varia en cada

animal).

3.2.2-Obtencion y estandarizacion del antisuero
Ya en el laboratorio, se procedio a colocar la probeta con la sangre obtenida en estufa a 37°
durante 2. Luego se separ6 el coagulo y se recuperd el sobrenadante (suero) en un tubo de
vidrio con tapa a rosca estéril de 50 ml. Se realiz6 el control de esterilidad del suero en el que
no se observé crecimiento de ningun organismo, por lo que se continuo con el proceso. Se
procedié a centrifugar el suero durante 40 minutos a 10.000 rpm en centrifuga refrigerada,
se recuperd el sobrenadante y se filtré con membrana de 0,22 pum recolectando el filtrado en
un frasco schott de 50ml. Aproximadamente se obtuvo 40ml de suero del conejo. Se agregd
glicerina fenicada como conservante (5 gotitas) y se guardo en refrigerador hasta el momento

de la estandarizacion.

Para la estandarizacién del antisuero se utilizé la técnica de IDR (ver seccion 3.3), que al
igual que para la estandarizacion del antigeno, se realizaron 3 etapas: titulacion, en la que se
prepararon diluciones 1/2 1/4 y 1/8 del antisuero més el suero sin diluir y se enfrentaron con
la histoplasmina elaborada y estandarizada para determinar la DU; especificacion analitica,

en la que se enfrent$ el antisuero elaborado con antigenos de otros hongos y del mismo

34



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

elaborado con sueros y antigenos comerciales del mismo hongo.

3.3-Inmunodisfusion radial doble (IDR)
Materiales:

e Portaobjeto de 25 x 76 mm.

e Cortador de gel de agar de siete hoyos. Aguja para retirar los cilindros de gel
e Micropipeta p20

e (Camara himeda. Heladera 2-8°. Estufa de 25-28°. Estufa 37-50°

e Mechero con recipiente para calentar agua (bafio maria)

e Pincel plano. Recipiente pldstico 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, solucién decolorante,
solucion colorante de coomassie blue R-250, solucién citratada, solucion fisioldgica (ver

anexo 2)

Procedimiento:

1) Se colocaron los portaobjetos previamente desengrasados con alcohol-acetona en una
bandeja y con un pincel se distribuyd uniformemente la agarosa atin fundida sobre la cara
expuesta de los portaobjetos. Se coloco la bandeja con los vidrios a 25° protegidas del polvo

y la humedad por 24 h.

2) Luego de 24 h, se fundio el agar fenolizado a bafio maria hasta observar el agar en fase

liquida, sin que llegue a ebullicidn, y se dej6 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 afiadieron 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 lineas son
tenues y confusas y si es muy grueso (2 mm o mads) el nimero de bandas inespecificas o
dudosas aumenta porque no se puede disolver en los lavados. Se dejo solidificar por 1 h en

heladera en camara humeda.
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4) Se corto el gel agar con la matriz de 7 pocillos y se retiraron los cilindros de gel con una
aguja sin dafiar las paredes (ya que si no se genera una difusion desigual y las bandas

adquieren formas caprichosas y dificiles de interpretar), como puede verse en la siguiente

figura:
O O
ol 2 ol
O O o O
e 2.

Figura 14: Esquema de perforacion del gel agar para la IDR

5) Se identifico la posicion y la ubicacion de sueros y antigenos que se van a utilizar y con
micropipeta se llenaron los pocillos con 20 ul de antisuero y/o antigeno segin la IDR a
realizar. (se realizaron 3 IDR para la estandarizacion del antigeno y 3 para la estandarizacion
del antisuero). Es importante no sobrellenar los pocillos y revisar que no queden burbujas de

aire, si las hay, deben eliminarse con un palillo de madera o tips.

6) Se colocaron las placas en cdmara humeda, sobre una superficie nivelada, en estufa entre
25 y 28° durante 72 h. Luego de transcurridas las 72h, se cubrieron las ldminas de
inmunodifusion con solucion citratada en un recipiente pléstico tipo cubeta durante 90 min

para disolver bandas inespecificas.

7) Se retir6 la solucion citratada y se realizaron 3 lavados de 2 h cada uno con solucién
fisiologica. Se retird la solucion fisioldgica y se sumergieron las ldminas en agua destilada
durante 10 min. Se retir el agua de la cubeta, dejando los pocillos de las ldminas hidratados

y se cubrié con papel de filtro “Whatman # 1” humedecido en agua destilada.

8) Se colocaron las ldminas en una bandeja y se dejaron secar en estufa entre 37 y 50° durante
una noche. Una vez las ldminas secas, se colocaron en un recipiente con agua destilada

durante 5 min para humedecer el papel de filtro y retirarlo.

9) Se anadid a las laminas la solucidén colorante durante 10 min. Por ultimo, se afnadié la

solucién decolorante hasta observar una buena visualizacién de las bandas (color azul).
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Este procedimiento fue realizado de igual manera para cada una de las IDR que se llevaron
a cabo, tanto para la estandarizacion del antigeno como para la estandarizacién del antisuero
(titulacion, especificacion analitica, verificacion final) con la diferencia que, dependiendo del

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

3.4-Determinacion de proteinas por Lowry

Materiales:

e Reactivo de micro Lowry sigma. Patron de albumina. Reactivo de fenol de Folin &
Ciocalteu. Agua purificada
e Tubos de vidrio, gradillas, cubetas. Micropipetas

e Vortex CK-Lab. Espectrofotometro BIO-RAD SmartSpec™ Plus

Procedimiento para la curva de calibracion:

1) Se diluyo el patrén sigma de albumina, 2mg en Sml de agua destilada, llevando a una
concentracion final de 0.4mg/ml. A partir de la concentracidn del patrén sigma, se calcularon

los voldmenes (ul) que se deben medir para preparar la curva de calibracion.

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 calibracién se tomaron 11 tubos de vidrio y se cargaron en ellos los
correspondientes volimenes de agua y patrén de albumina para llegar a la concentracién

deseada como se muestra en la siguiente tabla:

TUBOS Cc: (ug/ml) Vol. Patrén (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: Voliimenes de patron y agua de cada tubo para la curva de calibracion.
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4) Se homogenizaron cada uno de los tubos con vortex, y se agregaron 500ul de reactivo de
lowry a todos los tubos (Tubos estiandar, y el blanco). Se homogenizo con vortex y se dejo
reposar 20 min.

5) Con vortex y de manera rapida e inmediata, se agregé a cada tubo 250ul de reactivo de
folin, y se dejo reposando para que desarrolle color durante 30 min como se muestra en la

siguiente imagen:

m‘ﬂb" I‘ \‘Il \l
S e B B 8 8

Figura 15: De izquierda a derecha, se representan los tubos de menor a mayor concentracion de
albumina. Puede observarse el color azul caracteristico de la reaccion de folin cuando hay proteina
en la muestra. También puede verse el aumento de la intensidad del color a medida que la
concentracion es mayor.

6) Se transfirieron las soluciones a cubetas y se midio la absorbancia de los tubos frente al
blanco a una longitud de onda entre 750 nm, con espectrofotometro BIO-RAD SmartSpec™
Plus.

Muestras:

Las muestras que fueron medidas por lowry se hicieron por duplicado. Primero se midio la
concentracion de proteinas en una muestra con dilucion (en agua purificada) 1/10 de la
histoplasmina LOTE 2022/2 que fue concentrada con PEG y estandarizada por IDR, con el
fin de determinar la cantidad de histoplasmina que se obtuvo del cultivo liquido de H.
capsulatum.

Luego se procedioé a medir la concentracion de proteinas en una muestra de dilucién 1/5 de
histoplasmina, que previamente fue lavada con PBS en tubo AMICON MILLIPORE de
30kda, que se utiliz6 para la produccion del reactivo de latex, la cual proviene de la

histoplasmina concentrada con PEG y estandarizada por IDR, LOTE 2022/2.

38



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 construyé una curva de calibracién dado

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

3.5-Dot Blot

La técnica inmunoquimica Dot Blot, se utilizé para evaluar la reactividad del antigeno
elaborado (histoplasmina LOTE 2022/2) con el antisuero producido (antisuero LOTE
2022/2) ya que solo se habia probado dicha reactividad por IDR. Por ende, se procedi6 a
evaluar el titulo de antisuero por dot blot, y las reacciones cruzadas con otros hongos, para

poder comparar los resultados con la IDR y las aglutinaciones.
Materiales:

e Membrana de nitrocelulosa
e Placa con 8 calles
e Micropipetas p20, p200 y p1000

e Incubador con agitacién orbital a 37° C (Barnstead/Lab-line Max? 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 solucién reveladora (ver anexo 4).

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

de nitrocelulosa cuyo tamafio se buscé 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 ul de
histoplasmina LOTE2022/2 de concentracion 2.34 mg/ml medida por Lowry. Se dej6 secar
por 20 min y se agregd a cada calle Iml de PBS-albumina para bloquear durante 1 hora a 37°
60 rpm en estufa con agitador orbital. Transcurrida la hora, se procedié 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 afiadieron en orden en las calles de la placa que contienen la membrana con el antigeno.
Se dejo incubar 1 hora a 37° 60 rpm y luego se lavé 3 veces con PBS. Se agregé a cada calle

1 ml de anticuerpo conjugado con peroxidasa diluido 1/2000 en PBS-albumina y se dejo
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incubar 1 hora a 37° 60rpm. Por ultimo, se lavd con PBS de igual manera que los pasos
anteriores y se afladi6 a cada calle 1 ml de solucién reveladora. Se dejé desarrollar la reaccién

por 30 min y se cortd con agua destilada.

Dot Blot 2 (evaluacion 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 ldpiz se
dividi6 cada tira en 6 partes equivalentes y se colocé 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 pl de antigeno
homologo y heterologos uno debajo del otro en el siguiente orden: Primero, histoplasmina
LOTE 2022/22 de concentracién 2.34 mg/ml, segundo antigeno de Coccidioides Posadasii,
tercero antigeno de Paracoccidioides sp, cuarto antigeno de Aspergillus Fumigatus, quinto
antigeno de Aspergillus Niger y sexto antigeno de Aspergillus Flavus (se eligieron estos
antigenos ya que son morfolégicamente y clinicamente similares a H. capsulatum por lo que
tedricamente podrian dar reacciones cruzadas). Luego de sembrar los antigenos se dejé secar
y se bloque6 con PBS-albumina durante 1 h a 37° y 60 rpm en agitador orbital. Se lavé con
PBS 3 veces. Para la incubacién 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 Nigery en la calle
6, antisuero de Aspergillus Flavus. Se dejo incubar con cada antisuero 1 hora a 37° a 60rpm
en agitador orbital. Se lavé 3 veces con PBS y se afiadié 1ml de anticuerpo conjugado con
peroxidasa diluido 1/2000 en cada calle. Se incubo 1 hora a 37° y 60rpm. Por dltimo, se lavo
con PBS de igual manera que los pasos anteriores y se afiadi6 a cada calle 1 ml de solucién

reveladora. Se dejo6 desarrollar la reaccion por 30 min y se cortd con agua destilada.

3.6-Caracterizacion de la histoplasmina

Para la caracterizacion de la histoplasmina y para evaluar la reactividad de las distintas
proteinas que la componen, con el antisuero homdlogo, se utilizaron las técnicas de SDS-

page y Western blot.
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3.6.1-SDS-page
Materiales:

e CUBA DE ELECTROFORESIS Biorad Mini Protean II
e Fuente de poder BIO-RAD PowerPac 1000.
e Buffer muestra para SDS-page. Buffer de corrida para SDS-page (ver anexo 7)

e Micropipeta p20. Tips punta fina para sembrar geles

Se prepararon 2 geles en simultaneo, uno para ser tefiido 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
separacion y los geles de apilamiento (stacking). Los geles se prepararon con una
concentracion 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 tefiir (GEL 1): Se prepararon 2 muestras, y se sembraron por

duplicado cada una. Se utiliz6 histoplasmina LOTE 2022/2 (concentracién=2.34mg/ml), y se
sembraron 20 ul con B-mercaptoetanol y 20 ul sin B-mercaptoetanol (5 ul de buffer muestra

con o sin B-mercaptoetanol y 15 ul de histoplasmina).

Muestras para el gel destinado al Western Blot (GEL 2): Se prepar6 1 muestra, y se

sembré por triplicado. Esta muestra se prepar6 con histoplasmina LOTE 2022/2
(concentracién=2.34mg/ml) sin B-mercaptoetanol (2.5 pl de buffer muestra sin f-

mercaptoetanol y 7.5 ul 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 pl de patrén de peso molecular (PM) “Blue Plus® IV Protein
Marker, 10-150 kDa, Trans, China” para el gel 1 y 5 ul para el gel 2. Las calles de los
extremos se dejaron vacias y el PM se sembr6 en las calles del medio. Una vez realizada la
siembra de las muestras, se procedi6 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).
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Figura 16: Cuba de electroforesis Biorad Mini Protean II conectada a la fuente de poder BIO-
RAD PowerPac 1000 para realizar la corrida electroforética.

Una vez realizada la corrida electroforética, se procedio a sacar los geles de la cuba, y como
habia mencionado anteriormente se destind el gel 1 para ser tefiido con Coomassie Blue

Coloidal y el gel 2 para el Western Blot.

Tincién con Coomassie Blue Coloidal: Se prepararon las soluciones de fijacion y de tincién

(ver anexo 6). Luego se coloco el gel 1 en un recipiente adecuado para realizar la tincion, y
se agrego la solucion fijadora 1, se la dejo actuando overnight. Al dia siguiente se lavo 3
veces durante 30 min cada vez, con agua destilada, se agregé 25 ml (cantidad suficiente para
que cubra el gel) de la solucién de tincion y se dejo en agitacion durante 1 hora. Sin lavar, se
agregd, 375 pl de solucion de azul de tinciéon Coomasie G250 2% p/v. Se dej6 en agitacion
por 1 dia, cuyo recipiente se dejo cerrado para evitar la evaporacion y la contaminacion. Por

ultimo, se lavo el gel en agua destilada.

3.6.2-Western Blot

Materiales:

e Mini TransBlot System (Bio-Rad)
e Membrana de nitrocelulosa

e Papeles de filtro
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Luego de haber realizado la corrida electroforética del gel 2, se procedi6 a transferir el mismo
a una membrana de nitrocelulosa, mediante una electrotransferencia de las bandas proteicas
del gel de poliacrilamida, utilizando el equipo Mini TransBlot System (Bio-Rad), donde
primero se remojo el gel con 2 papeles de filtro y con 2 esponjas en el buffer de transferencia
frio. Se armo el “sandwich” de: esponja- papel- membrana- gel- papel- esponja, y se puso en
el medio del recipiente que provee el equipo. Este se colocé dentro de la cuba del Mini
TransBlot System y se afiadi6 el buffer de transferencia frio. Se dejo correr la corriente a

100V durante 1 hora (ver figura 17).

Figura 17: Recipiente para colocar el gel (A). Equipo Mini TransBlot System (Bio-Rad) (B, C)

Una vez realizada la electrotranferencia, se desarmo el “sandwich” y se remojo la membrana
en Rojo Ponceu, que tifie reversiblemente las protefnas, para chequear la transferencia.
Luego, se lav6 la membrana con agua destilada para quitar el colorante y se la coloco en una
placa. Se bloque6 con PBS-albumina 1 h a 37° a 60rpm en agitador orbital. Se lavd 6 veces
con PBS y se incubo con el anticuerpo primario (dilucion 1/50 del antisuero anti-
histoplasmina LOTE 2022/2 en PBS-albumina) por 1 h a 37°. Se lavo 6 veces con PBS y se
incubo con el anticuerpo secundario (anticuerpo anti-Ig de conejo conjugado con peroxidasa
diluido 1/2000 en PBS-albumina) por 1 h a 37°. Por ultimo, se lav6 con PBS y se agregé la
solucién de revelado de cloronaftol con agua oxigenada. Se dejo desarrollar la reaccion de

color por 30 min y se cort6 con agua destilada.
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3.7-Desarrollo del reactivo de latex

3.7.1-Sensibilizacion de las particulas de latex
Para producir el reactivo se procedi6 a la sensibilizacién de las particulas de latex con la
histoplasmina, por adsorciéon pasiva, donde primero fueron claves los siguientes

procedimientos:

1) La histoplasmina LOTE 2022/2 elaborada se colocé en un tubo de ultra centrifugado
AMICON MILLIPORE de 30kda junto a PBS y se centrifugd a 3000 rpm durante 45 min.
Este procedimiento se realiz6 2 veces, con el fin de purificar las proteinas mayores a 30 kda

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

2) Se midi6 la concentracion de proteinas de la histoplasmina obtenida en el punto anterior
por el método de Lowry. Este paso es muy importante porque es necesario saber la

concentracion de proteinas que se van a pegar al latex.

3) Se realizé un SDS-page en un gel de acrilamida al 7.5% para el gel de separacion y 4%
para el gel de apilamiento, sembrando: 20 pl (15 pl de histoplasmina con 5 pl del buffer
muestra), con el fin de constatar que en la histoplasmina lavada no se hayan perdido las
proteinas de mayor peso molecular. El procedimiento del SDS-PAGE vy la tincién de

Coomassie Blue Coloidal se realiz6 como se explico anteriormente (ver seccion 3.6.1 pdg.)

Una vez realizados estos pasos preliminares, se procedié a preparar 2 buffers, uno con pH 8
y otro con pH 4.8, que son los que van a determinar la condicion optima de adsorcion pasiva

de la histoplasmina a las particulas de latex de 0.8 um:

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 midi6 el pH y se agregé NaOH 1N (hidréxido 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 afiadié 40ml de Acido Acético IN y se llevé a 100ml con

agua purificada. Se ajusté el pH con acético 1N hasta llegar al pH deseado, 4.8.
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Se probaron 3 concentraciones de histoplasmina, 0.05; 0.02; 0.01 mg de histoplasmina/mg
de latex. La reaccion de adsorcidn se realizé con una concentracion final de particulas de
latex (didmetro 0.8 um) de 5 mg/ml y teniendo en cuenta la concentracién de histoplasmina
obtenida (0.53mg/ml) se realizaron los célculos pertinentes (regla de 3 simples) para la

preparacion de 1 ml de reactivo de latex para cada condicion (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/
Cantidad de histoplasmina 0,25 | 0,1 0,05 0,25 0,1 0,05 Eg
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 ul
Vol. buffer 480 | 760 855 480 760 855 ul
Vol. final (ml) 1 1 1 1 1 1 ml

Tabla 2: Composicion de cada reactivo de latex (Valor J: mg de antigeno/mg de lditex)

Una vez que se determinaron las cantidades y volimenes de histoplasmina, buffer y l4tex, se
procedid 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 volumenes de histoplasmina y
de buffer correspondientes (ver tabla 2), se homogenizo e inmediatamente con vortex, se
agregaron los 50 ul de latex. Se colocaron a 37° con agitacion durante 2 horas, invirtiendo
cada eppendorf cada 30 minutos para evitar que sedimente el latex. Transcurridas las 2 horas
se guardaron a 4° durante toda la noche. Al dia siguiente, se centrifugaron a 12000 rpm
durante 1 hora. Luego, se retird el sobrenadante, y nos quedamos con el sedimento, en donde
estdn las particulas de latex. Se agregaron a los eppendorf 1, 2 y 3, 1000 ul de buffer glicina-
albumina (980 ul de buffer glicina + 20 pl de albumina 100mg/ml), y a los eppendorf 4, 5 y
6 se les agregd 1000 ul de buffer acetato-albumina (980 pl de buffer acetato + 20 ul de
albumina 100mg/ml), con el fin de bloquear los sitios que quedaron libres en las particulas
de latex. Por dltimo, se guardaron los reactivos en heladera a 4° durante una noche y hasta

Su uso.
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3.7.2-Ensayos de aglutinacion
Ya listos los 6 reactivos de latex, se continuo a realizar los primeros ensayos de aglutinacion
con el antisuero anti-histoplasmina LOTE 2022/2 que elaboramos, para poner a prueba dicho
reactivo. En base a estos ensayos, se eligié la condicién de pH y concentracion a utilizar, y a

partir de esto se realizaron los ensayos de titulacién y evaluacidn de reacciones cruzadas.

Materiales:
e Laminas de fondo oscuro.
e Micropipeta p100
e Palillos o puntas de tips para homogenizar
e Agitador orbital, rango de trabajo: 100 rpm

Procedimiento general de la reaccion de aglutinacion:

En cada cuadrado de la ldmina de fondo oscuro, con micropipeta, se colocaron 25 ul de
antisuero (muestra) y 25 ul de reactivo de latex, y usando palillos o puntas de tips se
homogenizo. Se coloc6 la Idmina dentro de un agitador orbital a 100 rpm y se dejé durante 5
min, o hasta ver aglutinacién (mdximo 15 min). También se pueden hacer los movimientos

rotativos de manera manual.
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4-RESULTADOS Y DISCUSION

4.1-Produccion de histoplasmina

Luego de todos los procedimientos que se llevaron a cabo para la produccién de
histoplasmina y de su estandarizacion, se obtuvieron aprox. 60ml de sobrenadante de cultivo
liquido proveniente de la cepa antigénica “Dmic206238”, los cuales se distribuyeron
equitativamente en tubos falcén indicando nombre del antigeno y ntimero de lote (ver figura
18). En todo el trabajo se utiliz6 siempre el mismo lote de histoplasmina, tanto como para la

produccion del latex como para las demds técnicas empleadas.

Figura 18: Antigeno de Histoplasma capsulatum, Histoplasmina, LOTE 2022/2
4.1.1- Estandarizacion de histoplasmina por IDR

Titulacién: Se sembraron 20 ul de antisuero y/o antigeno en cada uno de los pocillos como
se indica en la parte superior de la figura y luego de realizarse la IDR se obtuvieron los

siguientes resultados, como se muestran en la parte inferior de la figura:

47



‘ Suero de referencia INM

1/8 @ @ @ Conc
s (5 © G) 12
@

O Antigeno de referencia INM

O Diluciones del antigeno elaborado

Bs 020 ;

74

£ 0% ©

Figura 19: En la parte superior se muestra un esquema de lo que se sembro en cada pocillo. En la
parte inferior se muestra el vidrio de IDR obtenido para la titulacion del antigeno. (INM:
antisuero/antigeno elaborado por el servicio de Micologia en partidas previas)

Se puede observar que los antigenos de referencia INM al difundir en el gel agar junto con
el antisuero de referencia INM producen una banda azul intensa que representa la unidn
antigeno-anticuerpo. Para el antigeno (histoplasmina) concentrado también se observa una
banda bien marcada y para la dilucién 1/2 se puede ver una banda mdas tenue pero que se
puede identificar bien (por cuestiones de calidad de la imagen quizds no se pueden apreciar
bien las bandas, pero con la observacion real del vidrio se pueden apreciar mejor). Para la
dilucion 1/4 y 1/8 no se observan bandas azules intensas, por lo que, en base a estos resultados
obtenidos, la DU (dilucién de uso) determinada hasta donde se observan bandas azules

definidas es la dilucion 1/2.

Especificacion analitica: Para evaluar si el antigeno que elaboramos tiene reactividad

cruzada con antisueros de otros hongos se procedié a sembrar 20 pl en cada pocillo como se
muestra en la parte superior de la figura, y luego de realizar la IDR se obtuvieron los

siguientes resultados, como se muestra en la parte inferior de la figura:
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Figura 20: En la parte superior se muestra un esquema de lo que se sembré en cada pocillo. En la
parte inferior se muestra el vidrio de IDR obtenido para evaluar la especificidad analitica.

Se puede observar en la figura una banda azul entre el antigeno elaborado en la DU y el
antisuero homologo, es decir el antisuero anti-histoplasmina, lo que justifica la unién
antigeno-anticuerpo y su reactividad al difundir en el agar. En el caso de los antisueros
heterologos (Coccidioides Posadassi, Paracoccidioides sp., Aspergillus Fumigatus,
Aspergillus Niger, Aspergillus Flavus) al difundir en el agar junto al antigeno, no se observan

bandas azules, por lo que con la técnica de IDR no se observan cruzadas.

Verificacién final: Se sembré 20 ul en cada pocillo, como se muestra en la parte superior de

la figura, cuyos resultados de la IDR se muestran en la parte inferior de la figura:
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Figura 21: En la parte superior se muestra un esquema de lo que se sembro en cada pocillo. En la
parte inferior se muestra el vidrio de IDR obtenido para la verificacion final. (IMMY:
antisuero/antigeno comercial)

En la parte inferior de la figura, a la izquierda, se puede observar que tanto el antigeno IMMY
como el antigeno 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 antigeno
de H. capsulatum elaborado. En el centro de la imagen se puede ver que el antigeno
elaborado en la DU y el antigeno INM al difundir en el agar junto con el antisuero INM
producen la banda color azul, que nos indica que hay unién antigeno-anticuerpos entre
ambos, lo que verifica la reactividad de los mismos. Y, por tltimo, a la derecha de la imagen,
se observa una intensa banda azul entre el antigeno elaborado en la DU vy el antisuero de
referencia INM, probando una vez mas, la reactividad de ambos al difundir en al agar. Por lo

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

La estandarizacién de la histoplasmina elaborada, se realizé por IDR porque es la técnica
inmunoquimica utilizada actualmente en la deteccion de anticuerpos de H. capsulatum y
porque el servicio de micologia 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 obtencion de antisuero y de realizar su estandarizacion,
se distribuyeron equitativamente los 40 ml obtenidos de antisuero en tubos falcon. Se
rotularon con el nombre del antisuero (As: antisuero de histoplasma) y nimero de lote (LOTE
2022/2) como se puede ver en la siguiente figura. Es importante mencionar que se usé
siempre el antisuero LOTE 2022/2 que fue elaborado, para cada una de las técnicas

realizadas, incluyendo la aglutinacion.
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Figura 22: Antisuero anti-histoplasmina, LOTE 2022/2, obtenido a partir de inmunizacion de
conejo

4.2.1-Estandarizacion del antisuero anti-histoplasmina

Titulacién: Se sembraron 20 ul de antisuero elaborado y antigeno en cada pocillo siguiendo

el esquema de la siguiente figura:

Antigeno de referencia INM
1/8 @ @ @ Conc ‘

s &) % B 12
®

O Antisuero de referencia INM

O Diluciones del antisuero elaborado

—_—

®©
@

-

8 Q ¢ 3
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Figura 23: En la parte superior se muestra un esquema de lo que se sembro en cada pocillo. En la
parte inferior se muestra el vidrio de IDR obtenido para la titulacion del antisuero.

En la figura se puede observar que al difundir el antigeno de referencia INM junto a los
antisueros de referencia INM se observan 2 bandas azules, teéricamente denominadas Hy M

que son caracteristicas de la IDR, ya que por esta técnica se evidencian los anticuerpos anti-
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H y anti-M. En el antisuero elaborado sin diluir también se observa la doble banda al igual
que en ¢l antisuero elaborado con dilucién 1/2. Con respecto a las diluciones del antisuero
1/4 y 1/8 se puede ver una tnica banda mds tenue, por lo que segun la intensidad de las
bandas y que se deben observar 2 bandas se puede decir que la DU para este antisuero
elaborado es 1/2. Ademds, se pudo comprobar la reactividad del antisuero elaborado con la
histoplasmina al observarse cada banda, que indican la unién del antigeno con el anticuerpo

presente en el suero.

Especificacion analitica: Para evaluar la reactividad del antisuero contra antigenos de otros

hongos se sembraron en los pocillos de IDR 20 ul de antigeno y/o antisuero seguin el esquema

que se muestra en la figura:

Histoplasma
capsulatum

Aspergillus e Coccidioides .
flavus e o posadaosii Antigenos INM de mismo y diferentes
hongos
Aspergillus @ O Dilucién de uso del antisuero elaborado
niger
Paracoccidioides
o
Aspergillus
fumigatus

" ®
, 040
95 ky

e

.QA
&
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Figura 24: En la parte superior se muestra un esquema de lo que se sembro en cada pocillo. En la
parte inferior se muestra el vidrio de IDR obtenido para evaluar la especificidad analitica del
antisuero.

En la figura se puede ver que existe una banda notoria entre el antisuero elaborado en su DU
y el antigeno de histoplasma INM lo que una vez mds comprueba la reactividad de ambos,
por lo contrario, al difundir en el agar los antigenos heterologos junto al antisuero producido
no se observan bandas notorias por lo que por IDR se descarta las reacciones cruzadas con
antigenos de Coccidioides posadasii, Paracoccidioides sp, Aspergillus fumigatus,
Aspergillus niger y Aspergilus flavus. Mas adelante se evaluardn estas reacciones cruzadas

por Dot Blot y también por aglutinacion con el reactivo de latex.
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Verificaciéon final: Utilizando antisueros de referencia (INM) y comerciales (IMMY) se

sembraron en cada pocillo 20 pl junto al antisuero elaborado en su DU:

Antigeno IMMY Antigeno referencia INM Antisuero elaborado (DU)

9 Antisuero elaborado (DU)

Antisuero elaborado (DU)

[intisuero IMMY Antisuero referencia INM Antigeno referencia INM
= D e
=, : ¢ B
d\ﬁ - 2 —

3 2 “':
L)
T — ——n  — _——”-‘d

Figura 25: En la parte superior se muestra un esquema de lo que se sembro en cada pocillo. En la
parte inferior se muestra el vidrio de IDR obtenido para la verificacion final del antisuero.

En la parte inferior de la figura, a la izquierda se puede observar que, al difundir en el agar
el antisuero elaborado y el antisuero IMMY junto al antigeno IMMY, se ven las bandas color
azul que demuestran la reactividad entre el antigeno y el antisuero. En el medio de la figura
se puede observar bandas mds tenues cuando se enfrenta el antisuero elaborado con el
antigeno de referencia INM y una banda mds fuerte entre el antigeno INM y el antisuero
INM. A la derecha, se puede ver una banda bien marcada cuando difunde en el agar el
antisuero elaborado con el antigeno de referencia INM. Estos resultados obtenidos hacen que

la verificacion final sea aprobada.

Es importante aclarar que las imadgenes ilustradas con los resultados de los vidrios de IDR,
fueron escaneadas en fondo blanco para que se puedan apreciar mejor los resultados, pero de
igual manera con la observacion real en vivo de los vidrios se pueden ver mejor las bandas.
También es importante mencionar que la observacion de las bandas en los vidrios de IDR se
realizd con personal con experiencia en la técnica de IDR (Departamento de Micologia-
INEI), para poder concluir en un resultado final como los mencionados anteriormente, ya que

algunas bandas no se vefan tan bien.
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4.3-Determinacion de proteinas por Lowry

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

fueron los siguientes:

Concentracion | absorbancia absorbancia 1 | absorbancia 2
(ug/ml) promedio

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 concentracién de cada tubo, se construyd, en
Excel, la curva de calibracion, se trazd la recta y se calcul6 la ecuacién como se puede ver

en el siguiente gréfico:

1,4
1,2 y=0,0026x+02791 .t
, R2=0,9557 o _cewt™
1 .............
s e
208 | e
© .
g
So6 | gz
o R
© e
0,4
0,2
0
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

concentracion ug/ml

Grafico 1: Curva de calibracion construida con los valores de absorbancia promedio y
concentracion que se describen en la tabla anterior

Con esta curva de calibracion se calcul6 la concentracién de proteinas de la muestra 1/10
(histoplasmina concentrada con PEG y estandarizada por IDR). Esta muestra arrojo en el

espectrofotémetro los siguientes valores de absorbancia y de concentraciones:
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Parametro Muestra 1/10

Absorbancia 1 0.837
Absorbancia 2 0.940
Absorbancia promedio 0.888
Concentracion arrojada por el espectrofotometro (ug/ml) 233.91

Concentracion calculada con la ecuacion de la recta usando la | 234.19

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

Concentracion de la muestra (se multiplico por el factor de dilucién | 2.34

10 y se pas6 a mg/ml)

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 estd
concentrada con PEG 800 y estandarizada por IDR, tiene una concentracion de proteinas de

2.34mg/ml por el método de Lowry.

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

fueron los siguientes:

Concentracion Absorbancia Absorbancia 1 | Absorbancia 2
(ug/ml) promedio

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 concentracién de cada tubo, se construyé en
excel la curva de calibracidn, se trazé la recta y se calculd la ecuacién como se puede ver en

el siguiente grafico:

55



1,8

y =0,0031x + 0,3609
1,6 RZ = 0,9729 .........

1,4

1,2

0,8

absorbancia

0,6
0,4

0,2

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

concentracion ug/ml

Grafico 2: Curva de calibracion construida con los valores de absorbancia promedio y
concentracion que se describen en la tabla anterior

Con esta curva de calibracion se calcul6 la concentracion de proteinas de la muestra 1/5
(histoplasmina lavada con PBS en tubo AMICON MILLIPORE de 30kda). Esta muestra

arrojo en el espectrofotémetro los siguientes valores de absorbancia y de concentracion:

Pardmetro Muestra 1/5
Absorbancia 1 0.682
Absorbancia 2 0.694
Absorbancia promedio 0.688
Concentracién arrojada por el espectrofotémetro (ug/ml) 115.01

Concentracion calculada con la ecuaciéon de la recta usando la | 105.51

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

Concentracion de la muestra (se multiplico por el factor de dilucién | 0.53

5 y se pas6 a mg/ml)

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 concentracion de proteinas de 0.53 mg/ml por el método de
Lowry. Este dato es de suma importancia para la produccién del latex, ya que con esta

concentracion se realizaron los célculos pertinentes para la sensibilizacion del latex.
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La diferencia entre ambas concentraciones de las muestras medidas (2.34 mg/ml y 0.53
mg/ml), se basa en que al ultrafiltrar la histoplasmina con PBS en tubo AMICON
MILLIPORE de 30 kda, se pierden todas las proteinas que tienen un peso molecular de 30
kda o menor, eliminando también el resto de medio de cultivo que contiene asparagina, que
si bien este procedimiento de ultrafiltrado contribuiria a concentrar las proteina mayores a 30
kda, se puede observar con los resultados obtenidos que la concentracién es 4 veces menor
que la concentracién de histoplasmina sin ultrafiltrar, porque en la muestra original hay
asparagina que es detectada por el método y otras proteinas pequefias, que pueden interferir

en ¢l pegado a las particulas.

En cuanto a las 2 curvas de calibracion construidas, se puede observar que ambas arrojan
absorbancias no muy diferentes. La ecuacion de recta no difiere en gran medida y la forma
de la curva es bastante similar. Las pequefas diferencias de valores pueden deberse a que
como fueron preparadas en dias y situaciones diferentes, los volumenes medidos de patrén y

agua pueden variar, como asi también el tiempo que se dejo reposar, entre otras causas.

4.4-Dot Blot
Titulacion del antisuero LOTE2022/2: Luego de haber afiadido la solucién reveladora y de

haber lavado con agua se observaron los siguientes resultados:

-
[

1/20 1/40 1/80 1/160 1/3201/640

Figura 26: Resultados del dot blot para la titulacion del antisuero LOTE 2022/2.

En la imagen se puede observar que en cada dilucion del antisuero se ven estos “puntos”
coloreados que evidencian la reaccion entre la histoplasmina y el anticuerpo de conejo
(anticuerpo primario). El anticuerpo primario une al anticuerpo anti conejo (secundario) que
tiene conjugada la enzima peroxidasa que genera un precipitado de color oscuro cuando

afadimos la solucion reveladora, (ver figura 27).
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Figura 27: Esquema de como se produce la reaccion de color en el dot blot
(https://www.abyntek.com/caracteristicas-buscar-kit-elisa)

Por ende, estos resultados demuestran una vez mds la reactividad entre la histoplasmina
sembrada directo en la membrana de nitrocelulosa y los anticuerpos presentes en el antisuero
de conejo producido. En cuanto a las diluciones se puede ver en la imagen que a medida que
aumenta la dilucion se ven mas tenues los puntos, hasta que a partir de la dilucion 1/320 ya
no se ve casi nada, definiendo un titulo de anticuerpos por dot blot es de 1/160, entendiéndose
como “titulo de anticuerpos”, a la tltima dilucion en la que se observé una reaccién positiva,

en este caso de color.

Evaluacién de reacciones cruzadas: Luego de haber aiadido el revelador y de haber lavado

con agua se obtuvieron los siguientes resultados:

Figura 28: Reacciones cruzadas con antigenos y antisueros heterologos y homologos
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En la figura se puede observar, a través de un “punto”, la reaccién de color que se produce al
afiadir la solucién reveladora, cuando hay unién antigeno-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 mas leve, lo que es de esperar ya que esa parte de la tira contiene
antigeno de Coccidiodes posadasii y su antisuero homologo. En la tira 3C, contiene antigeno
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, SE y 6F también se puede
ver un resultado positivo, con puntos mds leves con respecto a los antes mencionados, que
contienen antigeno 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 especificos contra un antigeno 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 reaccion cruzada entre la histoplasmina y el antisuero de Coccidiodes
Posadasii, como asi también en la tira 3A hay reaccion cruzada muy leve, que quizds en la
imagen no puede apreciarse, entre la histoplasmina y antisuero de Paracoccidiodes sp., 1o
que comprueba que hay antisueros como los recién mencionados, que contienen anticuerpos
que reconocen un epitopo en la histoplasmina idéntico o muy similar al antigeno que los
genero. También pueden verse otras reacciones cruzadas entre los demds 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 antigenos como los antisueros heterologos, de otros hongos, fueron producidos por
el servicio de micologia en partidas anteriores, que amablemente nos dieron para poder

evaluar las reacciones cruzadas por IDR, dot blot y aglutinacion en latex.

4.5-Caracterizacion de histoplasmina

4.5.1-SDS-page
Luego de haber realizado la corrida electroforética y la tinciéon con Coomassie Blue Coloidal

del gel 1 se obtuvieron los siguientes resultados:
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1 2 PM 3 RS

B-mercaptoetanol B-mercaptoetanol

Figura 29: A la izquierda SDS-page color real. A la derecha captura del gel en blanco y negro
para que se aprecien mejor las bandas. (PM: patréon de peso molecular) (1, 2, 3, 4: n° de cada calle
donde se sembro 20ul de histoplasmina LOTE2022/2 diluida 4 en 1 con buffer muestra)

Para el andlisis del gel se utilizé el equipo “iBright CL750 Imaging System”, el cual tomo

una foto del gel en blanco y negro y nos arrojo las siguientes bandas de proteinas:

Figura 30: iBrightTM ImageAnalysis Report (andlisis del SDS-page con los PM de las bandas)

Segun los resultados que se obtuvieron en la electroforesis del gel 1, y recordando que en la
calle 1 y 2 se sembr6 lo mismo sin -mercaptoetanol y en las calles 3 y 4 se sembré lo mismo
con B-mercaptoetanol, principalmente podemos observar que la histoplasmina es un conjunto

de proteinas con diferentes pesos moleculares. En la figura, se puede observar una banda de
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peso molecular mayor a 150 kda (banda A), otra banda de aprox. 120 kda (banda B) y una
banda ancha entre 75 y 100 kda (banda C). Tedricamente la banda C corresponde al antigeno
M, que es una glicoproteina con una masa molecular de 70 a 94 kda y la banda B, el antigeno
H, que es una glicoproteina cuya masa molecular es de 108 a 120 kda, determinado por
electroforesis. También se observa en la imagen, otras bandas de menor peso molecular,
como la banda D de aprox. 60 kda y la banda E de proteinas muy pequefias de aprox. 10 kda.
Estas mismas bandas se pueden observar en la calle 2 ya que ambas no tienen B-
mercaptoetanol. En el caso de las calle 3 y 4 que si tiene f-mercaptoetanol , se puede ver que
las bandas B, C , D, E estan presentes al igual que en las calles 1 y 2, pero la banda A no
aparece, lo que podria explicarse que en esa banda habfia proteinas que presentan puentes
disulfuro, que unen cadenas polipeptidicas y que con la accién del f-mercaptoetanol, que es
reducir estos puentes disulfuro y por ende eliminarlos, se produce la liberacion de esas
cadenas , generando proteinas de menor tamafio , que pueden estar presentes en cualquiera

de las otras bandas.

4.5.2-Western Blot
Una vez realizada la corrida electroforética del gel 2, la transferencia a la membrana de
nitrocelulosa y luego de haber incubado con los anticuerpos y la solucion reveladora se

obtuvieron los siguientes resultados:

Histoplasmina LOTEZ022/2
Sin p-mercaptoetanol
PM 1 - 3

A

X

'l
w

PN 1

SIN b-AMERCAPTOETANOL

Figura 31: A la izquierda, Tincion con Rojo Ponceu de la membrana de nitrocelulosa. (se puede
observar que hubo transferencia de proteinas). A la derecha, captura de la tincion en blanco y
negro para observar mejor las bandas de proteinas. En cada imagen se marcan los pesos
moleculares de las bandas del PM.
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Figura 32: Western Blot para la histoplasmina LOTE2022/2 y el antisuero anti-histoplasmina
LOTE2022/2. A la izquierda, se agregaron los PM de cuando se agrego el Rojo Ponceu, ya que
después de realizar las incubaciones con los anticuerpos y los lavados estos se borraron de la
membrana de nitrocelulosa.

En la figura, se pueden ver bandas en ambas calles, que representan, la unién de las proteinas
antigénicas de la histoplasmina elaborada con los anticuerpos presentes en el antisuero anti-
histoplasmina elaborado, lo que confirma una vez mds la reactividad entre ambos. Con esta
técnica también podemos decir que la histoplasmina tiene varias proteinas que son
inmunogénicas por las que se producen anticuerpos especificos, que segun el western
realizado estas proteinas tienen un peso molecular entre 50 y 150 kda, ya que no se observan

bandas de pesos moleculares menor a 50kda.

En SDS-page del gel 1 que realizamos, se veia una banda muy ancha de proteinas de aprox.
10-15kda, que en el western blot no, por lo que podemos concluir en que estas proteinas

pequeflas no son inmunogenicas, por €so no aparecen en el western blot.

También, en el western blot, podemos ver que hay 2 bandas de aprox. 75 y 100kda y otra de
aprox. 120 kda que se corresponderian, por el peso aproximado, con las proteinas H y M.
Estas proteinas M y H, son consideradas protefnas altamente inmunogenicas, por las que se
producen anticuerpos especificos anti-H y anti-M identificados por IDR, lo que no quita que
sean las unicas proteinas inmunogenicas por las que se producen anticuerpos, de hecho se
ven otras bandas de otros pesos moleculares, por lo que también podemos decir que hay mas

proteinas que componen la histoplasmina que son inmunogenicas y que en el antisuero
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producido, ademds de anticuerpos anti-H y anti-M ,hay otros anticuerpos que se unen a otras
proteinas, por lo que es posible que por el bajo peso molecular no se pueda obtener una
inmunoprecipitacion visible por IDR ,ya que la IDR es una técnica poco sensible en la que

se necesita de altas concentraciones de anticuerpos para que se vean bandas.

4.6-Produccion del reactivo de latex

4.6.1-Sensibilizacion de particulas de latex
ULTRAFILTRACION: Para obtener las proteinas lo mds puras posible se realizé la
ultrafiltracion con AMICON donde se utilizaron 5.6 ml de histoplasmina LOTE 2022/2 y 5

ml de PBS para el primer lavado. Luego de centrifugar se obtuvieron 9 ml de filtrado
(LAVADO 1) y quedo retenido 1.6 ml de histoplasmina. Se agreg6 9 ml de PBS alos 1.6 ml
de histoplasmina y se obtuvieron 8.65 ml de filtrado (LAVADO 2) y 1.95 ml de
histoplasmina concentrada (ver figura 33). La histoplasmina obtenida es la que se utilizé para

el latex.

LOWRY: Se midio6 la concentracion de proteinas en la muestra de histoplasmina lavada, por

el método de Lowry, cuya concentracion fue de 0.53mg/ml (ver seccion 4.3, pdg.)

Figura 33: En la parte A, se ve la histoplamina elaborada, en la parte B, el tubo Amicon
MILLIPORE 30Kda con la histoplasmina y el PBS, en la parte C, histoplasmina lavada.

SDS-PAGE: Se obtuvieron los siguientes resultados:
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1: Histoplasmina lavada

Figura 34: SDS-page para la histoplasmina lavada

En el gel que se muestra en la figura se puede ver que en la calle 1, que se sembro
histoplasmina lavada, se ven bandas de peso molecular entre 50 y 150Kda, que son las
proteinas que por el western blot demostraron reactividad con el antisuero, a su vez se puede
observar que no se ven bandas de pesos menores, como aparecen en el primer gel que se
realizd, porque lo que confirmaria que en los lavados, las proteinas menores a 30 kda, fueron

filtradas al igual que todos los componentes y restos del cultivo.

Luego de realizar el procedimiento de sensibilizacién de las particulas de latex con la

histoplasmina y los buffers preparados, se obtuvieron los siguientes reactivos:

Figura 35: Reactivos de ldatex producidos. (1, 2, 3 buffer glicina; 4, 5, 6 buffer acetato) (Lx: latex).
En la parte superior de la imagen se indican los valores J de cada reactivo (valor J: mg de
histoplasmina / mg de litex)
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4.6.2-Ensayos de aglutinacion

- - - s
1. 2 . 3 . 4 .

Figura 36: 1, suspension con grumos grandes y fondo claro; 2, suspension con grumos moderados
a grandes y fondo claro; 3, suspension con pequeiios y moderados grumos con fondo ligeramente
blanquecino; 4, suspension blanquecina sin aglutinacion. Ldtex de Cryptococco (Trovero y col,
2020)

Para los ensayos de aglutinacioén, se utilizaron los reactivos de latex que producimos, diluidos

1/2 en buffer glicina (para el latex 1,2 y 3) y en buffer acetato (para el latex 4, 5 y 6).

1) Para el primer ensayo, se realizé una dilucién 1/10 del antisuero anti-histoplasmina en
buffer glicina (para el latex 1,2 y 3) y en buffer acetato (parael latex 4, 5 y 6). Se obtuvieron

los siguientes resultados:

REACTIVO LATEX

control negativo

Figura 37: Reacciones de aglutinacion para el antisuero anti-histoplasmina en dilucion 1/10

Se puede observar que no hubo aglutinacién para los latex 1, 2 y 3, que contiene buffer glicina
y si se ve aglutinacion en los latex 4, 5 y 6 que contienen buffer acetato. También hay 2
controles negativos, que contienen, latex con buffer glicina (7) y el otro, latex con buffer

acetato (8), ambos sin histoplasmina, y que evidentemente no dieron aglutinacion.

2) En este segundo ensayo se procedid a probar el antisuero puro, los resultados fueron los

siguientes:
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REACTIVO LATEX

Figura 38: Reacciones de aglutinacion para el antisuero puro

Se puede observar una vez mas que los latex 1, 2 y 3 que contiene buffer glicina no dan
aglutinaciones. En el caso de los ldtex 4, 5 y 6 se ve aglutinacién en ambos. En la siguiente

tabla se muestra la comparacion de resultados de los ensayos 1) y 2):

Latex1 | Latex2 | Latex3 | Latex4 | Latex5 | Latex6 | Latex7 | Latex8
As. Anti- - - - ++ 44+ ++ - -
histoplasmina
1/10
As. Anti- - - - + + + - -
histoplasmina
puro

Tabla 7: Comparacion de resultados de los ensayos 1) y 2) segiin la figura 36

En base a estos 2 primeros ensayos, pudimos descartar los latex con buffer glicina pH 8 (latex
1, 2 y 3), ya que se probaron con 3 concentraciones diferentes de histoplasmina y con el
antisuero puro y 1/10, y no se vieron resultados positivos de aglutinacion, en contraposicion
con los latex 4, 5 'y 6 que si se vieron resultados de aglutinacion, por lo que podemos decir
que la condicién optima de adsorcién de la histoplasmina a las particulas de ldtex, es con un
pH acido 4.8, como el buffer acetato, que se asemeja al punto isoeléctrico de la histoplasmina.
También, con las 3 concentraciones que se probaron los latex 4, 5 y 6 se vio aglutinacion,
pero hubo un ldtex en el que se vio mejor resultado de aglutinacion, que fue el latex 5 que

tenia un valor J de 0.02mg histoplasmina/mg de latex.

En cuanto al antisuero puro y diluido, la aglutinacion con el antisuero diluido 1/10 da mejor
que el antisuero puro, esto puede deberse a dos factores: a la presencia del buffer que se usa

para diluir que permite tener las particulas de latex estables o puede deberse al fendmeno
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prozona, donde un “exceso” de anticuerpos (antisuero puro) limita el enlace cruzado
antigeno-anticuerpo, dando como resultado la formacioén de complejos inmunes de menor
tamafio que hacen que los inmunoensayos, en este caso la aglutinacién, sea menor, y hasta,

a veces dando un falso negativo.

3) En un tercer ensayo, ya habiendo determinado la condicién optima de adsorcion, se
procedié a realizar un control de los latex 4, 5 y 6 con suero bovino fetal, cuyos resultados

fueron negativos para los tres latex, lo que era de esperar.

Figura 39: Reacciones de aglutinacion con suero fetal bovino de los litex 4,5y 6

4) Se procedio a realizar la titulacién del antisuero con los latex 4, 5 y 6, donde se prepararon
diluciones seriadas 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64 del antisuero anti-histoplasmina
LOTE2022/2, cuyos resultados fueron los siguientes:

!qie‘x‘? latexs latex6
1/2
latexd latex5 latex6
1/4

5 6

Figura 40: Reacciones de aglutinacion para los antisueros 1/2 y 1/4, con los litex 4,5y 6
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1/16 1/32

Figura 41: Reacciones de aglutinacion para los antisueros 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, para los ldtex 4, 5
y 6.

1/64

Se puede observar que hay aglutinaciones desde la dilucion 1/2 hasta 1/8 en ambos latex, ya
que a partir de la dilucion 1/16 no se observa aglutinacion. En la siguiente tabla se muestra

la comparacién de los grados de aglutinacion de los ensayos 3) y 4):

Suero | Antisuero | Antisuero | Antisuero | Antisuero | Antisuero | Antisuero
bovino | 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64
fetal
Latex4 | . +++ +++ ++ - - -
Latex5 | - +++ +++ +++ - - -
Latex6 | . +++ +++ ++ - - -

Tabla 8: Comparacion de resultados de los ensayos 3) y 4) segiin la figura 36

Con este ensayo, entonces, pudimos determinar el titulo de anticuerpos, el cual fue de 1/8,
pero también en el primer ensayo que se realizé se hizo una dilucion 1/10 que también dio
positiva, por lo que podemos decir que la ultima dilucion en la que se vio aglutinacion, la

cual determina el titulo, es la dilucién 1/10.

5) Con el latex 5, que demostré dar mejor aglutinacién con respecto al latex 4 y 6, se procedio

a evaluar la reaccion de aglutinacion usando el latex puro sin diluir y usando el latex 1/2
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como se uso para los demds ensayos. El antisuero se utilizé en dilucién 1/10. Los resultados

fueron los siguientes:

Antisuero 1/10

latexS puro

latexS 1/2

Figura 42: Reacciones de aglutinacion usando el reactivo de ldtex puro y 1/2, con antisuero 1/10

Los resultados fueron muy similares, pero con el ldtex 1/2, segun mi criterio, se aprecia mejor
la aglutinacién, ya que se ven un poco mas grandes los “grumos” y un fondo menos
blanquecino que con el latex puro, de todas maneras, hay una buena visualizacion de la

aglutinacion en ambas condiciones.

6) Se evaluaron reacciones cruzadas utilizando antisueros puros de Coccidioides Posadassi,
Paracoccidioides sp., Aspergillus Fumigatus, Aspergillus Niger, Aspergillus Flavus. Se
utiliz6 antisuero anti-histoplasmina en dilucién 1/10 para el control positivo. Se empled el

latex 5 y este se uso en dilucion 1/2. Los resultados fueron los siguientes:

1 2 3 4 5 6 7

Latex 5 | 44+ ++ + - - - -

Tabla 9: Resultados del ensayo 6) segiin la figura 36. (1: Antisuero de histoplasma; 2: Coccidioides
Posadassi; 3: Paracoccidioides sp.; 4: Aspergillus Fumigatus; 5: Aspergillus Niger; 6: Aspergillus
Flavus; 7: Control negativo suero fetal bovino.)
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Coccidioides aracoccidioldes . s er

illus Flavus control negativo

Figura 43: Reacciones de aglutinacion para antisueros heterologos (puros) y el antisuero anti-
histoplasmina (1/10). Control negativo (suero bovino fetal)

Se puede observar en la figura que hay aglutinacién entre antisuero anti-histoplasmina 1/10
y el latex 5, demostrando una vez la reactividad entre ellos En cuanto a los antisueros
heterologos, se puede ver aglutinacion con el antisuero de Coccidioides Posadassi, y una
aglutinacién mas leve con Paracoccidioides sp. Con los demds antisueros no se observo
aglutinacion. Al igual que con el dot blot, con esta técnica de aglutinacion con particulas de

latex también se detectaron reacciones cruzadas con los mismos hongos.

7) Para saber hasta que titulo el antisuero de Coccidioides Posadassi 'y Paracoccidioides sp.
produce aglutinacion, se procedié a realizar diluciones 1/2, 1/4, 1/8 y 1/16 de ambos en buffer

acetato. El reactivo de ldtex 5 se usé 1/2. Los resultados fueron los siguientes:

1/8 1/16

o . . .
) pamcoc“idiomes - . .

Figura 44: Reacciones de aglutinacion para titular las reacciones cruzadas con los antisueros de
Coccidioides Posadassi y Paracoccidioides sp.
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1/2

1/4

1/8

1/16

Coccidioides

Posadassi

Paracoccidioides

Sp

Tabla 10: Resultados de la titulacion de las reacciones cruzadas segiin la figura 36

Se puede observar que unicamente hay una leve aglutinacién en la dilucién 1/2 de

Coccidioides Posadassi, en las demds diluciones no hay aglutinacién por lo que podemos

decir que tnicamente con el antisuero puro y 1/2 se ve reaccion cruzada con el reactivo de

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

reactividad cruzada es muy leve en el antisuero puro.
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S-CONCLUSIONES

Para la produccion del latex, 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 caracterizaciéon 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 si. 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 determiné la condicién optima de adsorcidn pasiva de la histoplasmina a las particulas de
l4tex, probadas con el antisuero anti-histoplasmina por reacciones de aglutinacion. En base a
todos los resultados de aglutinaciéon que se obtuvieron, se pudo determinar que el buffer
acetato pH 4.8 es la condicidn dptima para la sensibilizacion de las particulas de latex de 0.8
pum con la histoplasmina, lo que confirma la teoria, que usando el buffer con este pH similar
al punto isoeléctrico de la proteina a adsorber se favorece la adsorcion pasiva (Ortega-
Vinuesa JL, Bastos-Gonzdlez D, 2001). Con respecto a las 3 concentraciones de
histoplasmina probadas, se pudo comprobar que ambas concentraciones generan
aglutinacion, pero particularmente la concentracién 0.02 mg/mg Lx es la condicidén que mejor

aglutinacién produjo.

Con este trabajo entonces, pudimos identificar la condicién de pH y concentracién optima de
adsorcion para la produccion del reactivo de létex, el cual es un dato muy importante para el
proyecto ‘“desarrollo de un reactivo de latex para el diagndstico serologico de la
histoplasmosis” del Servicio Antigenos y Antisueros, INPB ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran”,
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 aglutinacion realizados, es que, si se usan las particulas de latex diluidas al 0,25%, este
produce aglutinacién muy visible e incluso mejor que si se usara al 0,5%, lo que ademads
disminuye el costo de produccién. En cuanto a la concentracion de histoplasmina,

tedricamente, hay un rango de concentraciéon donde se obtiene el reactivo con mayor
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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 observé aglutinacién, empleando la
concentracion intermedia 0.02 mg/mg Lx, los resultados de aglutinacién fueron mejor, por
lo que si se usaria esta dltima concentracidon, necesitaria menor cantidad de histoplasmina y
esto implica una ventaja en cuanto a los costos ya que como se describié anteriormente es

muy engorroso la obtencion de la misma.

En cuanto al titulo de anticuerpos y a la evaluacion de reacciones cruzadas, recordamos que
por la técnica de IDR no se pudieron identificar reacciones cruzadas y el titulo 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 titulo del antisuero anti-
histoplasmina fue de 1/160, y con las aglutinaciones en particulas de latex el titulo de
anticuerpos fue de 1/10 y si se observaron reacciones cruzadas con los antigenos de
Coccidioides Posadasii y Paracoccidioides sp al igual que con el dot blot. En el dot blot el
titulo 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 més sensible respecto a la IDR y
a la aglutinacién. En cuanto a la IDR y la aglutinacién en particulas de latex, podemos decir
que esta ultima es mds sensible analiticamente, ya que el titulo de anticuerpos fue mayor y si
se detectd reacciones cruzadas y en cuanto a especificidad analitica, la IDR es mds especifica
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 informaria
positivo, favoreciendo asi la especificidad del método. En el reactivo de litex las
aglutinaciones por reacciones cruzadas no podrian ser diferenciadas de las reacciones

homologas.

Comparando la IDR, que es la técnica utilizada actualmente en el inmunodiagnostico de
histoplasmosis, con la aglutinacién en particulas de latex, 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 aglutinacién en particulas de latex es mucho mds rdpida, que aprox.

en 5-15 min se obtiene un resultado, y se utilizan muy pocos materiales, por lo que seria una
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excelente técnica para el inmunodiagnostico de la histoplasmosis, ya que debido a la alta tasa
de morbi-mortalidad que presenta la histoplasmosis y al dificil manejo terapéutico, se hace
necesario desarrollar nuevas herramientas que permitan hacer un diagndstico mas rapido y
oportuno. Es importante aclarar que con la implementacién de estas nuevas metodologias
inmunoldgicas no se pretende reemplazar los métodos convencionales. Por el contrario, se
trata de complementar y ampliar la bateria de pruebas existentes para realizar un diagndstico

mds preciso y oportuno.

Por tdltimo, este reactivo de latex que desarrollamos en este trabajo, demostré dar resultados
positivos (aglutinacién) 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 estd cumplido. Ahora queda mejorar el mismo y evaluar las reacciones
cruzadas que se observaron en los ensayos, donde para identificar las proteinas relacionadas
con las reacciones cruzadas seria necesario realizar un western blot con los antisueros que
dieron aglutinacién con el latex elaborado para poder ver que banda es la que cruza con los
antisueros heterologos, y asi poder identificarla y mds adelante pensar en la purificacién de
la histoplasmina para eliminar esa reaccidon cruzada, generando un reactivo mucho mas
especifico. Por otro lado, se continuard trabajando en la puesta a punto del reactivo con el fin
de obtener un reactivo que sea altamente sensible y especifico para el inmunodiagnostico de
Histoplasmosis. Finalmente se probard este reactivo con sueros humanos para evaluar la

sensibilidad y especificidad clinica.
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7-ANEXOS

Anexo 1: Criterios de aceptacion de inactivacion de cultivo

e (Cultivo negativo en los tres tubos, cumple la inactivacion.
e (Cultivo positivo en al menos un tubo, no cumple con la inactivacién y se debe volver
a repetir el proceso de inactivacién con un nuevo lote de Thimerosal 1%. De volver

a observar crecimiento se debe descartar todo el material.
Anexo 2: Soluciones para la IDR

e Agarosa al 1% en agua destilada: Se disolvié 250 mg de agarosa EEO

(electroendosmosis) en 25 ml de agua destilada calentando a bafio maria hasta fusién
completa, sin sobrecalentar.

e Agar fenolizado 1% pH=6,3-6.4: Se coloc6 50 ml de agua destilada en un Erlenmeyer

de 250 ml con tapon. Se agreg6 0,9 g de cloruro de sodio y 0,5 g de citrato de sodio
disolviendo completamente ambas sales. Luego se afiadi6 0,25 ml de fenol y 7,5 g de
glicina mezclando bien. Se agregé 1,0 g de bacto agar y se llevé a 100ml con agua
destilada. Por tltimo, se calent6 a bafio maria hasta que se fundi6 el agar. El pH final

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

e Solucién decolorante: Metanol 500 ml + Acido acético 200 ml + Agua destilada 300

ml.

e Solucién colorante de coomassie blue R-250: Coomassie blue R-250 0,30 g +

Solucién decolorante 100 ml.

e Solucién fisioldgica: Cloruro de sodio 8,5 g + Agua destilada csp (cantidad suficiente

para) 1000 ml.

e Solucién citratada: Cloruro de sodio 8,5 g + Citrato de sodio 50 g + Agua destilada
csp 1000 ml.

Anexo 3: Soluciones para la cuantificacion de proteinas por Lowry

e Solucioén de reactivo de Lowry: Se afiadieron 40 ml de agua destilada a una botella

de reactivo de Lowry en polvo (cédigo: L. 3540) mezclando bien por inversion para
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disolver completamente el contenido (No se debe agitar para evitar la formacion de
espuma).

Solucién 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 solucién resultante a una concentracion de
20%. Se homogenizo y conservé a temperatura ambiente hasta el momento de

utilizarla.

Anexo 4: Soluciones para realizar el Dot Blot

PBS (buffer fosfato salino): Es una solucién tampoén acuosa y salina (PH 7.4) que

contiene cloruro sédico, fosfato sédico, 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 uni6 al antigeno o al anticuerpo.

PBS-albumina: Se prepar6 con 3 g de albumina sérica bovina (BSA) cada 100 ml de

PBS. La funcién de este buffer, es bloquear rellenando los espacios que no han sido
ocupados por las proteinas inmovilizados en la membrana, para asi prevenir uniones
inespecificas de los anticuerpos y evitar falsos positivos.

Solucién reveladora: Para preparar esta solucién de revelado, primero se diluyo el

cloronaftol 5.88x en metanol para llevar el metanol a 17%. Luego se agregd Tris
50Mm, 15 ml de Tris cada 2.55 ml de cloronaftol en metanol y por ultimo se afiadi6
agua oxigenada 2%, 2 ul de agua oxigenada en 100 ul final de solucién. El 4-cloro-
I-naftol en presencia de peroxidasa (presente en el anticuerpo secundario) y de
peréxido de hidrégeno (agua oxigenada) produce un precipitado azul-negro (reaccion

quimiluminescente).

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

Se prepar6 el gel separacion 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 ul

Solucién de acrilamida 30% p/v / bis acrilamida 0,7% p/v: 2.5ml
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APS 10% p/v: 50 pul
TEMED: 5 ul

Se prepar6 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 ul

Solucién de acrilamida 30% p/v / bisacrilamida 0,7% p/v: 1,33 ml
APS 10% p/v: 50 ul

TEMED: 10 ul

Anexo 6: Soluciones para la tincién de Coomassie Blue Coloidal

Solucidn fijadora: Se compone de 30% v/v de etanol, 2% v/v de 4cido fosforico. Se

prepararon 100 ml.

Solucién de tincién: Se compone de 18% v/v de metanol, 17% v/v de (NH4)2SOx

(sulfato de amonio) y 2% v/v de 4cido fosférico. Se prepararon 100 ml.

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

Buffer muestra: En un tubo de 15 ml se pes6é 4 mg de azul de bromofenol. En otro

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

de agua purificada y 0.8 ml de glicerina. Se homogenizo y luego se agregd esta
solucién al tubo que contiene el azul de bromofenol. Se mezcl6 por inversion y se
conservo hasta su uso.

Buffer de corrida: En vaso precipitado de 1 litro se pesé 3 g de Trizma base y 14.42

g de glicina. Se agreg6 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
disolucion total. Se ajusté el pH a 8.4

Buffer de transferencia: Se preparé 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.
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