A

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE

MEXICO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA

Identificacidn de patrones proteicos de aislados clinicos de
Coccidioides immitis y Coccidioides posadasii

TESIS

PARA OBTENER EL TiTULO DE
BIOLOGO

PRESENTA:

DIAZ LUNA CESAR ALEJANDRO

DIRECTORA: DRA. ESPERANZA DUARTE ESCALANTE

ASESOR INTERNO: JORGE FLAVIO MENDOZA RINCON

CIUDAD DE MEXICO, 2017




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



AGRADECIMIENTOS

Este trabajo fue financiado por el Programa de Apoyo a Proyectos de Investigacion

e Innovacion Tecnologica (PAPIIT) Clave: IN217415.

A la M. en C. Gabina Arenas L6pez, quién proporciond apoyo técnico a lo largo de
la realizacion del presente trabajo y que fue esencial en la culminacion de la tesis.
Gracias a sus consejos y dedicacion férrea a la ciencia hizo todo lo que estuvo en

Sus manos para que pudiera terminar la parte experimental de este proyecto.



INDICE GENERAL

RESUMEN
INTRODUCCION

Diagnostico convencional
MARCO TEORICO

Epidemiologia

Interaccion huésped-parasito

Clasificacion clinica de la coccidioidomicosis
Diagnostico

Identificacion molecular de Coccidioides

Antigenos para el diagnéstico de la coccidioidomicosis
Electroforesis en geles de poliacrilamida: fundamentos
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

HIPOTESIS

OBJETIVOS

General

Particulares

METODOS

Aislados

Caracterizacién fenotipica

Obtencién de cultivos monosporicos

Pag

10
10

12
13
14
15
16
20
22
23
24
24
24
24
24
26

26



Macro y micromorfologia

Tamafio de los conidios

Caracterizacion genotipica

Obtencion de DNA

Identificacion de especie para los aislados de Coccidioides spp.
Secuenciacion

Caracterizacion de antigenos de C. immitis y C. posadasii

Obtencidn de exoantigenos

Doble inmunodifusion en gel de agarosa o analisis de Ouchterlony

Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford
Electroforesis SDS-PAGE

Western-blot

Andlisis de datos

RESULTADOS

Macro y micromorfologia

Tamafio de artroconidios

Caracterizacidon genotipica

Extracciéon de DNA gendmico

Identificacion de especie para los aislados de Coccidioides ssp.
Preservacion de los cultivos monospéricos de Coccidiodes spp.

Caracterizacion de exoantigenos

26

27

27

27

28

29

30

30

30

31

32

33

34

34

34

36

36

36

37

39

39



Cuantificacion de proteinas
Electroforesis SDS-PAGE
Western Blot

DISCUSION
CONCLUSION

REFERENCIAS

40

41

48

50

52

53



INDICE DE TABLAS

Tablal. Fuente y origen geografico de los aislados y cepa de referencia de

Coccidioides spp. 26
Tabla 2. Curva de Albumina Sérica Bovina (BSA). 33
Tabla3. Tamafio de artroconidios de aislados de Coccidioides spp. 37

Tabla 4. Cuantificacién de proteinas de los exoantigenos obtenidos de C. immitis y

C. posadasii 41

Tabla 5. Matriz de datos binarios de presencia/ausencia de bandas en los patrones

electroforéticos de exoantigenos de C. immitis y C. posadasii. 48



RESUMEN

La coccidioidomicosis es una micosis causada por hongos del género Coccidioides, esta
enfermedad es endémica en el suroeste de los Estados Unidos, norte de México, América
Central y la zona éarida precordillerana de América del Sur. La infeccion, tanto en humanos
como en otros mamiferos, se produce por la inhalacién de artroconidios del hongo y las
manifestaciones clinicas pueden confundirse con las generadas por otras entidades
nosolégicas, lo que dificulta su diagnéstico. Tradicionalmente, el diagnéstico de la
coccidioidomicosis consiste en la combinacion de resultados de estudios de gabinete y de
laboratorio. Los estudios de gabinete proporcionan un diagnéstico presuntivo, mientras que
los procedimientos de laboratorio son necesarios para establecer la etiologia de la
enfermedad. El diagnéstico definitivo se realiza por el aislamiento del agente causal en
muestras clinicas, pero resulta dificil en las primeras etapas de la enfermedad, porque el
crecimiento del hongo es tardio, de manera que se hace necesario recurrir a métodos mas
rapidos, precisos y sensibles que permitan evidenciar la presencia del agente etiolégico o
de sus productos en muestras del paciente. Por lo que el objetivo del presente estudio fue
identificar patrones proteicos de antigenos, obtenidos de aislados clinicos de Coccidioides
immitis y Coccidioides posadasii para disefiar un probable marcador molecular que pueda
ser utilizado como herramienta diagndstica para esta enfermedad.

Los aislados incluidos en el estudio fueron identificados a nivel de especie a través de la
sonda disefada por Bialek et al. (2004) y por inferencia filogenética. Asimismo, fueron
caracterizados fenotipicamente por macro y micromorfologia. Se obtuvieron antigenos
crudos de los aislados de C. immtis y de C. posadasii, y para confirmar sus caracteristicas
antigénicas, fueron probados en inmunodifusion en gel. Los antigenos fueron cuantificados
y probados en ensayos de SDS-PAGE unidimensional. Ademas, se realizaron ensayos de
Western blot utilizando un anticuerpo primario (suero de paciente con coccidioidomicosis
probada) y anticuerpo secundario Anti-lgG-conjugado a HRP (Horseradish
peroxidase) por sus siglas en inglés y streptactin HRP, y para revelar se utilizé el
sustrato Luminata TM Crescendo.

A nivel molecular se identificaron cinco aislados correspondientes a C. immitis y seis a C.
posadasii, mientras que a través de la identificacion fenotipica se revel6 que todos los
aislados presentaron las caracteristicas morfolégicas descritas para estas especies. La
prueba de inmunodifusion permitié confirmar las caracteristicas antigénicas de estas
especies por la presencia de dos bandas de precipitacion con suero de paciente con
coccidioidomicosis probada. A través de SDS-PAGE, los antigenos mostraron diferentes
patrones polimoérficos con bandas entre 15-150 kDa. Mientras que los ensayos deWestern
blot revelaron que una banda comin de 50 kDA, presente tanto en aislados de C. immitis
como de C. posadasii, fue reconocida por suero de pacientes con coccidioidomicosis. Por lo
que la obtencion de una banda comun de 50 kDa a partir de los antigenos crudos de
aislados de C. immitis y C. posadasii y reconocida por suero de paciente con
coccidioidomicosis probada, puede ser util en el disefio de un marcador molecular

para el diagnostico de esta enfermedad.



INTRODUCCION

La coccidioidomicosis o fiebre del Valle de San Joaquin es una enfermedad
causada por hongos ascomicetos del género Coccidioides, en el que actualmente
se reconocen dos especies con fenotipos casi idénticos, C. immitis y C. posadasii
(Fisher et al., 2002). Esta enfermedad es adquirida a través de la inhalacion de
artroconidios, principalmente por huéspedes inmunocompetentes que viven o0
visitan areas endémicas. Una vez en el huésped, los artroconidios se convierten en
esférulas que contienen gran cantidad de endosporas y cada una de éstas es capaz
de dar origen a otra esférula, manteniendo de esta manera un ciclo de reproduccion
asexual. Los artroconidios y esférulas son las Unicas estructuras de reproduccion
asexual de Coccidioides que se conocen, ya que la reproduccién sexual en este
hongo nunca ha sido observada, a pesar de que se ha revelado la presencia del loci
MAT potencialmente funcional en su genoma (Fraser et al., 2007; Fraser y Heitman,
2003; Mandel et al., 2007).

La coccidioidomicosis destaca actualmente como una de las micosis endémicas
mas importantes de Norteamérica, no obstante, en algunos paises de Iberoamérica,
como Guatemala, Honduras, Venezuela, Colombia, Brasil y Argentina, existen
zonas endémicas también de gran relevancia. Sin embargo, en estos paises esta
enfermedad no es una enfermedad de reporte obligatorio, de manera que los datos
epidemiologicos de esta micosis siguen siendo escasos y se restringen a estudios
retrospectivos y a la publicacion de casos clinicos (de Aguiar-Cordeiro et al., 2009;
Baptista-Rosas y Riquelme, 2007; Borelli et al.,, 1991; Canteros et al., 2010;
Dominguez-Cota et al., 2001; Herrera et al., 2006; Hideo-Togashi et al., 2009;
Laniado-Laborin et al.,1991, Laniado-Laborin, 2007, 2007a; Méndez-Tovar et al.,
2007; Mondragdén-Gonzalez et al., 2005; Reviakina et al., 2002; Torres-N4jera et al.,
2006), por lo que su incidencia real se desconoce.

Por otro lado, la mayoria de las infecciones causadas por estos hongos, cursan
como asintomaticas (60% de los casos aproximadamente) o con un cuadro clinico
parecido a una gripe estacional-inespecifica con resolucion espontanea, mientras
gue un 40% evoluciona a formas clinicas sintométicas con cuadros respiratorios

leves que pueden ser autolimitadas o resueltas con tratamientos especificos de
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unas cuantas semanas 0 meses, 0 bien, pueden progresar hasta formas

diseminadas graves (Johnson et al., 2014).

Diagnoéstico convencional

Las manifestaciones clinicas de la coccidioidomicosis pueden ser confundidas con
las generadas por otras entidades nosolégicas, lo que dificulta su diagndstico.
Tradicionalmente, el diagnostico se realiza considerando los resultados de estudios
de gabinete (clinicos y radiologicos) y de laboratorio. Los estudios de gabinete
como las radiografias de torax, las imagenes por resonancia magnética o
tomografia, usualmente proporcionan diagndéstico presuntivo que ayudan a orientar
hacia un diagnostico certero (Saubolle et al., 2007), mientras que los
procedimientos de laboratorio son necesarios para establecer la etiologia de la
enfermedad (Saubolle et al., 2007a).

Dentro de los procedimientos de laboratorio, el diagndstico convencional se ha
fundamentado en la identificacién del hongo mediante un examen directo en fresco
o tefiido con diferentes técnicas, y a través del cultivo de muestras de tejidos o
fluidos. En el examen directo en fresco, con hidroxido de potasio de los materiales
clinicos, la observacion directa de esférulas es la forma de diagndstico mas rapida,
pero su sensibilidad es baja y requiere de un observador experimentado.
Coccidioides spp. puede desarrollarse en medio de cultivo agar Sabouraud con y
sin cicloheximida, ademéas en medios de uso en bacteriologia como agar sangre y
chocolate (Moroyoqui-Navarro y Figueroa-Sauceda, 2008). Entre 3 y 5 dias crece
una colonia micelial, blanca y con el tiempo va cambiando a color grisaceo, tanto a
25-28°C como a 36-37°C y las observaciones microscopicas del cultivo permiten la
identificacion del género por la presencia de artroconidios intercalados en forma de
barril de 2.5-4.3 x 3-8 um a lo largo de la hifa. Asimismo, es importante diferenciar
Coccidioides spp. de Malbranchea sp., ésta ultima, es saprofita con morfologia
similar, lo que hace necesario confirmar la identificacion mediante la conversién
dimorfica (Pan y Cole, 1995).

Ademas, otras técnicas son empleadas para evidenciar la presencia del agente
etiolégico o de sus productos en muestras del paciente, como es el andlisis

histopatolégico de tejido, mediante el uso de diversas tinciones histolégicas (H&E,
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metenamina de plata, PAS, entre otras). La histopatologia se realiza en cortes de
tejidos criopreservados, o bien, fijados en paraformaldehido e incluidos en parafina,
en donde se pueden observar esférulas con endosporas en su interior o libres en
los tejidos, también se puede observar la presencia de hifas septadas y formas
intermedias entre esférulas y artroconidios, particularmente en pacientes con
diabetes mellitus tipo 2, que desarrollaron coccidioidomicosis (Mufioz et al., 2004;
2008). Entre las tinciones histoldgicas mas especificas se encuentran las técnicas
de inmunohistoquimica, donde la presencia del hongo puede ser evidenciada por la
incubacion con anticuerpo especifico anti-Coccidioides, seguida de un sistema
estreptavidina-biotina-peroxidasa y revelada con un cromogeno (Canteros et al.,
2009; Casal, 2008), no obstante uno de los inconvenientes es su interpretacion,
particularmente cuando se presentan formas parasiticas atipicas de Coccidioides
spp., por lo que depende del muestreo adecuado, de la experiencia del observador
y de la coloracién histoquimica apropiada (Mufioz-Hernandez et al., 2008).

Actualmente, las pruebas seroldgicas son de gran utilidad en el diagnéstico de las
infecciones causadas por Coccidioides spp., en el contexto de un sindrome clinico
compatible. La prueba de inmunodifusion (ID) para la deteccion de anticuerpos IgG
e IgM, es un ensayo comun y permite determinar la exposicion a C immitis, con
buena especificidad. Mientras que la prueba de Fijacién de Complemento (FC) para
detectar anticuerpos IgG especificos, es mas (til en pacientes inmunocompetentes.
El titulo de FC puede ser util para monitorear la actividad de la enfermedad durante
su desarrollo y puede convertirse en negativa con el control de la enfermedad a
largo plazo. Titulos mayores de 1:16 en FC, aumenta la posibilidad de enfermedad
diseminada. Mientras que en una infeccién temprana del paciente, los resultados
serologicos pueden ser negativos. Las pruebas seroldgicas, generalmente se
realizan con muestras de sangre, sin embargo la prueba también puede realizarse
con otras muestras como liquido de articulaciones o liquido pleural. Con todo, es
importante considerar que los ensayos serolégicos son menos confiables en
pacientes inmunocomprometidos, ya que del 20 al 50% de éstos dan pruebas
negativas con estos métodos. En las formas de la enfermedad con un curso clinico

mas benigno, como pacientes con nodulos pulmonares aislados, confirmados por
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cultivo o histopatologia, las pruebas seroldgicas a menudo también pueden ser
negativas (Carrada-Bravo, 2014).

A pesar de estos inconvenientes, la utilizacion de métodos inmunodiagndsticos,
siguen siendo recomendable, no obstante que tienen limitaciones importantes,
como su baja reproducibilidad y la reactividad cruzada, debido a que Coccidioides
spp. comparte fracciones antigénicas con otros hongos que producen micosis en el
hombre, ademas las técnicas desarrolladas para detectar respuesta a anticuerpos
usan tradicionalmente, extractos crudos integrados por un gran numero de
componentes del hongo, lo que favorece la reactividad cruzada entre los
anticuerpos de pacientes con diferentes infecciones de procedencia fungica e
incluso bacteriana. Esto ha propiciado, la obtencion de antigenos puros con
propiedades fisico-quimicas bien definidas para el diagnéstico de la
coccidioidomicosis, de manera que varios investigadores han orientado sus trabajos
hacia la purificacion de fracciones antigénicas de la pared celular de Coccidioides
spp., la cual esta constituida fundamentalmente de polisacaridos y proteinas. Entre
los polisacaridos destacan la quitina, el glucano y el manano o el galactomanano,
mientras que las proteinas, generalmente estan asociadas a polisacaridos formando
glicoproteinas (Thompson et al.,, 2012). Debido a que las moléculas de la pared
celular de este hongo estan localizadas en la superficie celular, que es el area de
contacto entre el organismo y el huésped, varias de esas moléculas pueden
estimular la respuesta inmune humoral y celular y son tradicionalmente usadas en

el diagnéstico de la coccidioidomicosis.

MARCO TEORICO

Epidemiologia

Las zonas endémicas de Coccidioides spp. incluyen el suroeste de los Estados
Unidos, y abarcan los estados de Arizona, California, Nuevo México, Nevada, Utah,
Washington y Texas. Ademas, México, Guatemala, Honduras, Venezuela, Brasil,
Argentina y Paraguay, también tienen areas endémicas para esta enfermedad
(Hector y Laniado-Laborin, 2005).
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En los Estados Unidos, la incidencia anual de la coccidioidomicosis es variable,
pero en general es cada vez mayor, con una tasa que va de 5.3 por 100,000
habitantes en 1998, a una tasa de 42.6 en 2011 (CDC, 2013). La tasa de pruebas
cutaneas positivas se encuentran en rangos de 50% hasta el 70% en el condado de
Kern, incluyendo la ciudad de Bakersfield, y los condados vecinos Tulare y Kings.
En comparacién con C. immitis, C. posadasii tiene una regibn mas amplia de
endemicidad, desde el centro y el sur de Arizona al oeste de Texas y el sur de
Nuevo México. La regibn mas concentrada para C. posadasii es Arizona, donde la
mayoria de las pruebas cutaneas y los casos de coccidioidomicosis positivos se
producen en el Condado de Maricopa (incluyendo la ciudad de Phoenix), el
Condado de Pima (incluyendo la ciudad de Tucson), y el condado de Pinal.
También esta presente, de manera esporadica, en sitios en el sur de Utah y Nevada
(Brown et al., 2013).

En México la coccidioidomicosis no es una enfermedad de reporte obligatorio, por lo
qgue su incidencia real se desconoce. Uno de los estudios epidemiol6gicos mas
importantes, fue el realizado por Gonzéalez-Ochoa (encuesta nacional 1961-1965), a
través de la intradermorreacciéon con cocciodioidina, en el que definié la distribucion
de la enfermedad en tres zonas endémicas en el pais, la zona norte, la zona de la
costa del pacifico y la zona central, con tasas variables de infeccién en diversos
estados de la Republica Mexicana (Nuevo Ledn, Tamaulipas, Baja California y
Chihuahua, entre otros). Esta es, hasta el momento, la referencia mas importante
sobre la distribucién geogréfica de las principales areas endémicas en México
(Baptista-Rosas y Riquelme, 2007).

En nuestro pais, se han realizado pocos estudios clinico-epidemiolégicos orientadas
a determinar la frecuencia de la coccidioidomicosis, y los datos sobre esta micosis
estan restringidos a la publicacién de casos clinicos y a estudios retrospectivos en
diferentes centros hospitalarios (Baptista-Rosas y Riquelme, 2007; Laniado-Laborin,
2007; Méndez-Tovar et al.,, 2007; Mondragon-Gonzalez et al.,, 2005; Mufioz-
Hernandez et al., 2004, 2008). No obstante Baptista-Rosas y Riquelme (2007), de
acuerdo con los datos de la situacion epidemiolégica de la coccidioidomicosis en

México, previos a 1994, ya que desde 1995, no se tienen registros, estiman
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anualmente mas de 1,500 casos de coccidioidomicosis primaria y 15 casos de
enfermedad diseminada. Por lo que suponen que la situacion actual de la
enfermedad puede haber seguido un desarrollo parecido al de los Estados Unidos,
donde las altas tasas de prevalencia e incidencia se dispararon a partir del inicio de
la década de los noventa (Nguyen et al.,, 2013). De manera que, los datos
anteriores permiten sugerir a la coccidioidomicosis, en México, como una
enfermedad emergente, debido al incremento de la tasa de infeccion registrada en
los ultimos afios (Hector et al., 2011).

Por lo que respecta al resto de los paises latinoamericanos, la situacion
epidemiologica no es diferente, ya que existen pocos estudios epidemiologicos
sobre esta enfermedad. En Brasil, de Cordeiro et al. (2009), a través de una
encuesta seroldgica con 229 voluntarios en el noreste de este pais, encontraron un
7.42% de muestras positivas y mostraron una relacion directa asociada a zonas
endémicas. Asimismo, el reporte de casos también ha proporcionado mas
informacion acerca de esta enfermedad en este pais (Hideo-Togashi et al., 2009).
En Argentina, quiza, uno de los trabajos més informativos es el de Canteros et al.
(2010), quienes a través de un estudio retrospectivo de los casos de
coccidioidomicosis desde 1892 hasta 2009, demostraron un aumento en el nimero
de casos en este periodo y la proponen también como una enfermedad emergente

en el pais.

Interaccién huésped-parésito

El encuentro inicial entre Coccidioides spp. y el huésped, inicia cuando los
artroconidios del hongo son inhalados por un huésped susceptible, que se
encuentra o visita sitios endémicos, y éstos alcanzan los pulmones y alveolos.
Asimismo, las células epiteliales del pulmén estan equipadas con receptores de
patrones de reconocimiento (PRRs), tales como receptores tipo Toll (TLRS) y
dectina-1, que son capaces de inducir respuestas efectoras inmediatas, ademas
estas células influyen en la regulacion de los macréfagos alveolares. En los
pulmones, las células inmunes innatas reconocen componentes del hongo a travées
de multiples receptores, induciendo la fagocitosis y la produccion de especies

reactivas de oxigeno (ROS). En cuestion de horas, Coccidioides induce una

13



afluencia de polimorfonucleares (PMN) activados, lo que a su vez, puede aumentar
también la formacion de esférulas. Los PMN responden de una manera similar a los
macrofagos, es decir, envuelven a los artroconidios sin eliminarlos, ya que existen
evidencias que indican que no se lleva cabo la fusion fagosoma-lisosoma,
impidiendo que los artroconidios entren en contacto con las enzimas liticas de los
PMN (Frey y Drutz, 1986). De manera que los artroconidios crecen y se transforman
en esférulas inmaduras, y son éstas quienes inducen la fagocitosis y la produccién
de ROS, TLR-2 y dectina-1, ademas inducen cascadas de sefales mediadas por
MyD88 y adaptadores intracelulares, que llevan a la activacion del factor de
transcripcion NFkB, que produce citocinas proinflamatorias como, factor de necrosis
tumoral (TNF), proteina inflamatoria de macrofagos 2 (MIP-2) e interleucina 6 (IL-6),
gue son efectores esenciales de la respuesta celular Thl y Thl7. La Dectina-1
también media la produccion de citocinas Thl y citocinas Thl7, IL-23, IL-17A, IL-22,
IL-12 e interferon (IFN). Ademas, las esférulas aumentan la expresion del RNAm y
otros factores para la evasion en el huésped. En los siguientes dias (dias dos o
tres), las esférulas se someten a una division nuclear libre, y maduran en células de
gran tamafio (30 a 80 uym) tabicadas que contienen endosporas en desarrollo. Estas
esférulas son demasiado grandes para ser fagocitadas, ademas producen una
matriz extracelular (ECM) alcalina que impide el contacto con PMN. En el cuarto o
quinto dia, las esférulas maduras se rompen para liberar endosporas. Una
respuesta del huésped consiste en atraer PMN y macréfagos, los cuales fagocitan
facilmente a las endosporas. Sin embargo, la fagocitosis puede tener algunos
inconvenientes, ya que las endosporas pueden permanecer en grandes racimos
unidas por estructuras fibrilares procedentes de la pared exterior de la esférula y
estan protegidas por la ECM. A partir de este momento, continua el ciclo parasitario

del hongo en el huésped (Stockamp y Thompson, 2016).

Clasificacion clinica de la coccidioidomicosis

La coccidioidomicosis puede causar un espectro clinico heterogéneo, sin embargo
de manera general se puede clasificar en enfermedad primaria y secundaria. La
enfermedad primaria generalmente afecta a los pulmones, que es el sitio mas

comun, y en este caso, se adquiere por inhalacion directa de los artroconidios del
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hongo. Por otro lado, la enfermedad secundaria puede afectar a los pulmones y
llega a ser un proceso crénico. Asimismo, la enfermedad diseminada (generalmente
como resultado de la diseminacion hematégena a partir de una infeccion pulmonar
primaria) puede involucrar varios Organos, entre estos: la piel, los huesos, las
articulaciones, el sistema nervioso y las meninges (Garcia et al., 2015).

Por otro lado, la amplitud en el espectro de esta enfermedad esta
predominantemente asociado a las defensas del huésped, el tamafio del in6culo, y
posiblemente a la virulencia del hongo o de otros factores que aun no se conocen
bien. Los sintomas generalmente comienzan entre 7 a 21 dias después de la
inhalacion de los artroconidios del hongo. Los pacientes sintomaticos se quejan de
fiebre, tos, dolor en el pecho, fatiga y malestar general. El 20% de los pacientes con
neumonia primaria coccidioidal, se asocia con dolor de cabeza. Los sintomas
generalmente duran menos de 3 semanas, aunque la fatiga prolongada puede ser
prominente, las manifestaciones cutaneas transitorias, incluyendo erupcion cutanea
y eritema nodoso, puede observarse en el 10-50% de los pacientes. Asimismo,
alrededor del 25% de los casos de enfermedad pulmonar aparecera con sintomas
similares a neumonias, incluyendo dolor pleuritico, tos no productiva, fiebre,
artralgias y mialgias. La coccidioidomicosis diseminada se estima que ocurre en
menos de 5% de los pacientes sintomaticos y probablemente en menos del 1% de
todas las infecciones. Los pacientes de raza negra o asiatica (especialmente
Filipinos), las mujeres embarazadas en el tercer trimestre, y cualquier paciente
inmunocomprometido parecen estar en riesgo significativo para contraer la

enfermedad diseminada (Saubolle et al., 2007).

Diagnostico

Se sabe gue las manifestaciones clinicas de la coccidioidomicosis pueden ser
confundidas con otras entidades nosologicas, como la histoplasmosis y la
tuberculosis, lo que dificulta su diagnostico, por lo que es necesario realizar un
diagndstico rapido y confiable para brindar un tratamiento oportuno a los pacientes
afectados por esta micosis.

Como se ha mencionado antes, el diagnostico de la coccidioidomicosis se realiza

con base en los resultados de una combinacién de datos clinicos, estudios de
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gabinete y de laboratorio. Sin embargo, el diagndstico definitivo se realiza, de
preferencia, por el aislamiento del agente causal en las muestras clinicas, pero esto
resulta dificil en las primeras etapas de la enfermedad; puesto que el crecimiento
del hongo es tardio y hay que esperar hasta seis semanas para identificarlo en
cultivo. Tales inconvenientes han propiciado el desarrollo de métodos mas rapidos,
precisos y sensibles que permitan evidenciar la presencia del agente etiolégico o de

sus productos, en muestras del paciente, como son las pruebas moleculares.

Identificacion molecular de Coccidioides

Una de las primeras sondas moleculares, fue disefiada con base en una subunidad
pequefia (SSU) del rDNA que permitié reconocer el género Coccidioides (Greene et
al., 2000) y discriminarlo de hongos morfologicamente similares del orden
Onygenales (Pan y Cole, 1995).

Por otro lado, el primer trabajo orientado a la identificacién de las dos especies, fue
el realizado por Fisher et al. (2002) quienes a través de la utilizacion de
microsatélites, mostraron que los GAC y 621, eran diagndésticos para las especies
C. immitis y C. posadasii, respectivamente. Bialek et al. (2004) disefiaron una sonda
con base en la secuencia del gen Ag2/PRA que permite el reconocimiento de C.
posadasii, sin embargo, estos autores no incluyeron cepas de C. immitis para
confirmar su especificidad. Por otro lado, Umeyama et al. (2006) desarrollaron
oligonucledtidos especificos para las dos especies con base en una regién de DNA
no especificada, pero que discrimina entre éstas con base en el tamafio del
fragmento amplificado.

Asimismo, Tintelnot et al. (2007) disefiaron oligonucle6tidos a partir de las
secuencias de las regiones ITS del rDNA (NS7-ITS2, ITS1-ITS4, ITS2-ITS5, ITS3-
ITS4, ITS4-ITS5, ITS3-R635 y F63-R635), y mostraron que de todos estos
oligonucleatidos probados, solo los ITS3 y 4 diferenciaron las dos especies.
Recientemente, Duarte-Escalante (2013) obtuvo un marcador SCAR, generado por
AFLP, para detectar Coccidioides spp., este marcador resultd ser especifico y

sensible, sin embargo no ha sido probado en muestras clinicas.
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Estos antecedentes muestran que, a pesar del desarrollo de varios marcadores
moleculares, obtenidos a través de la implementacion de diversas estrategias,
ninguno ha sido estandarizado para ser utilizado en el diagnostico clinico de la

coccidioidomicosis en la practica cotidiana.

Antigenos para el diagnostico de la coccidioidomicosis

Desde hace varios afios se han utilizado procedimientos inmunolégicos como
herramienta alternativa para el diagnostico de la coccidioidomicosis, a pesar de
presentar algunas limitaciones, como reacciones cruzadas con otras especies de
hongos causantes de cuadros clinicos semejantes, de manera que se han
desarrollado diversos antigenos para ser utilizados en el diagnostico de esta
enfermedad.

Los principales antigenos de Coccidioides spp. han sido purificados a partir de la
pared celular y de extractos metabdlicos que son productos celulares segregados al
medio de cultivo. Smith et al. (1956), fueron de los primeros en utilizar extractos
metabdlicos de C. immitis, ya que durante la Segunda Guerra Mundial tuvieron la
oportunidad de documentar, mediante estudios clinicos e inmunolégicos, 39,500
infecciones por C. immitis en los campos de aviacion situados en el sur de
California; asimismo demostraron la utilidad de las pruebas cutaneas y serolégicas
con coccidioidina, y establecieron el uso de las pruebas de precipitacion en tubo
(TP) y la fijacion del complemento (FC) para el diagnostico de esta micosis.
Posteriormente, Levine et al. (1961, 1973) utilizaron un antigeno de esférulas de
Coccidioides llamado esferulina en encuestas epidemioldgicas realizadas en los EE.
UU. y México y efectuaron los primeros ensayos de vacunacion preventiva.
Kaufman y Standard (1978) establecieron que Coccidioides produce un
exoantigeno termoestable que es especifico para este hongo. Este antigeno estuvo
presente en filtrados de cultivo de todos los aislados de Coccidioides examinados y
no se detect6 en extractos derivados de hongos heterélogos, incluyendo patdégenos
como Histoplasma capsulatum y Blastomyces dermatitidis. Asimismo, Cox y Britt
(1986) purificaron un exoantigeno y obtuvieron un antisuero monoespecifico.

Cuando lo examinaron por inmunoelectroforesis, el exoantigeno fue identificado
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como antigeno 11 y se encontrd en filtrados de cultivo tanto de micelio como de
cultivo de micelios lisados con tolueno. Mientras que, Pan y Cole (1995) reportaron
la clonacion del gen que codifica este antigeno-especifico de Coccidioides (CSA) y
establecieron que el antigeno es una serina proteinasa de 19 kDa.

Galgiani et al. (1992) aislaron un componente proteico inmunorreactivo de 33 kDa, a
partir de una glicoproteina de la pared de esférulas maduras de C. immitis. Esta
proteina parece ser distinta del antigeno que detecta anticuerpos en la prueba de
FC, y podia detectar anticuerpos coccidioidales antes que los antigenos
convencionales. Los autores también describen el uso de una prueba de ELISA
para detectar anticuerpos anti-33 kDa en muestras humanas de suero. Dugger et al.
(1991), estudiaron la proteina de 33-kDa y mostraron que tenia identidad antigénica
con el antigeno Ag2 cuando se analiz6 por inmunoelectroforesis de dos
dimensiones, en conjunto con la coccidioidina y fue reactivo con un anticuerpo
monoclonal 1gG2a, especifico para Ag2 (Cox et al.,, 1993). El analisis de
aminoécidos del péptido de 33-kDa revel6 un contenido de prolina (17%) y treonina
(15%). Por inmunomicroscopia, usando anticuerpos humanos purificados por
afinidad, revelaron que el antigeno se localiza en la pared interna de la célula y
anclado en los planos de desarrollo de las esférulas. En preparaciones de
endosporas, el antigeno de 33-kDa parecia estar expuesto en la superficie de la
pared y la interconexion del glicocalix. Casi simultAneamente con la clonacion de
Ag2, realizada por Zhu et al. (1996, 1996a), Dugger et al. (1996) clonaron el gen
gue codifica el péptido de 33-kDa y los analisis de secuencia de DNA revelaron un
marco de lectura abierto (ORF) de 582-bp que codifica una proteina de 194
aminoacidos con un peso molecular de 19.5 kDa. La composicién de aminoacidos
deducida mostré un alto contenido en prolina y treonina (12.9 y 11.3% mol,
respectivamente) y sobre esa base, el péptido 33-kDa fue nombrado “antigeno rico
en prolina” (PRA).

Otro antigeno descrito es la B-glucosidasa termoestable de 120-kDa, esta enzima
esta presente en el medio de cultivo y en la pared de las células parasiticas jévenes
(esférulas pre-segmentadas) y se utilizé para la PT (Hung et al, 2001), mientras que

para la FC, el antigeno que se utilizO es una quitinasa labil al calor (Johnson y
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Pappagianis, 1992). Las pruebas de PT y FC son variantes de estos ensayos y se
incorporé la inmunodifusion (ID) en agar. Todas son muy especificas y han revelado
ser relativamente sensibles. Los ensayos de PT detectan una inmunoglobulina M y
son positivas al inicio de la enfermedad y a veces, durante la reincidencia. Los
ensayos de FC son positivos, por lo general después de 2-3 semanas de la
enfermedad, detectan anticuerpos de tipo 1gG, y sus titulos tienen implicaciones con
el prondstico, por ejemplo, altos titulos sugieren una enfermedad grave o
diseminada, mientras que en las personas que resuelven la enfermedad, ambas
reacciones se vuelven negativas con el tiempo.

Asimismo, desde la década de 1990, el ensayo inmunoenzimatico (EIA Premier,
Meridian Diagnostics, Inc., Cincinnati, OH, EE.UU.) ha sido ampliamente empleado
en la region endémica de Estados Unidos. Martins et al. (1995), inicialmente
compararon este ensayo con la prueba de PT y con los ensayos de la FC, asi como
con la aglutinacion en latex (ensayo menos especifico). Los resultados, mostraron
gue la especificidad fue del 98.5% y la sensibilidad fue del 95.5%. Kaufman et al.
(1995), examinaron muestras clinicas con casos confirmados de coccidioidomicosis
y encontraron que todas fueron positivas por ELISA IgM o IgG, sin embargo, hubo
baja reactividad en muestras de pacientes con otras infecciones pulmonares. Blair
et al. (2006), examinaron pacientes inmunocomprometidos y encontraron, que las
pruebas serologicas fueron menos tendientes a ser positivas que entre los
pacientes inmunocompetentes. Posteriormente, examinaron pacientes utilizando la
reaccion de inmunoensayo enzimatico (EIA) IgM y confirmaron el diagnéstico de
coccidioidomicosis. Aunque, hay preocupacion sobre la especificidad de la Premier
EIA, en particular la IgM, los informes publicados sugieren que es una prueba
sensible (Blair y Currier, 2008).

También se han desarrollado pruebas para detectar antigeno coccidioidal circulante
(Galgiani et al., 1984; Wack et al., 1988; Weiner, 1983), desafortunadamente, estos
nunca alcanzaron la sensibilidad requerida para el diagndstico clinico. Sin embargo,
Kuberski et al. (2007) reportaron varios casos de coccidioidomicosis que resultaron
ser positivos con un kit comercial para la deteccidon de galactomananas para H.

capsulatum. Este hallazgo propicié el desarrollo de una prueba especifica para
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Coccidioides (Durkin et al., 2008). Para desarrollar esta prueba, se obtuvieron
anticuerpos en conejos inmunizados con galactomanas que fueron utilizados en la
prueba de EIA. El ensayo detecta 0.03 ng/mL de galactomanano en pacientes con
coccidioidomicosis, particularmente con algun tipo de inmunosupresion y
enfermedades graves, sin embargo presenta reactividad cruzada con otras micosis.
Brilhante et al. (2008), describieron el uso de un antigeno potencial producido a
partir de una Unica cepa de C. posadasii para el diagnostico serologico de esta
enfermedad. Ademas, mostraron que es posible emplear un antigeno casero
cuando un resultado falso negativo es obtenido a partir del uso de un antigeno
comercial ampliamente utilizado.

Filho et al. (2012), evaluaron la reactividad de un antigeno casero, extraido de una
cepa de C. posadasii aislada en el noreste de Brasil. Para evaluar su reactividad y
especificidad usaron inmunodifusién radial y Western blot y establecieron su
caracterizacion bioquimica por electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil-
sulfato de sodio (SDS-PAGE). Observaron buena reactividad y especificidad con las
dos técnicas de inmunodiagnéstico, ademas en SDS-PAGE, observaron dos
bandas bien definidas correspondientes a B-glucosidasa y glutamina sintetasa, por
lo que los autores los proponen como una herramienta de diagndstico rapida y de
bajo costo y sin el riesgo de manipulacion directa del microorganismo.

Actualmente, de Aguiar Cordeiro et al. (2013) describieron la preparacion de
antigenos (F0-90 y F60-90) para la deteccion de anticuerpos coccidioidales
humanos mediante ID y EIA. Los antigenos se ensayaron frente a muestras de
suero de pacientes con coccidioidomicosis, histoplasmosis y
paracoccidioidomicosis, asi como de individuos sanos. La reactividad mas alta en
las pruebas de ID se observd con el antigeno F0-90, mientras que por EIA, los
mejores resultados se obtuvieron con el antigeno F60-90. Por lo que los autores
sugieren el uso comercial de los antigenos F0-90 y F60-90 para el diagnostico
presuntivo de coccidioidomicosis por ID o EIA, respectivamente.

Por otro lado, para el diagndstico molecular se ha recurrido a la tecnologia del DNA
recombinante con el propdsito de aumentar la confiabilidad y el rendimiento que se

han descrito para Coccidioides spp. esta el antigeno coccidioidal de FC que es una
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quitinasa que se puede aislar de los filtrados del cultivo de esférulas
endoesporulantes y de hifas de C. immitis. El gen que codifica este antigeno se
clond y se obtuvo un antigeno recombinante funcional FC (rCF) que corresponde a
una quitinasa de 47 kDa (Zimmermann et al., 1996). Este antigeno ha mostrado una
sensibilidad del 96.9% y una especificidad del 100% en la prueba de ELISA
(Johnson et al., 1996). El rCF también fue mas eficaz en distinguir los niveles de
anticuerpos de pacientes con coccidioidomicosis pulmonar que en sueros de
pacientes con diseminacion de la enfermedad (Yang et al., 1997). Los mayores
titulos fueron observados en pacientes con enfermedad diseminada, lo que sugiere
gue este método de diagndstico podria distinguir entre coccidioidomicosis pulmonar
y coccidioidomicosis invasiva. Sin embargo, este antigeno comparte un epitope con
H. capsulatum y B. dermititidis (Yang et al., 1997). Otro antigeno especifico para
Coccidioides spp. es el antigeno rico en prolina (Ag 2/PRA) o antigeno 2 obtenido
por la deglicosilacion de un extracto de esférulas y ha sido evaluado
favorablemente, en raton, como candidato para una vacuna (Peng et al., 1999; Herr
et al., 2007). El gen que codifica este antigeno se cloné y el antigeno recombinante
(rPRA) obtenido, reconoce anticuerpos IgG de pacientes con coccidioidomicosis
pulmonar progresiva o extrapulmonar, ademas mostro alta sensibilidad (88%) vy
especificidad (97%) en el diagnostico de coccidiodomicosis (Orsborn y Galgiani,
1998). La produccion de antigenos recombinantes, provee una fuente de antigenos
reproducibles bien definidos que se pueden emplear como reactivos en diferentes
métodos inmunoldgicos, tales como ID, ELISA o Western Blotting (WB) para el
diagnéstico de la coccidioidomicosis, otra herramienta importante es la obtencion de
anticuerpos monoclonales contra estos antigenos para la deteccion de antigeno en

pacientes inmunosuprimidos (Cox et al., 1993).

Electroforesis en geles de poliacrilamida: fundamentos

La electroforesis es una herramienta que se utiliza para la separacion, identificacion
y purificacion de proteinas. En un principio se utilizaron geles de almidon, pero
posteriormente se reemplazaron por geles de poliacrilamida, impartiendo a las

proteinas una carga negativa, misma que ocasiona que migren al anodo de un
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circuito eléctrico. El principio que se utiliza en electroforesis se fundamenta en la
atraccién de cargas eléctricas. Cuando una proteina presenta una carga eléctrica
neta, en un campo eléctrico se desplazara al electrodo con carga contraria. La
velocidad de migracion es proporcional a la relacion entre las cargas de la proteina
y su masa. Cuanto mayor carga por unidad de masa, mas rapida sera la migracion.
La electroforesis, es un método analitico —semipreparativo, en el que se separan
biomoléculas, en dependencia entre otros factores de su carga y bajo la accién de
un campo eléctrico. Inicialmente, se emplearon como soporte para la electroforesis,
un gel de poliacrilamida (PAGE). Posteriormente, se utilizé6 dodecil sulfato de sodio
(SDS), como agente reductor para la determinacion del peso molecular de proteinas
en lo que se denomind electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-
PAGE) (Garcia-Pérez, 2000).

El fundamento de esta técnica es la migracién de solutos iénicos bajo la influencia
de un campo eléctrico; Estas particulas migran hacia el catodo o anodo (electrodos
- y +), en dependencia de una combinacion de su carga, peso molecular y
estructura tridimensional. Los métodos electroforéticos son de alta sensibilidad,
poder de resolucion y versatilidad, y sirven como método de separacion de mezclas
complejas de acidos nucleicos, proteinas y otras biomoléculas, donde aportan un
potente criterio de pureza. Se pueden conocer también mediante estas técnicas, las
caracteristicas acido-basicas de las proteinas presentes en un extracto crudo, lo
gue da la informacibn necesaria si se pretende realizar una separacion
cromatografica basada en diferencias de carga. Es util ademas para determinar
otros parametros como peso molecular, punto isoeléctrico y numero de cadenas
polipeptidicas de las proteinas. El fundamento fisicoquimico se basa en que la
velocidad de migracion (v) de la particula es directamente proporcional al producto
de su carga efectiva (q) y el gradiente de potencial eléctrico (E) e inversamente
proporcional al coeficiente de friccion (f) relativo a la talla y forma de la molécula, o
sea, a la resistencia que le ofrece el medio.

V=qE/N
La movilidad electroforética (Me) es un caso particular de la velocidad de migracién

de un idn, cuando se aplica un campo eléctrico de 1 V/cm. Su signo es igual al de la
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carga de la particula. La velocidad de migracion electroforética depende de la
densidad de carga de la molécula (relacion carga/peso), del voltaje aplicado y de la
porosidad del gel de electroforesis (Garcia-Pérez, 2000).

El voltaje no se puede incrementar indiscriminadamente porque se genera un
excesivo calor. En contraste, al aplicar bajo voltaje puede ocurrir una pobre
separacion, por causa de la difusiébn por tiempo muy prolongado de la corrida
electroforética. La mayoria de las biomacromoléculas (proteinas, acidos nucleicos y
polisacaridos) poseen determinada carga eléctrica con grupos anionicos y
cationicos capaces de disociarse. La carga neta de la particula esta dada por el pH
del medio y puede ser modificada por la interaccion con pequefias moléculas de
iones u otras macromoléculas. El pH influye sobre la velocidad de migracién de las
moléculas. En el punto isoeléctrico de la biomolécula, pH al cual su carga neta es 0,
esta no migra. Por debajo del punto isoeléctrico tiene carga neta positiva y migra
hacia el catodo, y por encima del punto isoeléctrico tienen carga neta negativa y

migra hacia el anodo (Shapiro et al., 1967; Garcia-Pérez, 2000).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La coccidioidomicosis es considerada una enfermedad emergente en los Estados
Unidos de América, debido al incremento de la tasa de infeccion registrada en los
ultimos afios. En el resto del Continente Americano la situacion de la
coccidioidomicosis esta practicamente inexplorada. En México, debido a que desde
1994, dejo de ser una enfermedad de reporte epidemiolégico obligatorio y no
existen estudios recientes que determinen su prevalencia e incidencia, la situacion
de la enfermedad en las areas endémicas es poco conocida. Baja California
presenta alta prevalencia entre la poblacién pediatrica, estudios realizados en
Tijuana, muestran un 10% de reactores a la coccidioidina. Por otro lado, la
enfermedad comparte caracteristicas epidemioldgicas, clinicas e histopatolégicas
con otros padecimientos, lo que dificulta notablemente el tratamiento en caso de no
contar con los medios diagnosticos microbiolégicos adecuados, como es el caso de

la tuberculosis que también predomina en estas zonas endémicas. La
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coccidioidomicosis destaca actualmente como una de las micosis endémicas mas
importantes de Norteamérica, no obstante, en algunos paises de Iberoamérica,
como Guatemala, Honduras, Venezuela, Colombia, Brasil y Argentina, existen
zonas endémicas también de gran relevancia. Sin embargo, en estos paises, la
coccidioidomicosis no es una enfermedad de reporte obligatorio, de manera que los
datos epidemiolégicos de esta micosis siguen siendo escasos y se restringen a
estudios retrospectivos y a la publicacion de casos clinicos, por lo que su incidencia
real se desconoce. Tradicionalmente, el diagnéstico de la coccidioidomicosis se
realiza considerando los resultados de estudios de gabinete (clinicos y radiolégicos)
y de laboratorio. Los estudios de gabinete como las radiografias de térax, las
imagenes por resonancia magnética o tomogréficas, usualmente proporcionan un
diagnostico presuntivo que ayudan a orientar hacia el diagnéstico de certeza,
mientras que los procedimientos de laboratorio son necesarios para establecer la
etiologia de la enfermedad. Dentro de los procedimientos de laboratorio, el
diagndstico convencional de la coccidioidomicosis se ha fundamentado en la
identificacion del hongo mediante un examen directo en fresco o tefido con
diferentes técnicas y en el cultivo de muestras de tejidos o fluidos. Tales
inconveniencias hacen necesario recurrir a métodos mas rapidos, precisos y
sensibles que permitan evidenciar la presencia del agente etiolégico en muestras

clinicas.

HIPOTESIS

A partir de exoantigenos obtenidos de aislados de C. immitis y C. posadasii
examinados por SDS-PAGE, se obtendran patrones proteicos que evidenciaran
bandas diferenciales que permitiran la identificacidn entre las dos especies en

muestras clinicas.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar los patrones proteicos obtenidos por SDS-PAGE, para identificar las
especies Coccidioides spp. y evaluar su especificidad y sensibilidad frente a

muestras clinicas.

OBJETIVOS PARTICULARES

Caracterizar fenotipicamente (macro y micromorfologia) los aislados de

Coccidioides spp.

Identificar la especie de los aislados incluidos en el estudio, pertenecientes al

género Coccidioides, utilizando la sonda reportada por Bialek et al. (2004).
Obtener cultivos monosporicos de los aislados de Coccidioides spp.
Obtener exoantigenos crudos de aislados de C. immitis y C. posadasii.

Identificar fracciones antigénicas de los exoantigenos de C. immitis y C. posadasii
por SDS-PAGE unidimensional.

Probar en Western-blot la especificidad de los exoantigenos de C. immitis y C.

posadasii con muestras clinicas.

METODOS

Aislados

Se utilizaron 11 aislados clinicos de Coccidioides spp., hueve aislados procedentes
de México y dos aislados procedentes de Argentina. Los aislados y cepas se
preservaron en frascos con agua estéril a 4°C y en tubos con agar-Mycobiotic
(Bioxdén, México, MX) con y sin aceite mineral, a 4°C. Todos los procedimientos de
este estudio se llevaron a cabo en un area de bioseguridad clase 3. La fuente y
origen geografico se muestran en la Tabla 1. Los aislados y cepa de referencia se

depositaron en la Coleccion de Coccidioides spp. del Laboratorio de Micologia
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Molecular, Departamento de Microbiologia y Parasitologia, Facultad de Medicina,

Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM).

Tablal. Fuente y origen geografico de los aislados y cepa de referencia de

Coccidioides spp.

Aislado Fuente Origen Geografico
HU12 ND Monterrey, MX
073129 Biopsia de pie Salta, AR
083376P LBA Catamarca, AR
Tijuana, Baja California
30.1(2)°
Esputo Norte**
43.3°¢ Esputo Guerrero****
62°¢ Esputo ND
GGMe Esputo Baja California Norte
Michoacan, Tomatlan,
VAVAN ] _
Nodulo pulmonar Vellavista
QR¢ Puncién de rodilla ND
Tijuana, Baja California
PRAC _
Lavado branquial norte
M40-05¢ Secrecion de herida Guadalajara, MX
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aHospital Universitario, Universidad Autbnoma de Nuevo Ledn; PInstituto Nacional
de Enfermedades Infecciosas, ANLIS "Dr. Carlos G. Malbran"; ¢Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias “Dr. Ismael Cosio Villegas”; Instituto de Diagndstico y
Referencia Epidemiolégicos, Secretaria de Salud; LBA-lavado broncoalveolar; ND-

no determinado; MX-México; AR-Argentina.

CARACTERIZACION FENOTIPICA

Obtencion de cultivos monospéricos

A partir de cada aislado, crecido durante 1-2 semanas en agar-Mycobiotic
(Biox6n®, DF, México) a 30°C, se obtuvo una suspension de conidios en 1 mL de
amortiguador de fosfatos (pH 7.4) adicionado de 0.05% Tween 20 (PBST). Esta
suspension se diluyo 1:1000 y se tom6 50 uL para plaquear en caja de Petri
conteniendo medio agar-Mycobiotic (Bioxdn). Las cajas fueron incubadas a 30°C y
revisadas hasta observar crecimiento colonial, se selecciond una colonia aislada por
cada placa, y ésta fue transferida a otra caja, crecida y conservada como se

describié anteriormente.

Macro y micromorfologia

Los aislados de Coccidioides spp. se sembraron en cajas de Petri con medio agar
micobidtico (Bioxon) a 30°C durante 15 dias, a lo largo del periodo de crecimiento
se observaron las caracteristicas macroscoépicas de cada cultivo (color, tamafio y
textura de la colonia). Se realizaron examenes en fresco, utilizando azul de algodén
para observar las caracteristicas microscopicas (forma de hifas, presencia de
artroconidios) en un microscopio optico (Olympus America Inc., USA) con un
objetivo de 40X y se registraron a través de una camara digital Cyber-shot 8.1

megapixeles (Sony Inc., Japan).

Tamarfo de los conidios
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Los cultivos fueron crecidos en agar micobiotico (Bioxon), durante 10 dias a 30°C,
para permitir la esporulacion, después se procedio a tomar una muestra de cada
colonia y se coloc6 en un tubo de 50 mL (Nunc, Naperville, IL, USA) que contenia
perlas de vidrio de 0.3 mm de diametro y 10 mL de PBST para disgregar el micelio.
Enseguida se colocé una muestra de la suspension en un portaobjetos mezclada
con azul de algodon lactofenol, se cubrié con un cubreobjetos y la preparacion fue
sellada con barniz de ufias transparente. Posteriormente, se midieron 40
artroconidios de cada aislado con un micrémetro ocular calibrado (Olympus America
Inc., Melvilla, N. Y.).

CARACTERIZACION GENOTIPICA

Obtencion de DNA

Se obtuvo a partir del desarrollo de los cultivos de Coccidioides spp. en tubos de 50
mL con medio liquido YEPD (1% extracto de levadura, 2% peptona, 2% glucosa),
con agitacion constante e incubados a temperatura ambiente durante 15 dias.
Posteriormente se filtré el micelio, utilizando papel filtro Whatman No. 1. Para el
rompimiento del micelio del hongo, se utiliz6 el método propuesto por Duarte-
Escalante et al. (2013) de la siguiente manera: se tomaron aproximadamente 100
mg de masa micelial humeda y se depositaron en microtubos de 2 mL que
contenian 0.2 g de perlas de vidrio (400 a 455 ym de diametro lavadas previamente
con acido clorhidrico) y se adicionaron 400 yuL de amortiguador de extraccion AP1.
Los tubos se colocaron en el equipo FastPrep® -24 Instrument (MP Biomedicals,
California, USA) para el rompimiento del micelio, se utiliz6 un esquema de 4
periodos de 40 s a una velocidad de 6 m/s, colocando los tubos en hielo durante 5
min entre cada periodo. Posteriormente, la extraccion de DNA gendmico se llevo a
cabo con el DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, GE) como sigue: Al tubo
gue contenia el micelio pulverizado se adiciono 4 uyL de RNAsa (100 mg/mL), y se
incubo la mezcla durante 10 min a 65°C, mezclando 2 6 3 veces por inversion.
Luego se adiciono 130 pL del amortiguador AP2 y se incubd por 5 min en hielo,
después los tubos se centrifugaron 5 min a 13,200 rpm. Se transfirieron 450 pL del

sobrenadante a la columna QIAshreder mini spin sostenida en un tubo colector de 2
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mL y se centrifugo a 13,200 rpm por 2 min. Se midio el volumen del sobrenadante
obtenido y se transfiri6 a un nuevo tubo y se adicion6 1.5 volumenes del
amortiguador AP3/E. Se colocaron 650 uL de esta mezcla en una columna DNeasy
mini spin sostenida en un tubo colector de 2 mL y se centrifugo 1 min a 9,000 rpm,
desechando el sobrenadante obtenido, se repiti6 este paso hasta filtrar todo el
volumen. Posteriormente, la columna se cambid a otro tubo colector, y se realizé un
lavado con 500 pL del amortiguador AW, centrifugando 1 min a 9,000 rpm, se
repitié la centrifugacion para eliminar el amortiguador. Por ultimo, la columna se
colocé en un tubo nuevo Eppendorf de 1.5 mL, adicionando a la columna 100 pL de
agua MilliQ, y dejando incubar durante 5 min a temperatura ambiente,
posteriormente se centrifugo por 1 min a 9,000 rpm para eluir. Finalmente, se
realiz6 una segunda elucion, pero con 50 yL de agua MilliQ.

La concentracion de DNA fue determinada por espectrofotometria en un
espectrofotometro DS-11 (DeNovix, Inc., USA) a 260-280 nm y confirmada por
electroforesis en gel de agarosa al 1.0%, comparando con las concentraciones de
10, 20, 50 y 100 ng del fago A (Gibco BRL Life Technology, Grand Island, NE). Los
geles se tifieron con GelRed™ (Biotium, CA, US) a una concentracion de 10,000X.
Posteriormente, todos los DNAs se diluyeron a una concentracion final de 10 ng/pL
en agua Milli Q para su uso. El DNA gendmico de cada aislado fue almacenado a
4°C.

Identificacidn de especie para los aislados de Coccidioides ssp.

Para la identificacion de los aislados de Coccidioides spp., a nivel de especie, se
utilizé el método descrito por Bialek et al. (2004). Las condiciones de la PCR fueron
las siguientes: para la primera reaccion de PCR, se utilizaron 10 ng de DNA en un
volumen de reaccion de 25-uL, conteniendo amortiguador 1X, 200 uM de dNTPs
(Applied Biosystems), 2.5 mM de MgCl;, 1.0 U de Taq polimerasa (Applied
Biosystems) y 100 pmol de cada oligonucleétido, Col (5"-GTA CTA TTA GGG AGG
ATA ATC GTT-3") y Coll (5-GGT CTG AAT GAT CTG ACG CA-3"). El siguiente
programa fue utilizado para la PCR: un ciclo a 94 °C por 5 min, seguido de 40 ciclos
de 94 °C por 30 s, 50 °C por 30 sy 72 °C por 1 min, con un paso de extension final

a 72 °C por 5 min. Las amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador Esco
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Swift® Maxi™ thermocycler (Micro Pte. Ltd. ver. 1). Los productos amplificados
fueron separados en geles de agarosa al 1.5% con amortiguador TBE (Tris-Base 45
mM, &cido bérico 45 mM, EDTA 1 mM) 0.5X a 100 V por 60 min. Se utilizo el
marcador 100 bp DNA ladder (Invitrogen, CA, US) para determinar el tamafo
molecular de los productos. El gel fue visualizado en un fotodocumentador de
imagenes Gel Doc XR (Bio-Rad). Para confirmar la identidad de todos los aislados,
los amplicones de 526-bp, obtenidos de la primera PCR, se secuenciaron.

Secuenciacion

Después de verificar la amplificacion correcta de los productos de la PCR, se
purificaron usando el QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen GmbH Hilden,
Germany) siguiendo las instrucciones descritas por el fabricante. La pureza y
concentracion del producto de amplificacién se verifico por electroforesis en gel de
agarosa al 1.5% en amortiguador TBE 0.5X. Para la visualizacion de las bandas, los
geles se tefirdn con GelRed (Biotium, 10,000X). El gel se corrio usando el mismo
amortiguador a 100 voltios con una fuente de poder Power Pac 200 (Bio-Rad
Laboratories Inc., CA). El estandar de tamafio molecular empleado fue de 100 bp
DNA Ladder (Invitrogen). Las imagenes de los geles se capturaron en un
Fotodocumentador GelDoc XR (Bio-Rad Laboratories Inc., CA). La concentracion
del producto amplificado de DNA se definié por comparacién con concentraciones
conocidas de 10, 20, 50 y 100 ng de fago A (Invitrogen). Los amplicones fueron
secuenciados en la Unidad de Biologia Molecular, Instituto de Fisiologia Celular,
UNAM, utilizando un secuenciador automatizado ABI Prism 3100 (Applied
Biosystems, Perkin-Elmer, Foster City, CA) utilizando los oligonucleétidos
universales pUC/M13 izquierdo (5-GTT TTC CCA GTC ACG AC-3’) y pUC/M13
derecho (5’-CAG GAA ACA GCT ATG AC-3’) (Promega, WI, USA). Las secuencias
fueron editadas usando el programa Chromas Lite 2.3 software

(http://www.technelysium.com.au) y el alineamiento de las secuencias fue analizado

utilizando el programa Clustal W (Thompson et al., 1994), para realizar la

identificacion a través de una inferencia filogenética.
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CARACTERIZACION DE ANTIGENOS DE C. immitis y C. posadasii
Obtencion de exoantigenos

Se llevé a cabo de acuerdo al procedimiento descrito por Kaufman y Standard
(1987), como se describe a continuacion: a partir de los cultivos crecidos en agar-
Mycobiotic (Bioxon®, DF, México), en tubos inclinados los cuales se cultivaron
durante 1-2 semanas, se tomé un indculo y se resembro en un matraz con 350 mL
de medio Smith, con ayuda de una asa bacterioldgica trabajando en la campana de
bioseguridad clase 3, se incubé a temperatura ambiente durante 3 meses. Se
agrego un volumen correspondiente al 10% del medio cultivo, de timerosal 1:50
(peso/volumen) para inactivar al hongo. Se separ6 la masa micelial por filtracién con
papel filtro y el liquido obtenido se concentré a un volumen final de 2 mL, con el
equipo amicon (Amicon, Lexington, Mass) y una membrana de 10,000 NMWL, a
una presion de 5 kg/cm? ejercida por nitrégeno industrial y con agitaciéon constante.
El volumen obtenido después de la concentracién, fue recolectado en tubos de 2
mL y enseguida se agregé un cocktail de inhibidores de proteasas (Roche,
Germany), de acuerdo con indicaciones de la casa comercial, para evitar la
degradacion de los exoantigenos, los cuales fueron conservados a -20 °© C hasta su

utilizacion.

Doble inmunodifusion en gel de agarosa o analisis de Ouchterlony y Nilsson
(1978)

Se llevo a cabo de acuerdo con Kaufman y Standard (1987), se emple6 agarosa al
1% (Standard Low Bio-Rad), con perforaciones segun patrones ya establecidos, se
coloc6 el suero positivo en el pozo central y las coccidioidinas en los pozos
periféricos. Se utilizaron reactivos de referencia: un suero positivo de un paciente
con coccidioidomicosis, una coccidioidina positiva en doble inmunodifusion en gel y
solucion salina como testigo positivo. Las placas fueron incubadas por un periodo
de 72 horas, al final del cual se revisaron contra un fondo oscuro, para observar las
bandas de precipitacién, las bandas inespecificas se eliminaron utilizando citrato de
sodio al 5%, posteriormente los geles se tifieron con negro amido (0.5 g negro

amido; 225 mL acetato de sodio; 225 mL &cido acético; 50 mL glicerol), donde se
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sumergio la placa en el colorante por unos 15-30 min y posteriormente se decoloro
con varios cambios de acido acético al 5%, dejando finalmente secar la agarosa
sobre el vidrio.

Cuantificacién de proteinas por el método de Bradford (microensayo)
(Bradford, 1976)

La cuantificacion de proteinas se realizO como sigue: se utilizé una curva como
testigo, utilizando diferentes concentraciones de albumina sérica bovina (BSA) (de 0
a 75 pg/pL), como se muestra en la Tabla 2. Las muestras se analizaron por
triplicado.

Las muestras de los exoantigenos se diluyeron 1:5 y se tomaron 15 yL de cada
muestra, adicionando 145 pL de agua desionizada y 40 uL de reactivo de Bradford
(Bio-Rad Laboratories Inc., CA) para un volumen total de 200 pL, se homogenizo la
muestra y se incubé a temperatura ambiente durante 5 min, posteriormente se
leyeron en un espectrofotometro DS-11 (DeNovix, Inc., USA) a 595 nm para su

cuantificacion.
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Tabla 2. Curva de Albumina Sérica Bovina (BSA).

BSA [ug/ pL] | Agua (pL) | Reactivo de Bradford (uL) Volumen Total (uL)
0 160 40 200
15 145 40 200
30 130 40 200
45 115 40 200
60 100 40 200
75 85 40 200

Electroforesis SDS-PAGE

Las condiciones iniciales para la electroforesis en SDS-PAGE de los exoantigenos
obtenidos, se realiz6 de acuerdo con lo descrito por Filho et al. (2012) en
condiciones de desnaturalizacion, como se describe a continuacion: Para la
preparacion del gel separador al 7.5% de poliacrilamida, se utiliz6 una mezcla de
2,367 L de agua desionizada, 1,250 pL de amortiguador separador pH 8.8, 1,250
puL de poliacrilamida al 30%, 50 uL de SDS al 10%, 5 pL de TEMED y 35 uL de
persulfato de amonio, la mezcla fue homogenizada e inmediatamente colocada en
el molde, cuidando que no se formaran burbujas.

Para eliminar la curvatura (menisco), se deposit6 muy suavemente en la superficie,
una delgada capa (1-2 mm) de isopropanol. Una vez que la interfase entre el
polimero y el agua se torné visible, y después de 10-15 min, se descarté el exceso
de liquido de la superficie, y se colocd el peine para muestras, en posicion
ligeramente inclinada (para no atrapar burbujas). Enseguida, se procedié a la
preparacién del gel superior (compactador) a una concentracion de 7.5 % de
poliacrilamida como sigue: se hizo una mezcla de 1,500 pL de agua desionizada,
330 pL de amortiguador separador pH 8.8, 630 uL de poliacrilamida al 30% y 33 uL
de SDS. La mezcla fue homogenizada e inmediatamente vertida en el molde
evitando la formacién de burbujas. Una vez polimerizado el gel, se quitd el peine
deslizandolo suavemente, y se lavaron los pozos con agua para eliminar residuos

de componentes no polimerizados.
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Las muestras de exoantigenos se prepararon en un tubo Eppendorf, a una
concentracion final de 410 pg, y fueron desnaturalizadas a 95°C por 5 min, y se
mezclaron con amortiguador de muestra en una relacion 1:5. Las muestras se
colocaron en los pozos, previamente lavados con el amortiguador de corrimiento.
Se incluyo el marcador de PM de 250 kD (Precision Plus Dual Color, Bio-Rad). Se
corrio6 con amortiguador a 80 voltios (voltaje constante) hasta que el azul de
bromofenol alcanz6 al gel separador y enseguida se aumento el voltaje a 100 V
(voltaje constante), hasta que el azul de bromofenol llegé al borde inferior del gel
(60-120 min). Después de la electroforesis, el gel se tifio con azul Coomassie R-250
durante 1 hr o durante toda la noche. Se elimin6 el exceso de colorante con varios
cambios de solucién destefiidora (100 mL de metanol+ 75 mL &cido acético+ 325
mL de agua destilada). Para acelerar la decoloracién se afadieron trocitos de
esponja al recipiente donde se realizé la decoloracion, que actian absorbiendo el
colorante. Por ultimo se registraron los resultados por fotografia con el equipo Gel
Doc™ XR+ System (Bio-Rad).

Western-blot

Se realizd una electroforesis al 12% en SDS-PAGE en condiciones de
desnaturalizacion, como se describié anteriormente. El gel fue transferido a una
membrana de PVDF (polyvinylidene difluoride) previamente activada con metanol
absoluto e hidratada con agua destilada y posteriormente incubada durante 5 min
con amortiguador de transferencia (Tris-base 25 mM, Glicina 192 mM, Metanol
20%, pH 8.3), a través de un sistema de transferencia semiseco (Trans-Blot SD
Semi Dry Transfer Cell, BioRad), durante 30 min a 30 V. Enseguida, la membrana
se tifio con rojo de Ponceau (Merk-Millipore), (0.5 g, 1 mL Acido acético, cbp 100
mL de agua destilada) durante 5 min. La membrana fue bloqueada con albumina al
3% en PBS durante 5 min, utilizando el sistema SNAP i.d.® 2.0 Protein Detection
System, este procedimiento se repitio tres veces. Posteriormente, la membrana se
incub6 con el anticuerpo primario (suero de paciente con coccidioidomicosis
probada), durante 5 min, utilizando diferentes diluciones de éste (1:250, 1:300 y
1:500), este procedimiento se repitio tres veces. Se procedié a lavar la membrana

con PBS/Tween 0.05% por 5 veces. La membrana fue incubada con el anticuerpo
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secundario Anti-lgG-conjugado a HRP (Horseradish peroxidase) diluido con 10 mL
de albumina 1% /PBS/Tween 0.05% + 1 pL de Streptactin HRP (BioRad) y se
probaron diferentes concentraciones del anticuerpo (1:10,000, 1:15,000 y 1:20,000),
durante 5 min. Enseguida se procedi6 a lavar la membrana con PBS/Tween 0.05%
y revelarla con el sustrato Luminata TM Crescendo (Merk-Milipore), y fue
visualizada a través del sistema ChemiDoc™ MP System (BioRad) y del programa

Image Lab™ Software.

Analisis de datos

Se calcul6 el promedio y la desviacion estandar del tamafio de los artroconidios de
los aislados incluidos en el estudio, con el programa Office-Excel 2007. Por otro
lado, los geles de poliacrilamida fueron analizados en un fotodocumentador Gel-Doc
(BioRad) para documentar los patrones electroforéticos en cada gel, analizar los
patrones de bandas obtenidas para cada exoantigeno y determinar el peso

molecular de cada banda, de acuerdo al marcador de peso molecular.

RESULTADOS

Macro y micromorfologia

Todos los aislados presentaron la macromorfologia tipica de la especie. En general,
la textura de las colonias fueron vellosas, con bordes lisos y algunas de aspecto
pulverulento. El color del anverso en la mayoria de los aislados fue blanco y
algunas presentaron color marrén claro. De manera similar, el reverso en la mayoria

de los aislados, también fue de color marrén claro a obscuro (Figura 1y 2).
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Figura 1. Macromorfologia de aislados de Coccidioides spp. Las colonias muestran
texturas vellosas, con bordes lisos y algunas de aspecto pulverulento. Aislados; A)
GGM; B) HU-1; C) QR; D) 083376; E) ZVJ; F) QR; G) QR.

Figura 2. Macromorfologia de aislados de Coccidioides spp. Las colonias muestran
texturas vellosas, con bordes lisos y algunas de aspecto pulverulento. Aislados; A)
30.1; B) 43.3; C) 62; D) PRA; E) M40-05.
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Tamafio de artroconidios

El tamafio de los artroconidios para todos los aislados de C. immitis y C, posadasii
fueron desde 2.56 a 3.41 um para el ancho y de 4.61 a 6.66 um para el largo (Tabla
3).

Tabla3. Tamafio de artroconidios de aislados de Coccidioides spp.

Aislado Largo (um) = DE* Ancho (um) = DE*
HU-1 5.89+1.19 2.56x 0.0
073129 4.61+0.64 2.56 £ 0.0
083376 5.59 + 1.09 3.41+0.61
GGM 5.98 +1.23 2.60 + 0.23
ZVJ 5.21 +0.47 2.56 0.0
QR 5.92+1.72 2.77 £0.75
M40-05 6.66 + 1.27 2.56+ 0.0
PRA 5.89+1.20 2.56+£0.0
30.1 5.46 + 1.58 3.37 £ 0.63
43.3 5.51+0.96 3.07 £ 0.63
62 5.21+0.47 2.56 £ 0.02

*DE: Desviacion Estandar

CARACTERIZACION GENOTIPICA

Extraccion de DNA gendmico

Se obtuvo el DNA gendmico de los 11 aislados de Coccidioides spp. incluidos en el
estudio (Tabla 1). La pureza, integridad y cantidad de DNA fue adecuada para la
PCR. En la figura 3 se observa el analisis electroforético de los DNAs obtenidos de
los aislados de Coccidioides spp., en el que se aprecian concentraciones variables

gue fueron desde 100 hasta 500 ng/2pL).
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Fago A (20 ngful)
Fago A (30 ngful)
Fago A (50 ngful)
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Negativo

Fago A (10 ngiul)
Fago A (20 ngiul)
Fago A (30 ng/ul)
Fago A (50 ngiul)
Fago A (100 ngful)
M40-05
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3041

43.3

62

Negativo

Figura 3. DNAs obtenidos de aislados de Coccidioides spp. La electroforesis se
llevé a cabo en gel de agarosa al 1% y el gel fue tefiido con GelRed. Se utilizaron

diferentes concentraciones de fago A como DNA de referencia.

Identificacion de especie para los aislados de Coccidioides ssp.

El método empleado para identificar los aislados incluidos en el presente estudio,
fue el descrito por Bialek et al. (2004), el cual mostr6 que todos los aislados
probados dieron la banda esperada, correspondiente a un amplicén de 526 pb
(Figura 4).
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Figura 4. PCR de DNAs de Coccidioides spp. de acuerdo al método descrito por
Bialek et al. (2004). En todos los aislados se obtuvo un amplicon de 526. La
electroforesis se realiz6 en gel de agarosa al 1.5% vy fue tefiido con GelRed, como

se describe en materiales y métodos.

Por otro lado, el andlisis de las secuencias de los amplicones de 526 pb, obtenidos
en la PCR, de acuerdo a Bialek et al. (2004), mostr6 que seis de los aislados
estudiados, correspondieron a la especie C. posadasii (HU-1, 073129, 083376,
GGM, zZVJ, QR) y cinco a C. immitis (M40-05, PRA, 30.1, 43.3, 62), ya que en estas
secuencias se encontrd una delecion de 12 bases, entre las posiciones 996 a 1007,
de manera coincidente a lo que describen Canteros et al. (2009).

Por ultimo, estos aislados también fueron identificados como C. immitis y C.
posadasii a través del andlisis de inferencia filogenética por Neighbour Joining
(Figura 5), donde se observa que los aislados M40-05, PRA, 30.1, 43.3, 62 se
agrupan con las cepas de referencia pertenecientes a C. immitis, mientras que los
aislados HU-1, 073129, 083376, GGM, ZVJ, QR se agrupan con las cepas de
referencia pertenecientes a C. posadasii.
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Figura 5. Arbol construido por el método de Neighbour Joining. Se formaron dos
grupos, uno que corresponde a los aislados de C. immitis y otro a los aislados de C.

posadasii. M153: aislado de referencia de C. immitis.

Preservacion de los cultivos monospéricos de Coccidioides spp.

Todos los aislados (cultivos monosporicos) incluidos en el estudio fueron
preservados en agar-Mycobiotic, con y sin aceite mineral, a 4 °C e incorporados a la
Coleccion del Laboratorio de Micologia Molecular, Departamento de Microbiologia y
Parasitologia, Facultad de Medicina, UNAM.

Caracterizacion de exoantigenos

La identidad antigénica de todos los exoantigenos de C. immitis y C. posadasii
incluidos en este estudio fue corroborada por el método de doble inmunodifusién en
gel (IDG). En todos los aislados se confirmaron las caracteristicas antigénicas de la
especie por la presencia de dos bandas de precipitacion (Figura 6). Los 11

exoantigenos probados dieron doble banda de identidad.
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Figura 6. Identificacion inmunolégica de exoantigenos. La identificacion de los
exoantigenos (coccidioidinas), con base en la aparicion de las bandas de identidad
comparadas con el antigeno de referencia a traves de la IDG, se realiz6 de acuerdo
a lo descrito en Métodos. Ag (+): Antigeno de referencia; Ac (+): Suero positivo anti-

Coccidioides; SS (-): Solucion Salina.

Cuantificacion de proteinas
Los resultados de la cuantificacion de cada uno de los exoantigenos se muestran

en la tabla 4.

Tabla 4. Cuantificacién de proteinas de los exoantigenos obtenidos de C. immitis y

C. posadasii

Exoantigenos Concentracion Especie
(aislado clinico) (ug/uL)

HU-1 14.335 C. posadasii
073129 16.281 C. posadasii
083376 16.421 C. posadasii
GGM 21.851 C. posadasii
ZVJ 21.241 C. posadasii
QR 20.858 C. posadasii
M40-05 11.281 C. immitis
PRA1 14.741 C. immitis
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PRA2 16.701 C. immitis
30.1 18.062 C. immitis
43.3 25.686 C. immitis
62 16.408 C. immitis

La curva de BSA, utlizada como estdndar para la cuantificacibn de los
exoantigenos, con un rango de 0 a 75 pg/uL (Tabla 4), leida en espectrofotémetro a

570- 595 nm, se muestra en la figura 7.
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Figura 7. Curva estandar de BSA.

Electroforesis SDS-PAGE

A través de la electroforesis en SDS-PAGE, con concentracion de poliacrilamida al
7.5%, se observaron bandas con pesos moleculares de entre 15-150 kDa, tanto en
los exoantigenos de C. immitis como de C. posadasii. Se utiliz6 una concentracion

de proteinas de 410 ug/ul para todas las muestras. (Figuras 8-10).
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HU-1 (C .posadasii )
073129 (C. posadasii)
83376 (C. posadasii)
073130 (C. posadasii)
73131 (C. posadasii)
M54-06 (C. posadasii)

SiFe (C. posadasii)
M30-05 (C. posadasii)
40-05 (C. immitis)
073129 (C. posadasii)
083376 (C. posadasii)
073130 (C. posadasii)
073131 (C. posadasii)
M54-06 (C. posadasii)
iFe (C. posadasii)

M40-05 (C. immitis )
HU-1 (C. posadasii)

Figura 8. Electroforesis en SDS-PAGE de exoantigenos de C. immitis y C.
posadasii. Se utiliz6 una concentracibn de 7.5% de poliacrilamida, como se

describié en métodos. M: Marcador de tamafio molecular de 250 kDa.

NJ (C. posadasii)

M (kDa)
GGM (C. posadasii)
ol 073129 (C. posadasii)

PRA (C. immitis)
PRA (C. immitis)
2ZVJ (C.posadasii)
- ETE (C. posadasii)
- - M40-05 (C. immitis)
' siFe (C. posadasii)

Figura 9. Electroforesis en SDS-PAGE de exoantigenos de C. immitis y C.
posadasii. Se utilizO una concentracion de 7.5% de poliacrilamida, como se

describié en métodos. M: Marcador de tamafio molecular de 250 kDa
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M40-05 (C. immitis)
PRA (C. immitis)
PRA (C. immitis)
31.1 (C. immitis )
43.3 (C. immitis )
62 (C. immitis )

QR (C. posadasii)
QR (C. posadasii)
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Figura 10. Electroforesis en SDS-PAGE de exoantigenos de C. immitis y C.
posadasii. Se utilizO una concentracion de 7.5% de poliacrilamida, como se

describié en métodos. M: Marcador de tamafio molecular de 250 kDa

Ademas, se realizaron ensayos de electroforesis en SDS-PAGE con concentracion

de poliacrilamida al 7.5%, con diferentes concentraciones de proteinas (410, 615y

820 pg/ul) (Figura 11).
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ZVJ ( C. posadasii)

PRA (C. immitis)
820 ug/pl
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PRA (C. immitis)

410 pg/pl
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Figura 11. Electroforesis en SDS-PAGE con diferentes concentraciones de
exoantigenos de C. immitis y C. posadasii. Se utilizé una concentracion de 7.5% de

poliacrilamida. M: Marcador de tamafio molecular 250 kDa

Debido a que la resolucién de los geles no eran adecuadas, se realizaron ensayos

de SDS-PAGE con una concentracion de poliacrilamida de 12 % (Figura 12-14).
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QR 1 ( C. posadasii)
083376 ( C. posadasii)
HU-1 ( C. posadasii)

- 073129 ( C. posadasii)
-

GGM ( C. posadasii)
ZVJ ( C. posadasii)

M (kDa)

100>

Figura 12. Electroforesis en SDS-PAGE de exoantigenos de C. immitis y C.

posadasii. Se utiliz6 una concentracion de 12 % de poliacrilamida. M: Marcador de

tamafno molecular 250 kDa.

| M40-05 ( C. immitis )
| 304 ( C. immitis )
43.3( C. immitis )

62 ( C. immitis )
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" M40-05 ( C. immitis )
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~ PRA(C. immitis )
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150>
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37>

25> “
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152>

Figura 13. Electroforesis en SDS-PAGE de exoantigenos de C. immitis y C.
posadasii. Se utilizd una concentracion de 12% de poliacrilamida. M: Marcador de

tamafno molecular 250 kDa
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m (kDa)

" QR1( C. posadasii)
'QRZ ( C. posadassi)
i HU-1 ( C. posadasii)
4 GGM ( C. posadasii)
4 ZVJ ( C. posadasii)

( C. posadasii)
‘(c. posadasii)
w (kDa)
 M40-05 ( C. immitis)
+ M40-05 ( C. immitis)
PRA ( C. immitis)
~ 301 ( C. immitis)
 43.3 ( C. immitis)
62 ( C. immitis)

073129
1083376

‘ QR4 ( C. posadasii)

250>
150>
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50>
37>
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10>

Fig 14. Electroforesis en SDS-PAGE de exoantigenos de C. immitis y C. posadasii.
El peso molecular de cada una de las bandas de los patrones proteicos fue
analizado con ayuda del programa Quantity One® 1-D Analysis Software (BioRad).

Se utiliz6 una concentracion de 12% de poliacrilamida. M: Marcador de tamafio

molecular 250 kDa.

Se construy6 una tabla de datos binarios de presencia/ausencia de bandas a partir
del analisis con el fotodocumentador de los patrones electroforéticos obtenidos con
los exoantigenos analizados, para identificar con mayor presicion la existencia de
bandas especie-especificas (Tabla 5). Se encontraron 10 bandas para el
exoantigeno QR1; 10 bandas para el QR2; 9 bandas para el QR4; 16 bandas para
el HU-1; 15 bandas para el GGM; 10 bandas para el ZVJ; 13 bandas para el
073129; 14 bandas para el 083376; 9 bandas para el M40-05; 12 bandas para el
PARA; 10 bandas para el 30.1; 11 bandas para el 43.3 y 9 bandas para el

exoantigeno 62 (Figura 14).
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Tabla 5. Matriz de datos binarios de presencia/ausencia de bandas en los patrones

electroforéticos de exoantigenos de C. immitis y C. posadasii.

PM
(KDa)

QR1

QR2

QR4

HU-1

GGM

VAN

073329

83376
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65

55
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A pesar de utilizar diferentes concentraciones de poliacrilamida para la SDS-PAGE,

no fue posible identificar bandas especie-especificas, sin embargo se identificaron

varias bandas, presentes tanto en aislados de C. immitis como en los aislados de C.

posadasii (50, 30, 22 y 15 kDA), las cuales fueron elegidas para enviar a secuenciar

(Figura 15).
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QR ( C. posadasii)
62 (C. immitis)
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Figura 15. Electroforesis en SDS-PAGE de exoantigenos de C. immitis y C.

posadasii. Se utilizé una concentracion de 12% de poliacrilamida. M: Marcador de

tamafno molecular 250 kD.

Western blot
Los ensayos de Western blot mostraron que una banda comun de

aproximadamente 50 kDa, presente tanto en los antigenos de C. immitis como de
C. posadasii, fue reconocida por suero de paciente con coccidioidomicosis probada
(Figura 16), sin embargo los resultados no fueron completamente satisfactorios, ya
gue a pesar de probar diferentes concentraciones de antigenos, anticuerpo
primario, anticuerpo secundario y solucion blogueadora, no hubo una adecuada

evidencia del reconocimiento antigeno-anticuerpo (Figuras 16y 17).
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073129 (C. posadasii) 410 pg/ul
GGM (C. posadasii) 410 pg/ul
M40-05 (C. immitis) 410 pglul

QR (C. posadasii) 410 ugipl
PRA (C. immitis) 410 pg/pl
30.1 (C. immitis) 410 pg/ul
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Figura 16. Western blot de exoantigenos de C. immitis y C. posadasii. Se utilizé una
concentracion de anticuerpo primario (suero de paciente con coccidioidomicosis
probada) 1:250 y un anticuerpo secundario anti-humano con una concentracion

1:15,000. M: Marcador de tamafio molecular 250 kDa.
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Figura 17. Western blot de exoantigenos de C. immitis y C. posadasii. Se utilizé una
concentracion de anticuerpo primario (suero de paciente con coccidioidomicosis
probada) 1:250 y un anticuerpo secundario anti-humano con una concentracion
1:15,000. M: Marcador de tamafio molecular 250 kDa.
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Discusion

En México, la mayoria de los laboratorios que realizan el diagnostico para la
coccidioidomicosis, lo hacen a través de pruebas serolégicas y utilizan la
coccidioidina como antigeno, a pesar que estos antigenos presentan cruce inmune,
ya que comparte fracciones antigénicas con otros hongos, sin embargo, el
diagndstico con base en la serologia ha sido considerado una alternativa Gtil en
esta enfermedad. Ademas, varios estudios, han evidenciado la importancia de las
pruebas serologicas para el diagnostico y el seguimiento de pacientes con
coccidioidomicosis (Ampel, 2010; Pappagianis, 2001; de Cordeiro et al., 2009; Blair
et al., 2006), entre éstas se encuentran la prueba de inmunodifusion en gel,
precipitacion en tubo y fijacibn de complemento, que puede detectar anticuerpos
IgM o 1gG, por lo tanto proporcionan informacion sobre el estado de la enfermedad
(Blair y Currier, 2008). No obstante, estas pruebas pueden presentar una gran
variabilidad en la sensibilidad y especificidad, por lo que la busqueda de antigenos
para el diagnéstico de la coccidioidomicosis sigue vigente.

A pesar de que se han reportado en la literatura varios antigenos de Coccidioides
(Pappagianis, 2001, Kaufman y Standard 1978, Cox y Britt 1986, Galgiani et al.
1992, Johnson y Pappagianis, 1992), todos tienen ciertos inconvenientes y no se
encuentran accesibles para todos los laboratorios. Sin embargo, la eficiencia de los
antigenos crudos, obtenidos de aislados locales, ha sido probada y ha mostrado su
utilidad en estudios epidemioldgicos, debido a su bajo costo, facil manejo y rapida
deteccion (Toriello et al., 1997). Por otro lado, es importante considerar que la
obtencién de antigenos a partir de aislados autoctonos es de gran importancia,
debido a que se ha demostrado que Coccidioides spp. presenta gran variabilidad
genética (Duarte-Escalante et al. 2013), y existe la posibilidad de que los antigenos
obtenidos a partir de aislados de otros paises no funcionen en la deteccion del
hongo en nuestro pais. De manera que, la obtencion y caracterizacion de antigenos
locales en el presente estudio, es una aportacion que puede ser de gran ayuda en
el diagnéstico de la coccidioidomicosis.

A pesar de que la utilizacion de antigenos crudos puede revelar resultados

contradictorios, como ha sido demostrado por Brilhante et al.(2008), quienes
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probaron antigenos comerciales contra antigenos locales y sugieren que es de
gran importancia la produccion de antigenos de cepas locales con el fin de mejorar
el diagnostico de la coccidioidomicosis, principalmente en infecciones
extrapulmonares.

Por otro lado, para llevar a cabo la caracterizacion de los antigenos de Coccidioides
spp., primero se procedié a identificar a los aislados a nivel de especie, lo cual se
realizé por inferencia filogenética, analizando la secuencia del amplicon de 526 pb
obtenido en la PCR (Bialek et al., 2004). (Figura 4), esto nos permitié identificar
cinco aislados correspondientes a C. immitis y seis a C. posadasii. Enseguida se
procedid a la identificacion por macro y micromorfologia (Figuras 1y 2), en la cual
se mostré que todos los aislados presentaron las caracteristicas descritas para
estas especies (Fisher et al., 2002).

Asimismo, a través de la prueba de inmunodifusibn se confirmaron las
caracteristicas antigénicas de Coccidioides, por la presencia de dos bandas de
precipitacion (Figura 5), ya que fueron capaces de reconocer muestras de suero de
pacientes con coccidioidomicosis probada (Figura 5), lo que fortalece la utilidad de
los antigenos crudos en el serodiagnéstico de la coccidioidomicosis, lo cual ha sido
descrito por Toriello et al. (1991). Ademas, otros grupos de investigacion también
sugieren la importancia de los antigenos crudos en el diagnéstico de la
coccidioidomicosis, asi como en estudios epidemioldgicos (Brilhante et al., 2008; de
Aguiar-Cordeiro et al., 2013; Moreira Filho et al., 2012). Sin embargo, aunque en
México se utiliza este antigeno en el diagnostico de la coccidioidomicosis, es
importante mencionar que existen zonas endémicas para micosis profundas como
la histoplasmosis y paracoccidioidomicosis, asi como para otras micosis como la
esporotricosis, donde la coccidioidina puede reconocer antigenos presentes en los
hongos que producen estas micosis, incluso en la tuberculosis. Por lo que es
importante obtener antigenos especie-especificos y una buena opcion es
identificarlos a partir de SDS-PAGE.

Sin embargo, los antigenos analizados por SDS-PAGE unidimensional en
condiciones de desnaturalizacion mostré la presencia de bandas en el intervalo de

15-150 kDa (Figuras 11-13) en ambas especies, sin embargo no fue posible
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identificar bandas especificas de especie, a pesar de probar con diferentes
concentraciones de poliacrilamida para intentar una mejor definicién de los patrones
electroforéticos. No obstante, una banda comun de 50 kDA, presente tanto en
aislados de C. immitis como de C. posadasii, fue reconocida por suero de pacientes
con coccidioidomicosis en ensayos de Western-blot (Figuras 16 y 17). La secuencia
de esta banda, analizada a través de BLAST, mostré una identidad de 100% con
las secuencias de proteinas de C. immitis y C. posadasii de aislados de referencia
del GenBank, lo que sugiere que esta secuencia puede ser utilizada para el disefio
de un marcador molecular que permita la identificacion rapida en el diagnéstico de
la coccidioidomicosis en México. Sin embargo, serd necesario realizar ensayos que
permitan estandarizar el procedimiento y probar el marcador con un numero
significativo de muestras biolégicas de pacientes con sospecha de
coccidioidomicosis.

Por otro lado, de Aguiar-Cordeiro et al. (2013) proponen que para optimizar el
diagnostico de la coccidioidomicosis es necesario considerar el examen micolégico
de laboratorio, las pruebas de inmunodifusion cualitativas 0 semicuantitativos con
base en antigenos estandar y antigenos experimentales y los métodos que se
realizan con base en la PCR de muestras clinicas. Es decir, hasta la fecha no existe
un método que por si solo permita diagnosticar esta enfermedad, mas bien se trata

del empleo de varios métodos.

Conclusioén

La obtencion de una banda comun de 50 kDa a partir de los antigenos crudos de
aislados de C. immitis y C. posadasii y reconocida por suero de paciente con
coccidioidomicosis probada, puede ser Util en el disefio de un marcador molecular

para el diagnostico de la coccidioidomicosis.
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