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RESUMEN

Histoplasma capsulatum, agente causal de la histoplasmosis, es un hongo
dimérfico de distribucion mundial. La presencia del hongo se ha demostrado en sitios
de alto y bajo riesgo de infeccion en toda la Republica Mexicana, tanto en zonas rurales
como urbanas, lo que representa un posible problema de salud ambiental. Con fines
epidemiolégico y diagndstico, desarrollamos dos marcadores SCARs (Region
Amplificada de una Secuencia Caracterizada), 125320(Hc) Y 1253230(Hc), @ partir de una
banda repetitiva revelada por RAPD-PCR (Amplificacion al Azar del DNA Polimorfico
por la Reaccion en Cadena de la Polimerasa) de diversos aislados de H. capsulatum.
Para proponer estos marcadores como nueva herramienta en la identificacion del
patdgeno, en este trabajo evaluamos los parametros de especificidad por PCR vy
Southern blot; asi como la sensibilidad para la deteccion del hongo en muestras de
tejido (pacientes y mamiferos infectados) y de guano, y se compararon los resultados
obtenidos con la sonda del antigeno M, reportada en la literatura. Los tres marcadores
amplificaron todos los aislados de H. capsulatum procedentes de diferentes paises en
América. Por Southern blot, los SCARs mostraron especificidad al hongo, ademas se
encontré que las secuencias de estos marcadores son de una sola copia dentro del
genoma del hongo, porgue se observd sélo una sefial de hibridacién. La sensibilidad de
los marcadores SCARs fue de 1 pg de DNA, mientras que la sonda del antigeno M no
detectd menos de 500 pg de DNA de H. capsulatum. La sonda 12532+ fue especifica
y detectd al patbgeno tanto en muestras clinicas como en muestras de la naturaleza; el
SCAR 1253,30(¢) identificd al hongo en las muestras analizadas pero mostré6 homologia
con A. niger. La sonda del antigeno M también detecto al patégeno en algunas muestras
clinicas; sin embargo, resulté inespecifica porque amplificé también el DNA de C.
neoformans y de humano, por lo que el uso de estas dos sondas en diagndstico es poco
confiable debido a su inespecificidad.

En suelo, los SCARs detectaron hasta 20 UFC/g de suelo y la sonda del antigeno
M detecté Unicamente 640 UFC/g de suelo. En las muestras de guano colectado en
zonas endémicas de México, los SCARs identificaron a H. capsulatum en cuatro
muestras mientras que la sonda del antigeno M solo lo detectd en dos; la escasa
sensibilidad de esta sonda limita su uso en estudios epidemioldgicos. Los resultados
obtenidos nos indican que el SCAR 12535 €S una buena herramienta para el
diagndstico de la histoplasmosis y para la identificacion de zonas de alto riesgo para la

adquisicion de la histoplasmosis en nuestro pais.
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ABSTRACT

Histoplasma capsulatum, the histoplasmosis causing agent, is a dimorphic
fungus distributed worldwide. This fungus has been shown to be present in low and
high risk sites of possible infection throughout the Mexican Republic, both in rural and
urban areas, thereby representing a possible risk for environmental health. For
epidemiological and diagnostic purposes, we developed two SCAR markers (Sequence
Characterized Amplified Region), 125320c and 125330, from a repeated band
revealed by RAPD-PCR (the Randomized Amplified Polymorphic DNA-Polymerase
Chain Reaction) from several H. capsulatum isolates, to propose these markers as new
tools for pathogen identification. In this study, several specificity PCR and Southern
blot parameters were assessed, as well as the sensitivity for the detection of the fungus
in tissue samples (infected patients and mammals) and feces (guano), comparing the
results obtained with the antigen M probe reported in the literature.

The three markers amplified all of the H. capsulatum isolates from different
countries of the Americas. Using Southern blot, the SCARs showed specificity for the
fungus. In addition, it was found that these marker sequences are single copies within
the fungus genome since only one hybridization sign was registered. The sensitivity of
the SCAR markers was 1 pg DNA, while the antigen M probe did not detect less than
500 pg of H. capsulatum DNA. The 1253 probe was pathogen-specific and
achieved detection in both clinical samples, as well as samples from nature. SCAR
12532301y identified the fungus in the samples analyzed but was homologous for A.
niger. The antigen M probe also detected the pathogen in some clinical samples;
however, it resulted unspecific for H. capsulatum because it also amplified C.
neoformans and human DNA. The use of these latter diagnostic probes is unreliable
due to their lack of specificity. In soil, the SCARs detected up to 20 CFU/g soil and the
antigen M probe only detected 640 CFU/g soil. In the collected guano samples from
endemic zones of Mexico, SCARs identified H. capsulatum in four samples while the
antigen M probe detected it in two. The poor sensitivity of this probe limits its use in
epidemiological studies.

Results indicate that 12530c) is @ good tool for the diagnosis of histoplasmosis

and for the identification of high risk zones to get histoplasmosis in our country.
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INTRODUCCION

Histoplasma capsulatum var. capsulatum es un hongo patégeno del humano y
otros mamiferos que tiene la caracteristica especial de ser dimdrfico, es decir, presenta
una fase micelial geofilica (forma infectiva) y una fase levaduriforme (forma
parasitaria). La morfologia microscopica de la fase micelial se define por la presencia de
abundantes hifas septadas, delgadas e hialinas, con microconidios de 2 a 4 pym y
macroconidios de 8 a 16 pum de diametro insertados en conidioforos cortos que forman
un angulo de 90° con la hifa principal. Los macroconidios tipicos son de pared celular
gruesa, espiculados y forman proyecciones digitiformes (Tewari et al., 1998). La fase
parasitaria del hongo esta constituida por levaduras que, de preferencia, se desarrollan
intracelularmente en huéspedes parasitados o en cultivos enriquecidos con cisteina y
glucosa, a 37°C. Las levaduras son redondas u ovales, miden de 2 a 4 um de didmetro,
uninucleadas, se reproducen por gemacion formando, en general, blastosporas de base
estrecha.

H. capsulatum es de distribucion mundial, pero la histoplasmosis presenta
regiones de endemicidad en Estados Unidos (EUA) y América Latina. En México
(MX), la presencia del hongo se ha demostrado en todo el pais, predominando en los
estados de Campeche, Tabasco, Chiapas, Guerrero, San Luis Potosi, Nuevo Leon,
Tamaulipas, Veracruz y Oaxaca (Vaca-Marin et al., 1998). Antiguamente se pensaba
que el habitat de H. capsulatum estaba restringido a lugares cerrados (minas, cuevas,
grutas, tlneles, construcciones abandonadas, etc.) en donde la acumulacién de guano de
murciélagos aunada a las condiciones de temperatura (22 a 30°C), humedad relativa
mayor del 60% Yy oscuridad propiciaban el desarrollo y la 6ptima esporulacion del
hongo. Sin embargo, hallazgos recientes demuestran que el patdgeno también se
encuentra en lugares abiertos, tanto en zonas rurales como urbanas, en donde se
acumula gran cantidad de guano de aves (granjas avicolas, patios con aves de corral y
debajo de las copas de arboles). En zonas urbanas de México, destaca el aislamiento del
patdgeno en el parque de Tlalpan, en el Distrito Federal, y en una unidad habitacional
del FOVISSSTE en Sinaloa (Taylor et al., 2006); asi como dos aislamientos del hongo
en un hotel del Puerto de Acapulco, Guerrero (Taylor et al., 2005b); en donde, durante
el 2001, se registraron varios episodios de un brote epidémico de histoplasmosis
(Morgan et al., 2003; Taylor et al., 2005b). La fuente de infeccion de los brotes fue

determinada por Taylor et al. (2005b), quienes con base en criterios morfolégicos,
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histopatoldgicos, antigénicos y moleculares identificaron dos aislados de H. capsulatum
obtenidos a partir de ratones inoculados con diferentes muestras de tierra de jardineras
localizadas dentro del hotel, las cuales fueron fertilizadas con material de composta
mezclado con guano de murciélago. En otros paises, también se han registrado brotes
urbanos de histoplasmosis, el méas destacado ocurrié en Indianapolis, EUA; pero el
origen no fue determinado (Schlech et al., 1983; Wheat et al., 1981). Estos
acontecimientos demuestran la gran ubicuidad del hongo y apoyan la opinion de
quienes proponen que la histoplasmosis representa un problema de salud ambiental y
ocupacional para las personas que frecuentan, con fines laborales o recreativos, las
zonas consideradas de alto riesgo de infeccidn (lugares con abundantes excretas de
murciélagos y aves) (Pedroza-Serés et al., 1994; Taylor et al., 1994; 1996; 1997a;
2000b; 2000c; Vaca-Marin et al., 1998; Velasco-Castrejon, 1998).

Dependiendo del grado de exposicion a los propagulos infectivos del hongo, la
histoplasmosis puede manifestarse desde formas clinicas muy leves, que algunas veces
son confundidas con catarro comun, hasta formas con sintomas severos. En MX, la
forma clinica predominante es la pulmonar primaria y se diagnostica principalmente en
adultos, ocasionalmente se asocia a cavitaciones pulmonares que simulan un cuadro
clinico indistinguible de la tuberculosis pulmonar, por lo que en nuestro pais la
histoplasmosis generalmente esta subnotificada (Vaca-Marin et al., 1998; Velasco-
Castrejon, 1998). Las personas con deficiencias inmunoldgicas, principalmente las que
padecen el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), son las mas vulnerables a
la histoplasmosis y otras infecciones fungicas, presentando con frecuencia un pronostico
grave con curso clinico hacia la forma diseminada (Tewari et al., 1998).

El diagnoéstico definitivo de la histoplasmosis se logra con el aislamiento del
agente causal a partir de muestras clinicas, pero esto resulta dificil dependiendo de la
forma clinica. Por lo que el diagndstico se apoya en una serie de pruebas de laboratorio,
tales como: analisis histopatolégico, pruebas seroldgicas para la deteccion de
anticuerpos y rastreo de antigenos en liquidos corporales, pero cada uno de estos
ensayos también presenta diferentes restricciones. El andlisis histopatoldgico es una
buena opcidn diagndstica, pero su interpretacion depende de un muestreo adecuado, de
la experiencia del observador y de la coloracién histogquimica empleada. Resultados
falsos positivos pueden atribuirse a la presencia de otros organismos con caracteristicas
morfoldgicas similares a H. capsulatum como: Candida glabrata, Cryptococcus

neoformans, Blastomyces dermatitidis, Penicillium marneffei, Pneumocystis carinii,

Maria Guadalupe Frias De Leo6n 4



Toxoplasma gondii y Leishmania spp. (Lamps et al., 2000; Tewari et al., 1998; Wheat,
2003). Los procedimientos de inmunodiagndéstico (Gomez et al., 1997; Wheat, 1994;
Wheat, 2003; Williams et al., 1994), son de mayor utilidad pero pueden presentar
reacciones cruzadas con otras especies de hongos asociados a cuadros clinicos
semejantes, principalmente si el paciente procede de areas endémicas compartidas.

Estas restricciones han impulsado el desarrollo de métodos méas sensibles que
permitan demostrar la presencia de pequefias cantidades del material genético del agente
etiologico en las muestras del paciente para aplicarlos como pruebas confirmatorias
(Chemaly et al., 2001; Hall et al., 1992; Tewari et al., 1998).

Actualmente, la prueba confirmatoria que se usa con mayor frecuencia es la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) con una sonda especifica de acido
desoxirribonucléico (DNA). Para la identificacion de H. capsulatum, se han disefiado
diversas sondas, como las descritas por Keath et al. (1989) y Spitzer et al. (1989)
quienes al tipificar aislados del hongo provenientes de diferentes fuentes y origenes
geograficos, mediante el Polimorfismo en la Longitud de los Fragmentos de Restriccion
(RFLP) e hibridacién con sondas de DNA mitocondrial (mtDNA) y del gen yps3,
lograron clasificar al hongo en seis clases (Keath et al., 1992). Estas sondas resultaron
especificas de H. capsulatum ya que no hibridaron con DNAs de B. dermatitidis,
Candida sp., Sepedonium chrysospermum, Chrysosporium keratinophilum vy
Saccharomyces cerevisiae, por lo que fueron propuestas como herramientas importantes
para la identificacion del hongo (Keath et al., 1992). A nivel comercial, las primeras
sondas de DNA (Accuprobe) disponibles para la identificacion de hongos patdgenos del
hombre fueron producidas por la casa comercial Gen-Probe Inc. (San Diego, CA). Estas
sondas quimioluminiscentes son complementarias a una secuencia de acido ribonucléico
ribosomal (rRNA) y su utilidad ha sido ampliamente evaluada. Huffnagle y Gander
(1993) analizaron la capacidad de dos Accuprobe para la identificacion de H.
capsulatum y C. neoformans a partir de especimenes clinicos, encontrando una
sensibilidad y una especificidad del 100% para ambas sondas. Stockman et al. (1993)
evaluaron cuatro Accuprobe especie-especificas de H. capsulatum, C. neoformans,
Coccidioides immitis y B. dermatitidis. La sensibilidad y la especificidad de las sondas
resultaron del 100%.

Sandhu et al. (1995) desarrollaron una estrategia diagnostica con base en la
utilizacion de oligonucledtidos altamente especificos. Para ello, secuenciaron una parte

de la region variable del gen 28S del rRNA de 50 hongos de importancia médica, entre
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ellos H. capsulatum. Las secuencias fueron utilizadas en el disefio de un par de
oligonucleétidos universales capaces de amplificar una regién especie-especificos de los
hongos estudiados. Reid y Schafer (1999) desarrollaron un método de PCR en dos
etapas para la deteccion de H. capsulatum en suelo. En la primera etapa emplearon
oligonucledtidos especificos del hongo disefiados de la region espaciadora transcrita
(ITS) del gen 5.8S del rRNA; y en la segunda etapa usaron oligonucle6tidos especificos
anidados de la misma regién. Este método resulto especifico y sensible, detectd hasta 10
células. Con base en secuencias del DNA ribosomal (rDNA), Lindsley et al. (2001)
disefiaron un par de oligonucle6tidos generales que amplifican el DNA de cualquier
hongo dimorfico y otros pares de oligonucledtidos especificos para cada hongo. Los
amplicones de la PCR se detectaron colorimétricamente en un formato de ensayo
inmunoenzimatico (PCR-EIA). El ensayo fue especifico y su sensibilidad fue de 3.2 pg
de DNA. Bialek et al. (2002) desarrollaron una PCR anidada para detectar H.
capsulatum en tejido humano, usando como blanco de amplificacion el gen que codifica
para una proteina de 100 KDa. Este gen tiene un papel esencial en la supervivencia de
H. capsulatum en células humanas pero no se sabe si se encuentra presente en el
genoma de otros hongos dimorficos. Este ensayo fue 100% especifico y sensible.
Bracca et al. (2003) también desarrollaron una PCR anidada para el diagndstico de la
histoplasmosis utilizando sondas disefiadas a partir de la secuencia completa del gen del
antigeno H de H. capsulatum; los autores probaron su especificidad con DNA de varios
hongos y bacterias patdgenas asociadas a enfermedades respiratorias; sus resultados
confirmaron que la sonda es especifica y sensible, detecta menos de 10 levaduras en las
muestras clinicas, sin presentar resultados falsos positivos.

Matos-Guedes et al. (2003) eligieron regiones del gen que codifica para el
antigeno inmunodominante M de H. capsulatum para disefar oligonucle6tidos Utiles en
la identificacion del hongo. Esta sonda identificO correctamente aislados de H.
capsulatum obtenidos de pacientes, animales y de suelo, ademas de un aislado de H.
capsulatum var. duboisii, pero no identifico a la var. farciminosum. Los autores
reportaron que la sonda no reconoce el DNA de Paracoccidioides brasiliensis, Candida
spp., Sporothrix schenkii, C. neoformans, B. dermatitidis, C. immitis, Aspergillus niger
ni A. fumigatus. Martagon-Villamil et al. (2003), disefiaron una PCR en tiempo real
para H. capsulatum, con ésta se identificaron correctamente 34 aislados del hongo y
también lo detectaron directamente en tres muestras clinicas de pacientes que

presentaron cultivo positivo. Ueda et al. (2003) utilizaron la PCR anidada en el
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diagndstico de la histoplasmosis canina en Japon, sus oligonucledtidos fueron disefiados
con base en las secuencias parciales del gen 5.8S-ITS e ITS1-5.8S-ITS del rRNA de H.
capsulatum, que se encuentran depositadas en el GenBank, logrando asi la
identificacion del hongo en muestras bioldgicas conservadas en parafina, sin mostrar
falsos positivos con B. dermatitidis y P. brasiliensis. Buitrago et al. (2007) utilizaron
como blanco de amplificacion una porcion de la region ITS1 del rDNA para disefiar
oligonucledtidos para detectar al hongo por medio de una PCR en tiempo real. Por la
rapidez, especificidad y sensibilidad de esta modalidad de PCR, se ha propuesto como
excelente alternativa diagnostica de la histoplasmosis, especialmente en pacientes con
SIDA. Pounder et al. (2006) desarrollaron una PCR con base en la amplificacion de
secuencias repetitivas, no codificantes (rep-PCR). La identificacion del patdgeno se
realiz6 por comparacion de los patrones polimdrficos obtenidos contra una base de
datos; estos autores demostraron también la diversidad genética que hay entre los
aislados de H. capsulatum. Tang et al. (2006) propusieron un ensayo de PCR-EIA para
detectar al patbgeno en muestras de orina usando oligonucle6tidos obtenidos de
regiones del rDNA. La especificidad de esta técnica fue del 100%; sin embargo, su
sensibilidad resultdé escasa, por lo que se limita su uso en el diagnostico de la

histoplasmosis diseminada.

No obstante que existe un gran nimero de sondas reportadas en la literatura, es
necesario contar con marcadores especificos de amplia distribucion, es decir que
reconozcan a H. capsulatum de cualquier area geogréafica, una via para obtener este tipo
de herramientas es a través del andlisis de los patrones generados por RAPD-PCR. Esta
técnica emplea oligonucledtidos cortos de secuencia arbitraria que se alinean a regiones
multiples del DNA, produciendo patrones de identificacion molecular. Recientemente,
el RAPD-PCR se ha utilizado para generar marcadores SCAR, los cuales difieren de
los RAPD en que sus oligonucleétidos son especificos, ya que son disefiados con base
en una secuencia conocida del genoma del organismo en estudio y pueden representar
un solo locus en el genoma. Por lo tanto este método es una herramienta importante
para el desarrollo de ensayos sensibles y diagnosticos en la amplificacion especifica de
DNA en mezclas de hongos (Abbasi et al., 1999). En diferentes &reas de la
investigacion se han utilizado este tipo de marcadores, destacando los trabajos de Li et
al. (1999), quienes obtuvieron un marcador SCAR de Verticillium dahlie que les

permitio el establecimiento de un ensayo competitivo y cuantitativo para la deteccion de
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este hongo por PCR. Abbasi et al. (1999) eligieron tres marcadores RAPD-PCR del
hongo Trichoderma hamatum, utilizado en control bioldgico, con el objetivo de
convertirlos en marcadores SCARs para la identificacion y monitoreo directo de este
organismo en composta adicionada con dicho agente, sin necesidad de aislar
previamente al hongo. Weber et al. (2002) también generaron este tipo de marcadores
para la identificacion y evaluacion de la progenie de la cepa Laccaria bicolor en
micorrizas establecidas dentro de plantios de abeto, asi como para la tipificacion de
cepas americanas y europeas. De la misma manera, Castrillo et al. (2003) consiguieron
detectar y estimar la densidad de Unidades Formadoras de Colonia (UFC) del hongo
entomopatdgeno Beauveria bassiana en muestras de campo, usando oligonucleotidos
especificos disefiados a partir de marcadores RAPDs, los cuales detectaron hasta 100 pg
de DNA gendmico de dicho hongo. Xu et al. (2001; 2003) obtuvieron marcadores
SCAR a partir del Polimorfismo en la Longitud de Fragmentos Amplificados (AFLP),
estrechamente ligados al gen Vf de la manzana, el cual le confiere resistencia a la rofia
causada por el hongo Venturia inaequalis. De todos los marcadores que generaron, tres
fueron inseparables al gen Vf, uno se localizé corriente abajo y siete permanecieron
corriente arriba del gen Vf, por lo que esto les permitio construir un mapa con base en la
clonacion y secuenciacién de dichos marcadores, ademas les permitié seleccionar
cultivos de manzana resistentes a la rofia. De ahi que estos marcadores sean una

herramienta Gtil en la identificacion de microorganismos.

Desde hace algunos afios se estan realizando trabajos de genotipificacion
molecular, de aislados de H. capsulatum procedentes de MX, EUA, Colombia (CO),
Guatemala (GT), Panama (PA) y Argentina (AR), empleando RAPD-PCR. Los aislados
se han obtenido de pacientes con o sin SIDA, de murciélagos naturalmente infectados,
asi como de guano de murciélagos o de aves (Chavez-Tapia et al., 1998; Reyes-Montes
et al., 1998; 1999; Taylor et al., 1997b; 2000a; 2000c; 2002). Con base en los patrones
polimérficos generados por RAPD-PCR y de acuerdo con el analisis de similitud, estos
trabajos sugirieron que los aislados de MX formaban un grupo variable y diferente al de
las cepas procedentes de otros paises; asimismo, todos estos aislados revelaron la
presencia de una banda de 1.2 Kb. Esta banda fue idonea para el disefio de dos
marcadores especificos tipo SCAR para H. capsulatum: 12530(c) Y 1253230(Hc), de 220
y 230 bp, respectivamente. En ensayos preliminares, estos marcadores revelaron una

buena especificidad, sensibilidad (detectaron hasta 1 pg de DNA) y reproducibilidad
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que podrian apoyar su utilizacion en la identificacion molecular del hongo, con
aplicacion diagndstica y epidemioldgica (Frias De Leon, 2004).
Creemos que estas sondas pueden ser de gran utilidad para la identificacién

universal del patdgeno, ya que identifican a los aislados de MX y de otros paises.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido a la gran variabilidad genotipica que existe entre los aislados de H.
capsulatum procedentes de diferentes zonas geograficas (Keath et al., 1992; Kasuga et
al., 1999; 2003; Reyes-Montes et al., 1998; 1999; Taylor et al., 2000a; Pounder et al.,
2006), es necesario contar con marcadores moleculares especificos que nos permitan
detectar e identificar al patdgeno en muestras clinicas y de ambientes naturales de
manera rapida e inequivoca. Recientemente, se ha destacado el uso de marcadores
SCARs derivados de bandas polimdrficas generadas por RAPD-PCR (Abbasi et al.,
1999; Weber et al., 2002; Castrillo et al., 2003). Este tipo de marcadores son
considerados a partir de una banda de DNA repetitivo y se disefian con base en una
secuencia conocida del genoma del organismo en estudio, lo cual los convierte en
excelentes herramientas para el desarrollo de ensayos sensibles y diagnésticos (Li et al.,
1999). Por ello, consideramos que los SCARS 125320c) Y 1253230y pueden ser
buenos marcadores de apoyo para el diagndstico de la histoplasmosis y para estudios
epidemioldgicos en nuestro pais. No obstante, antes de aplicarlos es imprescindible
realizar una comparacion de la eficiencia de estos SCARs con otro marcador molecular
ya reportado en la literatura y que tenga caracteristicas similares a los SCARs. Para el
estudio comparativo se selecciond la sonda del antigeno M (Matos-Guedes et al., 2003),

ya que es un marcador de un antigeno inmunodominante de H. capsulatum.
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JUSTIFICACION

Existen numerosas pruebas de laboratorio para la identificacion de H.
capsulatum; sin embargo, todas presentan limitaciones, especialmente en pacientes con
inmunosupresion, por lo que es indispensable disponer de marcadores moleculares bien
evaluados y caracterizados que nos permitan la deteccion del patégeno, ya que en MX
se carece de este tipo de herramientas para detectar o confirmar la identificacion del
hongo. A pesar de que se han reportado en la literatura varias sondas moleculares de H.
capsulatum, todas tienen ciertos inconvenientes, ya sea intrinsecos (sensibilidad,
especificidad, variabilidad genética) o extrinsecos (costo, tecnologia utilizada, etc.), por
lo que la busqueda de nuevos marcadores méas accesibles es necesaria.

La valoracion de los SCARs 125320c) Y 12532304y NOS permitira ofrecer
confiadamente una herramienta Util a distintos laboratorios intra-hospitalarios para
apoyar el diagnostico de la histoplasmosis, asi como contribuir en estudios
epidemioldgicos de la enfermedad en el pais, definiendo areas endémicas y epidémicas
de mayor o menor riesgo de infeccion, mediante la deteccion molecular del patogeno en

muestras de suelo.
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HIPOTESIS

Los marcadores SCARS 1253220(¢) Y 1253230(Hc), disefiados a partir de la banda
de 1.2 Kb generada por RAPD-PCR de aislados y cepas de H. capsulatum procedentes
de distintas regiones geograficas, detectan eficazmente al hongo en muestras clinicas y

de ambientes naturales.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar los parametros de especificidad y sensibilidad de los marcadores SCARS
1253220(Hc) Y 1253230(Hc) frente a diferentes muestras clinicas y de ambientes naturales, y

comparar su eficiencia con respecto a la sonda del antigeno M.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Confirmar la especificidad de los marcadores SCARS 1253220(+c) Y 1253230(Ho),
por medio de Southern blot de los patrones polimoérficos generados por RAPD-PCR e
hibridacion con las sondas de 220 y 230 bp.

2. Valorar, por PCR, la especificidad de los marcadores SCARS 1253220(Hc) Y
125330(Hc), Utilizando DNA de aislados de H. capsulatum, asi como de organismos
relacionados y no relacionados como: P. brasiliensis, C. immitis, S. schenckii, A. niger,
A. fumigatus, C. neoformans, C. albicans y humano.

3. Valorar los marcadores SCARS 12530(Hc) Y 1253230(+c) cOn DNA extraido de
tejidos de mamiferos infectados, natural o experimentalmente, con H. capsulatum y con
DNA extraido de muestras clinicas y de ambientes naturales (suelo, guano de
murciélagos) posiblemente contaminadas con el hongo.

4. Comparar la especificidad y la sensibilidad de los SCARs 12532c) Y
1253230(Hc) CON respecto a la eficiencia de la sonda disefiada a partir de la secuencia el

antigeno M de H. capsulatum.

Maria Guadalupe Frias De Leo6n 10



MATERIALES Y METODOS

Aislados y DNAs fangicos. Se trabajé con 40 DNAs de aislados y cepas de H.
capsulatum var. capsulatum. El origen geogréafico y la fuente de éstos se especifican en
la tabla 1. Los aislados y cepas, pertenecen a la “Coleccién de Cepas de H. capsulatum”
del Laboratorio de Inmunologia de Hongos del Departamento de Microbiologia y

Parasitologia, Facultad de Medicina, UNAM (http://www.histoplas-mex.unam.mx).

Para evaluar la especificidad de los marcadores moleculares, se ensayaron DNAs
de diversos hongos patdgenos: dos de P. brasiliensis, cuatro de A. fumigatus, uno de A.
niger, uno de C. immitis, uno de C. albicans, uno de S. schenckii, tres de C. neoformans,

asi como cuatro de humano (Tabla 2).
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Tabla 1. Aislados y cepas de H. capsulatum

No. Registro Acrénimo Origen Fuente de aislamiento
EH-53 5033 MX Humano
EH-316 6006 MX Humano
EH-323 6010 MX Humano
EH-324 6023 MX Humano
EH-325 6032 MX Humano
EH-326 1176 MX Humano
EH-327 6064 MX Humano
EH-328 6059 MX Humano
EH-331 G-186B PA Humano
EH-333 L-100-91 GT Guano/ave
EH-335 G-217B EUA Humano
EH-336 Downs EUA Humano
EH-355 EH-91 MX Humano
EH-356 EH-92 MX Humano
EH-357 EH-94 MX Humano
EH-359 1443 MX Humano
EH-362 Cepa 2 GT Guano/ave
EH-363 Cepa 3 GT Humano
EH-372 M-237 MX Murciélago
EH-373 M-234 MX Murciélago
EH-374 M-236 MX Murciélago
EH-375 M-238 MX Murciélago
EH-376 M-245 MX Murciélago
EH-377 M-243 MX Murciélago
EH-383H M-254H MX Murciélago
EH-384H M-267H MX Murciélago
EH-391 M-256 MX Murciélago
EH-393 M-305B MX Murciélago
EH-408H M-349H MX Murciélago
EH-418 951539 AR Humano
EH-536 LA CO Humano
EH-538 Gli CO Humano
EH-539 DS CO Humano
EH-542 RG CO Humano
EH-549 1559 AR Humano
EH-554B S-164(RB) MX Suelo/guano
EH-560 1733 AR Humano
EH-561 1734 AR Humano
EH-580 1735 AR Humano
EH-582 1737 AR Humano

http://www.histoplas-mex.unam.mx
MX: México, PA: Panamd, GT: Guatemala, EUA: Estados Unidos de América, AR: Argentina, CO: colombia
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Tabla 2. Otros DNAs fangicos utilizados

No. Registro Especie Origen
951744 *A. fumigatus AR
951746 *A. fumigatus AR

191 *A. fumigatus MX
64 *A. fumigatus MX
16826 P. brasiliensis Cco
41620 P. brasiliensis BR
19072 C. immitis MX
198298 A. niger MX
88 **C. neoformans MX
WM148 **C. neoformans AU
936 **C. neoformans (0]
CAO07 C. albicans MX
EH-193 S. schenckii MX

Banco de DNAs del Lab. Micologia Molecular, Depto. Microbiologia y Parasitologia, Fac. Medicina. UNAM.

*DNAs proporcionado por la M en C. Esperanza Duarte. Lab. Micologia Molecular, Depto. Microbiologia y Parasitologia, Fac. Medicina. UNAM.
**DNA proporcionado por la Dra. Rocio Castafién.Olivares. Lab. Micologia Médica, Depto. Microbiologia y Parasitologia, Fac. Medicina. UNAM.
AR: Argentina, MX: México, CO: Colombia, BR: Brasil, AU: Australia.

Muestras de tejidos. Se analizaron 17 muestras de tejido obtenidas de pacientes
(Tabla 3), con signos compatibles con histoplasmosis. Como testigos negativos se
emplearon DNAs de muestras de sangre de humano.

Se utilizaron también nueve muestras de diferentes drganos obtenidas de ratones
y murciélagos infectados experimentalmente con H. capsulatum (Tabla 4); 10 muestras
de tejido de animales infectados de forma natural (Tabla 5). Como testigo negativo se

utiliz6 DNA de murciélago y de ratdn (no infectados).

Muestras de suelo. Se analizaron 10 muestras de suelo estériles y libres de
guano o excretas de aves, contaminadas experimentalmente con H. capsulatum (Tabla
6); 10 muestras de guano de murciélagos en cautiverio infectados con el hongo durante
ensayos de DL50 (Tabla 7) y 13 muestras de guano colectadas en zonas endémicas de
MX (Tabla 8). Las muestras de guano provienen de la Coleccion del Laboratorio de
Inmunologia de Hongos del Departamento de Microbiologia y Parasitologia, Facultad
de Medicina, UNAM. Como testigo negativo se empled suelo colectado en una zona

gue no reune las condiciones ambientales para el desarrollo del hongo.
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Tabla 3. Muestras clinicas de pacientes con cuadro clinico compatible con

histoplasmosis

No. Registro Muestra clinica
1261-B No determinada
1261-E No determinada
776923 *Higado

Sin registro Higado

Sin registro Ganglio
7636/03 *Piel
7996/03 *Higado
9069/03 *Piel
3440/04 *Tejido ovarico
05-9656 *Piel
777559 “Médula dsea
02-9885 *Ganglio cervical
02-5494 *Ganglio submandibular
04-2562 *Masa en cuello
05-7410 *Ganglio
06-4709 *Ganglio
06-10196 *Pulmon

*Proporcionadas por el Dr. Jorge O. Garcia Méndez. Departamento de Infectologia. Instituto Nacional de Cancerologia, INCan.
+Muestras presentaron serologia negativa para H. capsulatum.

Tabla 4. Tejidos de animales experimentalmente infectados con H. capsulatum

Animal Tejido Aislado
Murciélago Artibeus hirsutus  Higado e intestino EH-315
Murciélago Artibeus hirsutus ~ Higado e intestino EH-375

Raton BALB/c Higado e intestino EH-375
Raton BALB/c Higado e intestino EH-380
Raton BALB/c Higado e intestino EH-381
Ratén BALB/c Higado e intestino EH-378
Raton BALB/c Higado e intestino EH-382
Raton BALB/c Higado e intestino EH-359
Raton BALB/c Bazo y pulmoén EH-306

Los tejidos pertenecen a La Coleccion del Laboratorio de Inmunologia de Hongos del Depto. de Microbiologia y Parasitologia, Fac.
Med., UNAM.
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Tabla 5. Tejidos de animales naturalmente infectados con H. capsulatum

Animal Tejido Origen
Leopardo Bazo Zooldgico de Querétaro, QT.
Mara Bazo African Safari Puebla, PL.
Mara Higado African Safari Puebla, PL.
Ualabi Higado ES
Ualabi Pulmén ES
Ualabi Pancreas ES
Ualabi Ganglio ES
Ualabi Rifion ES
Ualabi Intestino ES
Ualabi Mucosa géstrica ES

Los tejidos pertenecen a La Coleccion del Laboratorio de Inmunologia de Hongos del Depto. de Microbiologia y Parasitologia, Fac.

Med., UNAM.

QT: Querétaro, PL: Puebla, ES: Espafia.

Tabla 6. Muestras de suelo contaminadas experimentalmente con micelio de H.

capsulatum

Las muestras de suelo fueron colectadas de una jardinera que no reunia las condiciones ambientales para el desarrollo de H.

No. Registro  Dilucion de micelio

S-000 0
S-001 1:10
S-002 1:15
S-003 1:20
S-004 1:30
S-005 1:50
S-006 1:70
S-007 1:100
S-008 1:200
S-009 1:300
S-010 1:500

capsulatum.
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Tabla 7. Muestras de guano de murciélagos mantenidos en cautiverio e infectados

experimentalmente con H. capsulatum

Especie de murciélago Concentracion Tiempo de colecta
A. hirsutus concentrado 12, Semana
A. hirsutus dilucion 10 y 107 12. Semana
A. hirsutus dilucion 10°y 10 12. Semana
A. hirsutus concentrado 32, Semana
A. hirsutus dilucién 10 y 107 3% Semana
A. hirsutus dilucién 10°y 10 32, Semana
A. hirsutus Concentrado 42, Semana
A. hirsutus dilucién 10y 107 42, Semana
A. hirsutus dilucién 10°y 10 42, Semana

Las muestras de guano fueron colectadas a partir de ensayos de DL50, de murciélagos infectados con el aislamiento EH-375. Como
control negativo se utilizé una muestra de suelo de jardinera, colectada en Ciudad Universitaria, UNAM.

Tabla 8. Muestras de guano colectadas en diferentes zonas endémicas del pais

No. Registro Sitio de colecta Especie de murciélago
S-107 ocC Peteronotus sp.
S-064 GR Desmodus rotundus
S-071 GR Mormoops megalophyla
S-104 oC Balantiopteryx sp.
S-091 MS Tadarida brasiliensis
S-110 SL Tadarida brasiliensis
S-100 MS Desmodus rotundus
S-114 NL Tadarida brasiliensis
S-009 Desconocido Glosophaga, Molossidae, Mormoopidae
S-119 PL Balantiopteryx alicata
S-211 oC Tadarida brasiliensis
SE-1 GR Tadarida brasiliensis

5008 (d) Desconocido Tadarida brasiliensis

Los guanos pertenecen a La Coleccion del Laboratorio de Inmunologia de Hongos del Depto. de Microbiologia y Parasitologia, Fac.
Med., UNAM. OC: Oaxaca, GR: Guerrero, MS: Morelos, SL: San Luis Potosi, NL: Nuevo Ledn, PL: Puebla.
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Extraccion de DNA

DNA de aislados y cepas de H. capsulatum. La biomasa de cada aislado se
cosechd por filtracion del crecimiento micelial desarrollado en medio GYE (glucosa
2%, extracto de levadura 1%), segun lo descrito por Reyes-Montes et al. (1999). Para
confirmar la identidad de la especie, el filtrado de se concentr6 y se prob6 por IDG
(inmunodifusion en gel) frente a sueros testigos positivos y negativos; solo las biomasas
con filtrados que desarrollaron una reaccion positiva con el suero testigo positivo fueron
usados en la extraccion de DNA. La biomasa se transfirié a un mortero y se trituré con
nitrégeno liquido hasta obtener polvo fino. Se adicionaron 600 uL de amortiguador de
extraccion (50 mM Tris-HCI [pH 8.0], 62.5 mM EDTA, SDS 2%, B-mercaptoetanol
10%) y se incubo6 1 h a temperatura ambiente. La muestra se centrifug6 a 14000 rpm a
4°C por 15 min, al sobrenadante se le adicion¢ proteinasa K (GIBCO Laboratories,
Grand Island, NY) a una concentracion final de 200 pg/mL y se incub6 a 56°C por 2 h.
Enseguida, se agregdé RNAsa A (Qiagen GmbH Hilden, DE) a una concentracion final
de 50 pg/mL y se incubd toda la noche. EI DNA se extrajo con un volumen de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) igual al sobrenadante recuperado y se
precipité con dos volumenes de etanol absoluto frio y 10 pL de acetato de sodio 3 M, a
—20°C durante toda la noche. Posteriormente, se centrifugé a 14000 rpm, 5 min y los
botones de DNA se lavaron con etanol al 70%. Finalmente, el DNA se disolvio en 50

pL de agua grado milliQ.

DNA de tejidos. EI DNA de tejido de animales se obtuvo utilizando el
DNeasy™ Tissue Kit (Qiagen) de acuerdo con las instrucciones de la casa comercial.
Para extraer DNA de las muestras de sangre y médula 6sea se separaron leucocitos de la
siguiente manera: en un tubo Eppendorf se colocaron volumenes iguales de muestra y
de Ficoll-Paque™ PLUS (Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, UK), se
centrifug6 a 2000 rpm por 40 min y se recuperd la fase intermedia (serie blanca) para la
extraccion de DNA. En el caso de los tejidos conservados en parafina, se colocaron
entre 20 y 25 mg de muestra en un tubo Eppendorf y se adicion6 1 mL de xileno para
eliminar la parafina. Se agitd vigorosamente y se centrifugd a 14000 rpm durante 5 min
a temperatura ambiente. Se desecho el sobrenadante y se agregd 1 mL de etanol al
100%, se centrifugd a 14000 rpm durante 5 min, se eliminé el etanol y el tejido se
incubd a 37°C durante 15 min para evaporar los residuos de etanol. El lavado se realizd

dos veces para asegurar la eliminacion de los residuos de xileno.

Frias De Leb6n Maria guadalupe 17



Como método alternativo para la obtencion de DNA de muestras clinicas, se
llevé a cabo la lisis de los tejidos con perlas de vidrio, de la siguiente manera: a una
muestra de 20 mg de tejido se le agregaron 0.2 g de perlas de vidrio (0.4 a 0.6 pum)
(Sigma Chemical CO, St. Louis, MO) y se sometié a 5 ciclos de rompimiento en un
aparato FastPrep FP120 BIO101 (Thenno Savant Instruments, Holbrook, NY), a una
velocidad de 5.5 durante 45 s. Luego se centrifugd la muestra y se separé el
sobrenadante para extraer de éste el DNA con un volumen de fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico (25:24:1). EI DNA se precipitd a -20°C durante toda la noche, con dos
volimenes de etanol absoluto frio y 10 pL de acetato de sodio 3 M. Posteriormente, se
centrifugd a 14000 rpm por 5 min, el boton de DNA se lavd con etanol al 70% y se

disolvié en 40 pL de agua milliQ.

DNA de muestras de suelo. Para la estandarizacion de la extraccion del DNA
de guano, se emplearon muestras de suelo contaminadas con micelio de un aislado de
H. capsulatum (EH-375) como se describe a continuacion: el hongo se cultivo en medio
liquido GYE, a 28°C durante 5 dias. El cultivo se inactivo calentando a 65°C durante 1
h (Reid y Schafer, 1999) y posteriormente se filtré el micelio (Reyes-Montes et al.,
1999). Se pes6 1 g de micelio y se disgreg6 en un mortero con pistilo. Se agregaron 9
mL de PBS (10 mM NaPO4, 150 mM NaCl, [pH 7.4]) y con esta suspension (1:10 p/v)
se realizaron diferentes diluciones (1:15, 1:20, 1:30, 1:50, 1:70, 1:100, 1:200, 1:300 y
1:500). Se colocaron 200 pL de cada dilucién en una placa de poliestireno de 96 pozos
y se midio la densidad Optica con un filtro de 405 nm, en un lector LabSystem
Multiskan MS (Thermo Labsystem, Franklin, MA) para medir la concentracion de
micelio en cada dilucion. Como blanco se utilizaron 200 puL de PBS. A continuacion,
once muestras de 100 mg de suelo estéril se contaminaron con 10 pL de cada una de las
diluciones de micelio. Se agitaron vigorosamente y se dejaron reposar durante 30 min
antes de aplicar los métodos de extraccion (1y 2).

Método No 1: A 100 mg de suelo o guano, se le agregaron 900 pL de solucion
salina mezclada con Tween 80 al 0.01%, se agito en vortex y se centrifugo a 8000 rpm,
3 min. Se tomaron 200 puL de cada sobrenadante y se colocaron en tubos Eppendorf con
0.2 g de perlas de vidrio (0.4 a 0.6 um) (Sigma). Las muestras se procesaron cinco
veces para el rompimiento de las esporas en el FastPrep FP120 BIO101 (Thenno Savant
Instruments) a una velocidad de 5.5 por 45 s. Luego se centrifug0 y se extrajo el DNA

con un volumen de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) igual al sobrenadante
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recuperado. EI DNA se precipitd con dos volumenes de etanol absoluto frio y 10 uL de
acetato de sodio 3 M a -20° C, durante toda la noche. Posteriormente, se centrifugo y se
lavé la pastilla de DNA con etanol al 70%, el DNA se disolvi6 en 50 pL de agua milliQ
y se conservo a 4°C hasta su uso.

Método No.2: Se utilizaron 100 mg de suelo o guano para extraer el DNA con el
FastDNA® SPIN Kit (QBI10gene, CA), siguiendo las indicaciones de la casa comercial.

Determinacion de la concentracion de DNA. La concentracion de DNA se
determind por electroforesis en gel de agarosa al 0.8%, comparando 2 uL de DNA con
diluciones de 50, 100 y 150 ng/uL del fago A (GIBCO). Cada muestra se mezcl6 con 2
uL de regulador de corrida 10X (azul de bromofenol 0.25%, xilen cianol 25% y ficoll

400 25%) antes de colocarse en el gel.

Condiciones optimas para la PCR

Para los marcadores SCARs. La mezcla de reaccion consistio en: 10 ng de
DNA genomico, 2.0 mM MgCl,, 200 uM dNTPs (Applied Biosystems Inc., Foster City,
CA), 1 U Taq polimerasa (Applied Biosystems) y 100 pmol/pL de cada oligonucle6tido

1253y0me-F  (5-CATTGTTGGAGGAACCTGCT-3’) - 1253m-R  (5°-
GAGCTGCAGGATGTTTGTTG-3) y 125330(H0)-F (5’-
GGAGCCATGACGTTAAATGG-3%) - 1253530(He)-R (5°-

TATTGCCAATGGGTTTGTCA-3’) (Sigma), en un volumen final de reaccion de 25
pL. La amplificacion se realizo en un termociclador iCycler™ (Bio-Rad, Hercules, CA)
con el siguiente programa: un ciclo de 3 min a 94°C, seguido de 30 ciclos de: 30 s a
94°C, 30 s a 55°C, 2 min a 72°C y un ciclo de extension final de 5 min a 72°C. Los
productos de amplificacién se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1.5%
tefiido con bromuro de etidio (10 pg/mL). El corrimiento de la electroforesis se llevé a
cabo a 100 V, en amortiguador TBE 0.5 X (45 mM Tris-Base, 45 mM é&cido borico, 1
mM EDTA). El estdndar de tamafio molecular empleado fue el 100 bp DNA Ladder
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA). Las imagenes de los geles se capturaron

en un Fotodocumentador Synoptics (Syngene, Cambridge).

Para la sonda del antigeno M. Se sigui6 el procedimiento reportado por Matos-

Guedes et al. (2003). En un volumen final de reaccién de 25 pL, se emplearon: 100 ng
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de DNA gendmico, 1.5 mM MgCl,, 200 uM dNTPs (Applied Biosystems), 2.5 U Taq
polimerasa (Applied Biosystems) y 20 pmol/uL de cada oligonucleétido Msp2F (5°-
CGGGCCGCGTTTAACAGCGCC-3) - Msp2R (5°-
ACCAGCGGCCATAAGGACGTC-3") (Sigma). El programa de amplificacion fue el
siguiente: un ciclo de 3 min a 95°C; 35 ciclos de 1 min a 95°C, 1 min a 70°C, 1 min a
72°C y un ciclo de extension final de 5 min a 72°C. Los productos de amplificacion se
analizaron electroforéticamente en gel de agarosa al 1.5%. EIl corrimiento de la
electroforesis se llevo a cabo a 100 V, en amortiguador TBE 0.5 X. El estandar de
tamafio molecular empleado fue el 100 bp DNA Ladder (Invitrogen). Las imagenes de

los geles se capturaron en un Fotodocumentador Synoptics (Syngene).

Analisis de la homologia entre las secuencias de los marcadores SCARs

El DNA de la cepa de referencia G-217B de H. capsulatum se amplificé con los
oligonucleotidos SCARS (1253220(Hc)-a~1253220(He)-b Y 1253230(Hc)-a-1253230(Hc)-b), COMO S€
especifico anteriormente. Los fragmentos amplificados de 220 y 230 bp se purificaron a
partir de gel de agarosa usando el QIlAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen) siguiendo
las instrucciones del fabricante. Los fragmentos purificados se secuenciaron en el
Instituto de Fisiologia Celular, UNAM, en un aparato ABI (Applied Biosystems)
utilizando los oligonucleétidos con los que se generaron. Para determinar el grado de
homologia que existe entre las secuencias de los SCARs, éstas se editaron y alinearon
entre ellas, por medio del programa BLASTN 2.2.9 (Altschul et al., 1997).

Especificidad de los marcadores SCARs por Southern blot

Amplificacion al azar del DNA polimérfico por la reaccion en cadena de la
polimerasa (RAPD-PCR). Los DNAs de los 40 aislados de H. capsulatum se
amplificaron por el método de RAPD-PCR con la mezcla de oligonucle6tidos 1281 (5’-
AACGCGCAAC-3’) y 1283 (5’-GCGATCCCCA-3’) y con un solo oligonucleétido
1253 (5’-GTTTCCGCCC-3’) (Operon Technologies Inc. Alameda, CA), segun
Kersulyte et al. (1992), Woods et al. (1993), Reyes-Montes et al. (1999) y Taylor et al.
(2000a). La mezcla de reaccion consistié en 10 ng de DNA gendmico, 100 pmoles de
cada oligonucleétido, 2.5 mM MgCl,, 200 uM dNTPs (Applied Biosystems) y 1 U Taq

DNA polimerasa (Applied Biosystems) en amortiguador 1 X, en un volumen final de 25
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pL. Se utilizo el siguiente programa en un termociclador iCycler™ (Bio-Rad): un ciclo
de 7 min a 94°C; seguido por 45 ciclos de 1 min a 92°C, 1 min a 35°C y 1 min a 72°C, se
Ilevé a cabo una extension final de 5 min a 72°C. Los productos de amplificacion se
sometieron a electroforesis a 90 V en gel de agarosa al 1.5% en amortiguador TBE 0.5
X (45 mM Tris-Base, 45 mM acido bérico, 1 mM EDTA). Los amplicones se
visualizaron tifiendo los geles con bromuro de etidio (10 pg/mL). Como estandar de
tamafio molecular se utilizo el 123 bp DNA Ladder (Invitrogen). Las imégenes de los
geles se capturaron en un Fotodocumentador Synoptics (Syngene). Los patrones
polimorficos obtenidos por RAPD-PCR se hicieron por duplicado, una se utilizé para

aislar la banda de 1.2 Kb y el otro para el Southern blot.

Southern blot. Los patrones polimdrficos de H. capsulatum, generados por
RAPD-PCR se transfirieron a membranas de nylon Hybond-N+ (Amersham) en un
equipo Vacuum Blotter modelo 785 (Bio-Rad), de la siguiente manera: después de
fotodocumentar el gel de agarosa que contenia el patron polimérfico RAPD-PCR, se
expuso a luz UV durante 5 min. Enseguida, se sumergio el gel en una solucion de HCI
0.25 M durante 15 min, con agitacion constante. A continuacién, se elimino el HCl y se
lavé el gel con agua para eliminar el exceso de acido. Se colocé el gel en NaOH 0.5 M
por 20 min, y posteriormente se lavé con agua. Por otro lado, se colocd papel filtro
Whatman No. 1 en la base del equipo Vacuum Blotter, sobre el cual se deposito la
membrana de nylon y sobre ésta el gel de agarosa. Se adicion6 NaOH 0.5 M y se
conecto el equipo a una bomba de vacio (40 a 50 mmHg) durante 45 min para llevar a
cabo la transferencia. Concluida la transferencia, se lavo la membrana con SSC 5 X
(0.75 M NaCl, 75 mM citrato de sodio, [pH 7.0]) durante 5 min. La membrana se seco
sobre papel filtro y se guardod a -4°C hasta que se realizé la hibridacion.

Marcaje de las sondas SCARs. Los marcadores de DNA de 220 y 230 pb se
obtuvieron por PCR de 40 aislados de H. capsulatum como se describié anteriormente.
Los productos de amplificacién se observaron por electroforesis en gel de agarosa al
1.5%, se cortaron las bandas correspondientes y se purificaron con el QlAquick Gel
Extraction Kit (Qiagen). Los fragmentos de DNA purificados se concentraron al vacio
(Instrumental Speed Vac System AES1010) durante 2 h y se disolvieron en 30 uL de
agua milliQ. La pureza y la concentracion de los fragmentos se determin6é por
electroforesis en agarosa al 1.5%. La concentracion de los SCARs se definié por

comparacion con diferentes concentraciones (10, 20, 30, 40 y 50 ng/uL) del fago A
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(GIBCO). Cada sonda se marc6 por el método no radioactivo de Random Primers
Labeling of DNA Probes (Roche Diagnostics GmbH Mannheim, DE) de acuerdo con la
siguiente reaccion: a 200 ng/4 uL de DNA se le adicionaron 12 pL de agua milliQ, para
tener un volumen final de 16 pL. Estas se calentaron durante 10 min y se colocaron
inmediatamente en hielo por 5 min, después se le adicionaron: 2 pL de DIG DNA
labeling mix 10 X, 2 pL de la mezcla de hexanucle6tidos 10 X y 1 pL de la enzima
Klenow (2 U/uL) y se incubd a 37°C durante toda la noche. La reaccion se detuvo
adicionando 2 pL de EDTA 0.2 M, [pH 8.0].

Dot blot e hibridacion. Antes de realizar las hibridaciones, se determiné la
eficiencia del marcaje de las sondas SCARs, haciendo las siguientes diluciones: 1:10,
1:100, 1:1 000, 1:10 000 y 1:100 000. Se coloco 1uL de cada una de las diluciones en
una membrana de nylon Hybond-N+ (Amersham), se dejé secar a temperatura ambiente
y luego se expuso a luz UV (a 50 mJoule) en un GS GENE LINKER™ (Bio-Rad). Por
ultimo se detectaron por método colorimétrico (se especifica mas adelante). La dilucién
de las sondas que revel6 la sefial més nitida fue la que se empled para los ensayos de
hibridacion.

Hibridacién. La sonda marcada con digoxigenina se ajustd a un volumen de 200
pL con agua milliQ y se le adicionaron 2 mL de solucion de prehibridacion (formamida
50% [v/v], 25% SSC 20X [v/v], 0.02% SDS [p/v], 20% solucion de bloqueo (Roche)
[v/v], 0.1% N’-lauroylsarcosina [p/v]). La sonda se calent6 a ebullicion durante 5 min e

inmediatamente después se coloc6 en hielo durante 3 min.

Preparacion de la membrana de nylon. La membrana de nylon que contenia los
patrones polimdrficos de H. capsulatum, generados por RAPD-PCR se coloco dentro de
un tubo de hibridacion, cuidando que se adhiriera a la pared del tubo y que el lado

donde se transfirié el DNA quedara hacia el interior del tubo.

Prehibridacion e hibridacion de las sondas. La prehibridaron e hibridacion se
realizaron usando el DIG Wash and Block Buffer Set (Roche), como se describe a
continuacién: por cada 100 cm? de membrana se adicionaron 3.5 mL de solucién de
prehibridacion (50% formamida [v/v], 25% SSC 20 X [v/v], 0.02% SDS [p/v], 20%
solucion de bloqueo (Roche) [v/v], 0.1% N’-lauroylsarcosina [p/v]), la membrana se
incubo toda la noche a 45°C. Se desechd la solucién de prehibridacion, se colocé la
solucion de hibridacién (solucion de prehibridacion adicionada con la sonda marcada) y

se incubd toda la noche a la temperatura Optima para cada sonda. La temperatura de
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hibridacion se calculé empleando la formula: Tm =49.82 + 0.41 (% G + C) — 600/L; L
= longitud de la sonda en bp. Topt = Tm — 25°C. Luego de la incubacion, se recupero la
solucion de hibridacién y se guard6 a -20°C para usos posteriores, la membrana se lavd
dos veces con 10 mL de amortiguador de baja astringencia (SSC 2 X'y 0.1% SDS) y se
incub6 a temperatura ambiente por 5min. Se deseché la solucion y posteriormente, se
lavo dos veces con 10 mL de amortiguador de alta astringencia precalentado a 65°C
(SSC 0.5 X y 0.1% SDS) y se incub6 a 45°C por 15 min. Se lavo con 10 mL de SSC 2
X durante 3 min y se adicionaron 10 mL de solucion de bloqueo y se incub6 por 30 min

en agitacion.

Incubacion con el conjugado anti-digoxigenin-AP (fosfatasa alcalina). Se retird
la solucion de bloqueo y se agregd la solucion del conjugado anti-digoxigenin-AP
diluida (1:5000) en la solucién de blogueo por 30 min en agitacion. Después se lavo la
membrana dos veces con la solucion de lavado durante 15 min en agitacion y
finalmente, se adiciond6 5 mL de regulador de deteccion para mantener himeda la

membrana, se realiz6 la deteccién de las bandas utilizando el método colorimétrico.

Visualizacion de las bandas por método colorimétrico. Se mezcl6 la solucion del
sustrato, que contenia 100 uL de NBT/BCIP stock solution (Roche), en 5 mL de buffer
de deteccidn, con ésta solucidn se cubrié la membrana y se coloco en agitacion hasta
que se percibié la hibridacion por medio de la aparicion de bandas coloreadas. La
reaccion se detuvo colocando la membrana en buffer TE (10 mM Tris-HCl y 1 mM
EDTA) durante 5 min. Las imagenes de las membranas hibridadas se capturaron en un

Fotodocumentador Synoptics (Syngene).

Anélisis de la especificidad de los marcadores SCARs y de la sonda del antigeno M

Aislados homologos y heterdlogos. Los DNAs de los aislados de H.
capsulatum, P. brasiliensis, C. immitis, S. schenckii, A. niger, A. fumigatus, C.
neoformans, C. albicans y DNA de sangre humana se amplificaron de acuerdo con las
condiciones antes mencionadas utilizando los SCARS 125320(+c) Y 1253230(Hc) Y 10S
oligonucledtidos obtenidos de la secuencia del antigeno M de H. capsulatum (Matos-
Guedes et al. 2003).
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Muestras clinicas. Los DNAs de diversas muestras clinicas colectadas de
pacientes con sintomas compatibles con histoplasmosis se amplificaron con los
oligonucleotidos SCARS 125320(Hc) Y 1253230(Hc), Y con los oligonucledtidos disefiados
a partir de la secuencia del antigeno M, segun las condiciones de reaccion para cada
marcador. Los productos de amplificacion se observaron por electroforesis en gel de

agarosa al 1.5%, tefiido con bromuro de etidio.

Muestras de ambientes naturales. Se utilizaron tejidos de animales natural o
experimentalmente infectados con H. capsulatum, asi como muestras de suelo y de
guano para la extraccion de DNA, el cual se amplificd con los pares de oligonucleotidos
1253220(Hc)y-a = 1253220(He)-b; 1253230(H0)-a - 12532306 Y MSP2F - Msp2R (Sigma),
empleando las condiciones de reaccion anteriormente descritas para los marcadores.

Los productos de amplificacion se observaron en gel de agarosa al 1.5%.

Cuantificacion de UFC de H. capsulatum en muestras de suelo, detectadas por
PCR

La biomasa micelial del aislado EH-375 de H. capsulatum se obtuvo como se
indicé en el apartado de extraccion de DNA. Se peso 1 g de micelio y se disgregd en un
mortero con pistilo. Se agregaron 9 mL de PBS (10 mM Na,PO4, 150 mM NaCl [pH
7.4]) y con esta suspension (1:10 p/v) se realizaron diferentes diluciones (1:15, 1:20,
1:30, 1:50, 1:70, 1:100, 1:200, 1:300 y 1:500). Se tomaron 10 pL de cada dilucion de
micelio y se sembraron por duplicado en cajas de Petri con agar mycobiotic (Bioxon,
MX). Se incubaron a 28°C durante 5 dias y se contaron las UFC de H. capsulatum, se
calculé el promedio de UFC para cada dilucion y se determiné el niamero de UFC/g de
suelo detectadas por cada marcador molecular. Por otro lado, se llevé a cabo la PCR con
los marcadores SCARs y con la sonda del antigeno M utilizando el DNA extraido de

cada una las diferentes diluciones de micelio.

Analisis de la sensibilidad de los marcadores SCARs y de la sonda del antigeno M

Para la evaluacion de la sensibilidad de los tres marcadores moleculares, se llevo
a cabo la PCR de diferentes concentraciones de DNA de H. capsulatum (G-217B): 5,
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2.5, 1.0, 0.5, 0.25, 0.05, 0.025, 0.01, 0.005, 0.0025 y 0.001 ng/uL. Los productos de

amplificacion se visualizaron en agarosa al 1.5%.

RESULTADOS

DNA de aislados y cepas de H. capsulatum. Se obtuvo DNA de un total de 40
aislados y cepas de H. capsulatum, de acuerdo con el método tradicional,
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico. En la figura 1 se puede apreciar que la calidad del

DNA obtenido fue el adecuado para los ensayos de este trabajo.

MX EUA PA

Figura 1. Extraccién de DNA de aislados y cepas de H. capsulatum procedentes de
MX, EUA y PA. Se extrajo el DNA empleando el método tradicional fenol:

cloroformo: alcohol isoamilico, como se describe en materiales y métodos.

DNA de tejidos. La estandarizacion de la obtencion de DNA de muestras de
ambientes naturales se realizd con 10 muestras de tejidos de ratones y murciélagos
experimentalmente infectados con H. capsulatum. EI DNA se obtuvo con el DNeasy ™
Tissue Kit (Qiagen), siguiendo el protocolo indicado por el fabricante, cuando se
procesaron las muestras, se obtuvo DNA de mala calidad, por lo que se modificé el paso
inicial donde se mezclaba el tejido entero del animal (20 mg) con el amortiguador de
lisis, por la trituracién previa del tejido (20 a 50mg) con nitrégeno liquido vy
amortiguador de lisis. Con esta modificacion se obtuvo DNA de mejor calidad (Fig.
2B).
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Figura 2. Extraccibn de DNA de tejido de raton con el DNeasy Tissue Kit.
Extraccién de DNA siguiendo las indicaciones de la casa comercial (A). Extraccién de

DNA procesando el tejido con nitrogeno liquido y amortiguador de lisis (B).

Cuando se realizo la obtencion de DNA de muestras clinicas (tejidos) utilizando
el equipo FastPrep, el rendimiento fue minimo, ya que no fue posible visualizarlo en gel

de agarosa (Fig. 3).

1261-E
1261-B
l 10ng Fago

Figura 3. Deteccion de DNA extraido de tejidos de pacientes con cuadro clinico
compatible con histoplasmosis. La extraccion del DNA se llevé a cabo utilizando el

equipo FastPrep, como se describe en materiales y métodos.

DNA de muestras de suelo. La obtencion de DNA de las muestras de suelo, se
efectud por dos métodos: utilizando el equipo FastPrep y FastDNA® SPIN soil kit. La
cantidad de DNA obtenida fue similar con los dos métodos (Fig. 4); sin embargo la
calidad no fue la misma, el DNA obtenido por medio del FastPrep presentd gran

cantidad de residuos de arcilla, mientras que con el kit se logré una mejor purificacion.
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Figura 4. Obtencion de DNA de muestras de suelo. Se utilizaron dos métodos: A)
FastPrep y B) FastDNA® SPIN Kit. La concentracion del DNA se estim6 por
comparacion con 10 ng de DNA del fago A.

Determinacion de la concentraciéon de DNA. Se extrajo el DNA de los
aislamientos, cepas y muestras de ambientes naturales de H. capsulatum de acuerdo con
el método descrito. Posteriormente, se determind la concentracién de los DNAs,
comparando 2 pL de cada DNA con 50, 100 y 150 ng/pL del fago A. La figura 5
muestra un ejemplo de la determinacion de la concentracion de DNA de aislados de H.
capsulatum procedentes de MX. Después de determinar la concentracion, se realizaron
las correspondientes diluciones para ajustar cada DNA a 5 ng/uL para las
amplificaciones.
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Figura 5. Determinacion de las concentraciones de DNA de aislados de H.
capsulatum. La cuantificacion se llevo a cabo por electroforesis en gel de agarosa al
0.8% tefiido con bromuro de etidio, comparando los DNAs con diferentes
concentraciones de DNA del fago A.
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Analisis de la homologia entre la secuencias de los marcadores SCARs

El alineamiento de las secuencias de nucledtidos de los marcadores SCARs de
220 y 230 pb, mostré que, aunque fueron disefiados a partir de un solo marcador
polimérfico de RAPD, no existe homologia entre ellas, demostrando que son

marcadores completamente independientes.

Especificidad de los marcadores SCARSs por Southern blot

Amplificacion al azar del DNA polimorfico por la reaccion en cadena de la
polimerasa (RAPD-PCR). Cuando se analizaron los aislados y cepas de H.
capsulatum var. capsulatum por RAPD-PCR, se observdé un patron polimoérfico
particular dependiendo de la region geogréfica de la que proceden; sin embargo, tienen
en comun la banda de 1.2 Kb (Fig. 6). En los aislados procedentes de AR, dicha banda
casi no se percibe, pero sabemos que esta presente porque los oligonucleétidos SCARSs
lograron amplificar también el DNA de todos los aislados de AR. Para corroborar que
los marcadores SCARs reconocen la banda de 1.2 Kb de la que fueron generados los
SCARs 1253220H¢) Y 1253230(Hc) para la identificacion del patdgeno, se llevo a cabo la
hibridacion entre los patrones polimdrficos obtenidos por RAPD-PCR de aislados de H.

capsulatum y los marcadores SCARs.
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Figura 6. RAPD-PCR de aislados y cepas de H. capsulatum, de diferentes origenes
geogréficos. En la figura se observa la banda de 1.2 Kb en el perfil polimorfico de
todos los aislados, generados con la combinacion de oligonucledtidos 1281-1283. (C-)
control negativo, M- 123 bp DNA Ladder.
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Southern blot. Los patrones polimorficos generados por RAPD-PCR con los
DNAs de H. capsulatum, fueron transferidos a membranas de nylon para los ensayos de
hibridacion con las sondas de 220 y 230 pb. La transferencia se efectu6 correctamente,
ya que cuando se observaron

los geles con luz uv, no se encontrd ninguna banda.
Marcaje de las sondas SCARs. Previo al marcaje de las sondas de 220 y 230 pb,

éstas se obtuvieron por PCR utilizando DNA de H. capsulatum, posteriormente se
purificaron a partir del gel de agarosa y se cuantificaron por comparacion con diferentes
concentraciones del fago A (20, 40 y 60 ng/uL). La concentracion para la sonda
125320(Hc) S€ estimé en 60 ng/pL y para la sonda 1253;30¢) en 40 ng/pL, concentracion

suficiente para el marcaje no radioactivo (digoxigenina) (Fig. 7).

DNA
Fago Ao

1253220(Hc)
12 SSZSU(HC)

2

20 ng
| 40ng
\ 60 ng

Figura 7. Obtencion, purificacion y cuantificacion de las sondas SCARs. La
obtencion y purificacion de los SCARs se llevo a cabo como se describe en Materiales y
Métodos. La cuantificacion se realizd en electroforesis en gel de agarosa, por

comparacion con diferentes concentraciones del fago L. M-100 bp DNA Ladder.

Dot blot. Se fijaron en una membrana de nylon diferentes diluciones de las
sondas SCARs marcadas con digoxigenina y se revelaron por el método colorimétrico,
con el proposito de seleccionar la dilucion que permitié visualizar mejor la sonda (Fig.
8). Las soluciones que dieron mejores resultados fueron la concentrada y las diluciones
1:10 y 1:100. Para realizar los ensayos de hibridacion se selecciono la solucion de la

sonda sin diluir.
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Figura 8. Curva de eficiencia de marcaje de los SCARs con digoxigenina. Para
valorar la eficiencia del marcaje de los SCARs se hizo un ensayo de Dot blot con las
diferentes diluciones. Las sondas 12532otc Y 12532301, Se marcaron con

digoxigenina y se revelaron por método colorimétrico.

Hibridacion con las sondas 1253250c Y 1253230(Hc)- LOS ensayos de hibridacion
se llevaron a cabo para confirmar que las bandas de 220 y 230 bp estaban presentes en
los DNAs de todos los aislados y cepas de H. capsulatum; asi como para investigar si
los marcadores SCARs se encuentran en una sola o en multiples copias dentro del
genoma del hongo. Se encontrd que la temperatura de hibridacion (38°C) para la sonda
1253501 Y para la sonda 1253,30c (39°C) calculadas segun la formula descrita en
Materiales y Métodos, resulté adecuada para los ensayos de hibridacion.

Las sondas 1253220(+¢) Y 1253230(Hc hibridaron con la banda de 1.2 Kb del patron
polimérfico obtenido por RAPD-PCR de todos los aislados y cepas de H. capsulatum,
incluso en los patrones polimdrficos de los aislados procedentes de AR donde esta
banda no se visualiza (Fig. 9), lo que demuestra la especificidad de estos marcadores
SCAR en la identificacion de H. capsulatum.

Ademas estos resultados revelaron que las secuencias de los marcadores estan
presentes en una sola copia dentro del genoma del hongo, no obstante que los ensayos

de hibridacién se realizaron en condiciones de baja astringencia.
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Figura 9. Hibridacion de los patrones polimorficos por RAPD-PCR de aislados y

cepas de H. capsulatum con las sondas SCARs. A) patrones polimdrficos obtenidos
por RAPD-PCR, B) hibridacion de la sonda 1253c), C) hibridacion de la sonda

1253520(Ho)-

Anélisis de la especificidad de los marcadores SCARs y de la sonda del antigeno M

Aislados homdlogos. Los oligonucleotidos correspondientes a los marcadores

SCARs 125320c) Y 1253230 amplificaron las bandas de 220 y 230 bp

respectivamente de todos los DNAs de los aislados de H. capsulatum que se probaron

(Figs. 10 y 11). Estos resultados se obtuvieron incluso a temperaturas de alineamiento
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poco astringentes (50°C).
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Figura 10. PCR con el marcador SCAR 1253x0Hc). Se utilizo DNA de aislados y
cepas de H. capsulatum obtenidos de diferentes fuentes y origen geografico. (C-)
control negativo, M-100 bp DNA Ladder.
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G-217B
Downs
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230 bp

Figura 11. PCR con el marcador SCAR 1253230+c). Se utilizd6 DNA de aislados y
cepas de H. capsulatum obtenidos de diferentes fuentes y origen geogréfico. (C-)
control negativo, M-100 bp DNA Ladder.

La especificidad de la sonda del antigeno M se determind por PCR, de acuerdo

con las condiciones de reaccion establecidas por Matos-Guedes et al. (2003); sin
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embargo, para identificar todos los aislados de H. capsulatum fue necesario modificar
dos parametros: temperatura de alineamiento y concentracion de DNA. Matos-Guedes
et al. (2003) describen que sus ensayos se llevaron a cabo a una temperatura de
alineamiento de 70°C vy utilizando 100 ng de DNA, pero al probarse el DNA de H.
capsulatum en esas condiciones no obtuvimos ninguna amplificacion (Fig. 12). Por esta
razon, se realiz6 una curva de temperaturas de alineamiento con el propdsito de
encontrar la éptima. Las temperaturas que se probaron fueron 60, 65y 68°Cy la mejor

amplificacion se obtuvo con 60°C (Fig. 13), por lo que se eligié para todos los ensayos.
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Figura 12. PCR con la sonda del antigeno M. Se utiliz6 DNA de aislados y cepas de
H. capsulatum de diferentes fuentes y origen geografico, de acuerdo con las condiciones
establecidas por Matos-Guedes et al. (2003). (C-) control negativo, M-100 bp DNA
Ladder.
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Figura 13. Curva de temperatura de alineamiento para la sonda del antigeno M. Se
utilizé un DNA de H. capsulatum (EH-375) para amplificarlo a diferentes temperaturas
(60, 65y 67°C), utilizando las condiciones ya establecidas para la mezcla de reaccion.
(C-) control negativo, M-100 bp DNA Ladder.

Por otro lado con la concentracion de DNA que reportd Matos-Guedes et al.,
(2003) (100ng/pL), no se obtuvo ningtn amplicon, por lo que fue necesario hacer una

curva de concentracion de DNA (10, 20, 25 y 30 ng/pL) y se encontré que la
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concentracion de 30 ng/pL fue la adecuada para obtener una buena amplificacion
(Fig.14).

10 ng/pL
20 ng/pLL
25 ng/pLL
30 ng/pLL

i | =

1
’ | l

- «——279 bp

Figura 14. Curva de concentraciones de DNA para la sonda del antigeno M. Se
utiliz6é un  DNA de H. capsulatum (EH-375) para amplificarlo con diferentes
concentraciones de DNA (10, 20, 25 y 30 ng/pL). (C-) control negativo, M-100 bp
DNA Ladder.

Una vez ajustados los pardmetros de temperatura y concentracion de DNA, se
amplificaron los DNAs de todos los aislados de H. capsulatum, los cuales revelaron una
sola banda del tamafio esperado (279 bp). Esto demostré que la sonda del antigeno M,
igual que los SCARs, es una herramienta de amplio reconocimiento para aislados de H.
capsulatum procedentes de MX, GT, CO, AR, EUAy PA (Fig. 15).
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Figura 15. PCR con las condiciones Optimas para la sonda del antigeno M. La
amplificacion del DNA de aislados y cepas de H. capsulatum de diferentes fuentes y
origenes geogréaficos se llevé a cabo con las condiciones Optimas para la PCR. (C-)
control negativo, M- 100 bp DNA Ladder.

Aislados heterdlogos. Para probar la especificidad de los tres marcadores
moleculares, se utilizaron DNAs de microorganismos heterélogos y humano. EI SCAR
1253220(H¢) resulté 100 % especifico para H. capsulatum, ya que al amplificar el DNA de
P. brasiliensis, C. immitis, S. schenckii, A. niger, A. fumigatus, C. neoformans, C.
albicans y humano, no se observo ningin amplicon (Fig. 16). Estos resultados se
confirmaron al realizar ensayos con diferentes concentraciones de DNA (0.5 a 20
ng/uL) y de MgCl, (0.5 a 2.5 mM), asi como temperaturas de alineamiento variables
(502 63°C).
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Figura 16. Especificidad del marcador SCAR 1253c). Se utilizaron hongos
heter6logos para H. capsulatum y DNA de tejido de humano, para llevar a cabo la PCR,
aplicando las condiciones establecidas para este marcador. (C-) control negativo, M-100

bp DNA Ladder.

El marcador 125330(+c) resultd inespecifico con el DNA del hongo heterdlogo A.
niger (Fig. 17). No obstante que se realizaron ensayos de PCR utilizando temperatura de
alineamiento elevada (63°C) y bajas concentraciones de MgCl, (0.5 mM), siempre se
amplifico la banda de 230 bp con DNA de A. niger. En el caso del DNA humano, no se

observo la banda de 230 bp, pero se observaron varias bandas de mayor tamafio.
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Figura 17. Especificidad del marcador SCAR 125323c). Se utilizaron DNAs de
hongos heterdlogos para H. capsulatum y DNA de tejido de humano aplicando las
condiciones establecidas para la PCR con este marcador. (C-) control negativo, M-100
bp DNA Ladder.

La sonda del antigeno M resultd inespecifica para H. capsulatum porque
amplificé dos de tres DNAs de C. neoformans; y dos de cuatro DNAs de humano. Con
los demas microorganismos heterélogos analizados no se observd ninguna

amplificacion (Fig. 18).
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Figura 18. Especificidad de la sonda del antigeno M. Se utilizaron DNAs de hongos
heter6logos y DNA de tejido de humano aplicando las condiciones establecidas para la

PCR con este marcador. (C-) control negativo, M-100 bp DNA Ladder.

Muestras clinicas. Se analizaron 17 muestras clinicas colectadas de pacientes
con cuadro clinico indicativo de histoplasmosis o con histoplasmosis confirmada. Las
dos primeras muestras que se analizaron (1261E y 1261B) provenian de un paciente con
histoplasmosis confirmada, el DNA de éstas se obtuvo por rompimiento del tejido con
perlas de vidrio utilizando el aparato FastPrep, pero la calidad del DNA no fue
adecuada, ya que cuando se llevé a cabo la PCR utilizando los dos SCARs, una
muestra resultd positiva y la otra negativa con estos marcadores. En el caso del antigeno
M ambas muestra resultaron negativas. Por este motivo, se decidid utilizar el DNeasy
Tissue kit, con el que se obtuvo DNA de mejor calidad. Con este método de extraccion,

la PCR result6 adecuada para los marcadores SCARS, pero la sonda del antigeno M no

amplificé (Fig. 19).
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Figura 19. PCR de muestras de tejido de un paciente con cuadro clinico
compatible con la histoplasmosis. Se utilizaron dos muestras de tejido de un paciente
(1261-E y 1261-B) y se amplificaron con los tres marcadores moleculares. A) SCAR
125320(Hc), B) SCAR 1253730 Y C) sonda del antigeno M, de acuerdo con las
condiciones previamente descritas. M. (C-) control negativo, M-100 bp DNA Ladder.

El DNA de las 15 muestras clinicas restantes (Tabla 5), se obtuvo con el DNeasy
Tissue Kit, de estas muestras solo siete resultaron positivas con los tres marcadores
moleculares (SCAR 1253301c, SCAR 1253520+ Y sonda del antigeno M), observando
en cada caso una sola banda del tamarfio esperado (220, 230 y 279 bp respectivamente),
independientemente del 6rgano analizado (Fig. 20). Estos resultados concordaron con
los hallazgos histopatoldgicos de los pacientes, ya que en todos los casos positivos se

observaron levaduras semejantes a H. capsulatum.
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Figura 20. PCR de muestras de tejidos obtenidas de pacientes con cuadro clinico
compatible con la histoplasmosis. La amplificacion se llevé a cabo con los tres
marcadores moleculares, A) SCAR 125325, B) SCAR 12533044) Y C) sonda del
antigeno, de acuerdo con las condiciones previamente descritas. (C-) control negativo,
M-100 bp DNA Ladder.

La muestra clinica 06-10196 proveniente de un paciente con sospecha de
histoplasmosis y criptococosis, resultd positiva con la sonda del antigeno M, pero
negativa para los marcadores SCARs (Fig. 21). Conjuntamente se llevd a cabo la
caracterizacion fenotipica de la muestra, donde se aisl6 el hongo C. neoformans, este

hallazgo corrobora la especificidad de los marcadores SCARS.
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Figura 21. Especificidad de los marcadores SCARs y la sonda del antigeno M
utilizando muestras clinicas. Se probd una muestra proveniente de un paciente con
criptococosis (06-10196), aplicando las condiciones establecidas para la PCR de estos
marcadores. A) Marcador SCAR 1253,0(+c), B) Marcador SCAR 1253530+ Y C) sonda
del antigeno M. (C-) control negativo, M-100 bp DNA Ladder.

Otra muestra 06-4709 obtenida de wun paciente con sospecha de
coccidioidomicosis (Tabla 5), resultd negativa con los tres marcadores moleculares,

debido a que ninguno de ellos detectd al hongo C. immitis (Fig. 22).

Por otro lado, cuando se analizaron cinco muestras procedentes de pacientes con
cuadro clinico compatible con histoplasmosis (higado, ganglio, 05/7410, 776923 y
777559) y con antecedentes de serologia negativa para H. capsulatum, las PCRs
utilizando los tres marcadores resultaron negativas, estos hallazgos moleculares
confirman la especificidad de los marcadores. Cuando se analizaron las muestras
7996/03 (Higado) y 7636/0 (piel) del mismo paciente con antecedentes de
histoplasmosis cutanea, la primera resulté negativa y la segunda resulto positiva con los

tres marcadores moleculares.
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Figura 22. Especificidad de los marcadores SCARs y la sonda del antigeno M
utilizando muestras de pacientes con cuadro clinico compatible con histoplasmosis.
Se aplicaron las condiciones establecidas para la PCR de estos marcadores. A)
Marcador SCAR 1253;2(Hc), B) Marcador SCAR 1253,30¢) y C) sonda del antigeno M.
(C-) control negativo, M-100 bp DNA Ladder.

Muestras de ambientes naturales. La deteccion de H. capsulatum con el DNA
extraido de tejidos de animales, natural o experimentalmente infectados con el hongo, se
llevé a cabo por PCR, de acuerdo con las condiciones de amplificacion anteriormente
establecidas. Debido a que la cantidad de DNA extraido con el DNeasy tissue kit fue
minima, no fue posible visualizarla con luz UV. Para obtener una buena amplificacion
de estas muestras, con los SCARs y sonda del antigeno M (279 bp) fue necesario
realizar curvas de concentracion de DNA. Se observé que en el caso de los SCARs, el
volumen de DNA requerido para revelar la banda de 220 y 230 bp fue entre 3-8 pL y
para la sonda del antigeno M se necesitaron de 8-12 L de solucion de DNA (Fig. 23).
Partiendo de los resultados anteriores, los volimenes de DNA que se utilizaron para los
ensayos de PCR a partir de tejidos de raton y murciélagos infectados con H.

capsulatum, fueron de 8 pL para los SCARsy 12 pL para la sonda del antigeno M.
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Figura 23. Curva de concentracion de DNA de una muestra de tejido de raton. Se
utilizaron diferentes volimenes de DNA obtenido de tejido de un raton infectado con H.
capsulatum. Se aplicaron las condiciones establecidas para la PCR de estos marcadores.
A) Marcador SCAR 1253x0+c) Y B) sonda del antigeno M. (C-) control negativo, M-
100 bp DNA Ladder.

La PCR para la identificacion de H. capsulatum en tejido de animales
experimentalmente infectados con el hongo, se logré en todas las muestras analizadas
usando los marcadores SCARs, pero en el caso de la sonda del antigeno M dos muestras

resultaron negativas (Fig. 24).

2 g 2 g =
= 3 & K g 2
3 H £ 3 : 2
2 g 4 & F
2 Raton - - Ratén T Raton
= = = z =
=4 - - - -3 -4 - - -] - -3 =3
c £ c £ £ c E 1 c £ ¢ £E & E & E s vw e Ec EsEs E
TETERETE oom TETE=ETE R ] BT REERETRE
F:F:E8:E:82 5285 &8s 8 2 A R B I
= EZEZEZ EZZD = E 2 = = £ 2= m e RS E=ES E
Mx Ex Sx &= Faiddl. MzTA2zZfx Sz 8 Gy MEZEZEC-EZEZ
§
| e e o ~—D30bp -. -
G e e e e —20Dp - - =
L . e 88 =
A) B) 0)

Figura 24. PCR de muestras de tejido de murciélagos y ratones experimentalmente
infectados con H. capsulatum. Se aplicaron las condiciones establecidas para la PCR
de estos marcadores. A) Marcador SCAR 1253320(Hc), B) Marcador SCAR 1253230(tc) Y
C) Sonda del antigeno M. (C-) control negativo, M-100 bp DNA Ladder.

Cuando se evaluaron los tres marcadores moleculares con 10 muestras obtenidas

de animales infectados dentro de su habitat natural (mara, leopardo y ualabi),
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observamos que las muestras de mara y leopardo resultaron positivas en todos los casos.
La figura 25 muestra los amplicones de 220, 230 y 279 pb correspondientes a los tres

marcadores moleculares estudiados.

Figura 25. PCR de muestras de tejido de animales mantenidos en cautiverio e
infectados naturalmente con H. capsulatum. Se aplicaron las condiciones establecidas
para la PCR de estos marcadores. A) Marcador SCAR 1253520(+c), B) Marcador SCAR
1253,30(H¢) Y C) Sonda del antigeno M. (C-) control negativo, M-100 bp DNA Ladder.

En el caso de las siete muestras procedentes del espécimen ualabi (Tabla 4),
Unicamente dos muestras (higado y pulmon) resultaron positivas con la sonda del
antigeno M y tres muestras (higado, pulmén y ganglio) fueron positivas con los dos

marcadores SCARs, como se observa en la figura 26.
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Figura 26. PCR de muestras de tejido de ualabi mantenido en cautiverio e
infectado naturalmente con H. capsulatum. Se aplicaron las condiciones establecidas
para la PCR de estos marcadores. A) SCAR 1253250(+¢), B) SCAR 12532301y C) sonda
del antigeno M. (C-) control negativo, M-100 bp DNA Ladder.

La deteccion del DNA de H. capsulatum en las muestras de suelo utilizando los
SCARS 1253520(Hc), 1253230Hc) Y la sonda del antigeno M, se realizo con las condiciones
de reaccién previamente descritas para cada marcador molecular. Inicialmente, no se
logré la amplificacion de los DNAs de suelo, con ninguno de los marcadores

estudiados. Estos resultados negativos se generaron por la inhibicion de la PCR

provocada por la presencia de residuos de arcilla en el DNA (Fig. 27).
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Figura 27. PCR de DNA extraido de suelo contaminado con H. capsulatum. El
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]

DNA se extrajo de diferentes diluciones de micelio. Se aplicaron las condiciones
establecidas para la PCR de estos marcadores. A) SCAR 125320rc), B) SCAR
1253,30(H¢) Y C) sonda del antigeno M. (C-) control negativo, M-100 bp DNA Ladder.
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Para descartar la inhibicion de la PCR por la presencia de arcilla en la mezcla de
reaccion, se incluyeron en ésta 3 pL de albumina sérica bovina (BSA, Sigma) a una
concentracion de 40ng/uL (Kreader, 1996). Con la introduccion de la BSA, los
oligonucledtidos SCARSs 125300Hg-F - 1253220049 R Y 1253230m0-F - 125330H0-R
detectaron correctamente al hongo en todas las muestras contaminadas,

independientemente del método de extraccion empleado (Fig. 28).

5. copsulatum
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tH- 375
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Figura 28. PCR de DNA extraido de suelo contaminado con H. capsulatum,
utilizando BSA. EI DNA se extrajo de diferentes diluciones obtenidas a partir de una
muestra de suelo contaminada con una concentracion conocida de micelio (1 g/mL). El
DNA se libero de la muestra con el equipo FastPrep y se procesdé como se menciona en
Materiales y Métodos. Se aplicaron las condiciones establecidas para la PCR de estos
marcadores, adicionando BSA. A) SCAR 1253;2(+c), B) SCAR 1253230+ Y C) sonda
del antigeno M. (C-) control negativo, M-100 bp DNA Ladder.

La sonda del antigeno M, s6lo amplificé la banda de 279 bp en las muestras
contaminadas con mayor concentracion de micelio (hasta la dilucién 1:200). A pesar de
la adicion de la BSA en la mezcla de reaccion. (Fig. 28). Estos resultados negativos en
las diluciones mayores de micelio, nuevamente se pueden atribuir a la poca sensibilidad

de la sonda.

De las nueve muestras de guano colectadas de murciélagos en cautiverio (Tabla
7), tres resultaron positivas con los dos marcadores SCARs y ninguna con la sonda del
antigeno M (Fig. 29). Por otro lado, de las 12 muestras de suelo colectadas en diferentes
zonas endémicas en el pais, cuatro fueron positivas con los SCARs mientras que

unicamente dos fueron positivas con la sonda del antigeno M (Figs. 29 y 30), esta

Frias De Led6n Maria guadalupe 416



diferencia de resultados puede estar relacionada con la sensibilidad de éste marcador y

con la cantidad de DNA que contienen las muestras.
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Figura 29. Especificidad de los marcadores SCARs y de la sonda del antigeno M en
muestras de guano de murciélagos. Se utilizaron muestras de guano de murciélagos
infectados experimentalmente con H. capsulatum y mantenidos en cautiverio,
colectadas a diferentes tiempos (1, 3 y 4 semanas). A) SCAR 12532c), B) SCAR
125330Hc) Y C) sonda del antigeno M. (C-) control negativo, M-100 bp DNA Ladder.
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Figura 30. Especificidad de los marcadores SCARs y de la sonda del antigeno M en
muestras de guano colectadas en zonas endémicas de MX. Se utilizaron muestras de
guano colectadas en Oaxaca (OC), Nuevo Ledn (NL), Guerrero (GR), Morelos (MS),
Sinaloa (SL) y Puebla (PL), aplicando las condiciones establecidas para la PCR de cada
marcador. A) SCAR 12532(Hc), B) SCAR 125353044¢) Y C) sonda del antigeno M. (C-)
control negativo, M-100 bp DNA Ladder.

Frias De Led6n Maria guadalupe 47



Cuantificacion del nimero de UFC en muestras de suelo

Para establecer las condiciones apropiadas para la extraccion de DNA en
muestras de suelo o guano, se utilizaron muestras de suelo, colectadas de jardineras,
libres de excreta de aves y murciélagos, que se contaminaron posteriormente con
diferentes concentraciones de micelio de H. capsulatum (Tabla 6), de acuerdo con lo
descrito en Materiales y Métodos. Para asegurarnos que la concentracion de particulas
fangicas disminuia conforme se aumentaba la dilucion, se leyd la densidad optica de

cada dilucién, como se observa en la Tabla 9.

Tabla 9. Curva de concentracién de micelio de H. capsulatum determinada por

densidad Optica

Dilucién de micelio Densidad optica
Blanco 0.000
1:10 2.960
1:15 1.312
1:20 1.111
1:30 0.851
1:50 0.393
1:70 0.312
1:100 0.206
1:200 0.152
1:300 0.073
1:500 0.063

Con el propdsito de determinar el nimero de microorganismos en muestras de
suelo, detectadas por PCR, con los marcadores SCARs y la sonda del antigeno M, se
Ilevo a cabo el conteo por duplicado de las UFC presentes en cada dilucion de micelio,
se calcularon las UFC/g de suelo y con ello el limite de deteccion de los marcadores. En
la tabla 10 se observa que los dos marcadores SCARs detectaron por PCR al hongo en
todas las diluciones realizadas. Ademas se calculo que habia 15 UFC/g de suelo a partir
de la relacion entre la dilucion de micelio (1:500) y el nimero de UFC. En el caso de
la sonda del antigeno M, s6lo detectd hasta la dilucion 1:30 contaminada con el hongo,
que correspondié a 640 UFC/g de suelo (Fig. 31).
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Figura 31. Correlacion entre la PCR de los DNAs obtenidos de las diluciones de
micelio y el nimero de UFC de H. capsulatum en muestras de suelo. Las diluciones
de muestras de suelo cuantificadas, se utilizaron para PCR con los marcadores SCARS
A) 1253220He) Y B) 1253220(Hc) y con C) la sonda del antigeno M. (C-) control negativo,
M-100 bp DNA Ladder.
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Tabla 10. Relacion entre las diluciones de micelio de H. capsulatum y las UFC

Dilucion de UFC

micelio Densidad 6ptica UFC UFC  promedio UFC/gsuelo

Blanco 0 0 0 0 0
1:10 2.960 490 450 465 4650
1:15 1.312 130 111 121 1210
1:20 1111 94 104 99 990
1:30 0.851 76 51 64 640
1:50 0.393 44 39 42 420
1:70 0.312 21 18 20 200
1:100 0.206 9 13 11 110
1:200 0.152 4 7 60
1:300 0.073 3 5 4 40
1:500 0.063 0 3 2 20

Analisis de la sensibilidad de los marcadores SCARs y de la sonda del antigeno M

En la figura 32 se observa la amplificacion de las diferentes concentraciones de

DNA obtenido de una cepa de H. capsulatum (G-217B) con los marcadores 1253220(+c) Y

12532304 Ambos marcadores lograron amplificar hasta 1 pg/uL de DNA del

patdgeno.
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Figura 32. Determinacion de la sensibilidad de los marcadores SCARs. La PCR se

Ilevo a cabo utilizando diferentes concentraciones de DNA obtenido de la cepa G-217B

de H. capsulatum. (C-) control negativo, M-100 bp DNA Ladder.
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La sensibilidad de la sonda del antigeno M se evalud también a través de la
amplificacion de diferentes concentraciones de DNA de H. capsulatum. A diferencia de
los marcadores SCARs, la minima cantidad de DNA que logré detectar esta sonda fue
de 0.5 ng/pL (Fig. 35). El ensayo se realiz6 por triplicado, y en ninguno de los casos se
pudo detectar hasta 1 pg de DNA, como lo refieren sus autores (Matos-Guedes et al.,

2003).
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Figura 33. Determinacién de la sensibilidad de la sonda del antigeno M. Se

utilizaron concentraciones variables de DNA obtenido de una cepa de H. capsulatum

(G-217B). (C-) control negativo, M-100 bp DNA Ladder.

DISCUSION

Hasta el momento, se han desarrollado diversos marcadores moleculares para la
identificacion de H. capsulatum con fines diagndsticos y epidemiol6gicos. La mayoria
de las sondas reportadas en la literatura, se han obtenido a partir de genes ribosomales
(Sandhu et al., 1995; Reid y Schafer, 1999; Lindsley et al., 2001; Martagon-Villamil et
al., 2003; Buitrago et al., 2006; Tang et al., 2006), cuya naturaleza conservada dentro

del reino de los hongos puede conducir a resultados inespecificos con otros aislados

fangicos. Otras de las sondas reportadas en la literatura presentan ciertas

inconveniencias como la que se encuentra disponible a nivel comercial (Accuprobe).

Recientemente se demostrd que ésta también detecta el DNA de Chrysosporium (Brandt
et al., 2005), por ello, su uso en pruebas diagnosticas es poco confiable. Las sondas
disefiadas a partir de genes particulares del patdgeno (Bialek et al., 2002; Bracca et al.,
2003; Matos-Guedes et al., 2003) son las que mas destacan por su aparente
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especificidad, pero no han sido ampliamente evaluadas con aislados de diferentes paises
ni validadas por comparacion con otras pruebas para garantizar su uso como prueba
diagnostica. Los ensayos de PCR anidada propuestos por Bialek et al. (2002) y Bracca
et al. (2003) son muy sensibles; sin embargo, este tipo de PCR conlleva diversos
problemas, entre ellos la amplificacion inespecifica como resultado de la contaminacion
de los primeros productos de reaccion durante su manipulaciéon. Esto ha sido
demostrado por Bialek et al. (2002), quienes observaron que aun en condiciones
astringentes (elevada temperatura de alineamiento) en su PCR anidada no pudieron
evitar amplificaciones inespecificas.

Otras sondas para la identificacién de H. capsulatum estdn disefiadas para
emplearse en metodologias como PCR-EIA, PCR en tiempo real o Southern blot. Estas
sondas han mostrado buenos resultados, pero su utilidad en laboratorios
intrahospitalarios se limita debido a su complejidad, elevado costo y falta de protocolos
estandarizados para llevarlos a cabo.

No obstante que existen numerosas sondas para la identificacion de H.
capsulatum, se justifica la busqueda de otros marcadores debido a que los existentes
presentan poca sensibilidad o especificidad, escasa reproducibilidad, elevado costo o
laboriosidad de las metodologias empleadas, pero quizé la razén mas importante es la
diversidad genética que existe entre los aislados de H. capsulatum (Chavez-Tapia et al.,
1998; Reyes-Montes et al., 1998; 1999; Taylor et al., 1997b; 2000a; 2000c; 2002;
Pounder et al., 2006. Por esta razon, Frias De Ledn (2004) obtuvo dos marcadores
SCARs, el 1253220(c) Y 1253230(Hc), @ partir de una banda de 1.2 Kb monomorfica para
los aislados de MX, CO, AR, PA, GT y EUA. Para utilizar estos marcadores fue
necesario valorar su especificidad y sensibilidad con diferentes muestras y productos
bioldgicos, asi como comparar su eficiencia con la sonda del antigeno M, reportada en
la literatura (Matos-Guedes et al., 2003). La seleccion de esta sonda se hizo con base en
que los autores reportaron que es altamente sensible (1 pg), no presenta reactividad
cruzada con hongos relacionados a H. capsulatum, fue disefiada a partir de la secuencia
del gen que codifica para el antigeno inmunodominante M del hongo y fue probada con
DNAs de aislados procedentes de Sudamérica.

Debido a que los SCARS 125320(Hc) Y 1253230(Hc) S Obtuvieron a partir de un
solo marcador de 1.2 Kb generado por RAPD-PCR, este estudio se inici6 con el

alineamiento entre las secuencias de dichos marcadores para descartar homologia entre
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ellos. El resultado del alineamiento reveld que a pesar de que ambos marcadores
provienen de una misma banda obtenida del patron polimérfico del RAPD-PCR, tienen
secuencias totalmente distintas porque no se encontrd ninguna region homologa.

Por otro lado, debido a que la banda de 1.2 Kb forma parte del patron
polimérfico generado de amplificaciones al azar, cabe la posibilidad de que los SCARs
que se disefiaron se encuentren en otras regiones diferentes a la de 1.2 Kb, ya que no
tenemos la certeza de que la secuencia de esta banda sea unica en todos los aislados,
debido a que los marcadores obtenidos por RAPD-PCR no son homdlogos, por lo que
fue necesario llevar a cabo ensayos de hibridacién entre los SCARs y los patrones
polimorficos RAPD-PCR. Las hibridaciones demostraron que todos los DNAs del
patégeno contienen la secuencia de ambos SCARs porque en todos los patrones
polimorficos se reveld una sefial de hibridacion. Ademds, estos ensayos nos permiten
sugerir que se trata de una region unica o de una sola copia dentro del genoma de H.
capsulatum, aunque no sabemos si la banda de 1.2 Kb pertenece a un gen especifico del
hongo. La localizacion de la banda se dedujo al observar que las sondas SCARs
hibridaron exclusivamente en la region donde se localiza la banda de 1.2 Kb y no
forman parte de otras bandas con distinto peso molecular. También estos resultados nos
indican que no se trata de secuencias repetitivas, porque a pesar de que el Southern blot
se realizo en condiciones de baja astringencia (38 y 39°C) no se observé mas que una

sola sefial de hibridacion en el patron polimorfico del RAPD-PCR.

Cuando se probé la especificidad de los SCARs con aislados de H. capsulatum
de diferente origen geografico, los dos marcadores, 125320(c) Y 1253230(Hc), fueron
100% especificos. Al probar la especificidad con aislados heterdlogos, el SCAR
125320(Hc) NO reconocio a ninguno de los DNAs probados (P. brasiliensis, C. immitis, S.
schenckii, A. niger, A. fumigatus, C. neoformans, C. albicans y humano), en el caso de
la sonda de 1253231 que se disefio a partir de una secuencia que no mostraba
homologia con ningun otro organismo (Frias De Ledn, 2004), amplificé el material
genético de A. niger y de humano, cabe destacar que el producto de reaccion del DNA
humano no correspondiod a la banda de 230 bp. Este resultado se puede deber a que no
todos los organismos han sido secuenciados al 100% o a que no todas las secuencias se
encuentran depositadas en la base de datos, por lo que es posible que se encuentre cierta
homologia con otro organismo aun cuando el disefio de las sondas se realice

cuidadosamente (Brandt et al., 2005). Al probar conjuntamente la especificidad de la
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sonda del antigeno M con aislados de H. capsulatum de diferente origen geogréfico,
aplicando las condiciones de amplificacion reportadas por los autores (Matos-Guedes et
al., 2003), no se obtuvo ninguna amplificacién, por lo que fue necesario modificar las
condiciones de reaccion de la PCR, esto demuestra la escasa reproducibilidad del
ensayo. Al contar con las condiciones Optimas de amplificacion se observo que esta
sonda fue 100% especifica para los aislados homologos, pero inespecifica con aislados
heterologos, ya que amplificc DNA de C. neoformans y humano. Es importante
destacar que las bandas inespecificas amplificadas del DNA humano con el SCAR
125330(Hc) NO se observaron al analizar las muestras clinicas, por lo que para descartar
cualquier homologia entre el SCAR y el genoma humano realizamos la comparacién de
las secuencias respectivas en el GenBank (no se muestran los resultados), encontrando
que no existe homologia entre ellas, por lo que la amplificacion se puede atribuir a una
contaminacion de la muestra, ya que también la sonda del antigeno M mostrd este
mismo resultado. Esta homologia se descarté cuando se analizaron otras muestras
clinicas de pacientes con probable histoplasmosis, donde no se observaron las bandas
inespecificas con DNA humano, por lo que la inespecificidad con el DNA humano no

representa impedimento para su uso en la deteccién del hongo en muestras clinicas.

El SCAR 125320+ detecto eficazmente al hongo en las muestras clinicas y de
ambientes naturales. Asimismo el SCAR 1253301 también detecto al patdgeno en
muestras clinicas y guano, sin embrago la confiabilidad de los resultados en muestras de
suelo se dificulta porque este SCAR amplifica la misma banda en DNA de A. niger por
la homologia que presenta con la secuencia de este hongo. Este hecho limita el uso del

SCAR 1253,30(+¢) €n muestras de suelo, ya que A. niger es ubicuo.

La especificidad de los SCARs, también se reflejé al probar dos muestras de
tejido (piel e higado) de paciente con histoplasmosis cutanea, la muestra de piel fue
positiva y la muestra de higado fue negativa, este resultado es aceptable, puesto que se
trataba de una histoplasmosis localizada (piel), seria positiva en ambas muestras si se
tratara de una histoplasmosis diseminada. También la sonda del antigeno M reprodujo
estos resultados. Es importante destacar que cuando se valord la especificidad de las
muestra clinicas y de ambientes naturales con la sonda del antigeno M se observé que
algunas muestras que fueron positivas con los SCARs resultaron negativas con esta

sonda, esto se debid a que la cantidad de DNA en esas muestras clinicas fue tan pequefia
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que la sonda del antigeno M no logré amplificarlo y al aumentar la concentracion de
DNA se logré la amplificacion de las muestras, estos resultados mostraron la poca

sensibilidad de la sonda.

Para probar el nivel de sensibilidad de las tres sondas, se hicieron diluciones
de un DNA de H. capsulatum y se amplificaron con las tres sondas, los SCARs
amplificaron hasta 1 pg de DNA y la sonda del antigeno M sélo detect6 hasta 500 pg de
DNA del patogeno. Esta observacion también se reflejo cuando las tres sondas se
utilizaron para amplificar el DNA del hongo en muestras de ambientes naturales.
Cuando se utilizaron muestras de suelo contaminadas con diferentes concentraciones de
micelio de H. capsulatum, los SCARs amplificaron nitidamente la banda de 220 y 230
bp en las diluciones de la muestra que contenian de 4650 a 20 UFC/g de suelo mientras
que, la sonda del antigeno M sélo detectd hasta las diluciones de la muestra que
contenian de 4650 a 640 UFC/g de suelo. Estos resultados evidencian nuevamente la
baja sensibilidad de la sonda del antigeno M, por lo que se restringe el uso de esta sonda
a estudios epidemioldgicos ya que persiste la posibilidad de encontrar resultados falsos-
negativos debido a la baja sensibilidad de la sonda. Esto se observo claramente al
amplificar el DNA de guano colectado en zonas endémicas, donde los marcadores
SCARs detectaron la presencia en tres muestras pero la sonda del antigeno M sélo
detecto al patdgeno en dos muestras. Asimismo, cuando se utiliz6 DNA obtenido de 10
muestras de guano de murciélagos mantenidos en cautiverio e infectados
experimentalmente, los SCARs detectaron al hongo en tres muestras y la sonda del
antigeno M en ninguna. Este resultado es de gran relevancia, puesto que aunque el
hongo se ha aislado del guano de murciélago, no se ha confirmado que el murciélago
deyecte al hongo, esta evidencia complementa el hallazgo reportado por Klite y Diercks
(1965), donde mencionan que el hongo se encuentra en intestino causando dafio. Para
corroborar nuestros resultados estas muestras fueron probadas empleando otra sonda
para H. capsulatum reportada por Bialek et al. (2003) mostrando los mismos resultados
obtenidos con los SCARs (resultados no mostrados), de esta manera se descarto la duda
de una amplificacion inespecifica por estos marcadores y corrobordndose la baja
sensibilidad de la sonda del antigeno M. Sin embargo, para confirmar estos hallazgos se
hara un andlisis mas extenso de los guanos defecados por murciélagos infectados

experimentalmente, ya que si realmente el hongo es eliminado por el murciélago
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apoyaria la teoria de que éste actda como reservorio de H. capsulatum (Klite y Diercks,
1965).

Estas observaciones apoyan fuertemente el uso de los marcadores SCARSs en
estudios epidemioldgicos, ya que actualmente los procedimientos que se utilizan para el
aislamiento e identificacion de H. capsulatum en muestras ambientales, presentan
inconvenientes puesto que es un método indirecto que consiste en la inoculacion de
ratones con suspensiones de suelo para posteriormente cultivar fragmentos de sus
higados y bazos, ademéas el método es caro y lento ya que requiere alrededor de dos
meses para confirmar la presencia de H. capsulatum en la muestra (Reid y Schafer,
1999). Otro método que se utiliza para aislar al hongo de muestras de suelo es por
dilucion de éstas y seleccion de colonias en placa, pero resulta poco efectivo, ya que en
la mayoria de los casos el hongo es inhibido por otros microorganismos presentes en la
muestra (Klite y Diercks, 1965). ElI uso de los marcadores SCARs aumentaria el
conocimiento sobre la distribucién endémica y epidémica de la histoplasmosis en el
pais, igualmente definiria no sdlo sus formas clinicas en las areas de mas alta prevalecia
de la enfermedad, sino también sobre las fuentes de infeccion de los pacientes con
SIDA vy la distribucion del hongo en el ambiente natural, asi como se delimitarian
zonas de alto riesgo, ya que en México esta bien documentado que las actividades
ocupacionales relacionadas a la arqueologia, geologia, antropologia y biologia, asi como
los trabajadores del campo tales como campesinos, peones recolectores de guano y
especialmente mineros, espeledlogos y excursionistas que frecuentan minas, cuevas y
recintos abandonados donde se encuentra el hongo en su fase infectiva (Taylor et al.,
1996; Taylor et al., 2000c; Taylor et al., 1997a; Taylor et al., 200b). Ademés la
deteccidn de H. capsulatum directamente en suelo permitiria la apropiada aplicacion de
desinfectantes efectivos o evitaria la remocion de suelos contaminados evitando que se

cierren o clausuren areas contaminadas con el hongo.

Con base en los resultados obtenidos, creemos que el SCAR 12530(+c) €S un
candidato idoneo hasta ahora para la identificacion del hongo H. capsulatum en
muestras clinicas, ya que es necesario emplear métodos que permitan investigar
rdpidamente la presencia del hongo, no obstante que las pruebas serolégicas son muy
utiles para el diagndstico en pacientes con infeccion moderada a grave, los anticuerpos

requieren cuando menos 15-20 dias para ser detectables después de la exposicion inicial
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al patogeno. La utilidad de estas pruebas varia con el curso clinico y el prondstico de la
enfermedad (Wheat, 2003). Por otro lado, la deteccion de antigeno en diferentes fluidos
bioldgicos, es el método de inmunodiagnostico méas rédpido en los casos de
histoplasmosis diseminada; sin embargo, se puede presentar cruce reactivo con
antigenos similares de otros hongos como P. brasiliensis, P. marneffei y B. dermatitidis
(Wheat et al., 1997). Para cubrir las limitaciones de los métodos tradicionales, seria de
gran ayuda emplear los marcadores SCARs como pruebas confirmatorias para detectar e
identificar H. capsulatum, sobretodo en pacientes con inmunosupresion por varias

causas, incluyendo el SIDA.
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CONCLUSIONES

1. ElI marcador SCAR 1253(+c) €S una herramienta util para la deteccion de H.

capsulatum a nivel diagndstico y epidemioldgico.

2. El uso del SCAR 1253,30) a nivel epidemioldgico es limitada debido a la

homologia con el hongo A. niger.

3. Los marcadores SCARs son més sensibles que la sonda del antigeno M.

4. La utilidad diagndstica de la sonda del antigeno M es limitada debido
principalmente a la baja sensibilidad y a la homologia que presenta con el DNA de C.

neoformans.

5. Las secuencias del SCAR 1253230 Y de la sonda del antigeno M no son

homologas con el genoma humano.

6. Los marcadores SCARS 1253220(c) Y 1253230(Hc) SON secuencias de una sola

copia dentro del genoma de H. capsulatum.
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