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RESUMEN

La coccidioidina es una mezcla de componentes antigénicos de origen
glicoproteico, obtenida del filtrado crudo del cultivo del hongo Coccidioides spp, en
un medio quimicamente definido. El antigeno es usado para efectuar pruebas
inmunologicas con fines diagnosticos en mamiferos, pero por su naturaleza
fisicoquimica puede ser reconocida por anticuerpos especificos, creados en contra
de otros hongos, dando reacciones cruzadas (positivas falsas).

El objetivo del trabajo fue caracterizar bioquimicamente tres lotes de
coccidioidina y obtener un antigeno puro. Las técnicas utilizadas fueron:
cuantificacion de proteinas por el método de acido bicinconinico, electroforesis en
gel de poliacrilamida al 12%, separacion de las proteinas por cromatografia liquida
de alta presion e intercambio iGnico y analisis por espectrometria de masas. Para
corroborar la reactividad biologica (reconocimiento antigeno/anticuerpo), las
coccidioidinas completas (antigenos crudos) y cada una de las fracciones
obtenidas mediante algunos de los métodos de purificacion, fueron probadas con
diferentes sueros de pacientes mediante el ensayo inmunoenzimatico. Como
resultado, los tres lotes de antigenos “crudos” reaccionaron ante los sueros de
pacientes con anticuerpos anti-Coccidioides y anti-Histoplasma.
Fisicoquimicamente, cada lote de antigeno tuvo una concentracion de proteinas
diferente, presencia de bandas proteicas con pesos moleculares similares entre si
y bandas unicas en cada uno de ellos y mediante HPLC y MALDI-TOF MS las
fracciones mostraron distintas composiciones moleculares. Desafortunadamente,
todas las fracciones proteicas obtenidas no fueron reactivas por ELISA. Todos los
ensayos llevados a cabo mostraron que el antigeno coccidioidina es un complejo
quimico, cuya purificacion fisicoquimica afecta notablemente la reaccion de

reconocimiento antigeno/anticuerpo.



. INTRODUCCION

1.1 Distribucion de Coccidioides spp.

En la actualidad se reconocen genéticamente dos especies del género
Coccidioides, C. immitis y C. posadasii, que entre si son indistinguibles
morfologicamente (Fisher, Koenig, White, & Taylor, 2002). Estos agentes
etioldgicos son importantes, debido a que son causantes de coccidioidomicosis.
Son hongos dimoérficos, con una fase saprobia y una parasitica, que crecen en el
ambiente en forma filamentosa. Presentan una distribucion geografica en el
continente americano, restringida a zonas de clima arido o semiarido con
tolvaneras frecuentes; inviernos cortos y lluviosos y un verano prolongado seco,
las temperaturas son altas, la vegetacion escasa de tipo espinoso y suelos pobres
en nutrientes, con pH alcalino y elevadas concentraciones de sales de boro y
sulfato de calcio (Mondragon-Gonzalez et al., 2005).

Areas altamente endémicas de Coccidioides spp., incluyen, en Estados
Unidos (EUA), partes de Arizona y California y areas metropolitanas con altas
tasas de incidencia, como lo son Bakersfield, California, Phoenix y Tucson,
Arizona, donde prevalecen las condiciones ecoldgicas antes mencionadas (Fig
1)(Dicaudo, 2006). En México, los lugares que se suponen habitat del hongo
(supuestamente endémicas) son sitios donde se reporta la mayor parte de los
casos humanos de coccidioidomicosis. Entre estos lugares, se encuentran los
estados de Baja California, Sonora, Coahuila, Chihuahua, Nuevo Leén, San Luis
Potosi y Durango (Castanon et al. 2004). En ésas areas geograficas hay
abundantes roedores silvestres, quienes de manera natural se infectan con éstos
hongos (Negroni et al., 2010). La coccidioidomicosis, conocida también como
fiebre del Valle, es una micosis sistémica resultante de la inhalacion de
artroconidios de Coccidioides spp., afecta pulmones y puede ser asintomatica,

benigna, grave o mortal (Arenas, 2011; Galgiani et al., 2005).
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Figura 1. Mapa de distribucion de Coccidioides spp., (Dicaudo, 2006).

1.2 Epidemiologia

En 1932 Cicero y Perrin documentaron en Los Angeles California, Estados
Unidos de América (EUA), el primer caso mexicano de coccidioidomicosis; se
trataba de un inmigrante trabajador del campo. Actualmente en EUA se estiman
150,000 casos humanos nuevos por afo, pero en nuestro pais no hay una
estadistica confiable de la morbilidad, debido a que la notificacién de casos de
esta micosis no es obligatoria ante la Secretaria de Salud. En México, las
publicaciones sobre estudios epidemiolégicos datan desde 1944 y, de acuerdo a la
informacion disponible no oficial, se estiman alrededor de 1,500 casos de
coccidioidomicosis primaria y 15 casos de enfermedad diseminada al afo. La
herramienta mas utilizada para investigar la situacion epidemiologica de esta
micosis ha sido la aplicacion intradérmica de esferulina y/o coccidioidina (Baptista
& Riquelme, 2007).



La enfermedad puede afectar individuos de cualquier edad, sexo y
ocupacion; sin embargo, en la mayor parte de los casos reportados se perciben
personas adultas de entre 40-49 anos, del sexo masculino y con actividades u
ocupaciones (arqueologos, paleontdlogos, agricultores) que los expone al polvo
contaminado. Asimismo, se ha reportado que las infecciones mas graves,
diseminadas y de prondstico desfavorable, generalmente se identifican en
personas con inmunosupresion, ancianos donde el riesgo a la diseminacion se
explica principalmente por la depresion de la inmunidad celular (Brown et al.,
2013), y mujeres embarazadas, cuyo riesgo se eleva cuando la infeccion se
adquiere en las ultimas etapas del embarazo (Bercovitch et al., 2011), en las que
se presentan altas concentraciones de estrégenos que favorecen la reproduccion
del hongo (Brown et al., 2013; Moroyoqui & Figueroa, 2008); lo cual sugiere que
la propensién a diseminacion, en este caso, es debida a un componente genético
u hormonal (Crum, et al., 2004).

En las ultimas décadas, el incremento en la poblacién de personas con
compromiso de la inmunidad mediada por células, por el tratamiento de leucemias,
linfomas, trasplantes de 6rganos y la infeccion por VIH/SIDA, ha aumentado el

numero de enfermos de coccidioidomicosis diseminada (Negroni et al., 2010).

1.3 Manifestaciones clinicas y diagnéstico

Los hongos del género Coccidioides en su fase saprobia desarrollan su
forma micelial caracterizada por la presencia de artroconidios que se dispersan
por el viento y representan las particulas infectantes. Los elementos de
propagacién penetran en el organismo humano por via respiratoria y llegan a los
pulmones. Después de dos o tres dias, cada artroconidio cambia a su forma
parasitaria denominada esférula con endosporas. Por lo general, la infeccion es
asintomatica o cursa como una infeccién respiratoria benigna y auto-limitada,
debido a que la inmunidad especifica mediada por células origina la formacion de

granulomas epitelioides compactos con macrofagos activados, que poseen una
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gran capacidad fagocitaria y litica (Castafidén et al., 2004; Negroni et al., 2010)
(Negroni, et al.,2010)(Castarion et al. 2004).

Aproximadamente el 60% de las personas que son infectadas permanecen
asintomaticas y la infeccibn soélo es reconocida por la prueba de
intradermorreaccion positiva (IDR+) a la coccidioidina o esferulina (Castanon et al.
2004). El otro 30% por lo general presenta una enfermedad de leve a moderada,
tipo influenza o neumonia comun, incluyendo sintomas como tos, fiebre con
sudores nocturnos y dolor pleuritico, ademas de artralgias y mialgias. Los casos
que requieren atencidon médica especial son las primo-infecciones sintomaticas,
los procesos pulmonares de evolucidn cronica y las formas progresivas
diseminadas (Chiller et al., 2003), que es aproximadamente el 10% de los
infectados. Sdlo en el 1% o menos de los pacientes se identifica la infeccidn
propagada fuera de los pulmones, lo que conduce a lesiones destructivas en la
piel, huesos, articulaciones, meninges y practicamente cualquier otro 6rgano o
tejido en el cuerpo donde la infeccidn se haya esparcido. Las localizaciones extra-
pulmonares mas frecuentes son los ganglios linfaticos, huesos, piel, higado, bazo
y sistema nervioso central (SNC). Estas complicaciones producen una elevada
morbilidad cronica (Galgiani, 2015).

Si hay sintomas respiratorios, se realizan estudios micologicos de
laboratorio entre los que destacan el examen directo con hidroxido de potasio
(KOH) o lugol, de muestras de pacientes como son esputo, liquido de lavado
broncoalveolar, exudados cutaneos o liquido cefalorraquideo; puestos al
microscopio se observaran esférulas con endosporas, es decir, las formas
parasitarias del hongo. Para la observacion de las esférulas es mas recomendable
tedir los frotes de tejido con PAS, tincion de Gomori-Grocott o Papanicolaou
(Arenas, 2011; Johnson et al., 2014).También el diagnostico se puede realizar
cultivando las muestras patoldgicas en agar Mycosel® o Mycobiotic® y en agar
dextrosa Sabouraud, en los cuales en aproximadamente 1 semana se observa el
crecimiento de colonias blancas filamentosas que, a la observaciéon microscopica,
muestran predominantemente hifas largas septadas y artroconidios (Johnson et
al., 2014). Otra alternativa diagnostica para esta micosis sistémica, es el uso de

técnicas inmunolégicas que consistenen en el estudio de la reaccion



antigeno/anticuerpo para observar el grado de contacto que el hospedero a tenido

con el hongo.

1.4 Respuesta inmune del hospedero

La inmunidad celular es protectora en el hospedero. Los mecanismos de
defensa contra el hongo actuan de manera coordinada para inhibir su proliferacion
o eliminarlo. Esos procesos se realizan entre los fagocitos polimorfonucleares que
constituyen la primera linea de defensa y la inmunidad celular, la cual libera
sustancias que potencian la accion de las células encargadas de los procesos de
fagocitosis y eliminacion del microorganismo (Borchers & Gershwin, 2010). Por lo
anterior, la coccidioidomicosis genera hipersensibilidad de tipo retardado (DTH)
que puede evidenciarse con la inoculacion intradérmica de coccidioidina y/o
esferulina en pacientes que se sospeche infeccion por Coccidioides spp., o que
hace a la prueba una herramienta sumamente valiosa en el terreno
epidemioldgico. La intradermorreaccion a coccidioidina es muy util en encuestas
epidemioldgicas y con fines prondsticos de la enfermedad, pero su valor
diagnostico es pobre debido a que un resultado positivo solo implica contacto con
el hongo, reciente o pasado. Consecuentemente, no puede indicar con certeza la
enfermedad activa en el paciente, ademas de que un resultado negativo puede
estar influido por una situacion de inmunosupresion en el sujeto estudiado.

La presencia de anticuerpos humorales no protege contra Coccidioides
spp., sino que refleja el nivel de actividad en el organismo anfitrion infectado.
Estos anticuerpos son utilizados para el diagndstico y prondstico de la
enfermedad. La sincronizaciéon y la magnitud de la respuesta del anticuerpo se
relacionan directamente con la integridad del sistema inmunitario del paciente y
con la presentacion clinica de la infeccion. Para reflejar el nivel de actividad en el
organismo anfitrion infectado por el hongo, se utiliza la medicién de los titulos
séricos de inmunoglobulina M (IgM), que se conoce como respuesta temprana. La
respuesta tardia se observa mediante la medicion de las inmunoglobulinas G
(IgG). La IgM (anticuerpos precipitantes (TP) o aglutininas) llegan a ser medibles
dentro de una a 3 semanas del inicio del cuadro (Yeo & Wong, 2002). Los

anticuerpos IgG fijadores del complemento (FC) aparecen desde la segunda
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semana, hasta la semana 28 del inicio y pueden permanecer durante meses, su
titulo es usualmente relacionado con el grado de infeccidn.

Los estudios serolégicos pueden verse comprometidos en pacientes con
disminucién de la respuesta inmune, por ejemplo, los pacientes con trasplante o

con infeccion del virus de la inmunodeficiencia humana (Saubolle et al., 2007).

1.5Inmunologia

Las técnicas serologicas son excelentemente utiles, pero en especial
cuando el microorganismo causal crece lentamente o no crece en los medios de
cultivo in vitro, ademas, la toma de muestra para el uso de esta técnica es poco
invasiva (Arango, 2012). En nuestro caso, la deteccion de anticuerpos anti-
Coccidioides es importante para establecer el diagndstico de coccidioidomicosis,
pero los resultados deberan de ser interpretados tomando en cuenta la
sensibilidad y especificidad de la técnica empleada.

Rutinariamente, el “estandar de oro” para medir el nivel de la respuesta IgG,
sobre todo en las formas diseminadas y en el método de eleccion para
diagnosticar meningoencefalitis por Coccidioides spp., fue la Reaccion de Fijacion
del Complemento (FC) con una sensibilidad de 56% (Carrada-Bravo, 2014). En la
actualidad, se ha optado por técnicas menos laboriosas y de mayor sensibilidad y
especificidad, como la Inmuno Doble Difusion de Ouchterlony (IDD) (Ouchterlony,
1965) en placa de agar, método con una sensibilidad de 71% para la identificacion
de IgG y el Ensayo Inmunoenzimatico (ELISA) con sensibilidad de 96% para titular
IgM o 1gG. Dada la importancia que la técnica de ELISA tuvo en el desarrollo de

este trabajo, es propicio hacer una explicacién detallada al respecto.

1.6 Ensayo inmunoenzimatico (ELISA)

El ensayo de inmunoabsorcion ligado a una enzima (ELISA por sus siglas
en inglés: Enzyme Linked Immuno Assay), permite la deteccion de antigenos o
anticuerpos mediante la combinacion de principios inmunologicos y enzimaticos.
La técnica tiene numerosas ventajas, entre las que destacan: simplicidad, facil

lectura, rapidez, alta sensibilidad, adaptabilidad, bajo costo, seguridad,
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disponibilidad comercial y multiples aplicaciones en diagndéstico y otras areas de la
ciencia (Mercadillo & Yuil, 2012).

La prueba de ELISA es un método de analisis cuantitativo, en el cual un antigeno
(Ag) o anticuerpo (Ac) estda marcado con una enzima covalentemente unida. Si en
la muestra estudiada el antigeno o el anticuerpo de interés estan presentes, el
antigeno o anticuerpo marcado con la enzima, se unira a ellos (principio
inmunoldgico) y la enzima catalizara la reaccion convirtiendo un sustrato incoloro
en un producto detectable (principio enzimatico). De este modo, sblo se generara
un producto detectable si el antigeno o el anticuerpo de interés estan presentes en

la muestra estudiada (Portnoy, 2004).

Existen diferentes tipos de ELISA, pero todas comparten entre si los siguientes
componentes (Mercadillo & Yuil, 2012):

1. El conjugado, que es el antigeno o anticuerpo marcado con una enzima.
Las enzimas mas estudiadas son la peroxidasa de rabano picante, la
fosfatasa alcalina y la B-galactosidasa.

2.  Un medio de soporte, por lo general es una placa de microtitulaciéon de
poliestireno con 96 pozos, que esté recubierto con el antigeno o
anticuerpo correspondiente al antigeno o anticuerpo diana.

3. Un sustrato que al ser catalizado por la enzima genere una reaccion
colorimétrica, fluorescente y/o luminiscente, que sera medida en medidas
de absorbancia en un espectrofotometro.

Segun la literatura, existen tres versiones basicas de la técnica ELISA:

1. ELISA directo. Permite la deteccion de antigenos especificos en una
muestra. En esta prueba, se aflade la muestra con el antigeno para que se
adsorba al soporte. Se adiciona el anticuerpo especifico conjugado con la
enzima que en presencia de su sustrato da un producto coloreado soluble
(Fig. 2-A) (Calderon, 2007).

2. ELISA indirecto. Se diferencia de la anterior porque ésta favorece la
deteccion de anticuerpos. En ésta, el soporte tiene unido el antigeno
especifico contra el que va dirigido el anticuerpo que se esta buscando en

la muestra, si el anticuerpo esta presente, se unira al antigeno.
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1.7

Posteriormente, se agrega un anticuerpo (secundario) anti-
inmunoglobulina conjugado con una enzima, el cual se unira al anticuerpo
primario soélo si esta presente en la muestra del paciente. Por ultimo, si el
conjugado estad presente y se agrega el sustrato incoloro, éste sera
transformado en un producto detectable (Fig. 2-B) ( Mercadillo &Yuil,
2012).

ELISA de sandwich. Es un ensayo de captura de antigeno y deteccién
mediante inmunocomplejos. Se recubre el pocillo con un primer anticuerpo
anti-Ag. Después se aplica la muestra problema en la que se encuentra el
antigeno y si esta presente se unira al anticuerpo que estaba adherido al
soporte. Posteriormente, se aplica una solucibn con un segundo
anticuerpo anti-antigeno conjugado con una enzima que se une al Ag de
interés, pero en un epitope distinto al que se unié el Ac que estuvo unido
al soporte. Este ensayo tiene una gran especificidad y sensibilidad debido
a la amplificacién de sefal que permite el segundo anticuerpo. Por ultimo,
se agrega el sustrato incoloro y éste se transforma en un producto

detectable (Fig. 2-C) (Calderén, 2007; Mercadillo & Yuil, 2012).

Qo &

ax
A Ag de la /\ Acde la _ Ac
muestra muestra CO"JUSG{fO a@ Prodiio
una enzima
A d Ac contra el ag S detectable
Ag Oe ; de la muestra Sustrato
referencia

Figura 2. A) ELISA Directo; B) ELISA Indirecto y C) ELISA de Sandwich
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Desde la década de 1940, los extractos coccidioidales se han utilizado como
antigenos tanto para estudiar la epidemiologia de la coccidioidomicosis, como
para ayudar en el diagnostico y manejo clinico de los pacientes (Wack et al.,
2015). Hay dos principales antigenos extraidos de Coccidioides spp.: esferulina y
coccidioidina. La esferulina, poco usada, es una formulacidn de la preparacion de
antigeno derivado de esférulas de Coccidioides spp. y su uso esta aprobado en
EUA por la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) para pruebas de
inmunidad celular.

La coccidioidina es un antigeno metabdlico producto del filtrado del
crecimiento micelial del hongo (Wack et al., 2015), este tipo de antigeno, también
denominado “crudo”, es de uso amplio y sin aprobacion clara de la FDA, ya que
aun no se definen las normas de bioseguridad que debe seguir el proceso. En
México, la elaboracién de la coccidioidina esta permitida tanto para uso de
pruebas cutaneas, como para diagnostico serologico.

Inicialmente, la coccidioidina fue un antigeno derivado de multiples
aislamientos de especies de Coccidioides de pacientes en California, Arizona,
Texas y en otros lugares en las regiones endémicas de los Estados Unidos. Es
una mezcla de componentes antigénicos de origen glicoprotéico, obtenida del
filtrado crudo de Coccidioides spp., crecido en un medio quimicamente definido
(Castanon et al., 2010; Wack et al., 2015).

Como fue mencionado, este antigeno es ampliamente usado en pruebas
diagndsticas, estudios de seroprevalencia y encuestas con intradermorreaccion.
Por su naturaleza fisicoquimica, es comun que en pruebas serologicas se
presenten reacciones cruzadas con la presencia de anticuerpos formados contra
otros hongos como Histoplasma capsulatum y Blastomyces dermatitidis,
organismos que también pueden producir una quitinasa con un dominio
conservado similar a Coccidioides spp., o que conlleva a resultados positivos
falsos (Rodr et al., 2008; Yeo & Wong, 2002).

Las técnicas inmunologicas en las que se utiliza la coccidioidina para medir

la respuesta inmune son muy variadas, pero la sensibilidad y especificidad
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proporcionada y su evaluacidn como herramienta epidemioldgica o diagndstica,

dependeran en gran medida de la naturaleza del antigeno utilizado.

1. Antecedentes

Las pruebas serologicas convencionales utilizadas para el diagnéstico de
enfermedades infecciosas, como las micosis, tienen limitaciones que incluyen: (i)
reacciones cruzadas entre diferentes especies, (ii) la presencia de anticuerpos que
el paciente genera frente a los hongos del medio ambiente o comensales (iii) la
falta de normalizacion de antigenos (desconocimiento de su naturaleza
fisicoquimica) y métodos para detectar anticuerpos que cuantifican (Yeo & Wong,
2002).

Huppert et al., en 1978, debido a que las interpretaciones clinicas de
entonces se complicaban por la evidencia de reactividad cruzada entre muestras
de pacientes con diferentes micosis, decidieron analizar los antigenos
coccidioidina y esferulina por medio de inmunoelectroforesis en dos dimensiones.
Los autores encontraron 26 antigenos en la coccidioidina y 12 en la esferulina, de
los cuales 10 eran comunes en ambos antigenos. Concluyeron que ambos
reactivos eran igualmente sensibles en las pruebas seroldgicas, pero la esferulina
fue significativamente menos especifica que la coccidioidina.

En un estudio similar, Toriello et al., 1993, utilizando histoplasmina
purificada derivada de H. capsulatum, destacan en sus resultados la observacién
de tres arcos con reactividad cruzada con coccidioidina.

Cole et al.,, en 1985 analizaron por cromatografia de liquidos y gases, un
producto retenido de un filtrado micelial de Coccidioides spp. e identificaron 3-O-
metilmanosa, manosa, galactosa y glucosa. En sus objetivos, estuvo remover la
proteina del azucar, pero los intentos resultaron en la pérdida de Ila
hipersensibilidad cutanea de tipo retardado, lo que sugirié que la porcién proteica
de la coccidioidina es la encargada de la respuesta inmune celular que se
desarrolla.

Cox (1989) argumenta que los extractos de paredes celulares de C. immitis

han dado antigenos que son reactivos con los anticuerpos IgM identificados por
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precipitacion en tubo capilar e IgG en reaccion de fijacion del complemento,
antigenos que provocan in vivo e in vitro respuestas de las células T y antigenos
que aumentan o suprimen la respuesta del huésped. Encontr6 un antigeno
polimérico llamado Ag2, también conocido como antigeno rico en prolina (PRA), el
que, segun sus estudios, se encuentra compuesto por una mananoproteina,
resultado obtenido al tratar el Ag2 con manosidasa y proteasa, aunque otros
componentes, derivados de la pared del hongo, podian estar también presentes.

Hernandez-Navarez (2009) desarroll6 un método para obtener un antigeno
(coccidioidina-UNAM) con un buen grado de reactividad, sensibilidad vy
especificidad, estandarizada en microgramos de proteina. Probo la reactividad
inmunoldgica del antigeno por medio de IDD vy fisicoquimicamente caracterizé al
antigeno en una electroforesis (SDS-PAGE). Evidencié la presencia de 9
fracciones del antigeno, con peso molecular de 19, 27, 33, 40, 45, 54, 62, 79 y 100
kDa. Su trabajo concluye que de los filtrados crudos se obtienen coccidioidinas
con diferente reactividad bioldgica.

Castanodn et al., (2010) realizaron un estudio comparativo de la reactividad y
seguridad a dos coccidioidinas (la comercial vendida por BIRMEX y la producida
en la UNAM) cuando fueron aplicadas por intradermorreaccién en humanos. Sus
datos apoyaron la conclusion de que la coccidioidina-UNAM es un antigeno
seguro y fiable que se puede utilizar para inferir infeccién pasada o reciente en
mamiferos.

Alvarez-Gémez (2013) en su trabajo para detectar anticuerpos anti-
Coccidioides spp., en sueros de perros de una zona endémica (Torreon, Coah.) y
una zona no endémica (Distrito Federal) de coccidioidomicosis, realizé dos
pruebas serologicas: IDD y contrainmuno electroforesis, usando coccidioidina-
UNAM. Demostro que no hay diferencia en cuanto a seropositividad entre los
perros de una zona considerada endémica de otra no endémica, por lo que
concluyé necesario confirmar los resultados con técnicas serolégicas mas

sensibles y probar con un antigeno purificado que muestre mas especificidad.
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Ml Planteamiento del problema

Las técnicas de identificacion de anticuerpos que se han utilizado para los
estudios de coccidioidomicosis en México son muy variadas. La técnica de ELISA
tiene la sensibilidad de identificar anticuerpos en una concentracién de hasta 1
Mg/ml, pero puede presentar reacciones cruzadas con anticuerpos de otros
hongos. La baja especificidad de las pruebas depende en gran parte del tipo de
antigeno utilizado, particularmente si se trata de un extracto crudo. Por lo anterior,
se purificara la coccidioidina para obtener un antigeno especifico que, usado en
una prueba sensible como ELISA, brinde un mejor reconocimiento

antigeno/anticuerpo a la técnica.
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V. Justificacion

Se sabe que la coccidioidina es una glicoproteina, pero poco se conoce
acerca de las propiedades bioldgicas, fisicas y quimicas del antigeno como
extracto crudo, por lo que se hace evidente la necesidad de contar con una
coccidioidina con buena reactividad y especificidad para las pruebas
inmunoldgicas aplicadas en el diagndstico y prondstico de la coccidioidomicosis. El
estudio de los componentes antigénicos y la purificacion parcial para conseguir
una fraccion mas especifica de la coccidioidina ayudaran a lograr esa meta.
Asimismo, al considerarse la ELISA como una técnica sensible, de rapida
realizacion y manejada con muestras de paciente poco invasivas (suero), este

trabajo se centra en el analisis de los antigenos mediante su utilizacion.
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V. Hipotesis

Si se purifica la coccidioidina se obtendra una o varias fracciones
antigénicas que en un ensayo inmunoenzimatico seran reconocidas
especificamente por anticuerpos anti-Coccidioides, obtenidos de pacientes con
coccidioidomicosis confirmada. Asimismo, la purificacién parcial del antigeno
evitara que se presente reaccién cruzada, ya que la coccidioidina reconocera
unicamente a los anticuerpos anti-Coccidioides y no de otros hongos,

particularmente de Histoplasma capsulatum.
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VI. Objetivos

General

Purificar parcialmente la coccidioidina para obtener un antigeno especifico

que sea utilizado como diagndstico en ensayo inmunoenzimatico (ELISA).

Particulares

¢ Purificar la coccidioidina por métodos fisicoquimicos.

¢ Caracterizar bioquimicamente las fracciones antigénicas, a través de la
cuantificacion de proteinas, electroforesis y espectrometria de las mismas.

% Investigar la reactividad bioldgica de las fracciones obtenidas en un sistema

de ELISA.
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VII. Materiales y Métodos

7.1 Reactivos biolégicos

A) Antigenos

Se utilizaron tres lotes de coccidioidina proporcionados por el Laboratorio de
Micologia del Instituto de Diagndstico y Referencia Epidemiolégicos (InDRE).
Esos antigenos o extractos crudos estaban registrados como: Cocci 38-56-58-53,
Cocci-12 y Cocci-09, los cuales, para un manejo de nomenclatura mas sencillo,
fueron re-identificados como A, B y C respectivamente. Los tres antigenos fueron
obtenidos de la misma cepa de Coccidioides sp., pero elaborados en afos

diferentes.

B) Anticuerpos

Como controles positivos, se conto con tres sueros de pacientes con diagndéstico
de coccidioidomicosis (PC1, PC2 y PC3). El grupo de controles negativos estuvo
integrado por un suero de paciente con diagndstico de histoplasmosis (PH) y un
suero de personas sin micosis de ningun tipo (PS). Todos los sueros utilizados en
este estudio fueron proporcionados por la Unidad de Investigacion del Instituto

Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER).

6.2 Analisis biolégico

Para comprobar la reactividad de las coccidioidinas proporcionadas por el InNDRE

se realizaron las siguientes técnicas bioldgicas:
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A) Prueba de Inmuno Doble Difusion (IDD).

Se uso el sistema de Ouchterlony, probando el suero de paciente positivo a
coccidioidomicosis y los tres antigenos crudos A, B, Cy D.

Sobre un portaobjetos se colocaron 10 ml de agarosa al 10%, se dejo
polimerizar y se hicieron perforaciones, como se observa en la figura 3, colocando
100 uL del suero positivo a coccidioidomicosis (PC) en el pozo del centro y los
antigenos A, B, C y D en los pozos periféricos, utilizando 100 uL de antigeno por
pozo. El sistema fue colocado en camara humeda a temperatura ambiente, se
reviso a las 24 horas y se llenaron nuevamente todos los pozos con 30 yL mas de
suero y antigeno, para posteriormente leerse a las 48 horas. Ademas, como
control positivo del sistema se utilizé un antigeno del helminto Toxocara canis y
dos sueros de pacientes positivos a dicho parasito. Las proteina, anticuerpos y
antigenos pueden difundir en medios porosos como los geles; en IDD, al difundir
tanto el suero con anticuerpos especificos, como el antigeno, al encontrarse en
concentraciones equivalentes, se insolubilizan formando lineas de precipitacion

entre los reactivos.

ONO
O ® ©
O O

Figura 3. Esquema del sistema de prueba de IDD. A, B y C= coccidioidina,
PC=Suero de paciente positivo a coccidioidomicosis.
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B) Ensayo inmunoenzimatico (ELISA)

La ELISA se realiz6 en placas de 96 pozos de fondo plano, diluyendo los
antigenos A, B y C, en amortiguador de carbonatos pH 9.6 (solucion 1 del anexo
1) y quedando cada antigeno a una concentracion final de 100 ng/mL.

Se sensibilizaron las placas con 100 yL de cada antigeno y se incubaron
durante 1 h a 37°C. Posteriormente, se eliminé de las placas el excedente del
antigeno y se procedio al bloqueo utilizando una solucién al 3% de gelatina de pez
(Sigma™®) en PBS 1X (solucion 2 del anexo), incubando 30 min a 37°C. Se
elimind el excedente por decantacion de la placa y se realizaron tres lavados, cada
uno de tres minutos, con PBS Tween 20 (0.05%) (solucion 3 del anexo) y uno con
PBS 1X. Posterior al lavado, se agregaron los sueros con anticuerpos anti-
Cocccidioides (PC1, PC2 y PC3) y los que funcionaron como controles negativos
(PS y PH). Se procedio a la dilucién escalonada de los sueros segun el protocolo
(Modificado de Voller, 1980) y se incubaron las placas toda la noche a 4°C.

Al dia siguiente, se realizaron tres lavados como fue mencionado
anteriormente y se colocé un segundo anticuerpo marcado con la enzima
peroxidasa (A0170®Sigma) diluyéndolo 1:3000 en PBS Tween 20/gelatina de pez
0.03% colocando 100 ul por pozo e incubando 1 h a 37°C. Se realizaron
nuevamente los lavados y se revelé la placa con 50 uL de sustrato 1-2
feniledeniamina preparado en amortiguador fosfatos-citratos pH 5.0 (solucion 4,
anexo), dejando desarrollar el color durante 5 a 20 minutos. La reaccion se detuvo
con 50 pL de acido sulfurico (H2SO4) 2.5 N. La lectura de las reacciones se
efectud en el Multiskan 352MS™ Microplate Reader (Thermo/LabSystems) a 492
nm. Cada prueba se realizdé por triplicado y se promediaron los datos de
absorbancia.

Para conocer si hay diferencia significativa entre las reacciones producidas
por los diferentes antigenos (crudos y fracciones), se utilizaron las pruebas de t de
Student p < 0.05 (cuando los datos se distribuian normalmente) y U de Mann-

Whitney (z) p < 0.05 (cuando los datos no se distribuian normalmente).
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6.3 Analisis fisico-quimicos
Comprendieron las siguientes técnicas:
A) Cuantificacion de proteinas

El método del acido bicinconinico (BCA, Pierce™) fue utilizado para conocer la
cantidad de proteinas presentes en los antigenos crudos y posteriormente, en las
fracciones obtenidas (Bollag & Edelstein, 1991).

Se hizo una curva de calibracion con albumina sérica bovina a
concentraciones de 0.125, 0.25, 0.50, 0.75, 1, 1.5 y 2.0 mg/mL, como lo
recomienda el fabricante (Thermo Scientific, Rockford, Ilinois, EUA).

Con posterioridad, se realizaron los calculos para preparar la solucion del

BCA con las siguientes formulas:

A. No.de muestras * No de repeticiones * 200uL. = X
B. = = Reactivo B
- 37 = Reactivo

C. 50 * mL de Reactivo B = mL de Reactivo A

D. mL de Reactivo A + mL de ReactivoB = Mezcla A + B

Mezclando los mL necesarios de A y B (Kit Pierce BCA Protein Assay Kit™ 7321),
se tomaron 200 yL de la mezcla Ay B y se colocaron en los pozos necesarios en
una microplaca. A cada uno de estos pozos se les colocd también 25 yL de
muestra en una dilucion 1:50 y 1:100, y en el caso del blanco 25 pL de H20 MiliQ®
o buffer de fosfatos A (solucion 9, ver anexo) y se dejo reaccionar durante 2 horas
a 37°C. Se leyeron las muestras en un espectrofotometro (Epoch™) y enseguida

se realizaron los calculos para conocer la concentracion proteica de las muestras.
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B) Electroforesis (SDS-PAGE)

Para conocer el intervalo de peso molecular de las proteinas que componen las
coccidioidinas, se realizd una electroforesis en gel de poliacrilamida al 12% de los
tres antigenos. La electroforesis en gel de poliacrilamida y dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE) es un método rapido y sensible para separar y caracterizar proteinas
por la velocidad de migracion, asociada al tamafo y forma, de moléculas hacia el
polo positivo de una celda (Pérez, 2000).

Debido a que los antigenos estan en solucién, se utilizaron 10 yL de cada uno
(A, By C)y se disolvieron 1:10 y 1:20 en agua destilada. De cada una de las
diluciones se tomaron 20 uL y se re-suspendieron 1:2 en amortiguador de carga
(solucion 5, anexo). Las muestras se prepararon en tubos Eppendorf de 0.5 mL,
se sellaron con Parafiim® y se calentaron en bafio de agua a 96°C por 5 minutos.
Se colocaron 15 pL de cada muestra en el gel (solucién 6, anexo) y 4 uL de
estandar. Se us6 cémo estandar Bis-Tris 12% MOPS buffer, con un marcador de
peso molecular a intervalo de 9 a 180 kDa. Las muestras se corrieron a 100 volts
por 1 hora 30 minutos aproximadamente en amortiguador de corrida (solucion 7,
anexo). Los geles se tifieron con azul de Coomassie (solucion 8, anexo) (Bollag &
Edelstein, 1991) o plata (Merril et al, 1981)..

C) Concentracion de proteinas por filtracion.

Se utilizaron membranas Centricon™ con punto de corte en 3,000 Da, las cuales
fueron colocadas en tubos Eppendorf de 1.5 mL. 2 mL de cada una de las
coccidioidinas A, B y C, las cuales se fueron colocando parcialmente en los filtros
y se centrifugaron por 1 hora para obtener dos fracciones del antigeno, uno con
proteinas de bajo peso molecular (< 3000 Da) y otro con proteinas de mayor peso
molecular (> 3000 Da).
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D) Purificacion parcial de las proteinas por cromatografia de alta
resolucion (HPLC)

Los antigenos crudos A, B y C se concentraron por ultra centrifugacion al vacio,
colocando cuatro tubos con 2 mL de cada antigeno en la centrifuga durante 1 hora
30 min aproximadamente, disminuyendo a un volumen de 0.5 mL por tubo. Este
volumen se filtr6 con una membrana Millipore™ de 0.45 mm para su posterior
inyeccion al equipo de HPLC (Shimadzu®).

Para llevar a cabo la cromatografia, se utiliz6 una columna de intercambio
cationico TSK SP-S-PW (Sulfopropil), un amortiguador de fosfatos “A” 0.1 M,
pH=7.65 y un amortiguador de fosfatos “B” 0.1M, pH 7.65 + NaCl 1M. Se
inyectaron 50 yL de antigeno y se eluyé a un flujo de 0.5 mL/min, con una
duracion de 110 minutos por corrida realizada (Cuevas-Cruz, 2015). Las
fracciones se colectaron en tubos Eppendorf de 1.5 mL y se almacenaron en

congelacion hasta su utilizacion

E) Analisis por espectrometria de masas MALDI-TOF MS

La masa molecular de componentes, asi como el grado de pureza de cada
antigeno y de las fracciones obtenidas se determiné por espectrometria de masas
(MALDI-TOF MS). Se probaron 10 pyL de la muestra con tres diferentes matrices:
Acido sinapinico, THA y 2,5 acido dihidroxibenzoico (DHB), solas y combinadas a
concentraciones de: 1:1, 1:5 y 1:10. 1 pL de la mezcla antigeno-matriz, se
deposité en una placa para MALDI y se dejé cristalizar a temperatura ambiente. La
placa con el cristalizado se colocd en el equipo registrando el espectro a un
intervalo de 1 a 100 kDa.

F) Pruebas de confirmacion reactividad biolégica

Para conocer el punto de corte de la reaccion en ELISA, los antigenos A, B
y C fueron concentrados por ultra centrifugacién al vacio y probados con todos los

sueros positivos y negativos a Coccidioides. La medida del punto de corte se
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obtuvo mediante el promedio de las lecturas de absorbancia de los sueros
negativos (normales y vs. anticuerpos anti-Histoplasma) sumandole una
desviacién estandar (Durkin et al., 2008; Mondragdén-Gonzalez et al., 2005)

Una vez establecido el punto de corte y con el objetivo de conocer el
comportamiento biolégico de los antigenos fraccionados, se efectué nuevamente
ELISA pero ahora exclusivamente con sueros positivos a Coccidioides de las
fracciones de alto y bajo peso molecular obtenidas por filtracion con Centricon™ y
las obtenidas por HPLC. Asimismo, se elaboré una mezcla por separado de cada
antigeno, uniendo las dos fracciones obtenidas por HPLC del antigeno A (MIX A) y
las cuatro fracciones obtenidas del antigeno B (MIX B), y éstas también fueron
probadas en ELISA.
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VIll. Resultados

A) Inmuno Doble Difusién

La prueba de IDD no presenté ninguna banda de identidad antigeno/anticuerpo en
ninguno de los antigenos A, B, C (Figura 4). La prueba positiva al antigeno de
Toxocara canis, confirmé la confiabilidad del sistema, por lo que se supuso que los
antigenos estaban muy diluidos.

En la figura 5, observamos la IDD de los antigenos concentrados. Se probaron por
separado fracciones de alto y bajo peso molecular, obtenidas por filtracion en
Centricon™,  de los antigenos A, B y C, sin observar bandas de reaccién

antigeno/anticuerpo en ningun caso.

B) Resultados de prueba de ELISA

A diferencia de los ensayos con IDD, los antigenos si mostraron reactividad
al ser probados con ELISA. Respecto a los antigenos A y C (graficas 1 y 3),
observamos valores mayores de absorbancia en los sueros positivos a
Coccidioides, al hacer la comparacién estadistica entre estos sueros y los
positivos a Histoplasma, con el suero de paciente sin ningun tipo de micosis, se
obtuvieron diferencias significativas; sin embargo, con el antigeno B (Grafica 2),
los resultados mostraron mayor especificidad, puesto que existieron diferencias
estadisticamente significativas tanto con el suero de paciente sano como con el

suero del paciente con histoplasmosis.
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Figura 4. IDD de coccidioidinas crudas (A, By C); PC= Suero positivo a coccidioidomicosis; AgP= Antigeno de Toxocara
canis; Ab1 y Ab2=Sueros homologos al AgP. Flecha rosa= Banda de identidad antigeno/ anticuerpo.
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Figura 5. IDD con fracciones de la coccidioidina; A1, B1 y C1= Fracciones de alto peso molecular; A2, B2 y C2= Fracciones
de bajo peso molecular, PC= Suero.

26



0.25

0.15

0.1

Absorbancia

0.05

0:2 -

Antigeno A

PS= Paciente sin micosis de ningun tipo
PC1=Paciente 1 con coccidioidomicosis
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Grafica 1. Resultados de la reaccion de la coccidioidina A con los sueros controles positivos y negativos. La diferencia
significativa en tres mediciones, sélo se observé con el suero del paciente sano (negativo). Se infiere reaccién

cruzada con el suero del paciente con histoplasmosis (PH).
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Antigeno B
PS= Paciente sin micosis de ningun tipo
0.3 - PC1=Paciente 1 con coccidioidomicosis
0.237  pC2= Paciente 2 con coccidioidomicosis
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9 02 -
o
-
§ 015~ 0.091 0.089
< 01 -
0.05 -
0 L - " o ! . i
PS PC1 PC2 PC3 PH
Sueros

Grafica 2. Resultados de la reaccion de la coccidioidina B con los sueros controles positivos y negativos. La diferencia
significativa en tres mediciones, sb6lo se observé con el suero del paciente sano (negativo). No se observd
reaccion cruzada con el suero del paciente con histoplasmosis (PH).
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£ PS= Paciente sin micosis de ningun tipo
Antlgeno C PC1=Paciente 1 con coccidioidomicosis
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Grafica 3. Resultados de la reaccion de la coccidioidina C con los sueros controles positivos y negativos. La diferencia
significativa en tres mediciones, sélo se observo con el suero del paciente sano (negativo). Se infiere reaccién
cruzada con el suero del paciente con histoplasmosis (PH).
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Métodos fisicoquimicos

A) Cuantificacion de Proteinas por BCA

Las concentraciones de proteinas se encuentran anotadas en el cuadro 1.

A) Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).

La tincion de Coomassie no revel6 la migracion proteica, pero en la figura 6 se
muestra el SDS-PAGE realizado para separar e identificar los componentes de los
antigenos con la tincidon de plata. Se observaron bandas que comparten el mismo
peso molecular entre los tres diferentes antigenos y bandas unicas con pesos

moleculares particulares (Tabla 2).

B) Cromatografia de Alta presion HPLC

Al finalizar la purificacién por HPLC, se colectaron dos fracciones (Fr) para el
antigeno A (Fig. 7), cuatro fracciones para el antigeno B (Fig. 8) y ninguna fraccién
para el antigeno C (Fig. 9). Debido a que no se definié fraccién alguna con el
antigeno C (ni por intercambio cationico, ni por exclusion molecular), se continu6

el trabajo sélo con las seis fracciones obtenidas.

C) MALDI-TOF

Respecto al analisis por MALDI-TOF, unicamente se pudieron analizar con esta
técnica los antigenos iniciales A y B concentrados, observandose que muestran
una diversa presencia de componentes, (figuras 10 y 11). Las fracciones
obtenidas de la purificacion no pudieron ser analizadas con la técnica, a pesar de

ser probadas con diferentes matrices a diferentes concentraciones.
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CUADRO 1. Concentracion de proteinas medida por el método de BCA en los antigenos estudiados.

Concentracion de

IDENTIFICACION DEL ANTIGENO CLAVE ORIGINAL i
proteinas pg/mL
A INDRE (Cocci 3856-5853) 4,526
B INDRE (Cocci-12) 5,392

c INDRE (Cocci-09) 7,627
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Dilucion 1:10 Dilucion 1:20

180 kDa — 145 kDa

115kba™
82 kDa —*

64 kDa

49 kDa —»
37 kDa —*

26 kDa

19 kDa

15 kDa

10 kDa
6kba *

Figura 6. Gel SDS-PAGE 12%. M=Marcador de PM, A= Coccidioidina A; B = Coccidioidina B; C= Coccidioidina C.

32



Cuadro 2. Valor de peso molecular del total de bandas observadas por antigeno.

Antigeno A Antigeno B Antigeno C
Distancia de la Banda (mm) = Peso Molecular (kDa) = Distancia de la Banda (mm) ~Peso Molecular (kDa) = Distancia de la Banda (mm) = Peso Molecular (kDa)
3 144 3 144 3 144
14 96 16 89 16 89
17 85 19 79 19 79
19 79 21 73 22 70
73 10 39 37

33



12§
- 100

- TE

3
-0
28

=75
--100

S}IOAW

Tiempo (minutos)

Cromatograma de intercambio cationico del antigeno A. Fr=Fracciones observadas. Linea negra representa el

método cromatografico utilizado. Linea rosa sefala la absorbancia a 210 nm y linea azul a 280 nm.

Figura 7.
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Figura8. Cromatograma de intercambio catiénico del antigeno B. Fr=Fracciones observadas. Linea rosa sefala la
absorbancia a 210 nm vy linea azul a 280 nm.
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Figura 9. Cromatograma de intercambio catidonico del antigeno C. No se evidencia la homogeneidad para alguna fraccion.
Linea negra método cromatografico utilizado. Linea rosa sefiala la absorbancia a 210 nm y linea azul a 280 nm
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Figura 10. Espectrograma de masas del antigeno crudo A con matriz SA+ THA 1:5.
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Figura 11. Espectrograma de masas del antigeno crudo B con matriz SA+DHB+THA 1:10.
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D) Corroboracién de reactividad

Los resultados con ELISA de los antigenos A y B con todos los sueros
experimentales, arrojaron un punto de corte igual a 0.138 de absorbancia para el
antigeno Ay 0.147 para el antigeno B.

Las pruebas de ELISA elaboradas exclusivamente con los sueros de
pacientes diagnosticados con coccidioidomicosis demostraron que todos los
demas antigenos, completos y fraccionados, tienen lecturas de absorbancia por
debajo de los puntos de corte establecidos (Graficas 4 y 5).

En cuanto a las pruebas con los anticuerpos anti-Histoplasma, solamente la
fraccion B4, mostré una alta sensibilidad al reconocimiento de dichos anticuerpos

mientras que las otras fracciones resultaron negativas (graficas 6 y 7).
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Grafica 4. ELISA de las fracciones obtenidas por HPLC del antigeno A y un MIX. Los valores de absorbancia caen debajo

del punto de corte, por lo tanto son negativos y se infiere que no hay reaccidén antigeno/ anticuerpo.
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Grafica 5. ELISA de las fracciones obtenidas por HPLC del antigeno B y un MIX. Los valores de absorbancia caen debajo

del punto de corte, por lo tanto son negativos y se infiere que no hay reaccién antigeno/ anticuerpo.
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Grafica 6. ELISA de suero de paciente positivo a histoplasmosis probado con las fracciones obtenidas por HPLC del

antigeno A. No hay reconocimiento antigeno/anticuerpo debido a que los valores caen por debajo del punto de

corte.
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Medicion de anticuerpos anti-Histoplasma con
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Grafica 7. ELISA de suero de paciente positivo a histoplasmosis probado con las fracciones obtenidas por HPLC del
antigeno B. Solamente se observa un valor encima del punto de corte de la fraccion B4, la unica que muestra

reaccion antigeno/anticuerpo y que infiere una reaccién cruzada.
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IX. Discusién

Las pruebas iniciales de reactividad biologica con los antigenos
proporcionados demostraron que la prueba de IDD, en la que no hubo reaccién
antigeno/anticuerpo (Ag/Ac), es menos sensible que ELISA.

En ELISA con los antigenos iniciales (Graficas 1, 2 y 3), las pruebas
estadisticas (Anexo 2) aplicadas apoyan la reaccion Ag/Ac, pues aunque también
se obtuvieron lecturas de absorbancia en los sueros de pacientes sanos, la
diferencia entre ambos grupos fue estadisticamente significativa.

Asimismo, con el suero del paciente positivo a histoplasmosis, se observé
reaccion Ag/Ac con los antigenos A y C, lo que demostré reaccion cruzada,
mientras que con el antigeno B se obtuvo mayor especificidad (t de Student= .617
p > 0.05).

La literatura explica que las reacciones cruzadas son frecuentes,
especialmente en los antigenos metabdlicos denominados crudos, entre otras
cosas, porque esos antigenos son el resultando de muy diversas moléculas
secretadas, a través de la pared celular, al ambiente externo del hongo. Los
anticuerpos reconocen a las moléculas mencionadas anteriormente, mas no son
anticuerpos especificos que discrimen el género o la especie del hongo
involucrado. En nuestro caso, los resultados obtenidos demuestran que el
antigeno A y C, comparten moléculas entre Histoplasma capsulatum vy
Coccidioides spp. (Filho et al., 2012; Rodr et al., 2008), lo que es un hecho
comunmente referido.

La concentracidn proteica, medida por BCA en los tres lotes de antigenos,
indica que, a pesar de ser un mismo antigeno, elaborado bajo las mismas
condiciones, los lotes muestran una concentracion proteica distinta, lo que puede
estar asociado con la composicion. Las diferencias entre nuestras coccidioidinas
unicamente radicaban en su fecha de fabricacion, puesto que fueron elaboradas
de una misma cepa y bajo las mismas condiciones, diferencias que han sido
observadas por otros autores (Hernandez-Nevarez, 2009).

El gel SDS-PAGE mostro que el perfil de bandeo es muy similar entre las
tres coccidioidinas (Fig 6). Inicialmente los tres antigenos compartieron bandas de

peso molecular ubicadas entre los 70-96 y 144 kDa (Tabla 2), ademas el Ag B
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mostré una banda aislada de 10 kDa y el C una de 37 kDa, resultados similares
han sido encontrados por otros autores (Hernandez-Navarez, 2009; Anderson,
et.al, 1971; Cole et.al.,, 1991; Filho et al., 2012). Es muy probable que la
composicién antigénica sea variable aun cuando el proceso del antigeno sea
efectuado bajo las mismas condiciones. Los extractos fungicos son muy variables
en cuanto a su actividad biologica, lo que puede estar explicado por la actividad
metabdlica intrinseca de cada microorganismo, por consiguiente, esto ha
representado uno de los problemas mas grandes que existen para el estudio de la
estandarizacion de las pruebas seroldgicas.

De las fracciones por HPLC seleccionadas, la fraccion 1 obtenida en los
antigenos Ay B (Fig 7 y 8) es similar a una obtenida en el estudio de Cole (1991),
que la clasific6 como una glicoproteina. En los cromatogramas, se observa que las
absorbancias son mas evidentes cuando se leen a 210 nm que a 280 nm; esto es
debido a que las moléculas de interés biologico tienen una variedad de croméforos
UV intrinsecos, ademas de los que estan asociados con otros cromoforos UV y
visible en la forma de cofactores, grupos prostéticos y sustratos. El grupo de
péptidos de la cadena principal de una proteina absorbe la luz en un rango de 180
a 230 nm. Las cadenas que tienen residuos aromaticos (regién aromatica) solo
absorben la luz en un rango de 240 a 300 nm (Arenas & Lopez, 2004). Lo anterior
implicaria que solamente en la fraccion 1 de ambos antigenos hay presencia de
péptidos aromaticos debido a que es donde se aprecia una mayor intensidad en la
linea de absorbancia a 280 nm (linea azul de figuras 7 y 8).

Respecto a la sensibilidad y especificidad de las diferentes fracciones
probadas en ELISA, los resultados nos muestran que las proteinas incluidas en
cada fraccidén no son reconocidas por los anticuerpos anti-Coccidioides. Con los
antigenos crudos concentrados, la prueba enzimatica demostro la union Ag/Ac,
pero contrariamente a lo esperado, con las fracciones no se detecté reaccidon
alguna (Graficas 4 y 5). Este resultado puede interpretarse como que es posible
que el antigeno solamente funcione en tandem vy, al ser parcialmente purificado,
pierda su actividad, puesto que las fracciones individuales no son reconocidas por
los anticuerpos anti-Coccidioides. Otra posibilidad es que las proteinas que

contienen los antigenos se desnaturalicen por diversas causas, como el método
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de purificacion utilizado, en el que los extractos se someten a cierta presion y alto
contenido de sales que modifican la constitucion y/o la conformacion de la
proteina, lo cual puede conducir a la pérdida de la actividad biologica (Mayolo-
Deloisa et al., 2012); es decir, en el no reconocimiento de los antigenos por los
anticuerpos. Lo anterior explica también lo observado con las mezclas, pues al ser
integradas las fracciones, se deduce que la mezcla cuenta con las mismas
proteinas y componentes del antigeno crudo completo y por lo tanto con un
reconocimiento similar por parte de los anticuerpos; sin embargo, no sucedi6 asi
(graficas 4y 5).

Aun cuando los ensayos con sueros anti-Coccidioides dieron resultados
negativos, se investigé si las fracciones antigénicas obtenidas por HPLC eran
reconocidas por anticuerpos anti-Histoplasma y de las cinco fracciones obtenidas,
s6lo aquella identificada como B4 resultd positiva (graficas 6 y 7), resultado que no
se esperaba ya que en el inicio el antigeno crudo B, fue el unico de los tres
antigenos que no presentd reaccion cruzada con el suero anti-Histoplasma. Una
posible explicacion de ese hecho, se basa en el reconocimiento de epitopes
especificos contenidos inicialmente en el antigeno crudo. Por impedimento
estéreo-quimico, muy posiblemente no estaban lo suficientemente expuestos para
ser reconocidos; sin embargo, por las modificaciones resultantes de los
tratamientos de fraccionamiento, los epitopes fueron expuestos haciendo efectivo
su reconocimiento por los anticuerpos anti-Histoplasma.

En el intento del analisis protebmico con las diferentes fracciones, no fue
exitoso. Aun cuando fueron probadas cuatro diferentes matrices, sélo obtuvimos
resultados en dos de ellas (acido sinapinico y THA) pero con los antigenos crudos
y en cuyos espectrogramas resultantes se deduce la presencia de multiples
componentes proteinicos muy heterogéneos, sin definicién alguna. Las muestras
de las fracciones no pudieron analizarse muy probablemente a que por su
composicion, la vaporizacion e ionizacion de las mismas no fue efectiva con
diferentes matrices y a diferentes concentraciones, consecuentemente no

pudieron ser detectadas por el sistema.
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X. Conclusiones

Purificar la coccidioidina es un proceso complejo debido a la naturaleza
metabolica del antigeno, ademas su purificacién dilucida los elementos que la
componen, mas no necesariamente refleja una funcidon biolégica en pruebas
inmunoldgicas como la ELISA.

Los tratamientos fisicoquimicos empleados para la purificacion del antigeno,
alteraron los epitopes, de tal forma que los anticuerpos anti-Coccidioides, no
pudieron reconocerlos. Para los estudios serologicos, es importante la
normalizacion, en cuanto a su composicion, de los antigenos usados para
disponer de extractos de caracteristicas biologicas similares en cualquier lugar del
mundo.

Los problemas de reacciones inmunoldgicas cruzadas, e inclusive el
analisis fisicoquimico de la coccidioidina, muy probablemente sean abatidos con el
uso de un antigeno somatico y no metabdlico.

La elaboracién de los antigenos metabdlicos, como la coccidioidina en este
estudio, tiene numerosas bondades como que son economicos, inocuos y de facil
manejo; sin embargo, por la experiencia obtenida es procedente que con las
normas de bioseguridad vigentes y con el objetivo de obtener pruebas
diagnodsticas confiables y eficientes, se intente la fabricacion de un antigeno

somatico, cuya caracterizacion sea mucho mas exitosa.
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XI. Perspectivas

Para observar una reaccién antigeno/anticuerpo en la prueba de ELISA con las
fracciones obtenidas, evaluar éstas, probando la técnica a diferentes condiciones,
es decir, modificando la cantidad 6ptima de suero y examinar diluciones diferentes
a 1:3000 de conjugado. Asimismo realizar las pruebas con una n mayor de sueros
para obtener datos significativos al momento de la busqueda de un punto de corte

y la normalizacion de los datos.

Caracterizar la coccidioidina y las fracciones purificadas mediante técnicas;
que evaluen otro tipo de compuestos, como carbohidratos, lipidos, metabolitos
secundarios, que son extraidos de la filtracién del hongo para la obtencién del

antigeno y que pueden ser identificados por los anticuerpos anti- Coccidioides.

Obtener informacion de la reactividad de la fraccion B4, probando un pool
de sueros con anticuerpos anti-Histoplasma mayor al que se trabajo en este
estudio, para considerar la posibilidad de que , a partir de esta fraccion, se

obtenga un antigeno que reconozca dichos anticuerpos y caracterizarlo.

Probar la cromatografia por HPLC con un pH distinto (uno menor) en los
amortiguadores de corrida, para modificar la retencidon de los iones de la
coccidioidina por la columna y asi observar si hay un cambio en el numero de

fracciones y el tiempo en el que estas son colectadas.
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ANEXO 1: SOLUCIONES

Solucién 1: Amortiguador

Solucion 2: PBS 1x

Solucion 3: PBS 1x Tween 20

de carbonatos pH 9.6. 0.05%
8.0g de NaCl
1.59g de Na2CO3 8.0g de NaCl 0.2g de KH2PO4
2.93g de NaHCOs 0.2g de KH2PO4 2.9g de Na2HPO412 H20
29g de NazHPO412 | 0.2g de KCl,
Aforar a 1L con agua | H20 0.5 ml de Tween 20
destilada. 0.2g de KCl,
Aforar 1L de agua destilada, pH 7.4.
Aforar 1L de agua
destilada, pH 7.4.
Solucién 4: Amortiguador Solucioén 5: Solucion 6: Gel
fosfatos/citratos pH 5.0 Amortiguador de carga Concentrador | Separador 12%
1x 5% 1.3 mL de Tris pH
A)19.2g de acido citrico 050 ul do Tris | 8.8 P
aforado a 1L de agua 1 mL de 0.5 M Tris-HCI H 6.8 2.mL de
B) 25.4g de Na2PO4 aforado | pH 6.8 230 QL de Bisacrilamida
a 1L de agu. 0.8 mL de Glicerol Bisacrilamida 17 mL de H20
Tomar 24.3 mLde Ay 25.7 | 1.6 mL de SDS al 10% 1.4 mL de H20 déstilada
de By aforar a 100 mL 0.4 mL de 2- L
destilada 50 uL de SDS al
mercaptoetanol 20 uL de SDS al | 10%
0.4 ml de H20 destilada °
10% 50 uL de
0.4 de azul de 20 uL de Persulfato de
bromofenol )
Persulfato de amonio
amonio 2 uL de TEMED

2 uL de TEMED

Solucién 7: Amortiguador
de corrida 1X
3 g de Tris base
1.44g de glicina
1g de SDS
Aforar a 1L de agua
destilada

Solucién 8: Azul de
Coomassie
24 g de azul de
Commassie
600 mL de metanol
120 mL de CH3COOH
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