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RESUMEN

La histoplassmosis es una enfermedad mfecciosa causada por la mhalacién de esporas de un hongo
dimérfico lamado Histoplasma capsualaturn: no es contagiosa; afecta principatmente los pulmones ¥ sus
sintomas son vasables, La mayoria de las personas infectadas son asntomincas o presentan sintornas
leves: esta enfermedad tiene un amplio especrro.(1,2

H. capsulatum se encuentra en el suelo, crece mejor en aqueilos con alto contenido de mitrdgeno,
especalmente aquellos cen guano de murcrélago o de pdjaros. Las esporas de H. capsulatum son
ficlmente mansportadas por el viento a grandes distanews. Fn Méxco el hongr se encuentra circunscrto a
cavernas, munas, tineles y casas abandonadas donde existen las condiciones que conforman el nicho
ecoldgeo de este microorganismo. (28-31

Los datos epidernioldgicos de Ia histoplasmosis en nuestro pais estin rezagados, dispersos v poco
difund:dos. En 1988 se micia el registro oficial por parte de la Secretaria de Salud (85.4) v su Direccion
General de Epidemuologia (DGE), donde hasra 1994 se reportaron 1063 ca:0s en todo el pais. Estos
informes sc reficren a la forma epidémica v los casos reportades son bisicamente brotes. La histoplasmosis
endémica ha sido poco estudiada y caractenizada en el pais. {37)

El aislamiento de H. capsulatum de distintas tuentes v procedencias permite encontrar diferencias
genotipicas, que pueden ser reflejadas en cambios fenctipicos, los datos estas vamantes proceden de
estudios con metodologias moleculares y sirven para relacionar entre si los aislamientos del hongo.

Lo antertor ha permitido la tipificacién del dado desoximbonucleico (DNA) de diferentes cepas de H.
capsulatum estudiadas en Estados Unidos, ésta es utilizada en diversas aplicaciones; una de ellas, es Ia
obtencidn v promocién de un sistema ripido de clasificacion molecular de los aislamientos de H.
capsufatum, lo que hace posible establecer diferencias locales y regionales en cepas, como parte de los

estudios epidemiologicos detallados, (19-25}



INTRODUCCION

Generalidades.

La histoplasmosis es una micosis profunda o sistérmica, es una enfermedad infecciosa causada por ba
mbalacion de esporas de un bongo dimdatico lamado Fistoplasma capsuelatum, ocasionalmente se
. s

Adql;lcrc sor moculacion cutinea. Esta enfermedad mambién es conoada como enfermedad de Darhng,
Hiso, entermedad de las cuevas, fiebre de las cuevas, enfermedad del Valle de Ohio, renculoendotelions,
eritomcyais tetculoendotelial ¥ enfermedad del sistema fagocinco mononuclear, Las formas clinicas v la
sevendad dependen de las condiciones inmunolégicas del hospedero v de la cantidad de esporas ¥ nempo

de exposictin. La histoplasmosis no es contagiosa: no se transtte de un enfermo a otro $ano, afecta

princpalmente [os pulmenes y sus sintomas son muy vamables. (1.2, 28-31).

H. capsulatum se encuentra, en el suelo en todo el mundo, paricularmente en el que estd enriguecido con
excretas de aves o murciéligas (guano), la caracteristica de esto suelos es su alto contenido de nitrogeno.
Las condiciones ideales en las que habita H. capsulatum incluyen un lugar cerrado (cueva, minas) con alta
hurnedad (67 a 87%), temperaturas alrededor de 20 a 29°C y la presencia de guano. En sitios abiertos la
ocurrencia del hongo generalmente estd restringida a latitudes entre 45° Norte y 45° Sur. Fuera de esta

zona tropical, la concentracién det honge estd sujeta a condiciones ambrentales apropiadas. (28- 31).



Morfologia,

Histoplasma capsularum es el estado anamérfico de un Ascomyceto hererotilico, cuyo estado
telomérfico o perfecto fase sexuada) es Ajellomyces capsulatus, el cual se clasifica en la familia
Gymnoascaceae, Este hongo presenta dimorfismo, como muchos de los honges que producen micosts
sistémuicas, csto es, nene una forrna micelial o fase filimentosa (saprobua) que se desarrolla en el medio
ambiente ¥ en cultivos 3 23-28%C, en esta se pueden distnguir dos tipos de colonuas: Las tipo A sibmas, la
cual tiene hifas aéreas blancas v macroconidias lisas. Las ipo B Brown) son de color pardo claro a oscuro
y macroconuhas tuberculadas. Ambas tienen un aspecto algodonoso, hsa o cerebnferme. (1. 2. l38. 29. 32,

33).

Bajo observacidn micresed pica presenta hifas septadas que muden de 1.2 2 1.5 um de didmega, con dos
tipos de comudios lus muer-conidios redondos pirtformes o clavados, de pared hisade 1 a4 x 226 un,
sésiles o unidos 2 pequeios comdibtoros y los macrecomdios (Fig. 1) redondos de 8 a 14 um de diimerro,
Jos cuales fienen proyecciones digitiformes que son tpicas de la especie y se adhieren a las hifas por
conidioforos cortos generalmente formando un dngulo aproximado de 96°C con las msmas. El tpo B

produce mayor nimero de microconidios que el tipo A, (fig: 2) (28, 29, 32, 33).

Fig. 1. Microfotografia que muestra un macroconidio con sus proyecciones digitiformes. Tomado de Wheath

J. ND. 1999 (31).



La morfologia colonial de M. capsulatum no se puede distinguir de la de algunos hongos tilamentosos
blancos que aparecen como contaminantes, de modo que se hace necesario dernostrar 1a exisrencia de los
macroconidios tuberculados y la conversin a Ia fase levaduriforme del microorganismo, la cual se obnene
al incubar en agar sangre o agar infusion cerebro corazén (BHI) 2 37°C. Dos especies de hongos
Chuysosporium spp. y Sepedonium sp. rambién producen macroconidios equinulados que pueden Hevar

a error. sin embargo estos no forman levaduras en BHI 2 37°C. (28)

Fig. 2. H. capsulatum. Aspecto microscipico dande se observa micelio fino y septade y gran cantidad de

macrocanidios equinulados. Tincién can azul de algeddn (28).

La fase levaduriforme, parasitaria o virulenta de H. eapsulatum se desarrolta 2 37°C v forma colontas
opacas, hiimedas, al principio son blancas, lisas y pegajosas, en la morfologia microscépica se observa una
mezcla de seudohifas, hifas en proceso de conversion y levaduras no gemantes. Posteriormente la colonia
toma un aspecto CreMOSC ¥ SU examen microscopico permite observar levaduras ovales, 2 a 4 um de
didmetro que se reproducen por gemacidn, permitiendo el establecimiento de la mfeccidn. Los
blastoconidios se encuentran en el extremo angosto de la levadura, denen un cuello estrecho con aspecto
de fino filimento. Esta dltima caracteristica permite diferenciar las levaduras de H. capswulatum de las
formas pequedias de B. dermatitidis, cuyas células son mujtinucleadas con gernas de base ancha. (9-10,28,

29,32-39).



A nivel tisular, en ¢l hospedero infectado, H. capsularum desarrolla levaduras pequedias de 3 a 4 um de
didmetro, de forma oval, gemantes, con un gran nicleo y carecen de cpsula, aunque en las preparaciones
teflidas se observa un halo refringente que simula la capsula; estas formas son de localizacién insracelular en

macrdfagos, células gigantes v polimorfonucleares. (Fig, 3) (29, 31).

Fig. 3. En esta microfategrafia se observan levaduras dentro de un macrdfagoe. 100x. Tomado de Wheath J.

MD. 199% (31},

Parogenia y Manifestaciones Clinicas.

A partir de 1a inhalacidn del hongo, éste desciende por el drbol respiratorio hasta bronguiclos y alvéolos: se
produce una alveolins v reaccidn inflamatoria, las céhidas de defensa son parasiadas y algunas wansportan
al hongo a otras regiones anatdmicas. En el sitio de establecimiento inicial se desarrolla una respuesta
celular y la formacién de tubérculos idénticos a los que se presentan en el caso de wberculosss. Al igual que
en la tuberculosis pulmonar, se puede presentar Infangitis y adenitis y formas cavitanas progresivas

cronicas. (29).

La gran mayoria de las personas infectadas son asintomdticas o presentan sintomas tan leves que no
requieren atencién meédica. St es que hay sintomas, generalmente empiezan 3 1 17 dias después de la
exposictén, con un promedic de 10 dias; puede aparecer como una enfermedad respuratoria tipo influenza
leve v tiene una combinacion de sintomas que incluyen decaimiento (sensacidn de enfermedad), fiebre,

dolor de pecho, tos seca no productiva, cefalea, anorexia, disnea, mialgias, artralgias, escalofrios y ronquera.

8



Una radiografia de térax puede mostrar hallazgos especificos en los pulmones de la persona enferma. Fig. 4

(1-4, 6, 31).

Fig. 4. Radiografia de térax, ¢n la que se muestran lesiones producidas por H. capsufatum, estdn sefialadas

con la purta de flecha. Tomado de Wheath J. MD. 1999 (31).
La histoplasmosts presenta un amplio espectro de enfermedad, y los sintomas varian dependiendo del tipo
de infeccion, Ja salud del paciente v la extensién de la exposicién. Por ejemplo puede ser mis severa en un
trabajador que inhalé miles de esporas muentras impia un fugar contamuinado. que en un cotredor que

inhald unas cuantas esporas mientras realizaba su actvidad en el campo. (31).

Cualquier persona que trabaje o esté en lugares contaminados con H. capsulatum puede desarrollar
histoplasmosis si inhala suficientes esporas propias de la fase micelial o infectante del hongo, dencminados
microconidios asi como pequefios fragmentos de hifas contenidos en aerosoles, que penetran por via
respiratoria. Las esporas al llegar a los macrdfagos alveolares se convierten dentro de este ipo celular en la

fase parasitaria o virulenta del hongo. (9-10)

Después de una exposicion, la severidad de la enfermedad es muy variable y ptoﬁab!emmtﬁ dependa del
némero de esporas inhaladas y de la edad y susceptibilidad de la persona a contraer la enfermedad. El
nimero de esporas que es necesario inhalar para contraer la enfermedad es desconocido. Los nifios
pequerios y los adultos mayores, particularmente aquellos con enfermedad pulmonar crénica, sufren mayor
riesgo de desarroliar histoplasmosis sintomdtica. Las personas con deficiencias inmunolégicas tienen mayor

riesgo de desarrollar histoplasmosis severa y diseminada, este grupo se encuentran aquetlas con Sindrome

g



de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA} o cincer y las que estin recibiendo quimioterapia; terapia con leas

dosts de esteroides por tiempo prolongado: o terapia con otras drogas inmunosupresoras. (1-2, +4-8)

Espectro de la Enfermedad.

Histoplasmesis primaria. Muchos mndividuos  infectados con M. capsulatam expenmentan uns
enfermedad inaparente que puede confundirse con influenza. El estudic radwlogico revela lesiones focales
mulaples dentro de los pulmones deneminados granulomas que a menudo son caleificados v representan
un esfuerzo def cuerpo para restingr lx diseminacidn de lainfecedn. Denzre de una nusma persona vidas
fas lesiones presentan las msmas caracteristicas histoparoldgeas. La dseminacion del organssmo ncurtc
via linfahematogena a los érganos renculoendotelisles como ganghos hnfincos, baze, higado v medulz

Ssea. (3.6,29, 32)

Histophismosis diseminada, En pacientes con enfermedad diserinada. las lesiones pueden aparecer «o-
solamente en el sistema reticuloendotelial smo también en Srganos que contienen relativamente poc.s
macréfagos. (piel, corazon, cerebro, etc,, La colonizacidn extensiva de una amplia vanedad de teidos es el
resultado presuriblemnente de una distunucion en la inmumdad celular asociada con la histoplasmosis

diserrunada, (6,29, 32)

Los pacientes se pueden recuperar de esta forma de la enfermedad, pero K. capswlanun no es
necesariamente eliminado del cuerpo y puede establecerse una infeccidn latente que puede reactivarse. La
inmunosupresion por quimioterapia se asocia con algunos de tos casos de reactvacion, los casos restantes

st explican por una alteracién de la fisiologiz o estado inmune del individuo. (6,29, 32)

Histoplasmosis pulmonar crénica. Resulta de una nfeceion exdgena primana o remnfeccion con esporas de

H. eapsulatum. El factor predisponente mis comin es el tabaquismo (fumadores de 30 a 50 agarnillos
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diarios). En este tipo de fumadores se presenta enfisema centrilobular, condicién que proporciona las
condiciones ambientales adecuadas para el hongo, permitiendo que se establezea una infeccién persistente
explicando la naturaleza crémica de la enfermedad. Frecuentemente se asocia con signos ¥ sintomas de
enfermedad broncopulmonar obstruciva cronica. Las lesiones son limitadas a los pulmones, las
caracteristicas clinicas tempranas v tardias son similares 2 la tuberculosis pulmonar cronica. La

expectoracién es un sintoma usual en esta forma de la enfermedad.(3,6,29,32, 35)

Medigstingtis fbrosa. Es la forma menos comin pero mis sera de la histoplasmosis. Se extiende Je las
glindulas linfoides localizadas en el pecho a importantes estructuras cercanas como las que tienen grandes
vasos sanguineos entrando 3l corazén o pulmones, bronquios, la traquea y el esofago. Esta forma
representa una respuesta a un prumer episodio de histoplasmosis mas que 1 uni infeccién activa v 2

menudo ¢s progresiva causando una vanedad de complicaciones senas. '31).

Histoplasmosis ocular. Se cree que las esporas de H. capsufatum se diseminan de los pulmones al ojo.
alojindose en la membrana mtermedua del globo, una capa de vasos sanguineos que proveen de sangre v
nutrientes a la retina, aunque en este sino no es nada ficit detectar al hongo; este padecimiento se conoce
como Sindrome de Histoplasmosis ocutar. Este sindrome se presenta especialmente en individuos que

tienen el fipo HLA B7 y DRw2, ademis de una inmunidad celular disminuida, (32, 36).

Epidemiologfa.

La distrbucién de H. capsulatum‘ es cosmopolita, en los Estados Unidos, el hongo es endémico y la
proporcion de f)efsonas infectadas es mayor en los estados del este y centro, especialmente a lo largo de los
valles de los rios Ohio, Mississippi, St. Lawrence y rio Grande; la manipulacién de matenial contaminado

hace que las pequefias esporas de H. capsulatum se hagan volitiles siendo ficilmente transportadas por

cornentes de viento a grandes distancias. {6, 11-13)
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En México el hongo se encuentra principalmente circunscrito a cavernas, minas, tineles y casas
abandonadas donde existe guano de murciélagos o excretas de aves que contienen los nutrientes necesarios
para el crecimiento del hongo v que junto con las condiciones del suelo, humedad y temperatura
conforman el nicho ecolégico de este microorganismo, estis condiciones ambientales son las adecuadas

para su desarrollo. (14-16)

Los datos sobre prevalencia y panorama epidemiolégco de la histoplasmosis en nuestro pais estin
rezagados, dispersos v poco difundidos. A partir de 1988 se miciaron los registros oficiales por-parte del
organismo de ditusion epdemioldgica de 1a §8.A, la DGE, donde hasta 1994 se reportaron 1063 casos de
histoplasmosis en todo ¢l pais. Los mformes de esta enfermedad en México se refieren principalmente a la
forma epidémica y los casos reportados por la DGE son bisicamente brotes. Cabe sefialar que la
histoplasmosis endémica ha side poco esudiada y caractenizada en el pais. El diagnéstico inadecuado, la
carencia de nformacidén médica especializada y el desconocimiento de datos actuales sobre las dreas
endémicas del pais en donde existen probablemente muchos casos mal diagnosticados ha generado el
rezago antes mencionado. Recientemente Martinez-Rivera, Vaca-Marin y col. han elaborado estudios
retrospectivos sobre la epidemiologia, en estos se intenta advertir a las autoridades de salud sobre ia actual
prevalencia y distribucidn de la enfermedad en el pais y proponer mecanismos para su reincorporacion al
Sistema Nacional de Vigilancia Epidermuotégica (SNVE), asi como ceiterios para la asignacion de su

endemicidad en el pais. (18, 37).

Inmunologia.

Durante €l encuentro inicial el hospedero expuesto a las esporas y pequefios fragmenios de hifas de H.
capsulatum las inhala v entonces se lleva a cabo el primer evento en fa patogenesis, Ia conversion de la
forma saprobia (espora) a I forma parasitana (levadura) que es relativamente ripido en los macrfagos; Ia

fagocitosis de microconidios y pequefios fragmentos de mucelio toma de 4 2 6 horas, y ia conversion a Ia
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fase de levadura es aparente a las 24 horas v se completa dentro de las 72 horas. La transicion a la fase de
levadura es un requerimientc absoluto para la progresion de la enfermedad; la transicion de micelio a
levadura no es esencial para el crecimiento a altas temperaturas, pero es requenda para establecer una

infeccion exitosa.(32)

La caracteristica mis consistente de la histoplasmosis es | capacidad del hongo para parasitar macréfagos.
Una vez ingendos v dentro del fagosoma, las levaduras contndan multiplicandose, asi en contraste con el
papel de las células fagociticas profesionales de ehminar microorganismos, en el putmén los macrdfagos
proveen un ambiente para que H. capsulatum conunnde creciendo ¥ facllita su disenunacion a omos
teirdos. El ambiente meracelular provee venrajas unicas para la sobrexivencia del hongo. mcluvendo los
mecanismos no especificos de defensa v el acceso a otros drganos via la cornente sanguinea y ganglios
hnfiticos. También hay ventajas en las condiciones nutnicionales especiales para el crecirniento intracelular.
Por ejemplo el crecimiento de H. capsufatum in vitro depende de la produccién de siderotoros de dado

hidroximico para secuestrar hierro. (32)

E} ambiente dentro de los fagocitos profesionales es complejo, cambiante ¥ generalmente hosdl para los
microorganismos, los patogenos intracelulares se encuentran con una serie de obsticulos para entrar sin ser
destruidos. En el caso de H. capsulatum, la evolucion de estrategias eficientes de sobrevivencia son
especiaimente sorprendentes porque la fase de levadura no e requerida para su sobsevivencia y

prohferacion en el suelo. (32}

Se han identificado receptores para la unién de H. capsulatum con los fagocitos profesionales, las
levaduras se unen a la familia de receptores CID18 en macrdfagos derivados de monocitos humanos,
macrdfagos alveolares y polimorfonucleares; los macroconidios se unen también a este receptor.

Coatdinado con la Fagocitosis de microorganismos, los fagocitos liberan una variedad de metabolitos de
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oxigeno taxicos: superdxido, perdxido de hidrégeno, oxigeno molecular y radicales hidroxilo; sin embargo
una gran vanedid de nueroorganismos patdgenos frustrn esas defensas, por eiemplo Nocardia
asteroides resiste el mecamsmo de muerte oxidativa porque libera superéxido dismutasa y posee catalasa.
En cepas de H. capsulatum se ha encontrado que tenen diferentes cantidades de catalasa, los nuveles de
esta enzima no se cotrelacionan con su virulencta. Este kongo ha desarroliado un mecanismo para lograr
sobrevivir dento del fagosoma minumizando 1a 2eidificacién que se produce en las vesiculas no se conoce
exactamente como ocurre esto. Las levaduras pueden crecer en un medio con pH entre 3 v 10 . s
én;b:u'go H. capsularum modula su smbiente asi que ¢l pH del medio llega a ser nevral, un fendmeno
sirnilar ocurre con Mycobacretium ruberculosis, del cual se conoce que libera amoniaco y crece dentro

de los macrélfagos, (32, 49

La prolferacion det H. capsulatum dentro de los macrdfagos termina con el desarrollo de la mmunidad
mediada por células y la correspondiente acavacion de macréfagos. Esto lleva a la inhibicion del
crecimiento pero no a la muerte complera de las levaduras intracelulares. La faila en la actvacin de estas

células conduce 3 una infeccion persistente en el hospedero. (32, 43, 46)

Las células T CD4” v CD8 juegan un papel unpertante en la resistencia del hospedero al hongo, aunque
las células T CD&™ no son cruciales, son requeridas para la optima eliminacién de H. capsulaium de
6rganos infectados. Uno de los principales mecanismos por los cuales las céluls T contribuyen para la
eliminacion de H. capsulanum es la liberacion de citocinas que activan macrofagos, las principales celulas
efectoras para restringir el crecimiento intracelular del organismo; estas citocinas forman parte de la
respuesta inmunolégica tipo Th1 la cual es importinte en la proteccién contra infecciones intracelulares
inchuyendo H. capsularum las moléculas coesumulatorias como el CDHO ligando (CDAL) tienen un
papel importante en la regulacion in vivo de esta respuesta. La capacidad de CD-HL-CDH0 para estimular

la regulactdn de las citocinas IL-12 ¢ IFN-y ocurre a mavés de la induccidn de Ja primera en células
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presentadoras de antigeno como macréfagos v células dendriticas v el aumento en la expresion de
motéculas de superficie celular coestimuladoras como B7-1 y B7-2 que llevan también a la estimulacién de

células T. (43-48, 50-33)

La IL-12 tienc su efecto incrementando la produccién de mediadores solubles como el [EN-y y el TNF-o.
pot parte de células T y macrofagos. El IPN-y tiene un papel importnte en la acdvidad anti-histoplasma
por su actividad fungistitica es decr denene el crecimiento intracelular del hongo. esto sucedel en
coordinacsén con el TNF-o el cual también acova a los macréfagos para expresar su actividad fungienda a
través de la sintesis de oxido nitnco, unportante para ta muerte ntracelular del patdgeno. La respuesta
protectora 1 la infeccidn con H. capsufatum es multifactorial, la respuesta miciat puede requerir de
neutréfilos capaces de controlar la mfecaidn a wravés de un mecanismo fagocinco directo e induciendo la
producaién de IL-12, estos neuwrofilos tienen alguna actividad fungistinca. En resumen durante la
nfeccion primaria se requiere de la parncipacdn coordinada de la IL-12, IFN=y, TNF-¢ (esenciales en
esta infeccién) y oxido nitrico que trabajan directamente o en combinacién para dar muerte a} patdgeno

intracelular. (43-48, 50-33)

En la infeccion secundaria tos neutrdfilos, et IFN-y v la IL-12 no son esenciales para el mantenumiento de
la inmunidad {memorna mmunolégica) y no son requeridos para la muerte intracelular después de la
reinfeccion; en cambio ef TNF-at es un importante regulador de Ia respuesta inmunologica protectora a la
infeccién secundariz con H. czpsula@ en la ausencia del IFN-y manteniendo una produccién efectiva
"de oxido nitrico gjerciendo un efecto\ﬁmgicid:l o fungistitico directo contra ¢l hongo independiente del
oxado n;'tn‘cc;. La presencia del IFN-y o TNF-& solos es suficiente para dar muerte mtracelular en ausencia

de oxido nitrico. El incremento en la produccién de TNF-ot tiene efecto protector pero también tiene

efectos dafinos en los hospederos. Al inicio de la infeccion primaria la induccion de IFN-y ileva al
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aumento de TNF-0; una vez generada la respuesta primaria efectiva el TNF-a v el oxido nitrico mnducen
un potente mecanismo de retroalimentacién negativa capaz de inhibir la expansion de la respuesta. El
incremento de TNF-a contibuye a la erradicacion de H. capsulatum por su capacidad de mducer
necrosts tumoral v alterar ka ntegnidad vascular generando dafo independienternente de fa carga nfecniosa.
La carencia de TNF-u durante la infeccidn secundaria inchina al hospedero haza una respuesta upo Th2 en
la cual hay niveles elevados de T1-4 ¢ UL-10 que contribuyen al aumenso en la suscepubididad det

hospedero. (43-48. 50-33)

Por otro lade se ha observado que la actvadad de! [FN-y puede ser antagorizada por la presencia de los
mterferones tipo 1 (IFN-w/[), los cuales presentan maver afinidad per los receprores del IFN-y
mterfiriendo con la activacién de macréfagos comprometendo sus funce nes efectoras, mceluvendo Ia
liberacién de H,O, reduciendo la acovidad contra el hongo. Los [FN-0/B s 1 generados en baios niveles
por ceertos virus  Gue causan  mmuncsupresidn v suscepubididid 2 infeccones  opertumistas.
compromenendo las funciones efectoras de los macrdfagos; €l mecanismo por el cual ocurre esta

interferencra s la un1én compentiva por los receptores del IFN-y. (43)
Diagndstico.

Debide a las miltiples posibilidades clinicas, el diagnostico diferencial es imprescmndible con wiberculosts,
sarcoidosis, actinomicosis, coccidioidgmscosis, blastomicosis, neumonias bactenanas y virales, fibrosis
pulmonar y algunag otras entidades nosologicas. El diagndstico clinico se apova de forma importante en el
radiolégico; en el diagndstico micolégico se realiza examen directo y cultivo de vanos materiales biologicos,
también se realiza histopatologia. Para el diagnéstico mmunoldgico se realiza una prueba intradérmica con
histoplasmina e inmunoserologia con pruebas como fijacidn de complemento, nmunodifusidn,
precipitacién en tubo capilar ¥ estudhos inmunoenzimaticos. (28-31)
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Se puede saber s1 una persona ha sido previamente infectada con M, capsulatum a través de una prueba
cutinea con histoplasmina. Esta prueba, similar a la prueba cutinea con tberculing, estd disponible en el
consultono de muchos médicos y clinicas médicas. La histoplasmina se prepara partiendo de un cultive de
fase micelal del hongo, se incuba durante 4 meses y se fitra, este filtrado es el que se conoce como
histoplasmuna. Otros investigadores proponen el uso de un antigeno diferente para esta misma prueba, el
cual se obnene de un cultivo de Fase de Jevaduta, a este se le realizan extracciones con solventes orginicos v
se obtiene un extracts polisacirdo denommado  histoplastmun, se usa igual que la histoplasmina. pero se

presenta rhayor reactividad hacia €l (6,38

La mfeceién previa puede otorgar mmumidad parcial contra la reinfecaidn. Dado que una prueba cutinea
positiva ne sigmfica que una persona sea completamente inmune a la reinfeccion, se deben tomar medidas
apropadas de protecetdn contra la exposicaidn, en cualquier siuacidn donde se manipulen materiales que

puedan estar contamnados con H. capsularum independientemente de la prueba cutinea posava. {6)

Paga saber i el suelo o el guano estin contaminados con H. capswdarnm, deben tomarse muesas para
culavo. Actualmente, el método usado para aislar H, capsularum es caro y requiere varias semanas para
completarlo. Si no se toman suficientes muestras, las dreas pequefias pero muy contaminadas pueden ser
gnoradas. Flasta que exista un método mis ripido y menos caro, ¢l examen de muestras seguird siendo
poco prictico para la mayora de las situaciones, Consecuentemente, cuzndo no se hace un examen
extensivo, ¢l enfoque mds seguro es asumir que el suelo en regiones endémicas y cualquier acumulacion de
guano de murciélago o pdjaros, estin contaminados con H. capsulatum y por lo tanto, tomar las medidas

necesarias para prevenir la infeccion.{6)
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Tratamiento.

Los casos leves de histoplasmosis generalmente se resuelven sin ratamiento, los severos requieren
medicamentos especiales fungicidas para conmolar ia enfermedad. La histoplasmosis diserminada es faral st
no se rata. pero la muerte también puede ocurmie atn cuando se reciba tratamiente meédico. Bl wratamiento
de elecaidn es la administracion ntravenosa de anfotencina B, ¢l blanco de ésta es el ergosterol presente en
la membrana citoplismica del hongo, se une srreversiblemente a este esterol, resultando en el rompimiento
de 11 mregndad de la membrana y fn;nlmf:mc la muerte, la anforericina B es considerada por algunos comao
el “estindar de oro™ . Actualmente se esti wabuando en el desarrollo de nuevas formulaciones anufingicas

dirgdas a nuevos blancos en el honge. "1.6, 30, 39)

Prevencion.

La mejor forma de prevenir 11 exposicion a las esporas de M, eapsufarum es eviar aquellas situzciones
donde los materiales contaminados puedan hacerse volitiles y las esporas ser subsecuentemente nhaladas,

Esto es especialmente importante para aquelias personas con depresion del sistema mmunolégico. (2.6,17)

Los métodos de supresion de polvo, tal como humedecer cuidadosamente con agua, pueden ser \tiles para
reducir la canddad de material que se volanhza durante algunas actividades, tales como remover una
acumulacion de guano de murciélago o pajaro desde un lugar cerrado, como un duco, también debe usarse
un respirader aprobado por el Instituto Nacionzl de Salud Ocupacional (NIOSH) del Cenwo de
Prevencion y Control de Enfermedades (CDC) y otros articulos de proteccién personal pueden ser
necesarios para dismmuir el resgo de exposicion a H. capsularum. Sin embargo, sélo las personas
entrenadas en la seleccion y el uso adecuados del equipo de proteccidn personal deben Hevar a cabo
actvidades donde este equipo sea tequendo. Los desinfectantes han sido usados ocasionalmente parz teatar

€l suelo ¥ la acumulacion de guano de muraiélago o pijaros, cuando la remocién ha sido imposible, © come
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una precaucién antes de imcuar el proceso de remoctén. Las soluciones de formaldehido son los dnicos
desinfectantes que han probado ser efecuvos para descontaminar suelos que contienen H. capsulamm.
Dado que ks consecuencias para la salud debidos a b exposicién al formaldehido pueden ser
potencalmente graves, este reactivo debe ser manejado solamente por personas que saben como aplicarlo

en forma segura. (6)

A\ connnuacién hay una hsta parcial de actividades que tenen resgo de exposicidn a esporas de Ff
capsulatum. Para prevenir 1a exposiaién deben tomarse las medidas adecuadas por estas personas, cuando

se manipule suelo contammado, o guano de muraiélago o pajaros. (6,17}

Inspector o pinttor de puentes, Trabajadar de la conswuceion o demolicién.
\seador de chimeneas, Restaurador de edificios historicos o abandonades.
Granjero, trabajador agricola, Jardinero. Trabajador de control de plagas.
Instalador o agente de servicio de sistemas de aire acondicionado y calefacaion.
Trabajador de laboratotio mucrobioldgica.

Explorador de cuevas o Espeledlogo.

George Deepe, Jr, M.D. v sus colegas en el Colegio de Medicina de la Universidad de Cincinnan estan
trabajando en el desarrolio de vacunas para la proteccién contra H. capsulatum para ello uilizan una
proteina hecha a través de ingenieria genética, esta proteina recombmante conocida como proteina de
choque térmico 60 es idéntica a la proteina aislada del hongo originalmente denominada HIS-62. Con la
proteina recombinante inmunizaron ratones y demostraron que existe proteccion, zhora estin trabajando
en la identificacién del fragmento de la proteina recombinante que es capaz de proteger al raton. Sus
investigaciones son financiadas por el National Institute of Allerpy and Infectious Diseases (NIAID).
(40,33)
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John Bennett, M.D. recientemente encontrd que la nterleucina 12 (1L-12) puede ser dul en L1 intervencion
nmunolégica contra b mfeccion con Fistoplasma capindatum, los ratones tratados con IL-12, mfectados con
el hongo tenian menos levaduras en sus células de bazo, y sustancialmente dismmuvo la mortahdad
comparada con los ammales testigo. También mostraron que el IFN-y bloquea el efecto terapéutico de la

11-12. (40,47.56).

Aspectos Moleculares.

El awslamiente de H. capsulatum de distintas fuentes y procedencias perrmite posmlar diferencias
genotpicas, reflejadas en cambies fenotipicos, enconmrados en la morfologia, fisiologia v virulencia de la
cepas, estas musmas diferencias aportan datos que proceden de estudios acorde con metodologias
moleculares como Southem blot con sondas especificas, andlisis de los perfiles polmoarficos de los
tragmentos de resticaan del DN A (RFLP) o de amplitficacion al azar de DN A polimdriico por el mérado
de reaccién en cadena de la pohmerasa (RAPD-PCR) v sirven para relactonar los mslamientos del hengo.
Lo antenor ha permundo lz apricacién de DNA de diferentes cepas de H. capsufatum estudiadas en
Estados Umdos, que e utlizada en diversas apheaciones; una de ellas, es la obtencidn v promoadn de un
sstema  rapido de clsificacién molecular de los mslamientos de H. capswl/arum, lo que hace posible
establecer diferencias locales y regionales en cepas, como parte de los estudios epidemiolégcos detallzdos.

(19-25)

Basindose en el polimorfismo del DINA mitocondrial, que se obtene por tratamiento co‘n enzimas de
resmccaidn, Vincent v col. Clasificaron 23 aislamientos de AL capsulatum tanto de ongen humano como
de animal, los cuales se distribuyeron en tres clases: Clase 1 Cepas de baja virulencia v sensible 1 la
temperatura  denorminada cepa “Downs”. Clase 2 contiene 14 cepas de Norteamérica y dos de Afnca.
Clase 3, seis cepas de Centro y Sudamérica.(19) Spitzer udlizando también esta caractersnca del DNA

mitocondral y nbosomal desarrollé un mejor procedimiento para la clasificacion de ashamientos
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ambsentales y clinicos de H. capsulatum observando que la mayoria de los aislamuentos clinicos y del
suelo de Estados Unidos presentaron patrones idénncos a los de la clase 2 de Vincent, mientras que s de

origen clinico Downs y (G186B de Panama las colocaron en las clases Ty 3 respectivamente.(20)

Finalmente Keath y col. en 1992 propusieron un nuevo sistema para la opificacion de M. capsufarem con
base en ¢l anihsis RFLP del gen nuclear yps-3, gen especifico de la fase levaduriforme del hongo, este
sisterna se adicond de una subtipificacion con una sonda de DNA mitocondrial, lo cual permito que 76
aislamientos clinicos se agruparan en 6 clases distintas, una de estas clases, la 5 uene la particulandad de

presentar + subclises.(22
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Hipdtesis

St se utiliza un grupe de cepas de H. capsularum aisiados a partir de diferentes fuentes y poblaciones en
México v se comparan miclecularmnente ¢on otras cepas encontradas en paises colndantes y cercanos
(Panami v Colombia) con el nuestro, entonces se podri establecer si dichas cepas presentan alguna relacion

genéuca asociada a su distribucidn geografica,

Objetivos Generales.

* Caractenzar biologica y molecularmente lzs cepas de Hingplusma capsubatum aisladas a parur de la
naturaleza y animales infectados localizados en diferentes dreas geogrificas de la repiblica, asi como de

pacientes con histoplasmosis asocuda a SIDA.

Objetivos Particulares.

¢ Comparar Ia técnica de aslamiento comin de DNA de H. capsulatum con téenicas de aislamiento de
DNA cromosomal mds recientes.
¢ Clstficar al hongo H. capsulatum  mediante la téenica de Pelimorfismo de Longitud de los

Fragmentos de Restricciéon (RFLP).

Justificacion.

Méxaco es considerado como un puente geogritico debido a que ocupa el limite extremo de Norteamérica
v al sur con los paises centroamernicanos, en estos sitios los ambientes son favorables para el desarrollo de
H. capsufarumy, en los Estados Unidos  predominan s cepas clasificadas como clase 2 estas cepas se
aislaron de casos clinicos y de suelo, la clase 1 la constituye una cepa de baja virulencia recuperada de una

paciente inmunosuprimida, las cepas amsladas de Centroamérica, particularmente Panami, que se han
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Hipotesis

Si se utihza un grupo de cepas de H. capsulatum aislados a partir de diterentes fuentes y poblaciones en
México v se comparan molecularmente con otras cepas encontradas en paises cokndantes v cercanos
(Panami v Colombia) con el nuestro, entonces se podri establecer si dichas cepas presentan alguna relacién

genénca aseciada a su distribucién geografica.

Objetivos Generales.

+ Caracterizar bioldgica v molecularmente las cepas de Histoplusmu cupsidatum aisladas 2 parur de la
naturaleza y animales infectados localizados en diferentes dreas geograficas de la republica, asi como de

pacientes con histoplasmosis asociada 2 SIDA.

Objetivos Particulares.

¢ Comparar la técnica de aslarmiento comin de DNA de H. capsudarurm con téenicas de uslamento de
DXA cromosomal mis recientes.
¢ Clasificar al hongo H. capsularum mediante la téenica de Polimortismo de Longitud de los

Fragmentos de Restriccidn (RFLD).

Justificacién.

México es considerado como un puente geogrifico debido a que ocupa el limite extremo de Norteamérica
v al sur con los paises centroamericanos, en estos sitos los ambientes son favorables para el desarrollo de
H. capsulatum, en los Fstados Unidos predominan las cepas clasificadas como clase 2 estas cepas se
aislaron de casos clinicos y de suelo, Ia clase 1 }a constituye una cepa de baja virulencia recuperada de una

paciente inmunosuprimida, las cepas asladas de Centroamérica, particularmente Panamd, que se han

22



Hipdtesis

Si se utihza un grupo de cepas de H. capsularum sishados a parur de diterentes fuentes y poblaciones en
México ¥ se comparan molecularmente con otras cepas encontradas en paises colmdantes v cercanos
{Panami v Colembia) con el nuestro, entonces se podrd establecer si dichas cepas presentan alguna relacion

genénca asociada a su distnbucion geogrinea.

Objetivos Generales,

¢ Caractenizar bioldgica y molecularmente las cepas de Histoplasma capirdatnizr atsladas a partr de la
naturaleza y animales infectados localizados en diferentes dreas geograficas de la republica, asi come de

pactentes con histoplasmosis asocada 3 SIDA,

Objetivos Particulares.

¢ Comparyr Ia téenica de aslarmiento comin de DNA de H. capsularum con téenicas de uislamiento de
DNA cromosomal mis recientes.
¢ Clasificar al hongo H. capsplatum  medante la técnica de Polimorfismo de Longitud de los

Fragmentos de Restriceion (RFLD).

Justificacién.

México es considerado como un puente geogritico debido a que ocupa el limite extremo de Norteamética
v al sur con Jos paises centroamencanos, en estos sitios los ambientes son favorables para ef desarrollo de
H. capsufatuny, en los Estados Unidos predominan fas cepas clasificadas como clase 2 estas cepas se
aislaron de casos clinicos y de suelo, [a clase 1 fa constituye una cepa de baja virulenaa recuperada de una

paciente inmunosuprimida, las cepas aisiadas de Centroaménica, particularmente Panamd, que se han
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estudiado por métodos moleculares se clasifican deatro de la clase 3, segin lo descrito por R.D. Vincent, y

cols. en 1986 (19},

En México hay zonas donde existen condiciones ambientales apropiadas como cuevas, ambientes cerrados,
que sirven como refugio de especies de murciélagos migratorios, lo que favorece la acumulacion de guano,
¢l cual funciona como fuente de nutrientes para el desarrollo de H. capsufarum, aunado a fas condiciones
adecuadas de humedad y temperatura; existen reportes de aislamientos del hongo en animales infectados y
en el guano, por lo que se plintea la posibilidad de que estos funcionen como reservonos ¥ diseminadores

del hongo en la narurateza.(14, 18, 37)

Los reportes de casos de histoplasmosis en ¢l territorio nacional proceden de wodas las entdades
federativas, sin vmbargo, los datos estin referidos a la enfermedad activa, v se desconece la informacién
sobre el sino donde se adquiné la infeccsén, también se han reportado aslamientos del hongo en muestras
de pacientes con inmunosupresion o con el Sindrome de Inmunodeficiencia Humana (SIDA), ya que esta
condicién favorece la infeccion por diferentes agentes no solo paégenos, smno ambién por otros
microorganismus no considerados patdgenos, e stas Personas este tipa de micosis se presenta como una

infeccion oportunista (18).

Actuslmente en México se han iniciado los trabajos diripidos hacia Ja coracterizacién molecular de
diferentes aislados de H. capsularum, uilizando las técnicas de Biologia Molecular para detectar la
diversidad genética entre cepas estrechamente relacionadas, y con ello generar datos que permitan conocer

su epidemiologia molecular en el pais (18)-

En ei presente trabajo se empled para fa caracterizacién molecular de las cepas, el método de RFLP,
seleccionado por ser el que mas se ha utilizado en la genotipificacion molecular de H. capsulatum.(19, 22,

26)
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Metodologia.

|2.2 cepas de H. capsulatum | | 5 cepas de referencia

.

¥
Obtencidn de la fase micelial (GYE)

v

Extraccion del DNA total del Hongo
*M¢étodo de Spitzer.
*Método Extraccion con Sales.

3

Polimorfismo de Longitud de los
Fragmentos de Restriccién (RFLP)

Fig. 5. Plan de trabajo general.

Cepas de H. capsularum. ‘Tabla 1)

Se trabajaron 22 cepas de H. capsufatum asladas de diferentes origenes geoprificos y diferentes fuentes
de atslamiento (clinico y naturaleza); ademds se contd con 5 cepas de referencia: 2 asladas de pacientes
mexicanos con diagnéstico de histoplasmosis casos clinicos no asociados a SIDA, las cepas EH-46 y EH-
53; 3 cepas donadas por el Dr. G.S. Kobayashi de la Universidad de Washington, la G217B -y I
denorninada Downs aisladas en Estados Unidos de Norte América y la G186B aislada de Panami, todas
ellas pertenecientes a la coleccidn del Labotatorio de Inmunoclogia de Hongos del Departamento de
Microbiologia y Parasitalogia de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Autdnoma de México

(UNAM).
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Tabia 1. Fuentes y origenes geograficos de los aislamientos de Histoplasma
capsulatum en estudio.

tl'qeog.isdtero. Fuente Qrigen geografico Comentario
EH46 Humano México {Guerrero) referencia
1EH53 Humano México {Hidalgo) referencia

P—Em{):’a Humano Guatemala (Alta Verapaz)

'EH 308 [Humano Guatemala

"EH 313 |Guano México {Guerrero)

"EH 314 [Excretas de Gallo México (Guerrera)

'EH 316 |Humano (SIDA) México (Guerrero)

EH 317 ‘T-4umano (SIDA) México (Morelos)

"EH 319  [Humano (SIDA) México (D.F )

"EH 325 [Humano (SIDA) México (Chiapas)

.EH 330 [Humano Colombia

"EH 331 |Humano Panama Ref. (G186B)

"EH 333 | Excretas de Zanate Guatemala !

(EH 335 |Humano EUA {Louisiana) Ref. (G217B)
EH 336 |[Humano (SIDA) EUA Ref. { Downs) H
EM 355 |Humano (SIDA) México H
EH 356 |Humano (SIDA) México
EH 357 |Humano (SIDA} México
EH 358 |Humano (SIDA) México
EH 362 |Excretas de Zanate Guatemala (Escuintla)

EH 364 |Humano Guatemala (Guatemala)

EH 373 | Murciélago {Artibeus hirsutus) México {Morelos)

EH 374 | Murciélago {Artibeus hirsutus) | México (Morelos) ]
EH 375 [Murciélago (Artibeus hirsutus) |México (Morelos)

EH 376 |Murciélago (Artibeus hirsutus) | México (Morelos)

EH 378 |Murciélago {Artibeus hirsutus) | México (Morelos) T
EH 392 |Excretas de ave México (D. F.) j
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Todas estas cepas cuentan con la datos que las caracterizan como H. capsulasum, es decir se les ha
reahzado la idenuficacidn morfoldgica, inmunoldgca, wansicidn dimdrfica, determinacidn de la dosis letat
al 50%, electrotipos de las histoplasminas v fa técnica de amplificacién al azar del DNA polmértico por el

método de la reaccion en cadena de la polimerasa (RAPD-PCR} para algunas de ellas.(25,33

Las cepas de H. capsulatum descntas se conservaron en refngeracion (4°C) en agar micobidtico (Boxon,

Becton-Dickinson de México) en fase micelial.

Obtencidn de la masa micelial.

De [a fase micelial en la que se encuentran cada una de las cepas se sembrd en 300 mL de agar GYE (1%
de extracto de levadura v 2% glucosa), se neubd a 28 °C y con agitacién moderada (30 g) durante un

periodo de 13 a 30 dias o hasta obtener abundante masa micelial y se separé el mucelio por fileracidn con un

embude Buchner con papel filero de poro gruese.

A parter del fltrado concehtrado, st reithzd una prueba de doble inmunodifusidn con un unusuero
especifico ¥ antgeno de referencia, para cormprobar la idenndad nmunolégicn del hongo, ésta se llevo a
cabo antes de inictar el proceso de extracaidn de DNA. Cuando la idennficacidn para H. capsulatum fue
negativa, se descartd ¢l micelio correspondiente. Esta prueba de identidad se realizo en el Laboratorio de

inmunelogia de hongos de la Facultad de Medicina de la UNAM.

Extraccién del DNA total del Hongo.

Para lograr el aislimiento del DNA total de H. capsufamm se propusieron dos téenicas de aislamiento del
mismo; de la evaluacidn de cada una de eflas a través de la calidad y cantidad de DNA obtenido, ¥ por

consigutente si es posible digenrlo con la enzima de restriccidn a utilizar se eligié la mas conveniente.
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Macerar miceli&o en hielo seco.
Lisar (Tris-HC‘I EDTA, SDS)
sobrenadante del lisado + Acetato de potasio
Precipitar écid:;s nucleicos con
Acetato de amoin'o -isopropanol
Resuspenderen TES y adicionar

RNAsay proteinasakK
v

Extraccion Fenol-cloroformo-alcoholisoamilico
¥
Precipitar conEtOH abs. y lavar EtOH 70%
¥
Resuspender TE y Determinar concentracion €
integridad del DNA.

Fig. 6. Métado de Spitzer. Extraccién de DNA modificada para hongos.

Mérodo de Spitzer (Modificado para hongos) (26)

Lavar 2 veces fa masa micelial con solucién reguladora TE (Tris-HCI 10 mal y EDTA 1 mM, pH 8.0) o
con TBS, centrifugar a 3000 g durante 10 min. para recuperar el micelio y mantenerlo en congelacion hasta

su procesamiento.

Vaciar el micelio congelado a un mortero previamente enfriado a -70°C y colocarlo en un lecho de hielo
$eco; macerar suave pero firmemente, primero en seco con la adicion de trozos de hielo seco, evitando
derramar ¢l contemdo del mortero ; continuar rornpiendo el micelio con la adicién de hielo seco hasta

obtener polvo fino.
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Afiadir aproximadamente 20 mL de solucidn reguladora de lisis (Tris-HCI 50 mM, EDTA 62.5 m)lL SDS af

2%, pH 8.0 ¢ incubar a teraperatura ambiente con agitacion moderada (50 g) durante 60 min.

Centmitugar el hsado a 3000 g por 10 min. a 4°C, separar el sobrenadante v adicionar Y4 de volumen de

acetato de potasio 8 M, mezclar e incubar sobre hielo 30 mn.

Centnifugar a 10,000 g durante 10 rmun. a 4°C, separar el sobrenadante v precipirar los dcidos nuclewcos

adicionande 4 de volumen de acetato de amonio 8 My 0.6 volimenes de isopropanol.

Incubar 30 min. a -20°C y centrifugar a 10,000 g durante 10 mmn. a 4°C, resuspender los dados nucleicns

en > mi. de solucién reguladora TES (Tos 10 mM, EDTA 1 mM, NaCl 0.5%0.

Adimonar al DN A 30 pg/ml. de RN Asa {pancreidtica) e incubar a 37°C durante 30 min,

Adicienar proteinasa K a una concentracidn tinal de 0.5 mg/mlL, incubar a 35°C por 30 mm,

Extraer el DNA con un velumen igual de fenol : cloroformo : aleohol isoamikco (25:2-81) v 2 volimenes
de cloroformo : alcohol iscamilico {24:1). Adicionar 2 volimenes de etanol absoluto frio, recuperar la malla
de DNA con una punta de vidrto, lavar la malla con etanol al 70% y disolverfa con solucidn reguladora

"low" TE (Tris 10 mM, EDTA 0.1 m0),

Determinar la concentracion del DNA, por espectrofotometria- rudiendo 1 absorbencia 2 260 nm y [a

mntegridad por electroforesis en peles de agarosa at 0.8%, comparando con el DXN.A del bacteridfage lambda

(A)-
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ll—lomogenizar con Tris-EDTA saline. J

Adicionar SDS y proteinasa K |
7

Incubar 24 Hrs. y adicionar NaCl 6 M
Y
Dbtener sobrenadante y adicionar isopropanol I
'

Obtener pastilla y lavar con EtOH 70%
¥

| Resuspender en agua estéril l

Determinar concentracién e integridad del DNA. ]

Fig. 7. Extraccidén de DNA gendmico por sales.

Método ripido de extraccion por sales de DNA gendmico. (27)

Es un métndo de extracedn de DNA gendmico, es simple, rapido, universalmente aplicable y reproducible
va que puede ser utihizado para una gran variedad de tejidos logrindose obtener DNA de alta cahdad que
puede ser utilizado en diferentes técrucas de manipulacién como PCR, Southem blot, clonacidn v

digesuon-restriccion.

Obtener 30 a 100 mg del tejido o micehos altrados y secos.
Homogenewzar en 400 pi. de amortiguador de homogeneizacion salino estéril (NaCl 0.4 M, Tns-HCl 10

mM, EDTA 2 mM, pH 8.0) utiizande un homogeneizador de tejidos Politron durante 10 2 15 segundos.

Adicionar 40 pl. de SDS al 20 % {concentracién final 2%) y 8 pl de proteinasa K a 20 mg/mlL
{coneentracion fmal de 400 pg/ml), mezelar bien,
Incubar Jas muestras a 35-65°C por al menos 1 hora o toda la noche, después adicionar a cada muestra 300

ul. de NaCl 6 M (solucién saturads), mezclar en vértex durante 30 segundos a méixima velocidad.
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Centrifugar a 10,000 g durante 30 munutos. Transferic el sobrenadante a wbos nuevos.

Admionar un volumen igual de sopropane! a cada mueswra mezclar bien e incubar durante 1 hora a -20%C,

Centrifugar las muestras a 10,000 g durante 20 mm. a 4°C.

Lavar la pasulla con etanol al 70%, secar y resuspender en 300 - 500 pL. de agua estéril.

Determnar la concentracion del DNA, por espectrofotometria mudiendo {2 absorbencia 2 260 nm v .

wntegridad por electroforesis en geles de agarosa al 0.8%, con el IDNA def bactertétago A.

[Restﬁcci()nconlaerzinn Fe T

Separacion de Fragmentos en
gel de Agarosa 0.8%

Y
i Tincion con Bromuro de etidio.
¥
Fotografiar el gel

L
! Andlisis de los pertiles de restriccion

Fig. 8. Obtencién del polimorfismo de la longitud de los frogmentos de restriccién RFLP's

N
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Obtencidn de los perfiles de polimorfismo en Ia longitud de los fragmentos de restriccién (RFLP).

A partir de 5 pg de DNA de cada cepa, efectuar la digestion con 40-60 Unidades de la enmma de

restriccién Flae ITE (sigma MR.)

Separar los fragmentos de DNA obtenidas por electroforesis en geles de agarosa al 0.8%, utiizando un
voltaje de 60 Volts durante 2 horas, tefirlos con bromuro de etdio. Utlizar como estindar de peso

molecular ¢l DNA del fago A tratado con la enzima Hird 111

Fotografiar los geles con una pelicula nstantinea Polarod 667 de alta velocidad en un transsummnador

2020 E {Stratagene) 0 en un documentador de imigenes “Eagle eye” (Stratagene).

Analizar los resultados de estos perfiles construyendo las matrices de datos correspondientes y agrupar las
cepas de acuerdo a sus perfiles RFLP, y compararlos con los datos ya referidos en la hteramura

correspondiente.
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Resultados

Antes de realizar cualquiera de los procedimientos de aislamiento de DINA total del hongo, primero se les

wlennficd como H. capsulatum mediante una prueba de doble inmunodifusion; los micelios que no

confirmados o neganvos a esta prueba fueron eliminados.

En la figura 9 se muestra el DNA ebtenido con las 2 téenscas de aislmiento de DNA total.

la concentracion de DN\ total obtenido por el método de Spitzer fue de 303 ug/ml los cuales fueron

calculados con la relacidn: 1 As,,= 50 ug/ml.. (26)

Caleulo: As e = Asyq ¥ diductén = R x 30ug/mL = ug/mlL

Del espectragrama: As.,= 0.142 por lo ante As, #0142 30 = 7.1 x S0ug/ml. = 305 pg/mi.,

La concentracién de N A total obtenido por el mérodo ripido de extraceidn por sales fue de 600 pg/ml,

esta concentracion se caleuld utlizando la relacion anterior. (2

T 2

1 Kb
Lader

T

7 8 9

Fig. 9. Gel de agarosa al 0.8% tefiido con

bromure de etidio. Carril 1 escalera de
1 kb. carriles: 2 a 4 DNA obtenido por
el método de Spitzer, 5 a 7 DNA
obtenido por el método rdpide con
sales, 8 y 9 DNA purificado de Baciflus
subtilis. De los tres tipos de DNA se
hizo una dilucién 1:10 y se aplicaron 2, 4
y 6 14 en cada carril para Spitzery 1, 2
y 3 (L para sales. Las concentraciones
de ceda uno de los DNA sin diluir
fueron: Spitzer 305 wg/mL, sales 600
ig/ml de 8. subtifis 320 pg/mi.
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La digesndn del DX A total de las cepas de H. capsulaturn con la enzima de restricaidn Hae 111 produjo 7
pertiles difcrentes de los cuales 16 de las cepas corresponden al perfil npo C, 3 al perfil wpo A, 1 al perhil
tipo Fy 1 al perfil tpo I, estos + tipos de perfil anteriormente descritos por Salas Rios. También se
encontraron 3 perfiles que no corresponden 1 ninguno de los antericrmente descatas v se asignaron como

perfil bpo K, L v M respectivamente. (Figuras 11y 12). (42)

Todos los pertiles fueron agrupados en base a la disposiaidn y ndmero de bandas observadas y en relacidn
con ¢l marcador de peso molecular. La asignacion de los nuevos pertiles se hizo parnendo de lo propuesto
por Salas Rios. Por lo que respecta a las cepas de referencia estas mostraron el pertil que va se habia
descrito. La tabla 2 resume los datos de los pertiles obtenidos tanto de ks cepas en estudio come las de

referencia asi come su fuente de asslamiento y onigen geogrifico. (42)

Las 14 cepas con perfil tipo C se muestran en la figura 11, en esta misma figura se muestra el perfil de las
cepas de referencia EHA46 v EH33 ambas con perfil bpo C. En la figura 12 se muestran los pertiles tipo 4,
F, e 1, 231 como los perfiles tipo K, L y M. Con la disposicién y ndmero de bandas en relacion con el
marcador de peso molecular obtenido de estos corrimuentos electroforéncos se construyd una mawiz de
valores de pesos moleculares expresados en kilobases (kb) de cada banda. El cilculo estos se determind
segun Sambrook et al. graficando en papel sermilogaritmico los valores de los estindares de peso molecular
# distancia de cormrmiento y extrapolando las distancias de las bandas presentes en cada perfil. Por dlumo
para los valores de la matriz se dieron valores arbitrarios de 0 v 1; el 1 indica Ia presencia de la banda y e 0
ta ausencia de la misma (Tabla 3). Ei perfil polimérfico del DNA de cada cepa se determing con los datos

integrados en esta mamz. (41}

La figura 1) muestra los perfiles representativos del polimorfismo de DNA obtenidos por Salas Rios y

colaboradores (42) en la cual se observan los distintos perfiles encontrados en el grupo de cepas obtenidas
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de pacientes con histoplasmosis asociada 2 SIDA asi como los perfiles de las cepas de referencia de

Estados Unidos, Panama y México.

HindIIT Clases

HindTI1
2 3 4 ;

referencia

Fig. 10, Gel de agarosa al 0.8% tefido con bromuro de etidie. Perfiles del polimorfismo del DNA
por RFLP de las cepas de H. capsufatum, de pacientes con histoplasmosis asociada a SIDA y
las cepas de referencia de México, Estados Unidos y Panamé, digerides con la enzima Hoe
III. Tomado de Salas rios. (42)

Fig. 12. Gel de agarosa al 0.8%. Carril 1y 10

Fig. 11. Gel de agarosa al 0.8%. Tincién con DNA fago A cortedo con Hind III,
bromure de etidio. Carril 1 DNA fago A carriles 2 y 3 perfil A, carril 4 I, carril
cortado con HindIII, carriles 2 y 3 cepas de 5 perfil nuevo K, carril 6 perfil nuevo M,
referencia EH453 y EH 46 perfil tipo C, 4 a carril 7 perfil nuevo L. carril B perfil F,
17 cepas con perfil tipo C. carril 9 perfil clase 1.



capsulatum en estudio. Perfiles RFLP obtenidos con Hae lIi.

Tabla 2. Fuentes y origenes geograficos de los aislamientos de Hisfoplasma

No. de :
’
registro Fuente QOrigen geogréfico RFLP _JS
i EH46 Humano {referencia} México (Guerrero) C 4
.EH53  [Humano (Referencia) México (Hidalgo) [
,EH303 [Humano Guatemala (Alta Verapaz) C A
"EH 306 |Humano Guatemala c
EH 313 |Guano de murciélago México (Guerrero) K -
EH 314 [Excretas de Gallo México (Guerrero) L gi‘—
EH 316 |Humano (SIDA) México {Guerrero) M i
EH 317 |Humano (SIDA) Meéxico {Morelos) c_
EH 319 [Humano (SIDA) México {D.F.) C ¥
"EH 325 |Humano (SIDA) México (Chiapas} I J
.EH 330 |Humano Colombia C !
"EH 331 |Humana (Ref. G1868) Panama CLASE3 '
"EH 333 |Excretas de Zanate Guatemala C '
"EH 335 |Humano (Ref. G217B) EUA (Louisiana) CLASE2 5
"EH 336 |Humano (SIDA) ( Ref. Downs)  [EUA CLASE1 ¢
'EH 355 [Humano (SIDA) México A H
"EH 356 |Humano (SIDA) México A /
'EH 357 [Humano (SIDA) Meéxico A H
"EH 358 [Humano (SIDA) México C K
'EH 362 |Excretas de Zanate Guatemala (Escuintla) C 1
EH 364 [Humano Guatemala (Guatemala) c '
EH 373 |Murciélago (Arfibeus hirsutus) México (Morelos) C H
EH 374 |Murciélago (Arfibeus hirsutus) México (Morelos) c :
EH 375 |Murciélago (Artibeus hirsutus) México (Moreios} c
EH 376 |Murciélago (Antibeus hirsutus) México (Morelos) c
EH 378 |Murciélago (Aribeus hirsutus) México (Morelos) C
EH 392 |Excretas de ave México (D. F.) F

Perfiles descritos en México: A, B, C, D, E, F, G, H, [ v]. (42)

Perfiles descritos en Estados Unidos: Clase 1, clase 2 y clase 3.(19)

Guatemnala y Colombia: nio se ban descrito perfiles.

La < denota perfiles nuevos.
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0y 1 son valores arbitrarios asignados para

Kb calculados segin Sambrook (41}.

Los pesos moleculares en

la construccién de la matriz, el 0 indica ausencia de la banda y ¢l 1 indica presencia de la banda.
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Analisis de resultados.

E! nimero de cepas que se procesaron aunque pocas son muy importantes dadas las dificultades técnicas
que tienen que sortearse para poder obtenerlas ya que la primera de ellas representa un verdadero logro
pues el tener la cepa pura implica mucho trabajo porque el materiat del cual se recupera A capsulatum
viene siempre acompadiado de un gran mimero de hongos filamentosos y levaduras asociadas al hibitat de
H. capsulatum que al crecer mis ripido, dificultan su aislamiento; por ello se hace necesario el uso de
nicloheximida para seducie el ndmero de contaminantes: sin embargo Algunas de s levaduras son
resistentes al antibidtico, pero su morfologia (colonial v mucroscépica) reduce las posibilidades de
confusién. Por lo que respecta al aislimiento del hongo de muestras en teoria mis limpias como son las
que provienen de pacientes o apimales infectados, se ha informado que estas también pueden venir
acompariadas por estas levaduras u hongos filamentosos, que son saprobios en su mayoria pero aigunos de
ellos son patenculmente patogenos al hombre y amimales de sangre caliente. Algunos de estos hongos

estin apareciendo como causantes de infecciones sistémicas oportunistas en pacientes con SHDA. (43-+ .

Para obtener el DNA total de H. capsulatum se propusieron dos téemeas de aislamiento del mismo: el
método de Spirzer y el método ripido de extraccion por sales de la evaluacién de la calidad y canndad
resultante del material procesado por ambas técnicas, entendiendo por calidad que el DNA obtenido no se
encuentre degradado, es decir que no sufra nucleolisis inespecifica; ambos métodos permiten la obtencion
de material de buena calidad, adernds este material también es susceptible de ser cortado por la enzima de
restriccion Ha U1 produciendo pesfiles adecuados. Se eligs ol método rapido de extraccién por sales
debido a que el rendimiento (cantidad de DNA) obtenido es ¢l doble (600 ug/mL) comparado con la
primera metodologia (Spitzer), esto lo observamos en el gel de agarosa ab 0.8% tefitdo con bromuro de

etidio (figura 9) y por la cuantificacién espectrofotométrica; en el método de Spitzer obtuvimos 305
ug/mL. (26,27)
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Otra caracterfstica que vale la pena mencionar es que en el método ripido de extraccién por sales utiliza
Mmenos reactivos ¥ se requiere un menor tiempo para su reakizacidn, la desventaja es que junto con el DNA
se obtienen otras impurezas, como la gran cantidad de RNA y otros materiales insolubles, los cuales no

interfieren con el proceso de restriccion.

Como resultado de la digestion del DNA de las cepas estudiadas hasta el momento, 16 de las cepas
correspenden al perfil C, tres al perfil A y una para cada uno de los perfiles F e T descritos por Salas Rios,

encontramos al menos tres perfiles nuevos o diferentes a los antes publicados en México. (42)

Salzs Rios y cols. empleando dnicamente el método de RFLP en el grupe de cepas recuperadas de
pacientes con histoplasmosts asociada a SIDA encontré 10 perfiles claramente diferenciables en cada una
de sus cepas, lo mismo sucede con fas cepas que nosotros estudiamos la mayoria de los perfiles que se
obtuvieron corresponden a esta clasificacién vy solo 3 resultan ser nuevos o diferentes, porque no
cotresponden a ninguna de las clasificaciones publicadas; €l tpo K nene un tnplete de bandas idéntico af
perfil tipo A {5, 48 y 4.6 Kb) v 2 (9.3 v 7 Kb) que no corresponden a ninguno de los tipos; el tpo L
integrado por 7 bandas 3 de ellas por debajo de 3.6 Kb (3.4, 3.2, 3, 2.3 y 2.3 Kb) el hmite inferior del resto
de los perfiles, las otras dos bandas son de 9.3 y 6.3 KB; el pertil M esta compuesto iinicamente por 3
bandas (8, 4.8 y +.3 Kb) que son diferentes del tipo F, ademds los perfiles de Salas y los aqui encontrados
no correspenden a ninguna de las clases 1, 2, 3 y 4 descritas en h literatura obtenidas t::mbi_én por RFLP.

(19, 22, 42)

Les perfiles obtenidos por RFLP de las cepas estudiadas mostraron un claro predominio del tipo C (63.6
%) yaque 14 de las 22 cepas estudiadas presentaron éste, seguida por el perfil upo A (13.6%), ambos son
los que en el trabajo de Salas Rios se reportan comno predeminantes en nuestro pais y pueden ser sugeridos

como perfiles geograficamente regionales. (42)
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El resto de los perfiles fueron anicos, las cepas de referencia de México EH46 y EH33 presentaron por
este método, el perfil npo C: este hecho permite considerar la probable abundancia de cepas con esta
organizacion génica en el territoro nacional, ademnds las cepas procedentes de Guatemala y Colombia
también presentaron esta clase de organizacién génica, lo cual hace pensar que este tipo de perfil no solo se
encuentra en el sureste de México sino que su abundancia va mis alld de nuestras fronteras. Cabe
mencionar que el perfil ipo C no solo se encontrd en cepas recuperadas de pacientes con histoplasmosis
asociada a SIDA, sino en aquellas recuperadas de pacientes con histoplasmosis, murciélagos infectados ¥

excretas.

Los 3 pertiles nuevos sumados a los 10 propuestos por Salas Rios ndican que en México extste una mayor
variedad genética de las cepas de H. capsulatum que lo reportado para el territorio norteamernicano donde
Vincent el al. describe 3 ipos de perfiles diferentes (asignados como clases) y con el predominio de la clase

1 en 20 cepas de origen humano v animales. {19

Keath et al. encontrd que de 45 aslados del medio oeste de EUA 41 (91%) correspondian 1 la clase 2 y
solo 4 (9%) a la clase 1. En este mismo estudio pero utilizando la sonda génica yps-3 qué es una sonda
dirigida 2 un gen especifico de la fase levadunforme de H. capsuwlatum, para clasificar sus aislados
describen la existencia de una clase 5 con 4 subclases y una clase 6, incluyeron cepas procedentes de paises
con clima tropical como Panamd y Puerto Rico, aunque estas cepas fueron pocas (11 cepas) mostraron una
gran diversidad genotipica comparados con el nimero de aislidos de EUA ya que estas cepas fueron

clasificadas en las clases 3, 53, 3b, 3¢ y 6. {22)

Nuestro trabajo y ¢l de otros autores indica que en Meéxico una gran variabilidad genética entre las cepas
estudiadas hasta ¢l momento pues se tiene un total de al menos 13 perfiles diferentes claramente

diferenciables entre 46 cepas estudiadas utilizando solo el método de RFLP. (42)

39



La variabilidad genética observada en México para las cepas de FL capsulatum, posiblemente sea el
resultado de los factores ambientales sobre el hongo, como la alta tasa de crecimiento y las presiones
resultantes de los diferentes climas (tropicales y subtropicales) que se presentan en nuestro territorio ¥ que
pueden favorecer el predominio de una determmada cepa resultante de una clona en partcular o de
mecanismos de tecombmacidn genética, va gue H. capsularum es un hongo que presenta una fase sexuada

cuyo estado teleomorfico se denomina Ajellomyces capsidarum,

Las 3 cepas nuevas encontradas proceden del estado de Guerrero, éstas son de origen diferente (guano,
excretas de gallo, humano) por lo tanto estén somendas a1 diferentes presiones en su nicho ecologico,
generando asi una heterogeneidad genética, 1a cual se mamfiesta en caracteristicas genotipicas y fenodpicas
diferentes en las cepas {p. ¢j. virulencia); por otra parte el estado de Guerrero se caracteriza por tener
localidades donde hay un elevado porcentaje de primocontacto (80-87%) v otras con infeccion casi nula
(4.7° 0}, esto se debe a las actividades ocupacionales desarrofladas y el contacto con el hongo guardan una
estrecha relacion, asi, los guias turisticos de cavernas, colectores de guano y cuidadores de gallos de pelea
tienen mayor riesgo que las personas que se dedican a la pesca, esto enfatiza las diferencias en la

distribucién de la infeccion por H. capswlarum en el estado. (15,16,18)

Los estudios de epidemiologia molecular efectuados hasta el momento pars H. capsulatum se
fundamentan principalmente en el polimorfismo del DNA mitocondrial y nbosomal obtenidos mediante
RFLP y por hibridacién con la sonda del gen yps-3. Estos estudios han permitido proponer clasificaciones
tanto de las cepas estudiadas de casos clinicos asociadas o no a SIDA como de las recuperadas del suelo,
ademis de relacionarlas de acuerdo a su distribucion geografica.

Los datos procedentes del estudio de Salas-Rios y los aqui obtemidos logran asociar las cepas en grupos del
A al M de acuerdo al tipo de perfit y con estudios adicionales de termotolerancia y virulencia pueden ser

incluidas en la clasificacion internacional descrita a la fecha. (42)
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Conclusiones.

Se comparé la téenica de aistamiento de DNA propuesta por Spitzer modificada para hongos con
técnica de aislimiento de DNA que utiliza sales, ambas son de gran validad; la segunda es mis

universal, menos laboriosa y proporciono un mayor rendimiento.

Se clasificaron 22 cepas de H. capsulatum en 7 tpos de perfiles diferentes a través de su RFLP.

Se caracterizaron biclégica y molecularmente 22 cepas de H. capsulatum recuperadas a partr de la
naturaleza (guano. excretas de aves) y animales infectados {murciélagos) localizados en diterentes zonas

geogrificas de la repiblica, asi come de pacientes con histoplasmosis asociada o no a SIDA.

Entre las cepas estudiadas  por ¢t método de RFLP se encontraron 7 perfiles diferentes claramente
diferenciables, de los cuales 3 son totalmente nuevos (K, Ly M) y 4 corresponden a los descnitos en la

literatura para las cepas mexicanas. (42)

El 63.6% (14) de las cepas corresponde al perfil opo C; ademds este perfil se encuentra tanto en
aislamientos de la naturaleza como en aislamientos de origen humano; también es el que presentan las

cepas de referencia mexicanas EH46 y EFH53.

La organizacién génica de las cepas con perfil tipo A y tipo C son predominantes y pueden ser

propuestos como perfiles geograficos regionales.

El perfil tipo C es probablemente el mds ampliamente distribuido esta presente en el sur de México y

en las cepas de Guaternala y Colembia que estudiamos,
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8. No se observaron perfiles similares a las clases de Vincent et al. y Keath et al. (cepas de Estados
Unidos, Panama y Puerto Rico) pertenecientes a la clasificacidon intemacional, entre ks cepas
recuperadas de diversas fuentes y origenes geogrificos tanto en México como en paises ubicados hacia
ta frontera sur del mismo {Guatemala y Colombia), esto al menos en ef grupo de cepas estudiadas. (19,

22)

Finalmente parsce existr una refacion génica remonal ente las cepas del sur de México con las cepas
procedentes de centro {Guatemala) v América del Sur (Colombia) que estudiamos, pero no con las cepas
de Norteamérica usadas como reterencia; entre las cepas de Guerrero los resultades ndican que no har
relacion, por 0 tanto ne pedemos decir que nuestra hipotesis se cumple, se hace necesario pues realizar
mis estudios utthzando un mayor mimero de cepas para el estado de Guerrero, de otros paises del centro v
sur de América e mcluir cepas procedentes del Norte de nuestro pais. También unlizar técnicas mids
sensibles que unlizan el DNA cromosomal como el RAPD-PCR y no solo DNA mutocondrial como el

RFLP. En estos nuevos estudios se pueden incluir esrudios de virulencia y termotolerancia de las cepas.
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APENDICE 1
PREPARACION DE SOLUCIONES y REACTIVOS. (41)

AGUA DESTILADA FILTRADA Y ESTERIL,
AGUA DESTILADA: 3500 mL

1. El agua se filtra en un sistemna Millipore con membranas MSI de acetato con poro de (.22 - 0.45 um.

o]

. Envasar en un matraz de 4000 mL.

- Edquetar y esterilizar por calor himedo a 121°C por 13 minutos.

dn

. Almacenar a temperatura ambiente.

CLORLRO DI SODIO (NaCly 6M (sarurado).
NaCl (SIGMA) Blg
AGUA DESTILA cbp. 1000 mL.

1. En un vaso de precipitade se colecan 800 mL de agua destilada.

[

. Adicionar et NaCl poce a poco hasta solubilizar.

- Aforar a 1000 mb. con agua destilada.

-

Filerar en sisterna Millipore con membrana MSI de acetato con pote de 0.22 -0.45 um,
Envasar en frasco de vidrio v etiquetar.

. Esterilizar por calor hamedo a 121°C por 15 munutos.

-~ & W

. Enfriar y almacenar a temperatura ambiente.

BROMURO DE ETIDIO (10 mg/mi}

Bromuro de etidio 1g.
Agua destilada 106 mL.

1. Agregar 1 g de bromuro de etidio a 100 mL. de agua destilada, agite en un agitador magnético per varias

horas para asegurar que el colorante se disuelva bien, coléquelo en un frasco dmbar y almacene 2

ternperatura ambiente.
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DODECIL SULFATO DE SODIO (SDS) AL 20°%
SDS (SIGALY) 20 g
AGUA DESTILADA c.b.p. 1000 mlL.

—

. En un vaso de precipitado se colocan 880 mL de agua destilada.
. Calentar ligetamente.

+ Adicionar el SDS poco a poco hasta solubikizar.

e

. Aforar a 1000 mL con agua desnlada.

&1}

. Filtrar en sistema Millipore con membrana MSI de acetato con poro de 0022 -0.45 um.
. Envasar en frasco de vidno y etiquetar.

. Estenilizar por calor humedo a 121°C por 15 minutos.

90 =~ O

. Enfrar v almacenar 2 temperarura ambiente.

TRIS-HCI 2 M pH.8.0

TRIZNA BASE (SIGMA) 121.1g
TRIZMA HIDROCLORADO (SIGMA) 157.6g
HClI CONCENTRADC 'BAKER) para ajustar el pH.
AGUA DESTILADA cbp. 1000 mL-

1. En un vaso de precipitado se colocan 800 mL. de agua destilada.
. Adicionar el TRIZMA BASE poco a poco hasta solubilizar.
. Repetir la operacién con el TRIZMA HIDROCLORADO.

= W

. Ajustar el pH a 8.0 con HCl gota a gota.

. Afprar a 1000 mb con agua destilada,

Filtrar en sistema Millipore con membrana MSI de acetato con poro de 0.22 -0.45 pm.
Envasar en frasco de vidrio y etiquetar.

Esterilizar por calor himedao a 121°C por 15 minutos.

[CR- RS I

. Enfriar v almacenar a temperatura ambiente.

ETILEN DIAMINO TETRACETICO (EDTA) tMpH. 8.0

EDTA DIHIDRATADO (CTR) 371226 g
~NaOH (QUIROMED)  para ayudar a Ia solubilizacién del EDTA
AGUA DESTILADA cb.p. 1000 mL.



[BS]

b b

. En un vaso de precipitado se coloca 800 mL. de agua destlada.

. Calentr ligeramente.

. Adicionar el EDTA.

. Adicionar el NaOH en hojuelas hast solubilizar el primero.

5. Ajustar el pH a 8.0 con NaOH.

. Aforar a 1000 mL con agua destlada.

. Filtrar en sisterna Millipore con membrana MSI de acetato con poro de 0.22 -0.45 pm.
8.
9.

Envasar en frasco de vidrio y etiquetar,

Esterilizar por calor hiimedo 2 121°C por 15 minutos.

10.S¢ enfria y se almacena a temperatura ambiente.

Nota: E] EDTA solubiliza cuando el pH de la solucidon es ocho o esta muy cercano.

SOLUCION AMORTIGUADORA TRIS ACETATO EDTA (TAE 50X)

[£%)

(o)

wh

i B ]

ACIDO ACETICO GLACIAR RPQF) 57.0 mL.
TRIZMA BASE (SIGMA) 242¢g,
EDTA 1M pH8.0 50 mL.
AGUA DESTILADA cbap. 1000 ml..

. En un vaso de precipitade se colocan 800 mL. de agua destiada.

. Adcionar el EDTA, TRIZMA base v icido aeénico glacial hasta solubilizarlos.

. Aforar a 1000 mL con agua destilada.

. Filar en sistema Millipore con membrana MS1 de acetato con poro de 0.22 -0.45 um.
. Envasar en frasco de vidrio y etiquetar,

. Esterilizar por calor hitmedo a 121°C por 15 minutos.

. Se enftia y se almacena a temperatura arnbiente.

SOLUCION AMORTIGUADORA TRIS-BORATOS-EDTA (TBE 5X)

ACIDO BORICO 275g
TRIZMA BASE (SIGMA) 540 g
EDTA 1M pH. 8.0 10 mL.
AGUA DESTILADA cbp. 1000 mL.

En un vaso de precipitado se colocan 800 mL. de agua destilada.
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. Aforar 2 1000 mL con agua destlada.

Envasar en frasco de vidrio y etiquetar.

. Esterilizar por calor himedo a 121°C por 15 minutos.

I = N ¥ B SO V- RN

. Se enfria y se almacena a temperatura ambiente.

FENOL-TRIS pH. 8.0 (Equilibrado)
FENOL GRADO BIOLOGIA MOLECULAR (SIGMA) 500 g
TRIS 1M pH. 8.0 2000 ml..
8-HIDROXIQUINOLIN A 05g

1. Fundir el fenol 2 temperatura ambiente.
. Adictonar un agitador magnético hibre de DX Asas.

. Agregar aproximadamente 300 mL. de Tris 1M pH. 8.0,

- N

. Agrar 10 minutos v se deja reposar.

. Extraer la fase acuosa, a la que se mide ¢f pH. con potenciometro.

(1]

. Se reptten los pasos 3, 4, v 3, de 22 3 veces, hasta alcanzar el pH de 8.0.
. Adicionar .53 de 8-hidroxiquinolina.

. Agutar por 10 minutos.

BT e - IS B

. Etiquetar, Almacenar en obscundad a 4°C.

. Adicionar el EDTA, TRIZMA base y daido acético glacial hasta solubilizarlos.

Filtrar en sistema Millipore con membrana MS! de acetato con poro de 0.22 um.

Notas: Las soluciones denominadas TE, "Low™ TE, TES, Solucidon reguladora de Lisis, y Amertiguador de

homogenerzacion, se preparan mezelando las soluciones antenores en la proporcidn adecuada. |

Tabla 4. Preparacién de reguiadores empleados en las téenicas.

Regulador Tris-HC!| EDTA SDS§ NaCl

TE 10 mM 1TmM — —

"Low" TE iCmM | O01mM — —
TES 10 mM 1 mM — 0.5%

Lisis S0mM_| 62.5mM 2% —
Homogeneizacion saline estéril| 10 mM 2 mM — 04M

Todos los reguladores se ajustan a un pH de 8.0
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RNAsa LIBRE DE DN Asa.

RN Asa PANCREATICA (RN Asa A) 10 mg
Acetato de Sodio 0.01 M pH. 5.2 1 mlL.

Disolver RINAsa pancredtica (RNAsa A} en 1 mL de acemto de sodio 0.01 M pH 5.2,
Calentar a 100°C por 15 minutos

Enfrar lentamente a temperatura ambiente.

Ajustar el pH adicionando volimenes de 0.1 mL de Tris-HC! pH 7.4

Separar en glicuotas de 20 L y Almacenar a -20°C.

PROTEINASA K.
Disolver 20 mg de proteinasa K en 1 mL de agua esténil.
Separar en alicuotas de 20 ul. y almacenar a -20°C.

La protenasa K actia entre 37°C v 63°C v no requiere preratamiento.

REGULADOR AZUL DE BROMQFENQL.

Este regulador sitve para 3 propésitos: Incrementar la densidad de la muestra; asegurarse que el DNA
quede uniformemente dentro del pozo; proporcicnar color a la muestra, ademds de simplificar el proceso
de carga.

Mezclar 0.25% (peso/volumen) de azul de bromofenol con 40% (peso/volumen) de sacarosa en agua.
Mezclar bien.

Hacer alicuotas y almacenar a 4°C.

Nota final: Todos los reactivos empleados deberdn ser "Grado Biologia Moleculas”, si no se cuentz con

ellos, deben empiearse los reactivos de mds alta calidad.

i
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APENDICE 2
TECNICAS EMPLEADAS. (41)

Cuantificacién de DNA por el mérode espectrofotométrico.

Colocar la muestra de IINA en tubos para microcentrifuga, adicionar agua brdestilada para realizar una

dilucidn 1:300. Mezclar en vortex y dar una centrifugacién rapida (10000 g por 3 segundos).

Tomar la mitad de la solucién antenor ¥ colocarla en un rebo para microcentnfuga con agua bulesnlada.
Mezclar y dar una centrifugacién riprda (L0000 g por 3 segundos). Continuar con ¢l proceso para obtener

diluciones £:1000, 1:2000 v 1:4000.

Tomar lectura de las diluciones en el espectrofotémetro a una longinud de ondade A = 260 nm.

Determinar la concentracion de DNA de la siguente forma:

Hacer una regresidn lineal de las densidades opticas obtenidas de cada una de las lecturas de las diluciones

utihzando la ecuacion de ta recta: vy = mx — b.

Utlizando los datos obtenidos en 1a regresidn caleular los valores de densidad ptica corregida de cada una

de las diluciones y con este valor obtener la concentracion de la muestra de acuerdoe a lo siguiente:

Una densidad éptica (D.0.) = 1.0 corresponde 2 33 pg de DNA de cadena sencilla/mL y a 50 pg de DNA
de cadena doble.

Cuanitificaciéon de DNA por el método de minigel.

Este método proporciona una forma rdpida y conveniente para medir la canndad de DNA y analwzar 2l

mismo tempo su estado fisico.

Mezelar 2 ul de la muestra de N A con 0.4 pl. de azul de bromofenol y coloqueio en un pozo del gel de
agarosa al 0.8 % que contiene bromuro de etdio (0.5 pg/mL).
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Mezclar 2 ul. de diferentes diluciones de una solucidn estindar de DNA (0, 2.5, 5, 10, 20, 30, 40 y 30
ug/mL) con 0.4 ul de azul de bromofenol.

Efectuar la electroforesis hasta que el colorante haya migrado aproximadamente 12 2 cra.

Fotografiar ¢l gel usando irradiacion con luz UV y compare la intensidad de fluorescencia de el DNA

desconoado con los del IDNA estindar y estime la cantidad de DNA en Ia muestra,

Extraccién con Fenol: Cloroforme: alcohoel isoamilico. (25:24:1)

Una mezch consistiendo de partes iguales de fenel equilibrado y cloroforme-alcahel isoamiitco (25:24:1) se
emplea para remover proteinas de preparaciones de dcidos nucleicos. El cloroformo desnaturaliza las
proteinas v facilita la separacion de las fases acuosa y orginica, y ef alcohol soamilico reduce la formacion
de espuma durante fa extraccidn. Ademis, aunque el fenol desnaturaliza proteinas eficientemnente, no
nhibe completarnente 12 actividad de RN Asas y es un solvente para RNA con cadena de poli A grande,
este problema se soluciona usando la mezcla fenol: cloroformo: alechel iscamilico (25:24:1). La extraccion
subsecuente con cloroformo remueve trazas de fenol de la preparacidn de dcidos nucleicos, para que en el
futuro, las trazas de fenol no mhiban a las enzimas {de restnecion, polimerasas etc.).

El clotroformo y el alcohol isoamilico no requieren tratamiento previo para su uso. La mezcla fenol:

cloroformo: alcohol isommihico se almacena con Tns-HCE pH 8.0 en frascoes dmbar a 4°C hasta 1 mes.

Técnica.
Adicionar un volumen igual de fenol: cloroformo: alcoho! isoamilico a la muestra de dcidos nucleicos en un

tubo 1.5 mL de polipropileno con tapa.

1. Mezclar hasta formar una emulsion.
2. Cerimiugar la muestra a 12000 g por 15 segundos en una microcentrifuga a temperatura ambiente. Si la
fase organica y acuosa no se separaron bien centrifugar otra vez por mayor tiempo y velocidad.

Transferis la fase acuosa a un tubo nuevo ¥ descarte la fase orginica.

Ll

Repetr los pasos 1 a 4 hasta que no se observen proteinas en la interfase de las fases acuosa y orginica.

Adicionar un volumen igual de cloroformo y repita los pasos 2a 4.

w
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6. Recuperar el DNA por precipitacién con etanol frio o isopropanel aiustando la concentracién de
cationes monovalentes hasta 0.5 de NaCl, mezclar bien y agregar dos volimenes del etancl trio o un
volumen de isopropanol frio ¥ vuelva a mezclar bien.

7. Colocar la solucidn  en hielo y permita que el DNA preciprte, generalmente se requicren 13 2 30
minutos, pero si el tamadio del DNA o su concentracién son pequerios el periodo de almacenaje debe
extenderse 2 una hora y adicionar cloruro de magnesio a una concentracion final de 0.01 M.

8. Recuperar el DNA por cenmifugacién a 0°C, a 12000 g por 10 minutos.

9. Retirar el sobrenadante, cuidadosamente sin mover la pastilla (la cual puede ser invisible, esto mdica
que ¢l DNA estd muy limpio de sales).

10. Lavar con etanol al 70°¢ agregando este 2l tubo y centrifugar como en el paso anterior.

11. Repetir el paso 10 v disuelva la pasalla que a menudo es invisible en el volumen deseado de TE 0 Agua
destilada esténl.

Notas:

Si el fenol no esta bien equilibrado el DN A puede pasar a Ia fase orginica.

Normmalmente, la fase acuosa se forma en la fase supenor, sin embargo, st la fase acuosa es densa a causa de
sales se forma abajo. La fase orgimica es facilmente wlentificable porque conuene el color amanille de la

hidroxiquinolina que se adiciona al fenol durante 1a equilibracion.

Para realizar una mejor recuperacién del DNA, la fase orginica y la interfase pueden ser reextraidas
después de que la fase acuosa ha sido transterida a otro tubo, adicione un volumen igml de TE pH 8.0,
mezcle bien, separe las fases por centrifugacién como en el paso 3. Combine esta segunda fase acuosa con

la anterior.

El DNA puede ser almacenado en solucién etanolica a 0°C.

Preparacién de un Gel de Agarosa. {figura 13)

1. Sellar los bordes de una placa de vidrio limpia y seca (o las terminaciones abiertas del dispositivo de
plstico provisto con €l aparato de electroforesis) con cinta adhesiva “maskingtape” para formar el

molde como lo muestra Ia figura 13.Colocar el molde en una seccién honzontal de la mesa, (verificar

con un nivelador).
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10.

1.

Preparar la cantidad suficiente de regulador de electroforesis (generalmente TAE 1X o TBE 0.5X) para
llenar el tanque de electroforesis y para preparar el gel. Adicionar la cantidad correcta de agarosa en
polvo de acuerdo a la concentracién necesaria para lograr una separacion adecuada de las moléculas de
DNA; medir [a cantidad necesaria del regulador de electroforesis en un matraz Edenmeyer o una
botella de vidrio con tapa de rosca, el regulador ne debe ocupar mds del 50% del volumen del matraz o
botelia.

Tapar ¢l cuello del matraz con parafiim o si usa la botella asegurar que la rpa esté medio cerrada.
Caliente la mezcla en un bafio de agua hirviendo o en homo de microondas hasta que la agarosa se
disuelva,

Enfriar la solucién a 60°C y adicionar el bromuro de etidio (de una solucion stock de 10 mg/mL en
agua) a una concentracion final de (.3 ug/mL y mezclar vigorosamente.

Utilizando una pipeta Pasteur selle los bordes del molde con una pequefia cantidad de la solucién de
agarosa, permita que selle; la posicién del peine deberd estar de 0.5 a 1.0 mm armiba de la placa para que
se forme un pozo completo cuando la agarosa sea adicionada. S1 el peme esta muy cerca de la placa de
vidrio existe el resgo de que la base del pozo se rompa cuando el peme sea retirado, permitiendo que la
muestra quede entre el gel y a placa de vidrio.

Verter fa solucidn de agarosa en el molde, el gel deberd ser de 3 2 5 mm de espesor; revisar para ver que
no haya burbujas de aire debajo o entre los dientes del peine.

Después de que haya gelificado completamente, cuidadosamente retire el peme y la cinta adhesiva y
colocar €l gel en el tanque de electrotoresis.

Adicionar solo la cantidad necesaria de regulador de electroforesis para cubnr el gel a una profundidad
de 1 mm.

Mezclar lais muestras de DNA con regulador de muestra (azul de bromofeno! mis sacarosa) y
colocarhas en los pozos del gel sumergido.

Cerrar el anque de elecroforesis y permita que el DNA migre hacia el inodo. Aplique un voltzje de 1-
5 V/cm {mida la distancia entre los electrodos). Correr el gel hasta que el 2zul de bromofenol haya
migrado a una distancia apropiada 2 través def gel. -

Examinar el gel utilizando luz UV y fotografiar el gel. (figura 14)

Notas: Es importante que use el mismo regulador de electroforesis en el tanque y en el gel.

Pequerias diferencias en la fuerza idnica o pH crean frentes en el gel que pueden atectar [a movilidad de los

fragmentos de DINA.
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Precancion : E} bromure de endio es un podercse mutigeno, cancerigeno v es toxico. Se deben usar
guantes cuando se trabaje con soluciones que contienen este quirmico. Después de usarse los materiales

deben descontaminarse antes de desecharlos en un contenedor apropiado para confinamiento especial.

La solucion stock de bromuro de endio debe protegerse de la luz.
Cuando prepare geles de agarosa de concentraciones arriba del 2% enfrie ripidamente 2 70°C y vierta el gel

nmediatamente.
La mixima cantidad de DNA que puede ser aplicado en el pozo del gel depende del nimera de fragmentos

en la muestra y sus tamafios. La minima canndad del DN A que puede ser detectada por la Fotografia en

geles tefiidos con bromuro de etudio es de 2 ng.
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Fig. 13. Preparacién de un gel de agaresa.
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Fig. 14. Observacién y fotografiado del gel de agarosa.
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