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Obtencion de un antigeno metabolico de Histoplasma capsulatum para pruebas
serodiagnosticas de histoplasmosis
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Resumen
Introduccién: La histoplasmosis constituye la micosis endémica de mas amplia distribucion mundial
producida por el hongo dimdrfico Histoplasma capsulatum y se considera una enfermedad ocupacional
asociada a diferentes actividades laborales. En Cuba existen reportes de casos y microepidemias practi-
camente en todas las provincias. Las pruebas seroldgicas toman notable relevancia en el diagnostico, no
solo por su rapidez sino porque con frecuencia son la Unica evidencia de la infeccion.
Obijetivos: Obtener un antigeno metabdlico, a partir de un cultivo autéctono de H. capsulatum en fase
filamentosa para su empleo en técnicas serodiagndsticas.
Materiales y métodos: Se realizé un estudio de desarrollo a partir de un aislado clinico conservado en la
coleccidn de hongos patdgenos del Laboratorio de Micologia del Instituto de Medicina Tropical “Pedro
Kouri". Se incluyeron las metodologias de crecimiento en cultivo liquido de manera continua y en agi-
tacién. Ademas se realiz6 caracterizacion proteica y la evaluacion de la capacidad antigénica mediante
inmunodifusion doble.
Resultados: Las precipitinas H y M se detectaron en todos los componentes antigénicos obtenidos inde-
pendientemente de las condiciones de cultivo ensayadas. El cultivo en medio Smith estatico aportd un
antigeno metabolico funcional, de alto contenido proteico y elevada especificidad en el serodiagnostico
de histoplasmosis.
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Conclusiones: Teniendo en cuenta que este diagndstico se encuentra centralizado a nuestro laborato-
rio, nos disponemos a garantizar la sostenibilidad de los recursos biolégicos para continuar prestando
satisfactoriamente este servicio en nuestro pais.

Palabras clave: Histoplasma capsulatum, antigeno metabdlico, diagndstico seroldgico, inmunodifu-
sion doble.
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INTRODUCCION

La histoplasmosis es una infeccion sistémica causada por la inhalacion de microconidios del hongo
dimorfo Histoplasma capsulatum var. capsulatum; enfermedad cosmopolita considerada la micosis res-
piratoria mas frecuente en el mundo. Se estiman 40 millones de enfermos y se calculan 200 000 casos
nuevos al afio. Las regiones de mayor endemicidad se reportan en Suramérica, Centroamérica, las Anti-
llas y en el centro-este de Estados Unidos. Este patdgeno se desarrolla particularmente en materia orga-
nica enriquecida con alto contenido de nitrégeno y foésforo; condiciones favorecidas por el guano de
pajaros, pollos o murciélagos, asi como de algunas aves migratorias como los gansos (1, 2).

Las microepidemias se relacionan generalmente con actividades humanas generadoras de aerosoles
en los nichos ecoldgicos de H. capsulatum. Las irrupciones en su habitat se vinculan con frecuencia a: la
espeleologia, la limpieza de locales que sirven de refugio a aves o murciélagos, la tala de arboles, las
demoliciones, el uso de tierras enriquecidas con abonos organicos, maniobras militares, asi como la
mineria y el turismo (3). La mayor parte de las infecciones son asintomaticas o benignas y autorresolu-
tivas, una proporcion baja desarrolla las formas clinicas pulmonar progresiva o cutanea cronica (1).

La histoplasmosis es endémica en Cuba, a través de los afios se han documentado casos y microepi-
demias en todas las provincias. Varias limitantes comprometen su diagnostico, tal es el caso de la bio-
contencién necesaria para manipular cultivos de este microorganismo y su lento crecimiento, que con-
lleva a la pérdida frecuente de los mismos debido a contaminaciones; esto reafirma la importancia de
garantizar el serodiagndstico de esta micosis. Sin embargo, este pilar de necesidad inestimable padece
de la centralizacion al Laboratorio de Micologia del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri” (LM-
IPK), donde la disponibilidad de los reactivos para este ultimo fluctGa por razones ajenas a nuestro sis-
tema de salud.

Teniendo en cuenta la endemicidad previamente demostrada en nuestro pais, asi como la diversidad
genética de este patdgeno en el orbe, resulta de gran relevancia fortalecer el diagndstico con la obten-
cién y uso de reactivos bioldgicos autdctonos bien caracterizados y con una calidad adecuada, que ga-
ranticen la sostenibilidad y sensibilidad diagndstica. Por este motivo, se trabajé en la produccion a esca-
la de laboratorio de un antigeno metabdlico de H. capsulatum que posteriormente permitird la
produccién de un suero hiperinmune con la finalidad de disponer de un sistema diagndstico nacional.

I. METODO

Se realiz6 un estudio de desarrollo en el LM-IPK en el segundo semestre de 2017. Se empled un ais-
lado clinico de H. capsulatum, conservado en agua destilada estéril, en la coleccion de hongos patdge-
nos del laboratorio antes mencionado, que fue seleccionado aleatoriamente.

I.- VERIFICACION DE LA VIABILIDAD Y PUREZA DEL AISLADO CONSERVADO

Se realiz6 la siembra en agar dextrosa Sabouraud suplementado con cloranfenicol y cicloheximida
para verificar la pureza y viabilidad del aislado en cuatro tubos de rosca. La metodologia se realizd
segun las normativas del LM-IPK para el aislamiento e identificacién de hongos patdgenos que se basan
en lo expuesto por Arenas (1) y De Hoog et al. (4).
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Il.- RESIEMBRAS Y OBTENCION DE CULTIVOS EN FASE FILAMENTOSA

La biomasa en fase filamentosa de H. capsulatum que se obtuvo se empled para la produccién de
componentes antigénicos. Se utilizaron los medios de cultivo liquido medio de Smith (MSm) y caldo
Sabouraud glucosado (MSa), en estos se inocularon pequefios fragmentos de micelio. Los erlenme-
yer inoculados se distribuyeron para seguir dos metodologias: agitacién continua, durante 15 dias a
100 rpm y estatico por dos a tres meses, ambos a temperatura ambiente como lo describe Alvarado

()
[11.- PURIFICACION DEL ANTIGENO METABOLICO OBTENIDO

Los extractos del cultivo se sometieron a una purificacién por técnicas cromatograficas y las frac-
ciones eluidas se analizaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida e inmunodeteccion del
antigeno. La concentracion de proteinas totales se determiné a cada filtrado mediante el ensayo del
acido bicinconinico, siguiendo las recomendaciones del fabricante (BCA™ Protein Assay Kit Pear-
son, EE.UU.).

IV.- COMPROBACION DE LA PRESENCIA DE BANDAS M Y H DEL REACTIVO
OBTENIDO MEDIANTE LA TECNICA DE INMUNODIFUSION DOBLE (IDD)

La reaccion de identidad (parcial o total) entre los reactivos que se obtuvieron se comprob6 me-
diante la técnica de IDD, que se realiz6 segun la metodologia establecida en el LM- IPK. Se utiliza-
ron como control positivo las bandas de inmunoprecipitacion (M y H) que se observan entre el suero
y el antigeno del sistema comercial Fungal Immunodiffusion Detection System (InmunoMycologics
Inc., EE.UU.)

Se emplearon 20 sueros de pacientes conservados en la seroteca del LM-IPK. De estos, diez se
diagnosticaron como positivos a histoplasmosis con el estuche comercial, dos positivos a aspergilosis
mediante un ensayo de ELISA y el resto, negativos a ambas micosis.

Il. RESULTADOS

I.- VERIFICACION DE LA VIABILIDAD Y PUREZA DEL AISLADO CONSERVADO

Los cultivos frescos del aislado conservado de H. capsulatum exhibieron colonias algodonosas de
color blanco sobre la superficie del medio que posteriormente se tornaron de color canela a pardo os-
curo a las cuatro semanas de incubacion. Microscépicamente se mostraron en las preparaciones en
fresco con lactofenol azul de algodén hifas hialinas, delgadas, con macroconidios de aspecto tubercu-
lado en conidioforos cortos y microconidios de forma redonda y piriforme que permitieron verificar
la pureza y viabilidad de los tubos inoculados (fig. 1).
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Figural. Macroscopia (a la izquierda) y microscopia (a la derecha) de cultivos de H. capsulatum en los medios
agar Sabouraud glucosado con cloranfenicol y cicloheximida.

Il.- RESIEMBRAS Y OBTENCION DE CULTIVOS EN FASE FILAMENTOSA

Entre los medios de cultivo existieron diferencias en cuanto a la cantidad de biomasa desarro-
llada y el tiempo que tomd su formacién. El crecimiento en el MSa fue mejor en comparacion
con el MSm. En este se encontrd, de un modo acelerado, un nimero mayor de perlas dispersas
por todo el caldo al quinto dia de incubacion; en tanto, el desarrollo en condiciones estéaticas fue
paulatino, se notd un crecimiento caracteristico solo después de las dos semanas. Ambos medios
de cultivo mostraron, de igual modo, un micelio blanco de aspecto algodonoso por toda su super-
ficie. El color del MSm varié tornandose mas oscuro y prevalecio en este la forma semisumergi-
da del crecimiento (fig. 2).

Figura 2. Crecimiento de H. capsulatum en caldo Sabouraud glucosado (MSa), a la izquierda y medio de Smith
(MSm), a la derecha.

[11.- PURIFICACION DEL ANTIGENO METABOLICO OBTENIDO

La medicién de las concentraciones de proteinas secretadas en los medios MSm y MSa permi-
tio evaluar la cinética de los extractos proteicos que contienen el antigeno metabolico de H.
capsulatum. Las concentraciones proteicas fueron mayores con el MSa, en ambas condiciones.
La cuantia menor (0,46 mg/mL) se obtuvo en el MSm agitado durante las etapas iniciales del
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crecimiento fungico, sin embargo, este parametro aumenté cuando se emplearon las condicio-
nes de cultivo estatico. El andlisis comparativo reveld diferencias estadisticamente significati-
vas entre las variantes de condiciones y medios de cultivo empleados en estudio.

Pocas publicaciones existen hasta la fecha respecto al crecimiento y la produccion de antigeno
metabolico de H. capsulatum en diferentes medios y condiciones de cultivo. No obstante, los es-
tudios reflejan la influencia de factores como la temperatura, tiempo de incubacion, pH y cam-
bios en el medio de cultivo y tipo de cepa de H. capsulatum.

Los resultados expuestos avalan que las dos condiciones de cultivo que se emplearon incre-
mentan la concentracion de proteinas del antigeno metabdlico en dependencia del medio de cul-
tivo gque se seleccione.

En la tabla 1 se resumen los resultados respecto a volumen, concentracion y cantidad de pro-
teinas de la etapa final del proceso de obtencion del antigeno metabdlico de H. capsulatum.

Tabla 1. Pardmetros cuantitativos de rendimiento de los antigenos metabdlicos de H. capsulatum obtenidos en
dos medios de cultivo: medio de Smith (MSm) y caldo Sabouraud glucosado (MSa) bajo diferentes condiciones de
cultivo: agitacion y estético.

Condiciones Medios Volumen fi- Concentracién Cantidad de
de cultivo de cultivo nal (mL) de proteinas proteinas (mg)
(mg/mL)
MSm 7.3 0,5 3,7
Agitacion
MSa 8,5 5,0 42,5
MSm 5,0 2,9 14,5
Estatica MSa 35 122 427

Los datos que se muestran en la tabla confirman que el MSa favorece la produccion de antigeno
metabolico con respecto al MSm. Las cantidades proteicas presentes en este medio, bajo las dos con-
diciones de cultivo en estudio, fueron similares; sin embargo, el MSm tuvo un incremento de cinco
veces en las condiciones estaticas.

El perfil electroforético del antigeno metabdlico revel6 maltiples bandas de proteinas, en compa-
racion con los antigenos controles (fig. 3). Los medios de cultivo no interfirieron en la corrida elec-
troforética ni en los resultados de la misma. Las muestras tuvieron un patron proteico con un prome-
dio de 17 bandas, de ellas sélo seis fueron comunes en los diferentes perfiles correspondientes a las
variantes en estudio. Sus tallas moleculares relativas se correspondieron con los tamafios: 119, 107,
74, 35, 32 'y 20 kDa. También, se observé la presencia de bandas tenues por encima de 260 kDa.
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Figura 3. Perfil de expresion del antigeno metabdlico (200 pg/ml) de H. capsulatum en medio MSa (medio Sabou-
raud) y MSm (medio Smith). Carril 1y 8: Patrdn de Peso Molecular. Carril 2: antigeno metabdlico obtenido en MSa y
agitacion. Carril 3: antigeno metabolico obtenido en MSm y agitacidn. Carril 4: MSa. Carril 5: MSm. Carril 6y 9:
antigeno comercial (20 pg/ml). Carril 7 y 10: antigeno HII (100 pg/ml). Carril 11: antigeno metabdlico obtenido en
MSm estatico. Carril 12: antigeno metabdlico obtenido en MSa estatico. Gel de poliacrilamida SDS-PAGE 10%, con-
diciones no reductoras, tincién con plata.

Los antigenos H y M de H. capsulatum se describen con pesos moleculares relativos que van
desde 108-120 kDa y de 70-94 kDa, respectivamente (6). En la electroforesis en gel de poliacrila-
mida se observaron bandas correspondientes a las tallas moleculares de 117 y 74 kDa. La detec-
cién de bandas electroforéticas sugerentes de la presencia de los antigenos H y M apunta a que las
condiciones de ensayo, asi como los medios de cultivo, favorecieron su expresion en el antigeno
metabdlico.

Los perfiles de proteinas obtenidos son similares a los reportes bibliograficos a pesar de la va-
riabilidad en la expresidn de proteinas, cuyas diferencias existentes pueden deberse a la variacion
genética que presenta H. capsulatum (7).

IV.- COMPROBACION DE LA PRESENCIA DE BANDAS M Y H DEL REACTIVO
OBTENIDO MEDIANTE LA TECNICA DE INMUNODIFUSION DOBLE (IDD)

La inmunorreactividad del antigeno metabdlico frente a los reactivos del estuche comercial se
muestran en la figura 4. Todos los antigenos que se produjeron en agitacion mostraron en el gel de
agarosa un halo proximo al suero control. Estas bandas se corresponden con la reaccién de identi-
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dad total con el antigeno H. Una segunda banda (M), cercana a los antigenos provenientes del
MSm se observo de forma tenue y casi imperceptible en los pocillos correspondientes al MSa.

En la parte izquierda, donde se exponen los antigenos metabolicos en condiciones estaticas, las
dos bandas (M y H) se encontraron presentes en todos los evaluados. Los controles evidenciaron la
presencia de las dos precipitinas, en cada uno de los casos.

Figura 4. Prueba de inmunodifusion doble con los antigenos metabdlicos que se obtuvieron en medio de Smith
(MSm) y caldo Sabouraud glucosado (MSa) bajo condiciones de agitacion continua y estética. Antigeno control (Agc) y
suero control (Sc).

De los cultivos en agitacion solo el antigeno metabolico que se obtuvo en el MSm demostré que
presentaba los materiales de interés en grandes cantidades, a pesar de que tuvo una medicion de pro-
teinas presentes en el medio muy baja. Los provenientes del cultivo estatico demostraron que presen-
taban las proteinas diana en altas concentraciones por la presencia en la lamina de agar de franjas de-
finidas con gran intensidad.

Las precipitinas correspondientes a los antigenos H y M, son la base de las pruebas seroldgicas de
deteccidn de anticuerpos, de ahi la importancia de obtener antigenos metabdlicos que presenten estos
componentes (8). Esta utilidad se corrobora al enfrentar los antigenos metabdlicos producidos a sue-
ros problemas. En el estudio, se detectd la presencia de la banda M, al ensayar los diez sueros de pa-
cientes positivos a histoplasmosis. No se observaron reacciones cruzadas con los sueros provenientes
de casos clinicos con aspergilosis. Ninguna reaccion de identidad se constaté con los sueros de pa-
cientes negativos a H. capsulatum.

CONCLUSIONES

Las condiciones de cultivo estatico en medio de Smith de la fase filamentosa de H. capsulatum
favorecen la produccion de un antigeno metabdlico funcional y de alto contenido proteico. En el per-
fil proteico del mismo predominan las proteinas glicosiladas de alto peso molecular que se corres-
ponden por su talla con los antigenos H y M de este patdgeno fangico, las cuales son por excelencia
marcadores del diagnostico seroldgico de la histoplasmosis. No por Gltimo menos importante, es de
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sefalar que la especificidad en el reconocimiento por los sueros de pacientes con esta micosis, de-
muestra la capacidad antigénica de estas proteinas y su utilidad en su serodiagndstico.
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