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RESUMEN

Las aves del orden Columbiforme (palomas) son vectores de Histoplasma
capsulatum, hongo de estudio clinico, causante de la enfermedad Histoplasmosis,
importado de las zonas endémicas de América Central, del Sur, Africa y Asia,
aunqgue en la actualidad esta enfermedad se encuentra esparcida por todos los

continentes, debido a la migracién y el turismo.

El objetivo de esta investigacion fue Interpretar la técnica PCR-TR mediante analisis
bibliografico para la determinacion de la reproducibilidad, especificidad y

sensibilidad a Histoplasma capsulatum con la amplificacién del ADN ribosomal.

Para cumplir este objetivo se utilizé tanto métodos como técnicas de fuentes
bibliograficas primarias y secundarias acerca del proceso PCR-TR y de los
programas para la elaboracion de iniciadores y sondas Lightcycler Probe Design
Software, Fluorescence Resonance Energy Transfer, el método Dneasy Plant Mini
Kit, entre otros.

Como resultado se logré evaluar la reproducibilidad, especificidad y sensibilidad de
la técnica en el Histoplasma capsulatum mediante curvas de regresion, melting,

andlisis de inmunodifusion y serologia.

Lo que nos permite concluir que la técnica PCR-TR es una gran utilidad en la
determinacién del Histoplasma capsulatum logrando convertirse en una herramienta

atil que fortalece al diagnaostico.

Palabras clave: Histoplasma capsulatum, PCR-TR, reproducibilidad,
especificidad, sensibilidad



ABSTRACT

Birds of the order Columbiforme (pigeons) are vectors of Histoplasma capsulatum,
a fungus of clinical study, causing the disease Histoplasmosis, imported from
endemic areas of Central and South America, Africa and Asia, although at present

this disease is spread over all continents, due to migration and tourism.

The aim of this research was to interpret the PCR-TR technique through
bibliographic analysis to determine the reproducibility, specificity and sensitivity to
Histoplasma capsulatum with the amplification of ribosomal DNA

To fulfill this objective, both methods and techniques from primary and secondary
bibliographic sources of the PCR-TR process, and from the programs for the
elaboration of initiators and probes Lightcycler Probe Design Software,
Fluorescence Resonance Energy Transfer, the Dneasy Plant Mini Kit method,

among others

As a result, it was possible to evaluate the reproducibility, specificity and sensibility
of the technique in the Histoplasma capsulatum with regression curves, melting,

analysis of immunodiffusion and serology.

Concludes that the PCR-TR technique is a great utility in the determination of the

Histoplasma capsulatum and a useful tool that strengthens the diagnosis.
Keywords

Histoplasma capsulatum, PCR-TR, reproducibility, specificity, sensitivity
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INTRODUCCION
En la actualidad la proliferacion del reino fangico se ha incrementado, convirtiéndose
en un gran riesgo para el desarrollo de diversas enfermedades, entre las que se
conoce a la histoplasmosis importada, es una enfermedad endémica de América
Central, América del Sur, Africa y Asia, principalmente; las migraciones o visitas
turisticas han sido las responsables de esparcir esta enfermedad a otras zonas del
mundo como Estados Unidos (desde Ohio hasta Mississippi), esta area humeda y
acida constituye un ambiente idoneo para la proliferacion del moho. En Europa se
han evidenciado agentes positivos principalmente de migrantes residentes en la

zonal

En el Ecuador esta enfermedad se encuentra en estudio y no refleja datos fijos,
aunque es endémica de la zona?, pero en el afio 2016 el Ministerio de Salud Publica
(MSP) arrojo unos datos que abarcaba a la poblacion de entre 15 a 29 afios, este
grupo representaba un nimero de 335 pacientes con esta patologia, de los cuales
180 eran del sexo masculino y 155 del femenino, seguidos por casos de personas
con VIH/SIDA que representaban un grupo de 3.421, los cuales se encontraban en
edades de 30 a 49 afios, este grupo era solo respecto al afio 20162.

Aungue esto no establece un nimero real que refleje la cantidad de pacientes con
Histoplasmosis en Ecuador se puede apreciar que un 11,1% de los pacientes que
padecen de VIH presentan la enfermedad esto permite conocer que es una
prevalencia cada vez mas elevada y esto basado en los estudios realizados
anteriormente en la ciudad de Quito los cuales determinan que se puede localizar

este fngico en regién pulmonar y casi de forma benigna?.

El agente fungico Histoplasma capsulatum es el causante de la histoplasmosis
importada el cual presenta dos variedades conocidas como H. capsulatum Var
capsulatum y el H. capsulatum var duboisii, ademas existe una tercera que se da
en equinos, una de las caracteristicas es su ubicacion geografica que puede variar,
siendo para el H. capsulatum Var capsulatum América Latina y para H. capsulatum
var Duboisii, Africa. Otro de los datos a tener en cuenta es que se puede encontrar

en lugares contaminados con excrementos de aves o murciélagos que, ademas, se



complementan con humedad y temperatura templada, presentando estas
caracteristicas, el desarrollo del fungico se produce con facilidad, siendo la fase

micelial la adecuada para el contagio por via inhalatoria principalmente®.

En los seres humanos la sintomatologia que provoca este hongo puede no
manifestarse en cierta poblacion, asi como de otra forma podria darse un conjunto
de dolencias generalizadas, por lo que el cuadro clinico puede ser fatal en algunos
casos o cronico por la afectacion a multiples 6rganos?*, es por ello que se vuelve
importante conocer técnicas que aporten direccion en la identificacion de un agente
patégeno entre ellos se pueden apreciar ciertos estudios como los radiolégicos e
incluso epidemioldgicos y otras pruebas como cultivos o frotis tefiidos realizado a
tejidos seccionados, con la finalidad de identificar al fangico en el organismo
humano e incluso evidenciar la presencia de antigenos o anticuerpos. Existen
estudios como el cultivo que permita el aislamiento del H. capsulatum con sus
conidias en perfecto estado o cuando ocurre el cambio del hongo a levadura, lo cual

se da a una temperatura de 37°C3.

La relevancia de la investigacibn estd encaminada, principalmente, a la
interpretacion de las caracteristicas sobre la técnica molecular PCR-TR para su uso
en el diagnostico clinico de la enfermedad Histoplasmosis mediante el
reconocimiento del ADN ribosomal de Histoplasma capsulatum, el cual se encuentra
presente en las heces de aves domésticas (palomas) y murciélagos siendo capaz
de esparcirse cuando se encuentra en fase micelial, accediendo al organismo por
via inhalatoria y ya que el contacto con uno de estos vectores es muy frecuente se
ve la necesidad de conocer su sintomatologia y las técnicas de laboratorio Utiles

para el correcto diagnadstico.

Debido a los estudios cientificos existentes se puede recopilar datos que permita
abarcar la orientacion y actualizacion de los procesos que conlleva la técnica PCR-
TR para el correcto uso en laboratorio clinico y ser de gran utilidad amenorando
costos y tiempo al personal de salud ademas mejorar el conocimiento sobre el

diagnéstico clinico de esta enfermedad y el uso de técnicas especificas y de alta



sensibilidad con la finalidad de ofrecer mejores servicios clinicos a la poblacién en

general que lo requiera.

2. OBJETIVOS

2.1 Generales y especificos
GENERAL

e Interpretar la técnica PCR-TR para la determinacion de la reproducibilidad,
especificidad y sensibilidad a Histoplasma capsulatum mediante andlisis

bibliografico.
ESPECIFICOS

e Identificar las caracteristicas particulares de la técnica PCR-TR mediante
andlisis de revision bibliografica para el diagnostico de Histoplasma
capsulatum.

e Investigar bibliograficamente la especificidad y la sensibilidad que tiene la
técnica PCR-TR mediante la amplificacion del ADN ribosomal del fangico



3. DESARROLLO
3.1Caso Préactico
Se presenta un caso clinico en el que se lleva a cabo la evaluacién clinica de
una técnica PCR cuantitativa mediante andlisis de muestras biol6gicas
positivas y otras con sospecha de Histoplasmosis importada, la finalidad era
validar la especificidad, reproducibilidad y la sensibilidad de esta técnica para

aplicarla en estudios diagnésticos futuros®

3.2Pregunta a Resolver.
¢ En qué consiste la PCR, que tan especifica es y por qué se usé PCR-TR?

3.3 Marco tedrico

3.3.1 Histoplasma Capsulatum
Es un hongo que presenta una gama amplia con referencia a los deméas hongos

dimoérficos, ademas, existen tres variedades esparcidas a nivel global y que no
comparten la morfologia ni los sintomas que provocan, de los cuales, dos afectan
principalmente a la poblacién humana, Histoplasma capsulatum var. Capsulatum y
el H. capsulatum var. Duboisii, de manera general estd comprobado que el H.
capsulatum tiene multiples conjuntos genéticos que aun no han sido denominados

como especie y cada uno de ellos puede provocar una virulencia diferente®.

Se lo puede encontrar en lugares que presenten baja iluminacion, con suelos que
contengan nitrogeno y fosforo, por lo general estos elementos se encuentran
presentes en los fertilizantes que en combinacién con las heces de aves y

murciélagos propiciarian el desarrollo de este hongo’

Las investigaciones realizadas han permitido determinar que este fangico se haya
en las heces de la paloma doméstica, pertenecientes a la familia de las Columbinae,
especie livia, lo que la lleva a ser denominada como plaga, ya que son muchos los
dafos que causay las enfermedades que puede transmitir entre estas se encuentra
la histoplasmosis, una enfermedad que presenta varias denominaciones como
patologia de Darling, enfermedad de las cuevas, calentura de las minas y las

cavernas, calentura de Maria Tingo, citomicosis, histoplasmosis americana o



patologia del valle de Ohio, provocada por el desarrollo del fungico Histoplasma

capsulatums.

La histoplasmosis tiene como zona endémica América del Sur, América Central y
del Norte, sobre todo para una de las especies conocida como Histoplasma
Capsulatum var. Capsulatum.

Figure 1. observacion de histoplasma capsulatum var. capsulatum en diferentes
observaciones 1. levadura en fase de gemacién en foco 1000X. 2. levaduras en
hematoxilina Eosinal000X. 3. Bastoconidios reflejando un halo claro citoplasmatico
ensefiando una capsula. 4. Macroconidios denticulados formados en cultivo agar cerebro
corazon con extracto de levadura a 37C°

3.3.1.1 Taxonomia

Division Ascomycota

Clase Eurotiomycetes

Orden Onygenales

Familia Ajellomycetaceae
Género Histoplasma

Especie Histoplasma capsulatum

Tabla 1. Cuadro de taxonomial®



3.3.1.2 Caracterizacion molecular
La caracterizacion molecular del hongo se realiza mediante un analisis filogenético

del ADN, especificamente una secuencia que se encarga de codificar proteinas
Factor de ribosilacion de ADP(Arf), precursor del antigeno H(anti-H), acido graso
desaturasa delta -9 (Ole) y el alfa tubulina (Tub), mediante este andlisis se detalla
ocho clados separados de los cuales siete entran en la especia filogenética y la

ultima entra en el clado A de Latinoamérica.
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Figure 2 8 Clados del Histoplasma capsulatum?

3.3.1.3 Vectores del Histoplasma capsulatum
Los vectores responsables de la proliferacion del hongo son las aves Columbia livia

pertenecientes a la familia Columbidae, estas son mas conocidas como palomas
domésticas y tiene un promedio de vida cerca de los 6 afios, son originarias de
Africa, Asia y Europa, se introdujeron en América Latina por los colonos, estas aves
se acumulan en lugares de las ciudades donde se les hace facil elaborar sus nidos,

estos espacios se encuentran lleno de heces, de igual manera ocurre en la zona



rural, es ahi donde se desarrolla el hongo Histoplasma capsulatum debido a las
caracteristicas acidas y presencia tanto de fosforo como de nitrégeno que favorecen

el crecimiento del microrganismo citado, convirtiendo asi a esta ave en una plaga'’.

Figure 3Columba livia, vector del Histoplasma capsulatum??,

3.3.1.4 Clasificacion y Ciclo de contagio
La Emmonsiella capsulata es un estado de tipo teleomorfo que se distingue de los

demas géneros de ascomicetos debido a la apariencia de sus hifas espirales que
afloran del ascogonio y la existencia de otras ramificaciones ondulas con ciertas
hifas peridiales que brotan de los espirales, otra de sus caracteristicas es que

presenta tipos sexuales tanto positivo como negativo ya que es una heterotelica.

El desarrollo del hongo empieza cuando entra en contacto con el suelo rico en
materia organica, especificamente de aves y heces de murciélago, posteriormente
se presenta la fase micelial con hifas hialinas, de aspecto tabicado, con conidios
tuberculados que surgen de los conidiéforos, estos presentan un didmetro de 8 a 15

um en las paredes mas gruesas y las finas se forman por microconidios sésiles’

3.3.1.5 Etiologia
El desarrollo de la enfermedad Histoplasmosis provocada por este hongo, se lleva

a cabo en dos fases; la primaria que se presenta con una reaccién que abarca
pulmones y la piel, la fase progresiva, que es el avance del hongo por todo el
organismo, es en la forma micelial en la que se presenta microconidias y
macroconidias, los microconidios son realmente pequefios, tienen un tamafio de 2-
4um lo que les permite acceder a la zona bronquial??, después de la infestacion los
micelios pasan a la forma de levadura en el interior de los macrofagos tisulares,
posteriormente se multiplican provocando el alisado del macréfago avanzando
hacia la zona alveolar. Se produce una respuesta inflamatoria en la denominada

fase invasiva con ciertas caracteristicas de gemacion, en algunos casos,



esparciéndose por todo el organismo por via hemaética o por el sistema

reticuloendotelial que lleva a los ganglios regionales?'s.

El proceso de incubacion se desarrolla entre una a tres semanas la cual es mediada
por los Linfocitos T, aunque puede darse de uno a tres dias, que son generados por
la elaboracion de citoquinas Thl que se encargan de la activacion en los
macréfagos para la expresion de receptores complemento CR3 y CR4, los cuales
estan relacionados con la liberacion de IL2 e IL12, estas citoquinas van a provocar
el reclutamiento de los conocidos macréfagos tisulares e incluso los monocitos, que
van a formar unos granulomas compactados del epitelio asignados para el control

de la infeccionis.

Ademas, el hongo presenta en su pared 1,3glucano, B-1,3 glucano y quinina, siendo
esta ultima la mas abundante, pero los dos compuestos primeros van a diferenciarse
segun la fase en la que se encuentre el fungico, por ejemplo, si esta en la fase
levaduriforme habra mayor a-1,3 glucano y en la fase micelial $-1,3 glucano,
también se ha considerado la presencia de galactomanano en la membrana

plasmatica, pero en mucha menos cantidad4.

Concretamente se conoce que el hongo se va a presentar en diferentes formas
clinica dependiendo de la edad del infectado, la intensidad a la cual se dio la
exposicidon y el estado en el que se encuentra el sistema de defensa. Existe una
primoinfeccion en la cual no se presentaran sintomas ademas de necesitar pruebas
de tipo serologicas o intradermorreactivas con histoplasmina o cualquier otro

antigeno procedente del Histoplasma presente en el sistema organico®®



3.3.1.6 Sintomatologia
La sintomatologia clinicas caracteristicas de esta patologia es asociada a la carga

fungica que haya inhalado el paciente, asi como también la condicion en la que se

encuentre el sistema inmunoldgico y la virulencia de la cepa que contrajo?®.

Después de 3 a 17 dias de la exposicion se presentan ciertos sintomas como la
fiebre, dolor de cabeza, escalofrios, tos seca, dolores musculares, fatiga, molestia
en el pecho, ademas en algunos pacientes puede llegar a provocar dolor articular e
incluso erupciones, tenesmo con presencia de moco y sangre, si el paciente
presenta otras patologias pulmonares, se llega a desarrollar de manera cronica la

histoplasmosis incluyendo pérdida de peso y presencia de sangre en la tos3,

3.3.1.7 Factores de riesgos
La poblacién con mayor riesgo de contraer esta enfermedad son los que se

encuentran con VIH o SIDA, en tratamientos contra el cancer, aquellos que estén
bajo medicacion con corticoides, 0 medicamentos administrados para inhibir los

posibles rechazos a trasplantes.

3.3.1.8 Procedimientos necesarios para determinar
Histoplasma Capsulatum.
Para el diagnéstico de la patologia histoplasmosis importada se emplean métodos

y técnicas de laboratorio que engloban el cultivo microbiolégico, biopsias y la
deteccion tanto de los antigenos como los anticuerpos que provocan, los cultivos se
realizan con el aislamiento del microorganismo, ademas se puede realizar
examenes que permitan la visualizacién del mismo sin la necesidad de fijarlos ni
tefiirlos como lo ofrecen los examenes en fresco, esto es debido a la movilidad
caracteristica del hongo en medios acuosos, pero se debe tener cuidado ya que el

exceso de liquido podria dificultar su apreciacion en la muestra®s.

Otros métodos que se pueden emplear para el aislamiento del hongo son las
coloraciones especiales llevadas a cabo con muestras cutaneas, biopsias y
extendidos de medula ésea, ademas estan los cultivos utiles para la observaciéon
del microorganismo vivo sin tener que colorearlos, pero las técnicas inmunoldgicas
basadas en la fijacion sobre gel agar, ELISA directa o indirecta son las que permiten

reconocer al anticuerpo o al antigeno del hongo*=.



3.3.2 Métodos Moleculares de laboratorio
Existen distintos tipos de métodos moleculares que permiten el diagndstico de

diferentes enfermedades infecciosas, dentro de este grupo se encuentran la PCR
(reaccidn en cadena de la polimerasa), NGS (secuenciacion de nueva generacion),
RAPD (polimorfismo amplificado aleatorio ADN) y RFLP (polimorfismo de longitud
de fragmento de restriccién), estas técnicas son las que presentan mayor
especificidad, sensibilidad y aporta rapidez a los procesos de diagnostico, ademas

presentan una alta confiabilidad en los resultados?’.

La reaccion en cadena de la polimerasa es una de las técnicas mas empleadas
debido a su facilidad para multiplicar el ADN de una determinada muestra bioldgica,
pudiéndose obtener un gran nimero de copias exactas y presenta especificidad ya
que se puede obtener una secuencia determinada de ADNY’

3.3.21 PCR
La aplicacion de esta técnica en area de la salud e investigaciones cientificas es

gracias a Karry B. Mullis quien ideo por primera vez dicho proceso, pero el cual
carecia de perfeccionamiento por ello otros investigadores que pertenecian a Cetus
Corporation, al igual que Mullis, tomaron la técnica y la modificaron para poder

posteriormente aplicarla al diagnéstico clinico®®.

Debido a que el proceso era reciente se debia llevar a cabo de forma manual para
esto utilizaron un fragmento de Klenow perteneciente a la ADN polimerasa de una
bacteria en particular como lo es la E.coli y ademas los cambios de temperatura
necesarios para este proceso se realizaban mediante diversos bafios de agua
caliente en los distintos grados de temperatura, es decir, que para poder darse la
desnaturalizacion del ADN molde se debia aplicar drasticamente agua en ebullicién
a niveles altos de temperatura esto conllevaba a que se altere demas sustancias
presentes en la muestra como enzimas provocando su inactivacion por ello se debia
agregar nuevas enzimas acompafada de glicerol pero esto provocaba la inhibicion
de la misma resultando en una limitacion de la eficacia catalitica que presentaba la

ADN polimerasa I*°.



Pero poco tiempo después estos desajustes costosos y nada eficientes se vieron
resueltos con la aparicion del ADN polimerasa termoestable Taq proveniente de la
bacteria Thermus aquaticus, la cual predomina en lugares acuaticos con altos
grados de temperatura, 90°C, especificamente y es parecida al ADN polimerasa de
la E.coli por contener en su cadena polipeptidica tres centros activos separados

entre ellos?°

Los tres centros estan asociados a puntos importantes, uno de ellos presenta
actividad de 5°a 3"con la ADN polimerasa, un segundo con actividad correctora de
prueba es decir, exonucleasa 3" a 5 la cual también elimina bases no
complementarias durante la polimerizacién , el tercer centro encargado de la
actividad exonucleasa 5a 3" agregada a la actividad 3’a 5'de la exonucleasa,
aungue son muy distintas provocada por la ruptura del enlace fosfodiester final o
en un extremo 5 presente en una area de la doble hélice. Es asi como se da el

cambio en el perfeccionamiento de la técnica PCR™.

La técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) permite la amplificacion
de una pequefia parte de ADN, ya que es un proceso completamente enzimatico
realizado in vitro y presenta una gran especificidad y sensibilidad, debido a que es
capaz de detectar estas biomoléculas a pesar de que exista una minima cantidad

de muestra a analizar?s.

En el desarrollo de las reacciones se puede decir que actian dos oligonucle6tidos
los cuales reconocen una pequefia parte de la secuencia del ADN complementario
y que se encuentran mediados por accién del ADN polimerasa. Conforme se da el
proceso ocurren algunos ciclos en los cuales implican que se desarrollen procesos
como la desnaturalizacion del ADN, los oligonucledtidos se aparean y la sintesis del
fragmento de ADN que se ha formado, la cual es llevada a cabo por el ADN
polimerasa y esto se va a repetir por 20 a 30 ciclos para obtener un crecimiento de
las copias llegando hasta millones del fragmento, la ADN polimerasa debe ser
termoestable para soportar los cambios elevados de temperatura que conlleva el
proceso, por ello, la participacion de la bacteria termdfila Thermophilus aquaticus es

muy relevante ya que es a quien se le extrae esta enzima, esta bacteria habita en



lugares de agua caliente y su descubridor fue Thomas Brock el cual en un analisis
al Parque Nacional de Yellowstone encontré dicha bacteria clasificAandola como una

Gram-negativa, heterétrofa y aerobia®®.

Este proceso de amplificaciébn genética se da en un tiempo muy corto y solo es
necesaria una pequefia parte de la muestra, ademas se ha podido apreciar que la
especificidad reactiva es la misma en las copias de ADN como en el fragmento
original, comprendiendo asi que para los analisis de laboratorio se puede tomar una

muy limitada porcion del material genético™®.

3.3.2.1.1 Protocolo para el desarrollo de la técnica.
El protocolo va a depender de la compafiia que elabore los estuches, por lo tanto,

seran diferentes dependiendo del fabricante, pero de forma general todos deben
contar con los tres puntos especificos que conforman la técnica los cuales son los

siguientes:

e Desnaturalizacion de la cadena. - este proceso consiste en la separacion
correcta de la doble hélice por medio de una alta temperatura llega a estar
en 90 a 96° C en un periodo de tiempo que abarca de 25 a 90 segundos??

e Alineamiento. - para que este paso se lleve a cabo de debe bajar la
temperatura cerca de los 50 a 60°C, es id6nea para que se produzca el
apareamiento entre los fragmentos de oligonucleétidos iniciadores y la
cadena de ADN previamente desnaturalizada, todo este proceso conllevara
un tiempo de 30 o 60 segundos?..

e Extension. - denominada asi por la funcién extensiva que realiza el ADN
polimerasa sobre los fragmentos iniciadores u oligonucleétidos que
presentan enlazados al ADN blanco para obtener nuevas cadenas que
complementen cada cadena sencilla procedente de la muestra original, como

detalle importante es recordar el cambio de temperatura a 70°C?%,
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Figure 4 procedimiento de la PCR13

Para este proceso se emplean equipos denominados termocicladores, que permiten
desarrollar los ciclos completos con ayuda del efecto Peltier, encargado de los
cambios de temperatura en el blogue mediante una inversion de la corriente
eléctrica, para garantizar mejorar el transporte de temperatura, los tubos presentan
caracteristicas conicas de 0,2 — 0,5 ml, con pared fina, el equipo cuida que no se
produzca la condensacion mediante el calentamiento de las tapas que poseen los

tubos?®.

Es asi como se va obteniendo millones de cadenas Unicas de una muestra,
pudiendo ser de una bacteria, virus, hongos e incluso antigenos y anticuerpos
convirtiéndose en una técnica de alta especificidad y sensibilidad para el

desempefio de distintos diagndsticos?2.

3.3.2.2 Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real
(PCR-TR): PCR cuantitativa
la técnica PCR —TR es un avance de la PCR convencional, ya que presenta todas

las cualidades de esta, pero incluye la cuantificacion de los fragmentos de ADN
amplificados. Este proceso se lleva a cabo mediante el uso de ciertas moléculas

especificas para la fluorescencia denominados fluorocromos??



Estos fluorocromos se sienten estimulados por energias de luz que dan lugar a una
sefal que es detectada por el fotodetector para ser leido en un computador, este
proceso se lleva a cabo cada vez que se repita el ciclo en el que se produce la
amplificacion y asi se puede conocer la cantidad de ADN nuevo, estos fluorocromos
se ubican en direccién 5°de la sonda y permanece inactivo hasta que la polimerasa
llegue a su encuentro y por la exonucleasa provoque la liberacion de este
fluorocromos alejandolo del quencher situado en lugar 3~ provocando que
permanezca sin reaccionar, una vez dado el distanciamiento se emite la sefal

fluorescente indicio del final de un ciclo.

La técnica PCR-TR se muestra accesible para la implementacion de un
oligonucledtido que aportara informacion para el reconocimiento de falsos positivos
mediante la hibridacién de este con los iniciadores gracias a su secuencia la cual
es complementaria con los mismos y la sonda, pero presentara un cambio el cual
solo le permitird la unién con los iniciadores, esto dara como resultado la ausencia

de un registro fluorescente como la resultante de una amplificacion de ADN.
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Figure 5. PCR-TR?*



3.3.3 Equipos

3.3.3.1 Termociclador
Es un equipo encargado de la amplificacién por PCR, consta de ciclos

programados por intervalos, entre cada ciclo de da la Activacion
Enzimatica, Desnaturalizacion,  Alineamiento o  Extension,
Desactivacion Enzimatica, Estabilidad de la muestra y la Retencion
(esta ultima es opcional), esto mediado por cambios de temperatura,

numero de ciclos y el tiempo

Figure 6 termociclador?®

3.3.3.2 Espectrofluorometro
La electroforesis se emplea para la separacion del ADN y la

observacion de fragmentos en el gel de agarosa con ayuda de
bromuro de etidio el cual lo tifie y hace visible la muestra gracias a una
carga eléctrica que se aplica en el gel lo que provoca la migracion del
ADN con polo negativo hacia el &nodo positivo eso emite una luz

ultravioleta apreciable por el equipo 26

3.3.3.3 Centrifugadora
Se emplea en el diagnostico in vitro, es un equipo de sobremesa para

laboratorios, de uso sencillo, seguro y con diversas utilidades como
analisis clinicos, trabajo de investigacion bioquimicos y otros, permite
la separacion de los componentes presentes en las muestras debido

a la diferencia de densidades de las cuales se extrae el material con



el que se pretende trabajar para la obtencion de resultados, pueden

ser sanguinea, orina, y demas muestras biologicas.

Visor del rotor

Tapa

Interruptor

Apertura de emergencia

Panel de control

Figure 7centrifuga de laboratorio clinico?”

3.3.3.4 Agitador Vértex
Agitador con velocidad 0-2500 r.p.m. que pueden ser continuas o a presion, tiene

una Orbita de 4mm, e incluye una base para tubos y bultos de goma

antideslizante en la plataforma de apoyo?”.

Figure 8Agitador Voértex?’



3.3.4 Reactivos

3.34.1 Gel de agarosa.
Se obtiene mediante la disolucién de la agarosa en un medio de Tris,

acetato y EDTA presente en un buffer, esta compuesto por un
polimero lineal de galactosa mas 3,6-anhidrogalactosa
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Figure 9 gel de agarosa?®

3.3.4.2 Medio GYEP
Medio de cultivo enriquecido con 2% de glucosa, 0,3% extracto de

levadura,1% de peptona para el cultivo de cepas.

3.3.5 Programas analiticos
Programa Lishtcycler Probe Design Sofware 1.0.-se emplea para
la creacion de iniciadores empleados en los ensayos cualitativos y

cuantitativos

Fluoresce Resonance Energy Transfer. - utilizado para disefar las

sondas empleadas en la técnica PCR.

Sistema ABI Prism 377DNA sequencer. - permite emplear la

quimica de los cebadores y los terminadores que estan marcados por



cuatro fluoréforos distintos, hace posible que un mismo tubo se lleve

a cabo las cuatro reacciones.

Programa BLAST. - se encarga de encontrar secuencias similares en
la base de datos de ADN.

MATERIALES Y METODOS
Para el analisis de este articulo cientifico se emplearon métodos de Revision

bibliografica primarias y secundarias, fotografias presentes en investigaciones
realizadas y los instructivos de los equipos que figuran en el articulo cientifico.

Como materiales de estudio se presentd la técnica molecular PCR-TR vy el

Histoplasma capsulatum.

METODOLOGIA
De acuerdo al analisis del caso clinico estudiado el desarrollo del trabajo se

llevé a cabo en diferentes etapas las cuales se detallaran a continuacion:

Obtencion de las muestras. - emplearon 22 cepas de H. capsulatum que se
encontraban dentro del area de Micologia en el Centro Nacional de
Microbiologia, 12 muestras de otro tipo de fungicos, ADN gendmico de ser
humano y de ratén.

Extraccion de ADN.- este procedimiento se llevé a cabo con la previa
incubacion de las cepas en medio GYEP( 1%peptona, 0,3 de levadura, 2%
glucosa), por siete dias, posteriormente se llevo a congelacion por dos ciclos
con 6 bolitas de vidrio en un tubo Falcon con el micelio previamente extraido
y secado, después de la congelacion se realiz6 la agitacion con el equipo
vortex a 2.000 r.p.m. en 3 segundos, se pulveriza la muestra y se extrae el
ADN con ayuda del método comercial Dneasy Plant Mini Kit.

Elaboracion de los iniciadores y las sondas. - en este procedimiento se utilizé
el programa Lightcycler Probe Design Software 1.0 para las sondas, pero
previamente se tuvo que analizar regiones ITS del ADN que permitieron
reconocer fragmentos idoneos presentes en la zona ITS-1, esto mas los

datos que tiene el GenBank y el banco de Micologia.



Asi se obtuvo iniciadores directos con 5 -CCACCCTTGTCTACC-3" vy el
iniciador inverso 5"-GGAACCAAGAGATCCGT-3", las sondas presentaban
las secuencias HC1-Fluos 5"GTCGGTGAACGATTGGAGT3’-LCFluorescein,
Hcl-Red5 LCRED630-GAGCATGAGAGCGATAATAATCCAGT3’
(Tibmolbiol).

Descripcion de la técnica PCR-TR.- Se preparo primero la técnica con el ADN
previamente obtenido, la mezcla contenia 3 Mm de Cl2Mg, 0,3 micromoles
de iniciador y 0,2 de sonda FRET, se agreg06 2 microlitros de ADN, esto se
llevé al termociclador con la finalidad de obtener valores para resultados
positivos y negativos , este proceso ayudo a obtener un amplicon y sus
dimensiones mediante electroforesis, se comparo los fragmentos obtenidos
con los registrados en la base de datos de laboratorio, para conocer la
reproducibilidad y la cuantificacion del ADN copiado utilizaron rectas de
regresion entre la concentracion de ADN vy los ciclos de amplificacion que se
realizaban detectados por fluorescencia.

Disefio de un control interno de la técnica de PCR.- es util para evitar los
posibles falsos negativos, debido a que en la muestra existen diferentes
sustancias que podrian alteran la amplificacion, se empleé un oligonucleétido
monocatenario que presentaba una secuencia similar a los iniciadores lo que
ayudaba en su unién pero tenian diferencias para no relacionarse con la
sonda asi no se involucraban en las respuestas fluorescentes, ademas se
puede detectar por la curva de temperatura de los productos amplificados ya
gue este oligonucleétido emplea un rango diferente al de la sonda. Es
necesario implementar un cierto numero de copias control para evitar el
enfrentamiento con el ADN diana, garantizando asi la sensibilidad de este
proceso.

Realizacion de la técnica de PCR en muestras clinicas. - una vez listo todo
lo necesario para el procedimiento se llevo a cabo el analisis de 14 muestras
confirmadas con Histoplasma capsulatum por medios de otros estudios, mas
10 muestras con otros tipos de fungicos, 10 pacientes con neutropenia febril

y 10 voluntarios sanos, se empled 2 microlitros de muestra ADN extraido, 4



microlitros de suero, la técnica se desarroll6 por dos veces y los resultados
se compararon con los datos registrados, ademas a las muestras de suero
se les realiz6 un analisis de inmunodifusibn que arrojo la presencia de

anticuerpos para Histoplasma capsulatum.

6. RESULTADOS
El limite de muestra para ser detectado por la técnica fue de 1fg/ul y se realizé una

recta de regresidbn entre esta concentracibn y los puntos detectados por
fluorescencia o también conocidos como crossing point (CP) se representd un 0,99
de coeficiente para la determinacion. Con esto se logr6 apreciar una
reproducibilidad muy elevada en los 6 primeros puntos, pero se encontré una
variacion del 3% con las 8 repeticiones siguientes, y que va aumentando en
concentraciones bajas, por ello establecieron una media de 1,8 para la amplificacion

y reproducibilidad eficaz por la tenia PCR-TR.

En relacion a la especificidad para ADN Histoplasma capsulatum se obtuvieron
resultados muy factibles ya que solo logro detectar a este fungico y no se evidencio
la amplificaciébn de los otros fungicos presentes ni mucho menos con el ADN

gendmico Humano o del roedor.

Para determinar que los controles internos funcionaban se realiz6 una curva de
melting que dio como resultado tres graficos uno con la muestra positiva, una
negativa que no tenia control interno, pero arrojo amplificacion, lo cual seria por

alguna otra sustancia presente en la muestra, y una positiva mas control interno.

Como las muestras no eran todas del mismo tipo ni numero, se procedié a
detallarlas por grupo, es decir que en 10 muestras de suero fueron 7 positivas, los
3 lavados broncoalveolares, las 2 secreciones bronquiales, el esputo y los 3
aspirados medulares fueron positivos y como solo habia una muestra de sangre y
una de plasma no se puedo obtener un andlisis estadistico pero se los agrupo como
muestras hematoldgicas reflejando 7 sueros positivos mas el plasma y con ello se
determiné la cantidad de ADN amplificado el cual fue de 23,1 fg/ul siendo el menor
en comparacion con las muestras respiratorias que dieron un 4,9x10%fg/ul y los

aspirados medulares con 4,8x102 fg/pl.



Ademas, cabe destacar que 6 de las 10 muestras de suero eran positivas para VIH,
pero el andlisis de inmunodifusion solo resulto positiva en 6 de los 10 casos de los

cuales 4 eran negativos para VIH y dos positivos para VIH.

Con respecto a la especificidad se obtuvo un 100% ya que no hubo positivos en las
otras muestras de enfermos con micosis, ni en pacientes con neutropenia febril

mucho menos en pacientes voluntarios.
6.1DISCUSION

Segun la investigacion realizada por la doctora Ana Karina Ibarrola Vannucci,
menciona que la técnica PCR-TR permite una gran visualizacion de las
amplificaciones realizadas al ADN del organismo que se desee estudiar con gran
exactitud disminuyendo el tiempo de trabajo y sin afectar a la sensibilidad, eficiencia
ni a la reproducibilidad?®, por otro lado el doctor Juan C. Pereira Palacios y su grupo
de investigacion, denomina como mejoras de rendimiento y especificidad a las
cualidades propias de esta técnica ya que permite el monitoreo segun se va
desarrollando la reaccion con la finalidad de detectar y cuantificar las copias de

acidos nucleicos?s.

Segun O. Bassy Alvarez, G. Larigauderie y sus colaboradores resaltan la cualidad
de respuesta que tiene la técnica mediante gel de agarosa permitiendo que la luz
sea detectada por el fluorometro sefialando un punto en la recta de melting
conociendo asi el tamafio del fragmento que se ha amplificado?®, ademas
investigadores de la Universidad Complutense de Madrid reporta que esta técnica
realiza la sefial de respuesta mediante pequefios oligonucledtidos que se
complementan a la secuencia entre los dos ampliaciones llevando consigo dos
moléculas situadas en cada extremo uno en 5 que ejerce la funcion de fluoréforo (
emite la sefial) y en 3’siendo un apagador (Quencher), si estas dos moléculas se

encuentran muy cerca podria apagarse el fluor6foro y no emitir respuesta*

Es por todo esto que se puede resaltar a esta técnica como la mas adecuada para
la investigacion de amplificacion sobre el ADN del organismo que se desea

investigar ya que posee una gran especificidad y sensibilidad para el analisis.



7. CONCLUSION
Mediante la revision bibliografica de articulos cientificos sobre de la técnica PCR se

pudo deducir que es una herramienta molecular de gran potencial debido a su
facilidad para el desarrollo de amplificacibn gendmica en diversos ciclos y presenta
gran especificidad con el organismo de analisis aunque se debe tener en cuenta el
periodo de desarrollo del patdgeno, ademas, esta técnica ha sido importante para
la implementacion de nuevas tecnologias de laboratorio como la técnica PCR-TR
gue aporta conocimiento de las caracteristicas particulares que presenta y permite
la interpretacion de la técnica con ciertas afiadiduras como la lectura de sefiales en
la copia del ADN Yy evitar falsos negativos, logrando asi, describir la especificidad y
sensibilidad que tiene para la amplificacion de ADN ribosomal del Histoplasma
capsulatum, convirtiéndose en una técnica util que permitira el andlisis de casos,
aparentemente, con Histoplasmosis y ahorrando, tanto en tiempo como en recursos,

lo cual es beneficioso para el sector de salud.
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