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Resumen de la tesis que presenta Jamvier Baruc Lopez Tello como requisito parcial para la obtencién del
grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientacion en Microbiologia.

Ensayos de obtencion de fragmentos vNAR para la deteccion de Coccidioides spp.

Resumen aprobado por:

Dra. Meritxell Riquelme Pérez
Director de tesis

La fiebre del Valle de San Joaquin o Coccidioidomicosis (CM) es una enfermedad pulmonar causada por
el hongo Coccidioides spp. La perturbacion del suelo por humanos, animales o condiciones climaticas
ocasiona la dispersion de esporas de Coccidioides en el aire, pudiendo ser inhaladas por personas
susceptibles. Las esporas alojadas en un huésped forman esférulas, que una vez maduras liberan
endosporas capaces de diseminar la enfermedad a otros drganos por la formacién de nuevas esférulas.
Debido al riesgo que representa esta enfermedad diversos autores han estudiado la distribucion del
hongo, y evaluado su incidencia con base a variables climatoldgicas como las temporadas de lluvias
seguidas de periodos secos, la temperatura y las tormentas de arena. Ademads, se han realizado
muestreos de animales que actian como reservorios del agente etioldgico. También se han analizado
muestras de suelo por medio de métodos microbioldgicos y moleculares. Los métodos actuales tienen
limitantes ya que son influenciados por la informacidn disponible en bases de datos epidemiolégicos y
genéticos; requieren altas medidas de bioseguridad para evitar contagios accidentales; requieren un
gran esfuerzo de muestreo debido a la distribucién aleatoria del hongo y/o implican costos altos de
reactivos y equipos especializados. En este trabajo se propuso obtener fragmentos recombinantes de
anticuerpos de tiburén (vNAR) afines a Coccidioides spp., los cuales permitan el desarrollo de un método
de deteccidn reproducible y de bajo costo para aplicarlo en zonas de riesgo. Este método facilitaria la
deteccion directa del hongo sin requerir aislamientos del hongo o extracciones de ADN. Para la seleccion
de anticuerpos afines a Coccidioides spp. se utilizaron dos antigenos: IDTP (IMMY®©) y coccidioidina
(InDRE). Se realizé una bioseleccién de fragmentos VNAR a partir de una biblioteca no inmune de fagos
recombinados. Para la bioseleccidn se utilizaron los dos antigenos no patogénicos obtenidos a partir del
hongo, y para comprobar su eficiencia se realizaron pruebas de expresion, reconocimiento vy
especificidad por los antigenos. A partir de estos andlisis se encontré un fragmento vNAR capaz de
reconocer al antigeno IDTP, el cual podria ser utilizado para el desarrollo de un método de
inmunodeteccion.

Palabras clave: Coccidioides spp., biblioteca VNAR, coccidioidina, IDTP, ELISA
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Abstract of the thesis presented by Jamvier Baruc Lopez Tello as a partial requirement to obtain the
Master of Science degree in Life Sciences with orientation in Microbiology.

Assays to obtain vVNAR fragments for Coccidioides spp detection.

Abstract approved by:

Dra. Meritxell Riquelme Pérez
Thesis Director

Valley Fever or Coccidioidomycosis (CM) is a pulmonary disease caused by the fungus Coccidioides spp.
Soil disturbance by humans, animals or climate leads to Coccidioides spores dispersion in the air and
spores inhalation by people. The spores form spherules inside a host that grow up creating endospores
capable of disease dissemination and new spherules formation. Because of its prevalence, many authors
had studied the fungus distribution as well as evaluated its incidence based on climatic conditions like
rainy seasons follow by drought, temperature, and sandstorms. Animal sampling has been performed to
assess reservoirs. Microbiological and molecular methods have been used to analyze soil samples.
Current methods efficiency is affected by available epidemiological and genetic information, biosafety
facilities needs, sampling effort, reagents costs, and specialized equipment needs. In this work, it was
proposed to obtain recombinant fragments of shark antibodies (VNAR) capable of recognizing
Coccidioides spp. This method would allow the development of a reproducible detection method of risk
zones, at lower costs. This method would not require fungus isolation or DNA extraction. Antibody
biopanning was performed using IDTP (IMMY®) and coccidioidin (InDRE) antigens as baits. VNAR
fragment selection was made up using a synthetic library of nonimmune recombinant phages.
Expression, recognition, and specificity analysis were done to evaluate its effectiveness as a detection
method. We find a vNAR fragment capable of recognizing the IDTP antigen which would be useful for
future immune-detection methods.

Keywords: Coccidioides spp, VNAR library, coccidioidin, IDTP, ELISA



Dedicatoria

Si alguien ama a una flor de la que sdlo existe un ejemplar
entre millones y millones de estrellas, es suficiente mirar al cielo
para ser feliz pues puede decir satisfecho: “Mi flor estd alli, en alguna parte...

El Principito, Antoine de Saint-Exupéry
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Capitulo 1. Introduccion

1.1 Generalidades

La Coccidioidomicosis (CM) o fiebre del Valle de San Joaquin es una enfermedad sistémica causada por el
hongo Ascomycota dimérfico Coccidioides spp., que incluye dos especies C. immitis y C. posadasii casi
idénticas a nivel morfoldgico pero diferenciadas genéticamente (Fisher et al., 2002). Este género fungico
se encuentra distribuido en el continente americano en regiones de clima arido o semidrido, con suelos
de alta salinidad y pH alcalino (Fig. 1), prevaleciendo en estados al suroeste de EEUU y noroeste de

México (Castafion-Olivares, 2004; Laniado-Laborin, 2006).

Nevada

[l Alta endemia
Endémico

[[] Posiblemente endémico

Figura 1. Mapa de areas endémicas de Coccidioides spp. Modificado de Lee et al., 2015

La caracterizacién de aislados flngicos mediante técnicas moleculares, demostré la existencia de grupos
genéticamente diferenciables en distintas regiones geograficas (Zimmermann et al, 1994). Estos
hallazgos demostraron la existencia de un taxén California (immitis) y otro no-California (posadasii) que

no pueden realizar entrecruzamiento (Burt et al., 1997).



2
Esta micosis se adquiere por inhalacion de las artrosporas. Afecta a los pulmones y puede ser
asintomatica, benigna, grave o mortal. Las formas diseminadas afectan articulaciones, tejido cutdneo y
huesos. El microorganismo actla como agente patdgeno primario en individuos sanos y como

oportunista en individuos inmunodeficientes (Arenas-Guzman, 2014).

El diagndstico de la enfermedad se basa en el aislamiento del hongo en cultivo, la presencia de esférulas
en tejidos y secreciones, asi como pruebas seroldgicas (Stevens, 1995; Warlick et al., 1983). Las
estrategias de tratamiento varian de acuerdo al grado de la infeccion. Los antimicéticos mas utilizados

son la anfotericina B, el fluconazol y el itraconazol (Laniado-Laborin, 2006).

1.1.1 Aspectos historicos de la Coccidioidomicosis

Existen investigaciones de antropologia forense que han demostrado que individuos de la cultura
Sinagua de Arizona (1400-1000 a. C.) padecieron la infeccion por C. immitis (Harrison et al., 1991); sin
embargo, el primer caso de CM fue reportado por Posadas (1892) en un soldado argentino que
presentaba lesiones en la piel caracterizadas por tumores y Ulceras; este caso se diagnosticé como
psorospermia, y se considerd que era provocado por un protozoario del género Coccidia (Ophiils et al,

1900).

Rixford y Gilchist (1896) estudiaron el primer caso de CM en EEUU, en un inmigrante portugués que se
establecié en el Valle de San Joaquin, adquirié la enfermedad y desarrollé lesiones nodulares en el cuello
con la progresion de la misma. Posteriormente a su muerte, Rixford y Gilchist estudiaron otro caso con
las mismas alteraciones del caso precedente. El agente etioldgico fue clasificado como un protozoario de
la clase Sporozoa y se le denomind Coccidioides immitis. Las muestras cultivadas en diversos medios

desarrollaron colonias blanquecinas que fueron considerados como contaminantes.

Ophiils y colaboradores (1900) descubrieron que los cultivos de material de necropsia obtenidos de un
tercer caso con el mismo tipo de protozoario, daban lugar al crecimiento de un moho, y que éste, al ser
inoculado en cobayos, producia lesiones en las que podian identificarse esférulas similares a las
encontradas en el tejido de los pacientes. Posteriormente propusieron que el agente etioldgico era un

hongo dimérfico y no un protozoario como se habia descrito inicialmente.
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Cooks en 1914 utilizé por primera vez la coccidioidina, una prueba intradérmica para diagnosticar la CM
en personas. En 1932, Stewart y Meyer aislaron el hongo a partir de suelo californiano en una zona
donde se habian reportado casos de CM grave en trabajadores filipinos de una granja (Stewart & Meyer,

1932; Arenas-Guzman, 2014).

En 1935, Dickson reportd un caso en el que uno de sus estudiantes en la Universidad de Stanford,
contrajo una enfermedad aguda al inhalar las esporas del hongo Coccidioides, manifestando afeccidn
pulmonar y erupciones cutaneas. Dickson habia observado estos sintomas en enfermos de “la fiebre del
Valle de San Joaquin”, por lo que quedd demostrada la afirmaciéon de Ophiils y Moffit (Dickson, 1938;

Restrepo, 2006).

Durante la Segunda Guerra Mundial, Smith consultor de la Secretaria de Guerra de EEUU, recorrié los
campos de aviacién al sur de California; documentando la progresién de la infeccién en 39,500 reclutas
que provenian de diferentes partes del pais, lo cual llevé a establecer que la primoinfeccidon era
asintomatica o benigna, que los pacientes no caucdsicos eran mas susceptibles, y que las formas

mortales eran muy raras (Arenas-Guzman, 2014).

En México, en 1932, Cicero y Perrin presentaron el primer caso de CM en la Academia Nacional de
Medicina. En 1945, Ochoa definié zonas endémicas en 53 comunidades del pais, describiendo tres zonas
endémicas mayores y tres microrregiones. El sur de EEUU y la frontera norte de México se consideraron
las regiones de mas alta endemia; por ello Gonzalez Ochoa llamé a la CM “la micosis mexicana” (Arenas-

Guzman, 2014).

La situacién epidemioldgica actual de la CM en México se desconoce. Aunque se realizaron estudios en
los afos 90, que estimaban 1,500 casos anuales de CM primaria y 15 casos de enfermedad diseminada,
no se cuenta con registros oficiales de la incidencia de la enfermedad en México desde 1995, debido a
que la infeccién fue excluida del informe para el registro epidemioldgico nacional (Baptista-Rosas &

Riquelme, 2007).



1.1.2 Biologia de Coccidioides spp.

La clasificacidon taxonémica del hongo estd integrada de la siguiente forma: Reino: Eumycota; Phylum:
Ascomycota; Sub-phylum: Pezizomycotina; Clase: Eurotiomycetes Orden: Onygenales; Familia:
Onygenaceae; Género: Coccidioides; Especies: immitis y posadasii (Bowman et al., 1996; Eriksson &

Winka, 1997; Cavalier-Smith, 1998; Fisher et al, 2002).

Coccidioides spp. es un hongo dimérfico (Fig. 2), con una fase saprobia micelial con produccion de
artroconidios encontrada en la naturaleza y cultivos de laboratorio, y una fase de esférula, que se
desarrolla durante la fase infectiva cuando los artroconidios son inhalados e infectan a un mamifero

hospedero (Dickson, 1938).

Ciclo de vida de
Fiebre del Valle

| Dispersion
d por aire

Rl

saprobia g

Hospedero

Figura 2. Ciclo de vida de Coccidioides spp. Modificado de Hector & Laniado-Laborin, 2005.

El hongo crece a temperatura ambiente en su medio natural, mientras que en condiciones de laboratorio
crece a 37°C. En su estado saprofito produce un moho blanco algodonoso que desarrolla elementos
tubulares (hifas), que al septarse forman los artroconidios (2-4.5 um), los cuales son transportados
facilmente por el aire, particularmente cuando estan asociados al polvo. En cultivos a 37°C, el moho
desarrolla su ciclo parasitico; desarrolla una esférula de doble pared que se reproduce por
endosporulacidn (particidn sucesiva de nucleos), liberando las endosporas por la ruptura de la pared de
la esférula madre. En los tejidos del hospedero también se observan esférulas (20-60 um de diametro) y

endosporas (2-5 um de didmetro) (Dickson, 1938; Restrepo, 2006).
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En su forma miceliar C. immitis es altamente infeccioso. La inhalacién de artroconidios puede originar
enfermedades pulmonares en humanos y animales. En su ciclo parasitico su virulencia estd ligada a
factores como: la gran cantidad de endosporas que son liberadas por la accion de proteasas,
glucosidasas (glucanasas) y quitinasas en cada esférula; la latencia constitutiva de las esporas; y la
substancia ‘mucilaginosa’ que protege a las esporas liberadas contra el sistema inmune del hospedero

(Castanon-Olivares, 2004).

1.1.3 Epidemiologia

La CM es una enfermedad respiratoria en el 98% de los casos, aunque existen casos cutaneos que se
originan por la penetracién del hongo a través de traumatismos. El periodo de incubacién no es bien
conocido; se sugiere que varia de entre 15-20 dias a 4 semanas. En los casos cutdneos el periodo de
incubacién es 20 dias e inicia con la aparicién de un chancro con adenitis y linfangitis (Sdnchez-Saldafia,

2010).

Las formas mas graves estan presentes en diferentes grupos étnicos, siendo tres veces mas frecuente en
mexicanos, afroamericanos vy filipinos (Pappagianis & Zimmer, 1990; Lewis et al., 2015). La infeccion
puede ser adquirida por individuos de cualquier sexo o edad; por ejemplo, en aquellas personas que
visitan o habitan en dreas endémicas y principalmente relacionadas con actividades y profesiones que
impliquen perturbacién del suelo, por personal de laboratorio y personas inmunocomprometidas. Se ha
registrado un aumento del nimero de casos después de temblores, sequias, cambios en el suelo y

cambios en la humedad relativa del aire (Arenas, 2014).

Su incidencia varia con la estacion del afio, agudizandose en los meses de verano y otofio (Smith et al,,
1946). En EEUU se calculan de 45,000 a 80,000 casos por afo. El 60% de las infecciones agudas no
producen sintomas, mientras que el otro 40% presentan sintomas que varian de leves a severos

(Castanon-Olivares et al., 2004).

La infeccion primaria pasa desapercibida y es comprobada por la hipersensibilidad cutdanea a productos
antigénicos derivados del agente etioldgico (Restrepo, 2006). Los derivados antigénicos, esferulina y
coccidioidina, se obtienen a partir del cultivo in vitro de esférulas o micelio, respectivamente (Levine et

al., 1975) y, al ser inoculados por via intradérmica en individuos expuestos, ocasionan una reaccion de
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hipersensibilidad mediada por la memoria inmunoldgica de linfocitos T (Baptista-Rosas & Riquelme,

2007).

En infecciones primarias se han observado cambios residuales en el parénquima pulmonar (nédulos,
fibrosis), asi como sintomas leves similares a la influenza. En casos progresivos, el pulmdn experimenta
un dafio continuo, que conlleva a la diseminacién extra-pulmonar en drganos como higado, bazo,
ganglios linfaticos, adrenales, sistema nervioso central, génadas, huesos, membranas mucosas y piel

(Restrepo, 2006).

Muchas especies de animales adquieren la enfermedad de forma natural (caballos, ovejas, cerdos,
leones marinos, delfines, entre otros); asimismo los animales domésticos en zonas endémicas presentan
infeccidn primaria pulmonar, linfadenopatia y lesiones en piel, sistema nervioso central y otros drganos

(Arenas-Guzman, 2014).

1.2 Antecedentes

1.2.1. Diagnoéstico clinico de la Coccidioidomicosis

El diagnodstico de la CM se basa en una orientacidn clinica adecuada y en pruebas de laboratorio. Las
muestras pueden ser escamas (lesiones cutdneas secas), exudados de mucosas, liquidos patoldgicos

(liquido cefalorraquideo) y expectoraciones (Arenas-Guzman, 2014).

Los examenes de laboratorio incluyen: examen directo con hidréxido de potasio (KOH) al 20%; cultivo en
tubos con agar Sabouraud y agar Micosel a temperatura ambiente; biopsias para casos de lesiones
cutaneas; pruebas inmunoldgicas con coccidioidina (fase filamentosa del hongo) o esferulina (fase
parasitaria); pruebas seroldgicas tales como precipitacion, aglutinacion, y fijacién de complemento
(deteccidn indirecta de anticuerpos circulantes); e inmunofluorescencia y diagndstico diferencial

(descartando otras enfermedades similares) (Sanchez-Saldafia, 2010; Barker, 2017).

Debido a la baja sensibilidad y especificidad de pruebas seroldgicas, asi como el tiempo de espera en el
diagndstico por cultivos y el riesgo que implica su propagacion en los laboratorios clinicos, se han

desarrollado métodos de deteccidn rdpida utilizando la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) en
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tiempo real que pueden ser utilizados para detectar Coccidioides spp. directamente de la muestra
incluyendo: exudados, tejido fresco, tejido embebido en parafina y tejido fijado con formalina (Binnicker

et al., 2007, Barker, 2017).

1.2.2 Deteccion de Coccidioides spp. en suelo

Los primeros trabajos de aislamiento de Coccidioides fueron realizados por Emmons, quien utilizd
diluciones de suelo para determinar el mejor método para obtener aislamientos in vitro a partir de un
concentrado de esporas del suelo (Emmons, 1942). Este método consistia en inocular las diluciones en
un medio de cultivo y animales. Un medio simple conteniendo extracto de levadura y antibidticos
mostraba un aislamiento satisfactorio del hongo en comparacion a la inoculacién en animales (Swatek &
Omieczynski, 1970). Los aislamientos in vitro fueron Utiles para determinar si Coccidioides spp. estaba
presente en el area, en especial en lugares donde las pruebas cutaneas no podian realizarse (Ajello,

1971).

Estudios posteriores se enfocaron en describir el habitat de Coccidioides estudiando variables
fisicoquimicas del suelo. Estas investigaciones determinaron que el hongo puede crecer en suelos de alta
salinidad (Elconin et al., 1964), que el hongo tiene una mayor propagacion en suelos alcalinos de textura
arenosa (Lacy & Swatek, 1974). Ademads, se demostrd la influencia de otros factores clave como la
temporada de lluvias, la humedad del suelo, la temperatura del suelo, asi como la exposicidon a luz

ultravioleta e inhibicién competitiva con otros organismos (Fisher et al., 2007).

En 1993 debido al incremento de casos, el Departamento de California de Servicios de Salud (CDHS; por
sus siglas en inglés) y el Departamento de Salud del Condado de Kern en California, acordaron tomar
medidas sanitarias para controlar y prevenir la CM, concluyendo que se debian caracterizar los factores
ambientales de riesgo que conllevaban a adquirir la enfermedad utilizando técnicas mas avanzadas

ademas de los examenes serolégicos (Centers for Disease Control and Prevention, 1994).

Investigaciones mas recientes han desarrollado métodos alternativos para el analisis de la distribucién
ambiental de Coccidioides spp. Estos estudios estan basados en modelos del nicho ecolégico del hongo
considerando las condiciones ambientales que favorecen el crecimiento del hongo e informacién de

aislamientos positivos (Baptista-Rosas et al., 2007); asi como en el analisis molecular de muestras de
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suelo utilizando PCR anidada, PCR multiplex y qPCR (Baptista-Rosas et al., 2012; Barker et al., 2012; Lauer
et al, 2012; Vargas-Gastélum et al., 2015; Litvintseva et al., 2015; Bowers et al., 2018), y el analisis de
polvo por gPCR en zonas de endémicas (Chow et al, 2016). Otros estudios combinan imdagenes
satelitales, informacion de parametros de suelo y PCR multiple para analizar muestras de suelo, lo cual

permite predecir e identificar los sitios de crecimiento de Coccidioides spp. (Lauer et al., 2014).

Debido a que algunos mamiferos se cree que actlan como reservorios de Coccidioides, se han
desarrollado estrategias para evaluar por medio de ELISA la presencia de anticuerpos anticoccidioidales
en suero de roedores capturados en zonas en donde se ha detectado el hongo (Catalan-Dibene et al.,
2014). Ademas, se han realizado analisis moleculares de suelo superficial y suelo de madrigueras de
roedores (Vargas-Gastélum et al.,, 2015) y armadillos (De Macédo, 2011), asi como de animales en

cautiverio (Reyes-Montes et al., 2016).

1.2.3 Anticuerpos

El sistema inmune esta constituido por células y moléculas que responden de manera conjunta y
coordinada a la introduccion de sustancias extrafias. La defensa contra microorganismos,
macromoléculas y sustancias quimicas extrafias, estda mediada por reacciones tempranas de inmunidad

innata y respuestas tardias de inmunidad adaptativa o inmunidad humoral (Abbas et al., 2012).

La inmunidad innata es una habilidad natural mediada por los fagocitos, un tipo de células sanguineas
(leucocitos) que absorben particulas extrafias y activan genes de defensa que codifican proteinas para su
destruccién. La inmunidad adaptativa es un mecanismo que permite al sistema inmune reaccionar a
moléculas en especifico (antigenos), debido a la interaccion de los antigenos con los receptores de

células de defensa (Madigan et al., 2012).

Las células principales del sistema inmune son: los linfocitos, las células presentadoras de antigenos y las
células efectoras. Los linfocitos reconocen los antigenos extrafios de manera especifica, constituyen los
mediadores de la inmunidad humoral y celular con distintas subpoblaciones que se diferencian por su
forma de reconocer antigenos y funcion (linfocitos T, linfocitos B y linfocitos NK). Las células

presentadoras de antigenos (APC) como macrdéfagos, células dendriticas y fagocitos, son encargados de
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capturar los antigenos, transportarlos a los 6rganos linfaticos y presentarlos a los linfocitos T. Las células

efectoras se encargan de la eliminacidn de las moléculas extraias al final de la respuesta inmunitaria.

Los linfocitos B son las Unicas células que producen moléculas de anticuerpo (inmunoglobulinas),
proteinas circulantes diversas con capacidad especifica para reconocer antigenos. Los anticuerpos
existen en dos formas: los anticuerpos unidos a la membrana extracelular de los linfocitos B y los
anticuerpos diseminados en la circulacién, los tejidos y las mucosas, que neutralizan las toxinas e

impiden la entrada y propagacién de microorganismos patdgenos (Abbas et al., 2012).

1.2.3.1 Estructura del anticuerpo

Las inmunoglobulinas (Ig) se dividen en 5 clases (isotipos) con base a sus caracteristicas fisicas, quimicas
e inmunoldgicas: IgG, IgA, I1gM, IgD e IgE. IgG es la mas comun en el suero sanguineo; estd compuesta de
cuatro cadenas polipeptidicas, conectadas por enlaces disulfuro. En cada proteina hay 2 cadenas ligeras
de 25 kDa y 2 cadenas pesadas de 50 kDa, teniendo como resultado un peso molecular de 150 kDa. Cada
cadena ligera tiene aproximadamente 220 aminoacidos, en comparacién a las cadenas pesadas que
poseen 440 aminodcidos. Cada cadena pesada interactla con la cadena ligera para formar un sitio de
unién v a antigenos funcional (Fig. 3). Cada cadena ligera de la IgG consiste de dos partes de tamafio

equitativo, un dominio variable y un dominio constante (Madigan et al., 2012).

Bl Antigeno
C3 Il Vsrisble (V)

Constantz (C)

Figura 3. Estructura de la inmunoglobulina G. Una cadena pesada y una cadena ligera interactian para formar un
sitio de unidn a un antigeno. Los dominios variables de la cadena pesada y de la cadena ligera (Vu y VL) se unen al
antigeno. Los dominios constantes (Cul, Cu2, Cu3, Ci) son idénticos en todas las proteinas IgG. Modificado de
Madigan et al., 2012.
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Las regiones C de la cadena pesada de todos los anticuerpos de un isotipo tienen la misma secuencia de
aminodcidos, pero es diferente entre isotipos. En humanos las regiones C de los anticuerpos IgM e IgE
contienen cuatro dominios de Ig en tandem; las regiones C de la IgG, la IgA y la IgD contienen sélo tres
dominios de Ig. Las moléculas de anticuerpo son flexibles, lo que les permite unirse a diferentes series

de antigenos, confiriéndoles flexibilidad en una region bisagra entre Cyl y Cu2 (Abbas et al., 2012).

1.2.3.2 Inmunoensayos

Los inmunoensayos son métodos de diagndstico utilizados en clinicas y laboratorios de investigacién
para detectar patdgenos en especifico o moléculas de patégenos utilizando anticuerpos. El uso de
anticuerpos como método de deteccién se ha extendido, por el uso de animales inmunizados para la
obtenciéon de suero policlonal y la produccion de anticuerpos monoclonales utilizando cultivos celulares

(Madigan et al., 2012; Jayasena, 2009).

Las técnicas de deteccidn con anticuerpos han sido mejoradas utilizando anticuerpos de nueva
generacidn como anticuerpos conjugados o immunocitosinas. Asimismo, se han introducido sitios de
unién a antigenos en el fragmento Fc de la I1gG humana reduciendo la complejidad natural de un

anticuerpo (Krah, et. al, 2015).

Ademas del desarrollo de moléculas derivadas de anticuerpos, la ingenieria de anticuerpos ha permitido
el descubrimiento de anticuerpos de dominio Unico (sdAbs, del inglés single domain Antibodies). El
sistema inmune de camélidos y tiburones comprende anticuerpos que se unen a los antigenos por un
solo dominio denominado dominio variable de la cadena pesada de anticuerpos en camélidos (VHH, por
sus siglas en inglés) y dominio variable de anticuerpos en tiburon (VNAR), respectivamente (Krah, et. al,

2015).

1.2.3.3 Anticuerpos de dominio Unico

Los anticuerpos comunes son proteinas heterotetraméricas. En contraste, los anticuerpos de dominio

Unico como los anticuerpos de tiburdn (IgNAR, del inglés Immunoglobulin new antigen receptor), sélo
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estan compuestos de cadenas pesadas (Fig. 4). Debido a la exposicién de aminoacidos polares y cargados
en el dominio variable son altamente solubles en agua, y poseen mayor estabilidad fisicoquimica por la
ausencia de enlaces disulfuro caracteristicos en las inmunoglobulinas. Asimismo, poseen una gran
variedad de estructuras y tamafios de horquillas, lo que incrementa su capacidad de unirse a epitopes

cripticos (Kénning et al., 2017).
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Figura 4. Diferencias estructurales entre anticuerpos comunes y anticuerpos de un solo dominio. El paratopo en
anticuerpos convencionales (6valos verdes) se forma de los dominios variables de las cadenas pesadas y ligeras (Vu,
VL), mientras que el paratopo de los anticuerpos de camélidos (6valos naranja) y tiburdn (6valos rojos) se forma a
partir de un dominio variable Unico de la cadena pesada. Modificado de Herng Leow et al., 2017.

Los sdAbs son obtenidos a partir de la clonacidn por PCR del repertorio de dominio variable obtenido a
partir de sangre, nddulos linfaticos o cDNA del bazo de animales inmunizados. Los anticuerpos con
afinidad por un antigeno son seleccionados por bioseleccién de librerias de fagos en antigenos
inmovilizados, ademds de utilizacion de librerias semi-sintéticas por la mutacion de regiones CDR
(regiones determinantes de la complementariedad con el antigeno). La afinidad de los sdAbs en librerias
inmunes se atribuye a la seleccion natural durante el proceso de inmunizacidon de los animales de
laboratorio, mientras la afinidad de los sdAbs en librerias no inmunes se obtiene imitando este proceso
de forma in vitro, mutando las regiones CDR o modificando las condiciones de astringencia durante la

bioseleccidén (Wesolowski, et. al, 2009).
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1.2.3.3 Anticuerpos IgNAR

El sistema inmune adaptativo de los tiburones produce anticuerpos denominados IgNAR, los cuales en su
forma soluble estan formados por un homodimero de dos cadenas pesadas que consisten en cinco
dominios constantes (Cnar, por sus siglas en inglés), y un dominio variable terminal (vNAR, por sus siglas
en inglés) que se une a los antigenos (Kénning et al., 2017). Estos anticuerpos son moléculas de gran
estabilidad debido a su estructura en los dominios Cnar, que les permite tener un mayor nimero de
residuos hidrdfilicos en su superficie; ademas de horquillas entre enlaces disulfuro y enlaces de
hidrégeno que le dan mayor estabilidad en la regidon determinante de complementariedad (CDR, por sus

siglas en inglés) en el dominio vVNAR (Griffiths et al., 2013).

Debido a las diferentes estructuras formadas en la region de unidn a antigenos (CDR), los anticuerpos
IgNAR tienen la capacidad de unirse a sitios cripticos no antigénicos para anticuerpos convencionales.
Adicionalmente, los genes asociados a la regién variable estdn organizados en un cluster de genes
altamente diversificable para la deteccion de diferentes antigenos, lo que les permite compensar la falta
de combinaciones entre cadenas pesadas y ligeras encontradas en los anticuerpos convencionales

(Konning et al., 2017).

1.3 Justificacion

La incidencia de la Coccidioidomicosis ha aumentado en las ultimas décadas, por ello es necesario crear
métodos efectivos para la deteccion ambiental de Coccidioides spp, reduciendo el riesgo para los

profesionales involucrados.

1.4 Hipaétesis

Los fragmentos VNAR de anticuerpos del tiburén Hererodontus francisci permiten la deteccidén de

Coccidioides spp.
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1.5 Objetivos

1.5.1 Objetivo general

Desarrollar un método sensible de inmuno-deteccién de Coccidioides spp. a partir de anticuerpos de

tiburén.

1.5.2. Objetivos especificos

Determinar la afinidad de los anticuerpos de tiburdn hacia Coccidioides spp.

Evaluar la sensibilidad de los anticuerpos por Coccidioides spp.
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Capitulo 2. Metodologia

Para lograr el primer objetivo se utilizé una biblioteca no inmune (naive) de fagos recombinantes con
anticuerpos de tiburdn, elaborada previamente en el Laboratorio de Inmunologia Molecular y Biotoxinas
del CICESE, y se expuso a dos extractos antigénicos de Coccidioides spp. para la seleccién de fragmentos
vNAR. El antigeno IDTP del inmunoensayo de inmunodifusion IMMY®©, obtenido a partir del filtrado de
un cultivo del hongo en fase micelial, fue proporcionado por el Dr. Sean Baumman, director ejecutivo y
presidente de la compaiia IMMY©O; y la coccidioidina, obtenida por el Instituto de Diagndstico y
Referencia Epidemiolégicos de México (InDRE) a partir del filtrado del medio de cultivo, fue
proporcionada por la Dra. Laura Rocio Castafion Olivares del Departamento de Microbiologia vy

Parasitologia de la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM).

2.1 Seleccion de fragmentos vNAR

2.1.1 Preparacion de células electrocompetentes de E. coli cepa ER2738

Con el fin de seleccionar fragmentos vVNAR afines a los antigenos se siguid el protocolo de Barbas et al.,
2001, con algunas modificaciones sugeridas por O. Cabanillas-Bernal (comunicacidon personal). Para
obtener células electrocompetentes se realizd un preindculo de células de E. coli ER2738 en 10 ml de
medio Super Broth (SB) sin antibidtico (Triptona 3.2%, Extracto de levadura 2%, NaCl 0.5%, pH 7) y se
incubd a 37°C, con 250 rpm de agitacién, durante 24 h. Después del tiempo de incubacion, se agregé el
preindculo a 490 ml de medio SB suplementado con 10 ml de glucosa (20%) y 5 ml de MgCl, (1M). El
cultivo se incubd bajo las mismas condiciones hasta alcanzar una densidad éptica a 600 nm de 0.7 — 0.9.
Cuando el cultivo alcanzé la densidad deseada se pasé a tubos de 50 ml previamente enfriados en hielo
por 20 min. Los tubos fueron centrifugados a 3000 x g, a 4°C, por 20 min y se descarté el sobrenadante.
El botdn celular fue resuspendido con 50 ml de glicerol al 10% enfriado y se centrifugd bajo las mismas
condiciones. El proceso se repitid con centrifugaciones consecutivas reduciendo el nimero de tubos de
10 a5,y de 5 a 2. El botdn final fue resuspendido con 2 ml de glicerol al 10% enfriado y se realizaron

alicuotas de 50 pl y 10 pl que se congelaron a -80 °C.
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2.1.2 Preparacion de fago ayudador (VCSM13)

Para obtener el fago ayudador (VCSM13) se realizé un cultivo de 2 ml de medio SB con 2 pl de células E.
coli ER2738 y se incubé por 1 h a 37°C. Después de la incubacion, el cultivo se infecté con 1 pl de una
dilucién 10 de fago ayudador VCSM13; se incubd a temperatura ambiente por 15 min y se sembré en
placas de agar LB con kanamicina (50 pg/ml) que se incubaron a 37°C por 24 h. Posteriormente, se
prepard un cultivo de 10 ml de medio SB con 10 pl de células E. coli ER2738 que se incubd a 37°Cy 250
rpm por 1h. Después, el cultivo fue inoculado con una colonia aislada en las placas de agar LB y se incubd
a 37°C por 2 h a 250 rpm. El cultivo fue transferido a un matraz con 500 ml de medio SB suplementado
con kanamicina (50 pg/ml) y se incubd bajo las mismas condiciones por 24 h. El cultivo fue transferido a
tubos de 50 ml y se incubd a 70°C por 20 min. Los tubos se centrifugaron a 2500 x g por 15 min. y el

sobrenadante se decantd en tubos nuevos que fueron almacenados a 4°C.

Para determinar la eficiencia de la infeccién, se inocularon 2 ml de medio SB con 2 ul de células E. coli
ER2738 y se incubaron a 37 °C y 250 rpm por 1 h. Posteriormente, se infectaron 50 ul del cultivo de
células con 1 pl de diferentes diluciones del fago ayudador preparado (103, 10, 10, 10'12); se incubaron
a temperatura ambiente por 15 min y se inocularon en placas de agar LB con kanamicina (50 pug/ml) que
fueron incubadas a 37°C por 24 h. Se contabilizé le nUmero de colonias y se calculd la eficiencia de la

transformacion.

2.1.3 Bioseleccion

Para el proceso de bioseleccion de fragmentos vVNAR se amplificd una biblioteca previamente sintetizada
por Cabanillas-Bernal (2017) procedentes de un tiburdn H. francisci no inmunizado. El vector utilizado
para la sintesis de la biblioteca fue el pComb3x, que incluye caracteristicas como: un sitio de restriccion
Sfil para la insercion de un gen, un promotor LacZ inducible por IPTG (isopropil-B-D-tio-galactésido), un
gen de resistencia a carbenicilina, secuencias para su inmunodeteccién (HA) y purificacion (6xHis) y un

coddn dmbar para detener la traduccion de la proteina de interés (Fig. 5).
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Figura 5. Vector pComb3x con inserto. En la imagen se muestran las caracteristicas estructurales del vector que
permiten la expresion y deteccién del fragmento vNAR. Adaptado de Barbas et al., 2001.

Células electrocompetentes de E. coli ER2738 fueron inoculadas en medio de cultivo SB e incubadas a
37°C, a 250 rpm hasta alcanzar una DO de 1 a 600 nm. Después se agregaron 50 pl de la biblioteca de
fagos y se incubd a temperatura ambiente durante 15 min, para después agregarle carbenicilina (100
pg/ml) para inhibir el crecimiento de bacterias Gram positivas. El cultivo fue transferido a un matraz de
500 ml y se incubd a 37°Cy 300 rpm por 1 h; se agregaron 15 pl de carbenicilina (100 pg/ml) y se incubd
bajo las mismas condiciones. Después se agregaron 2 ml de fago ayudador M13K07, 108 ml de medio SB,
55 pl de carbenicilina (100 pg/ml) y se incubd por 2 h en las condiciones antes descritas. Finalmente, se
agregaron 224 ul de kanamicina (50 pug/ml) y se incubé toda la noche. El cultivo fue vertido en tubos de
50 ml y centrifugado a 4000 rpm por 15 min. El sobrenadante fue transferido a tubos con 2 g de
polietilenglicol 8000 (20% p/v) y 1.46 g NaCl (2.5 M). Posteriormente, se incubaron los tubos en hielo por
30 min previa centrifugacion (9000 rpm / 15 min, 4°C), el sobrenadante fue descartado y el botén de
fagos secado a temperatura ambiente. Los fagos se resuspendieron en 2 ml de BSA 1% en PBS 1x vy
centrifugados nuevamente (14000 rpm / 5 min), el sobrenadante se filtré a través de un filtro para

jeringa de 0.2 um y se utilizé en la ronda 1 de seleccion.

Para las rondas de seleccion, se inmovilizaron 50 ul de cada antigeno en una placa de ELISA Corning® de
96 pozos durante 12 h a 4°C. El antigeno sobrante no adherido fue descartado y se bloqued la placa con
150 pl de solucién de bloqueo (BSA 3% en PBS 1x), incubandolo a 37°C por 1 h, con el fin de evitar
uniones inespecificas de los fagos con la microplaca. Posteriormente, se agregaron 50 pl de los fagos
reamplificados y se incubé por 2h a 37°C. Una vez concluido el tiempo, se realizaron lavados
astringentes, que consisten pipetear 5 veces 150 pl de PBST (0.5% Tween-20 en PBS 1x) en cada pozo,

incubando 5 min a temperatura ambiente entre cada lavado. Este proceso se repitié por 4 rondas: 5
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lavados para la ronda 1; 10 para la ronda 2; 10 para la ronda 3 y 15 para la ronda 4. Después de los
lavados, se agregaron 50 pl de tripsina (10 mg/ml) y se incubd por 30 min a 37°C. Posteriormente, se lavo
vigorosamente 10 veces y los fagos afines se utilizaron para infectar un cultivo de 2 ml de células de E.
coli ER2738 con una DOggo = 1. Se incubaron 15 min a temperatura ambiente para permitir la infeccién y

se agregaron 6 ml de medio SBy 1.6 ul de carbenicilina (100 pg/ml).

Para obtener un titulo de entrada, en paralelo se infectaron 50 pl de células E. coli ER2738 (DOgoo=1) con
1 pl de una dilucién de la preparacién de fagos (obtenidos en la ronda 1). Las células infectadas fueron
incubadas a temperatura ambiente por 15 min y sembradas en una placa de LB agar con carbenicilina

(100 pg/ml), la cual se incubd por 24h a 37°C.

La estimacion del titulo de salida se calculé tomando 2 pl que se diluyeron en 200 ul de medio SB, y que
se sembraron en placas de LB agar con carbenicilina (100 pg/ml) en volimenes de 10 y 100 pl. Los titulos
de entrada y de salida se determinaron calculando el nimero de transformantes al multiplicar el nimero
de clonas por el volumen de cultivo y dividiendo el resultado entre el volumen extendido en placa, todo

multiplicado por el factor de dilucidn.

El cultivo de 8 ml se incubd por 1 h, a 37°Cy 300 rpm; se le agregaron 2.4 ul de carbenicilina (100 pg/ml)
y se incubd nuevamente bajo las mismas condiciones. Para la fase de amplificacién, el cultivo se
transfirid a un matraz para agregarle 1 ml de fago ayudador M13K07, 71 ml de medio SB y 36 pl de
carbenicilina (100 pg/ml) y se incubd por 2 h mas. Finalmente, se agregaron 112 ul de kanamicina (50
pg/ml) y se incubd toda la noche a 37°C con agitacidén constante a 300 rpm. Este proceso se repitié en
cada una de las rondas de seleccion, exceptuando que en las rondas posteriores se empled un pozo de la

placa de ELISA con el antigeno y se incrementé el nimero de lavados.

2.1.4 Produccidn de fagos de colonias individuales

A partir de la Ultima ronda de seleccidn, se aislaron clonas individuales utilizando cultivos de 1 ml de
medio SB con carbenicilina (100 pg/ml). Los cultivos fueron incubados a 37°C y 250 rpm hasta alcanzar
una DOgo = 1; se agregaron 100 pl de fago ayudador MK13K07 a cada cultivo y se incubaron a 37°C por
30 min sin agitacion. Los cultivos fueron centrifugados a 1700 rpm por 15 min; se descarté el

sobrenadante y el pellet se resuspendid cuidadosamente. A cada tubo se le afiadié 1 ml de medio SB
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suplementado con carbenicilina (100 pug/ml) y kanamicina (50 pg/ml). Los cultivos se incubaron a 37°C
p Hg y HEg y

250 rpm toda la noche, y se centrifugaron por 15 min a 3500 rpm.

Posteriormente, se evaluaron los cultivos con una prueba de ELISA de fagos recubriendo 46 pozos de una
placa de ELISA Corning® con 50 pl de un anticuerpo de rata anti HA-tag de Roche®© (1.5 pg/ml). Se
anadié a la prueba 50 pl de anticuerpo anti HA-tag para el control positivo y un control negativo con PBS
1x incubado a 37°C por 2 h. Las soluciones en los pozos fueron descartadas y los pozos se bloquearon
con 150 pl de solucién de bloqueo (BSA 3% en PBS 1x), incubando la placa a 37°C por 1 h. Después de la
incubacidn se descartd la solucidn de bloqueo y se agregé a cada pozo 10 ul de solucién BSA 5% - PBS 1x
y 40 ul de sobrenadante de cultivo de fagos. Para el control positivo se agregaron 10 pl de solucidon BSA
5% - PBS 1x, 39 ul de PBS 1x y 1 ul de la mezcla de bibliotecas, y para el control negativo se agregaron 50
ul de PBS 1x (Figura 6).
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Figura 6. Evaluacion de fagos de colonias individuales en placa de ELISA. Los circulos representan cultivos de fagos
de la ronda de seleccién 4, ronda 3 y los controles; en color morado, rojo, ocre y verde, respectivamente.

La placa fue incubada por 1 h a 37°C; se descarté la solucién de fagos y se realizaron 5 lavados con una
solucidn de lavado de Tween 20, al 0.05% y PBS 1x. Posteriormente, se agregaron 50 pl de un anticuerpo
de ratén anti-M13-HRP de GE Healthcare© (1:5000) en solucién BSA 1% - PBS 1x, la placa se incub¢d a
37°C por 1 h. La solucidn de anticuerpo se descarté y la placa se lavd 5 veces con la solucién de lavado
(Tween 20 0.05% - PBS 1x); se agregaron a cada pozo 50 pl de sustrato 3,3°, 5,5 tetrametilbenzidina
(TMB) para revelar y se incubd 15 min a 37°C. Finalmente, a cada pozo se agregaron 50 ul de solucién
STOP (HCI 1N) y se leyd la placa a 450 nm. Los cultivos con lecturas mayores al control negativo fueron

seleccionados para la purificacién del plasmido por lisis alcalina y los plasmidos purificados fueron
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enviados a Eton Bioscience (San Diego, California) para su secuenciacion de acuerdo a las instrucciones

sugeridas por la compaiiia.

Una vez obtenidas las secuencias, estas fueron analizadas con el programa CLC Sequence Viewer v.7.8.1
de QIAGEN. Las caracteristicas analizadas de cada secuencia fueron: la presencia de fragmentos vNAR, la
ausencia de codones de paro en la secuencia y su correcto marco abierto de lectura (Cabanillas — Bernal,
2017). Finalmente, los plasmidos con insertos con estas caracteristicas fueron seleccionados para la

expresion de la proteina vNAR.

2.2 Sintesis de la proteina vNAR recombinante

2.2.1 Transformacion

Para la expresion de la proteina se transformaron células quimiocompetentes de la cepa de E. coli BL21,
para lo cual en un tubo se mezcld 1 ul del plasmido de interés con 50 ul de células. El tubo se incubd 30
min en hielo, 1 min a 42°C, se colocd en hielo y se agregaron 250 ul de medio SB. Posteriormente, el tubo
se incubd sucesivamente 30 min a 37°C, sin agitacion y con agitacion. Finalmente, se sembraron 50 pl y

200 pl de las células en placas de agar LB con carbenicilina (100 pg/l) y se incubaron a 37°C por 24 h.

2.2.2 PCR de colonia

Para comprobar que las bacterias transformadas contenian el fragmento VNAR, se realizé una PCR de
colonia seleccionando 4 colonias al azar de los fragmentos VNAR seleccionados. El volumen de reaccién
fue de 20 I la cual contenia Buffer Green 1x, MgCl, 3 mM, dNTPs 10 mM, 1U de GoTaq® Flexi
Polimerasa (Promega) y 10 mM de los cebadores sentido Ompseq (AAGACAGCTATCGCGATTGCAG) y
antisentido Gback (GCCCCCTTATTAGCGTTTGCCATC). El programa utilizado en el termociclador se

describe en la tabla 1.
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Tabla 1. Condiciones para la reaccion de PCR.

Ciclos Temperatura Tiempo
1 95°C 2 min
30 95°C 30s
30 56 °C 30s
30 72°C 30s
1 72°C 5 min

Para observar los fragmentos amplificados se realizdé una electroforesis con un gel de agarosa al 2 %. Las

condiciones de corrida fueron 100V constantes, 75 mA, 1 h.

2.2.3 Induccion

Las células transformadas se propagaron en un preinéculo de 5 ml de medio SB con carbenicilina (100
pg/ml) durante 24 h a 37°C y 250 rpm. En 100 ml de medio SB con carbenicilina (100 pg/ml), se
inocularon 2 ml de preindculo y se incubd a 37°C y 250 rpm hasta llegar a una densidad éptica de 0.7 a
600 nm. Una vez alcanzada la DO, se indujo la expresién de la proteina con 200 ul de IPTG 500 mM vy se
incubé a 37°C, 250 rpm durante 6 h. Después, el cultivo se centrifugé (4000 rpm, 15 min), y la pastilla

bacteriana se almacend a -20°C hasta su procesamiento.

2.2.4 Extraccion de la proteina vNAR recombinante

El boton bacteriano fue resuspendido en un amortiguador con Tris-HCI 3 mM y sacarosa (20%), en una
proporcion de 5 ml/g de células. Posteriormente se agregé EDTA (1mM) a cada tubo y se incubaron en
bafio de hielo con agitacion por 10 min en un agitador de balanceo. Los tubos se centrifugaron a 8000 x g
por 20 min a 4°C, y el sobrenadante fue recuperado en tubos nuevos etiquetados como Tris-Sacarosa. El
botdn celular de cada tubo fue resuspendido en una solucién de MgS0,4 (5 mM) en una proporcion de 5

ml/g de células. Los tubos fueron incubados en bafio de hielo con agitacion por 20 min y centrifugados,
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bajo las condiciones antes descritas. El sobrenadante se recuperd a tubos nuevos etiquetados como

MgSQO, y se almacenaron a -20°C para su posterior purificacién.

2.3 Andlisis de la proteina vNAR recombinante

2.3.1 ELISA de expresion

Los extractos Tris Sacarosa y MgSQO, fueron analizados por ELISA para confirmar la presencia de la
proteina. Para ello se inmovilizaron 50 pl de cada extracto por triplicado en una placa de ELISA
Corning©, anadiendo un control con 50 pl BSA 1% - PBS 1x y otro con PBS 1x por triplicado, la placa se
incubo a 4°C por 24 h. Posteriormente, se descartaron los extractos y los pozos fueron bloqueados con
150 pl de solucién de bloqueo (BSA 3% en PBS 1x), incubando la placa a 37°C por 1 h. Después de la
incubacidn se descarté la solucién de bloqueo y se agregaron 50 ul de un anticuerpo de rata anti-HA-HRP
de Roche®© (1:1000) en solucidon BSA1% - PBS 1x. La placa se incub6 a 37°C por 1 h. La solucidon de
anticuerpo fue descartada y la placa se lavd 3 veces con la solucidn de lavado PBST (Tween 20 al 0.05% -
PBS 1x); se afiadid a cada pozo 50 ul de solucién de revelado TMB y se incubd 15 min a 37°C. Por ultimo,

a cada pozo se agregaron 50 pl de solucién STOP (HCI 1N) y se leyd la placa a 450 nm.

2.3.2 ELISA de reconocimiento

Para evaluar la afinidad de los extractos por los antigenos, se inmovilizé 50 ul de cada antigeno por
triplicado en una placa ELISA Corning© a 4°C por 24 h. Después se bloquearon los pozos con 150 ul de
BSA 3% - PBS 1x durante 1 h a 37°C, se agregaron 50 ul de cada extracto (proteina recombinante) y se
incubd a 37°C por 1 h. Posteriormente, se realizaron tres lavados con la solucion Tween 20 0.05% - PBS
1x y se afiadieron 50 pl de una dilucién 1:1000 de anticuerpo anti HA-HRP en solucidn BSA 1% - PBS 1x y
se incubd a 37°C por 1 h; el resto del procedimiento se siguié como se describe en la seccién 2.2.1. Como

controles se utilizaron 50 pl de BSA 1% - PBS 1x y 50 ul de PBS 1x inmovilizados por triplicado.
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2.3.3 Purificacion de la proteina vNAR

Los extractos periplasmaticos se mezclaron y el extracto obtenido fue purificado mediante cromatografia
de afinidad a metales utilizando el protocolo NiNTA de QIAGEN® con algunas modificaciones sugeridas
por Cabanillas-Bernal, 2017. Previo a la purificacidn, el pH del extracto se ajusté a pH 8.0, la muestra de
extracto se clarific6 de material celular de desecho por una centrifugacién a 10,000 rpm por 30 min a
4°C. La purificacién fue realizada en una columna de plastico de 10 ml (Poly-Prep© Chromatography
Columns BioRad), la cual contenia 1 ml de resina Ni-NTA Agarose (QIAGEN®O). Inicialmente se realizé una
corrida (Black Run) con 10 ml de amortiguador de lavado 1 (Imidazol 5 mM, NaH,PO, 50 mM, NaCl 500
mM, pH 8.0). El extracto se paso tres veces a través de la columna utilizando y posteriormente se realizd
un segundo lavado con 15 ml de amortiguador de lavado 2 (Imidazol 20 mM, NaH,PO4 50 mM, NaCl 500
mM, pH 8.0). La proteina se eluyd en 5 fracciones utilizando 500 pl de amortiguador de elucién (Imidazol

500 mM, NaH,PO4 50 mM, NaCl 500 mM, pH 8.0), con un tiempo de incubacién de 5 min entre cada una.

Adicionalmente, se realizd un ELISA de cada fraccion como se describe en el apartado 2.3.1 para
determinar si la proteina estaba presente en las eluciones obtenidas, utilizando como control el

amortiguador de elucidn.

2.3.4 Electroforesis desnaturalizante (Tricina-SDS PAGE)

Las fracciones fueron evaluadas para corroborar la presencia de la proteina. Para ello se realizé un
analisis electroforético de un gel de poliacrilamida al 12% con base al protocolo de Schagger y von Jagow

(1987). Las condiciones de corrida fueron 150 V por 1h 15 min.

2.3.5 Inmunodeteccion (Western Blot)

El gel obtenido en la electroforesis desnaturalizante se evalué mediante Western Blot por transferencia
semiseca utilizando un sistema de transferencia Transfer Blot SD, una membrana Bio-Rad© de
nitrocelulosa de 0.45 pum y un amortiguador Towbin 1x (25 mM Tris base, 192 mM glicina, 20% metanol,
pH 8.3). Las condiciones de transferencia fueron 200 mA, 20 V por 1h. Terminada la transferencia, se

procedid con la inmunodeteccidn utilizando el anticuerpo anti-HA-HRP en PBST (Roche®©). Para ello la
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membrana se bloqued en una solucion de leche descremada (Svelty©) 5% en PBST con agitacion
moderada por 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente se incubd con una solucién de leche
descremada 1% en PBST y el anticuerpo anti-HA-HRP (Roche®©) en una dilucidn 1:1000, bajo las mismas

condiciones por 2 h.

Al terminar la incubacién se realizaron tres lavados de la membrana con PBST en lapsos de 3 min, y
después se hizo un revelado colorimétrico con 7 ml de DAB Substrate Kit (Thermo Scientific©) de acorde

a las instrucciones del proveedor.

2.3.6 Dialisis de la proteina

Las fracciones purificadas donde se detectd la proteina vNAR fueron dializadas con una membrana de
dialisis SnakeSkin™ de Thermo Scientific© de acorde a las instrucciones del proveedor. Se utilizé como
amortiguador de dialisis PBS 1x y agitacion constante a 4°C. El amortiguador de dialisis se cambié 3 veces
cada dos horas, dejando la membrana bajo las mismas condiciones por 24 h en el Ultimo cambio de

amortiguador.

2.3 Ensayos de reconocimiento

Para los ensayos de reconocimiento se utilizaron los antigenos IDTP y coccidioidina, ademas de 3
antigenos flngicos como control negativo. Para la obtencién de los antigenos fungicos se utilizé un
reporte de la diversidad fungica en un sitio endémico de Coccidioides spp. (Vargas-Gastélum et al., 2015).
Con base a este, se seleccionaron las cepas Fusarium oxysporum (cepa FFOCR), Macrophomina
phaseolina (cepa FDSDc13), donadas por el Laboratorio de Fitopatologia de CICESE y Neurospora crassa
(cepa N1) del cepario del laboratorio Riquelme. Las cepas fueron procesadas para la obtencion de los

antigenos tomando de referencia la metodologia de Thornton, 1993, la cual se describe a continuacion.

Las cepas se cultivaron en placas de Petri conteniendo medio PDA (infusidn de papa 0.4%, dextrosa 2%,
agar 1.5%) por 4 dias a 25°C. El cultivo de N. crassa se incubé durante el mismo tiempo a 30°C.

Posteriormente, se inocularon matraces de 250 ml conteniendo 100 ml de medio PDB (infusidn de papa
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0.4%, dextrosa 2%) con 1 cuadro de agar de cada cepa y se incubaron bajo las mismas condiciones, en
oscuridad sin agitaciéon. Después de la incubacién, el cultivo fue filtrado a través de filtros de plastico
estériles cubiertos con tela Magitel© para recuperar el micelio en tubos de 50 ml. Posteriormente, el
micelio fue liofilizado y pulverizado. Los antigenos fueron preparados utilizando 20 mg de micelio de
cada cepa en 10 ml de PBS 1X estéril pH 8.0. La solucidn se mezcld en vortex, se dejd precipitar 5 min y
se centrifugd a 2000 x g por 10 min. El sobrenadante y el pellet resuspendido fueron utilizados como

antigenos de control.

Para el ensayo se realizé un ELISA indirecto como se describe en la seccion 2.3.2, inmovilizando antigeno
IDTP y coccidioidina, asi como los antigenos de control antes descritos a una concentracién 0.03 mg/ml
tomando como referencia los valores minimos de deteccion de antigenos fungicos en suelos arenosos

(Otten et al, 1997).
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Seleccion de fragmentos vNAR

Para la selecciéon de anticuerpos se utilizaron los antigenos IDTP y coccidioidina. Debido a que se
desconocia su pureza ambos fueron utilizados sin diluir. Para las rondas de seleccién se utilizaron 50 pl
de cada antigeno, siguiendo el protocolo propuesto. El titulo de entrada inicial para la bioseleccién del
antigeno IDTP fue de 1.08 x 10! UFC/ml (Fig. 7). Al finalizar el proceso de seleccién de fagos se
obtuvieron 2.4 x 10* UFC/ml presuntivamente afines al antigeno IDTP. Para el antigeno coccidioidina el

titulo de entrada inicial fue de 3x10% UFC/ml (Fig. 8), de los cuales se seleccionaron 1.6 x 10* UFC/ml.

Titulo de salida
1.00E+08 3.40E+07

1.00E+07
2.00E+06
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1.00E+05 2.40E+04
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1.00E+03
1.00E+02
1.00E+01

1.00E+00
1 2 3 4

Rondas de seleccion

Figura 7. Titulos de fagos en las rondas de seleccion contra el antigeno IDTP.
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Titulo de Salida
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Figura 8. Titulos de fagos en las rondas de seleccion contra el antigeno coccidioidina.

A partir de las placas de los titulos de salida obtenidas en las ultimas rondas (R3, R4) se tomaron clonas
individuales al azar para infectar cultivos individuales de células de E. coli ER2738. Los cultivos fueron
procesados para analizarlos por una prueba de Elisa sandwich, con el fin de reconocer fagos completos

que expresaran fragmentos VNAR en su superficie.

Cada cultivo fue etiquetado con una clave para identificar el antigeno contra el que se habia
seleccionado cada clona (T para IDTP y C para coccidioidina), la ronda de la que se habia obtenido (y —

R3, z - R4) y un nimero consecutivo para diferenciar las clonas en cada cultivo.

Para el antigeno IDTP se obtuvieron 12 cultivos con una absorbancia con valores entre 0.097 - 1.882 en
comparacién al control negativo con absorbancia de 0.039, los cuales fueron utilizados en los
experimentos posteriores. En comparacion, para el antigeno coccidioidina se encontraron 11 cultivos con

valores de absorbancia entre 0.096 —0.183 respecto al control negativo de 0.06.
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3.1.1 Analisis de secuencias

Las secuencias del DNA plasmidico de clonas obtenido por lisis alcalina, fueron analizadas para buscar
fragmentos VNAR completos con correcto marco de lectura. Las secuencias fueron analizadas con el
programa CLC para buscar sitios consenso y regiones conservadas. Estas presentaban las regiones vNAR

caracteristicas FR1, CDR1, HVR2, HVR4, FR3, CD3 y FR4 (Fig. 9).

FR1 zla CDR1 -%IJ HVR2 '5;3 HVR4 FR3 Eia
Tz44_gback(-3) AASLDQTPRT ATRETGESLS INCVLTPTSH |LFGTKWFWN NPGSTDWES| TIDGRYVEFV NNQAKSFSLO IKDLTVEDSG 80
Tz45_gback (-1) AASLDQTPRT ATRETGESLS INCVLTPTSH |LFGTEWFWN NPGSTDWES| TIGGRYDQYV NNCQAKSFSLQ IKDLTVEDSG 80
Ty25_gback (+1) AARVDQTPRT ATRETGESLT INCILTPTRC GLYGTEWFRN NPGSTDWERI TIGRRYVESY NKGAKSFSLQ IKDLTVEDSV 80
Cz1_gback(-3) AASLDQTPRT ATRETGESLS INCVLTPTSH ILFGTKWFWN NPGSTDWES!| TIGGRYVESV NNQAKSFSLQ IKDLTVADSG 80
Cz22_gback(-2) AASLDQTPRT ATRETGESLS INCVLTPTSH |LFGTKWFWN NPGSTDWES| TIGGRYVESYV NNQAKSFSLQ IKDLTVEDSG 80
Cz25_ghack (-3) AASLDQTPRT ATRETGESLS INCVLTPTSH |LFGTKWFWN NPGSTDWES| TIGGRYVESY NNQAKSFSLQ IKDLTVEDSG 80
(-2)

Czi7_ghack(-2) - --------- mmmiee e oo - --- --YGTNCFWD NPGSTEWES| TIGGQYVEYV NKQAKSFYLQ IKDLTVEDSG 48

FR3 cDR3 ¥ FR4 20 sfil 6XHis HA-tag ' sTOP

Tzdd_gback(-3) TYYCKAQT|IG CRKRGPLASL LVMMGSS[VYY GAGTVLTVMNG GQAGAHHHHH HGAYPYDVPD YAS*E 145
Tzd5_gback(-1) TSYCKAQT|IG FRKRGPLASL PAMMGSSPYY GAGTVKTVMNG GQARIHHHHP HGAYPYDVPD SAS*E 145
Ty25_gback (+1) TYYCNAS-}- ---RGRVVWM RLVCGLGRYD GAGTVLTVNG -QAGQHHHHH HGAYPYDVPD YAS*E 138
Czi_gback(-3) TYYCKA | IMK GWWPGWMNLR VISLLTRGYY GAGTVLTVNG CQAQAHHHHH HGAYPYAVPH YAS®E 145
Cz22_gback(-2) TYYCKARRNF WPVMWRPWRK LFKWPVWTYY GAGTVLTVNG GQAGAHHHHH HGAYPYDVPD YAS*E 145
Cz25_gback (-3) TYYCKALS)P NFFSWWHEKG RWRYFGRGGYY GAGTVLTVNG GQAJOHHHHH HGAYPYDVPD YAS®E 145
Cz37_gback (-2) TYYCKALS)P KFFSWWHEKG SWRYIGRGYY GAGTVLTVNG GOQAGAPHHHH HGAYPYDVPD YAF*E 113

Figura 9. Alineamiento de fragmentos vNAR.

Para el antigeno IDTP se encontré 1 fragmento de la ronda 3 (Ty25) y 2 fragmentos de la ronda 4 (Tz44,
Tz45); mientras que para el antigeno coccidioidina se encontraron 4 fragmentos de la ronda 4 (Cz1, Cz22,
Cz25, Cz37). Asimismo, se encontraron otros fragmentos con las regiones conservadas, pero con codones
de paro dentro de la secuencia (Ty22, Tz22, Tz53, Cz2, Cz20, Cz44, Cz45), los cuales fueron almacenados

para su posible utilizacidon con una mutacidn dirigida que sustituya el codén ambar.

3.2 Sintesis y andlisis de la proteina recombinante

Los plasmidos con el marco de lectura correcto se seleccionaron para expresar las proteinas afines a
cada antigeno, por lo que se realizd una induccién a pequeiia escala en un cultivo de 100 ml de medio SB
con células transformadas con los plasmidos de interés. Las proteinas fueron recuperadas por una
extraccién periplasmatica de la que se obtuvieron dos extractos: Tris-Sacarosa y MgSO,. Posteriormente,

se hizo un ELISA de expresidn para evaluar la presencia de las proteinas en forma soluble en cada uno.
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Las clonas de fagos afines al antigeno IDTP no presentaron diferencias significativas entre extractos, con
excepcion de las clonas Ty25, Cz1 y Cz25 para las cuales se detecté una mayor absorbancia en el extracto

Tris-Sacarosa en comparacioén al extracto MgSQO;, (Fig. 10).
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Figura 10. Graficas de los valores de absorbancia de los analisis de ELISA de expresion. A) valores de los extractos
obtenidos de las colonias afines al antigeno TP; B) valores de los extractos obtenidos de colonias afines al antigeno
coccidioidina. En ambos casos se utilizé el amortiguador PBS 1x como control negativo. Las barras representan el
error estandar de los datos.
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Debido a que las lecturas de absorbancia en el ELISA de expresion fueron mayores para los extractos
Tris-Sacarosa, estos se utilizaron para evaluar el reconocimiento de las proteinas obtenidas por los
antigenos. Se realizd un ELISA de reconocimiento inmovilizando el extracto de cada clona por triplicado,
asi como un control negativo con BSA y un blanco con PBS 1x ambos por triplicado (Fig. 11). Se observd
que las proteinas Cz25 y Cz37 (Fig. 11-B) afines a coccidioidina no tienen un buen nivel de

reconocimiento en comparacion al control negativo por lo que fueron descartadas.
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Figura 11. Graficas de los valores de absorbancia de los analisis de ELISA de reconocimiento. A) valores de los
extractos obtenidos de las colonias afines al antigeno IDTP; B) valores de los extractos obtenidos de colonias afines
al antigeno coccidioidina. En ambos casos fue utilizado amortiguador PBS 1x como blanco. Las barras representan
el error estandar de los datos.
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Los extractos obtenidos fueron purificados por cromatografia de afinidad y debido a que en el andlisis
por Western Blot no se detectaron proteinas vNAR, las fracciones purificadas fueron evaluadas por un

andlisis ELISA, en el cual se determinaron las fracciones con mayor cantidad de cada proteina (Fig. 12).

Estas fracciones se mezclaron para obtener una fraccion Unica para su posterior didlisis. Para las
proteinas Cz1, Ty25, Tz44 y Tz45 se utilizaron las eluciones 1 y 2; mientras que para la proteina Cz22 se

utilizaron las eluciones 3 y 4.
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Figura 12. Graficas de los valores de absorbancia de los analisis de ELISA de fracciones en cada proteina. A)
valores de las fracciones de la proteina Tz44; B) valores de las fracciones de la proteina TZ45; C) valores de las
fracciones de la proteina Ty25; D) valores de las fracciones de la proteina Cz1. E) valores de las fracciones de la
proteina Cz22.
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Se cuantificé la cantidad de proteina de cada mezcla de fracciones en un NanoDrop de ThermoFisher©
dando como resultado una concentracidn de 35 pg/ml para Ty25, 27 pg/ml para Tz44, 38 pg/ml para
Tz45, 28 ug/ml para Cz1y 16 pg/ml para Cz22. Sin embargo, los anélisis de estas fracciones en SDS-page
y Western Blot no dieron resultados positivos. Ademas, los andlisis de estas fracciones, procesadas con
un concentrador de proteinas con MWCO (peso molecular de corte, por sus siglas en inglés) de 10K,

dieron resultados negativos.

Previamente a la expresion de proteinas, se realizé una comprobacidon molecular como se describe en la
seccién 2.2.2, para evaluar la transformacion de bacterias quimio competentes. En el gel obtenido (Fig.
13) se observd que no todas las clonas contenian el pldsmido: para la proteina Cz1 sélo la clona 4
contenia el fragmento; para Tz44, la clona 3; para Tz45, la clona 4 no fue positiva; y para Cz22 se

visualizo el fragmento en todas las clonas.

Figura 13. Gel de electroforesis de los productos amplificados en la PCR de colonia En el gel se analizaron las
colonias que contenian fragmentos VNAR, junto con un plasmido purificado como control positivo. Las bandas que
corresponden a los fragmentos VNAR se ubican entre 300 — 500 bp. MW: marcador de peso de 1kb.

Considerando los resultados de la comprobacién molecular, asi como los niveles de expresidn y
reconocimiento obtenidos se decidié utilizar las proteinas TZ45 y Cz1 para experimentos a mayor escala
con 1L de medio de cultivo. Los analisis de expresidn de los extractos Tris-Sacarosa y MgS0O, combinados

se muestran en la Fig. 14, junto con los controles negativos.
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Figura 14. Graficas de los valores de absorbancia de los analisis de ELISA de expresion en cada proteina. A) valor
de expresién de la proteina Tz45; B) valor de expresion de la proteina Cz1. Controles: BSA 1% y PBS 1x.

3.3 Ensayos de reconocimiento

Antes de realizar los ensayos de especificidad con la proteina dializada, se analizaron los extractos para
evaluar su afinidad por el antigeno contra el que fueron seleccionadas (IDTP o coccidioidina), asi como

otros antigenos como control negativo descritos en la seccién 2.3. Los resultados de estos analisis se
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muestran en la Fig 15. Se observé que Tz45 mostré mayor especificidad por IDTP. La proteina Cz1 tiene

reactividad cruzada con Neurospora crassa, asi como con los demds hongos.
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Figura 15. Grafica de los valores de absorbancia del analisis ELISA de reconocimiento. Analisis de ELISA indirecto
de diferentes antigenos fungicos utilizando como anticuerpo primario las proteinas vNAR. (A) Reconocimiento de
antigenos por Tz45 (B) Reconocimiento de antigenos por Czl. En la seccidon Ag (antigeno) la primera barra
representa el reconocimiento por coccidioidina y la segunda barra el reconocimiento por el antigeno IDTP. Se
muestran los controles negativos BSA 1% y PBS 1x.
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Tomando en consideracion estos resultados se decidié purificar el extracto de la proteina Tz45, para
realizar un analisis del reconocimiento de la proteina dializada. El analisis a las fracciones obtenidas en la
cromatografia de afinidad (Fig. 16) mostré que la proteina se obtiene en las dos primeras fracciones.
Estas fueron utilizadas para una dialisis de acuerdo a lo sugerido en la seccién 2.3.6. La concentracién de

la proteina Tz45 estimada en Nanodrop®© fue de 145 pg/ml. El andlisis de la proteina dializada con

diferentes antigenos mostré que esta es especifica para el antigeno IDTP (Fig. 17).

4 F5 L E

Figura 16. Analisis de las fracciones de la proteina Tz45. (lzquierda) SDS-Page tefido con Coomasie. (Derecha)
Western Blot revelado con quimioluminiscencia. En la imagen se observan las bandas de proteina en las dos
primeras fracciones (F1 y F2). M: marcador de peso; F1-F5: fracciones de proteina; L: buffer de lavado; E: extracto
no purificado.

Andlisis de la especificidad de Tz45
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Figura 17. Gréfica de los valores de absorbancia del analisis ELISA de reconocimiento. Analisis de ELISA indirecto
de diferentes antigenos fungicos utilizando como anticuerpo primario el fragmento vNAR Tz45. En la seccion Ag
(antigeno) la primera barra representa el reconocimiento por coccidioidina y la segunda barra el reconocimiento
por el antigeno IDTP. Se muestran los controles negativos BSA 1% (izquierda) y PBS 1x (derecha).
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Capitulo 4. Discusion

En este trabajo se reportan los ensayos realizados para disefiar un método de inmunodeteccién
ambiental del hongo Coccidioides spp. Como hipdtesis se planteé que los fragmentos vNAR de
anticuerpos de tiburdn son capaces de reconocer el hongo, la cual fue validada al encontrar una proteina

con correcto marco de lectura con buena afinidad por el antigeno IDTP de Coccidioides.

Para cumplir con el primer objetivo del trabajo que planteaba encontrar fragmentos afines a Coccidioides
spp. se utilizaron como cebo de anticuerpos el antigeno IDTP, producido por la compafia IMMY©; y
coccidioidina, producida por el Instituto de Diagndstico y Referencia Epidemioldgicos (InDRE) en México.
La bioseleccién se realizé utilizando una biblioteca de fagos recombinados con fragmentos vNAR,

previamente sintetizada por Cabanillas-Bernal en el Laboratorio de Inmunologia y Biotoxinas del CICESE.

En la bioseleccion de fragmentos vNAR se utilizaron dos antigenos IDTP y coccidioidina, ambos antigenos
se obtienen de forma soluble en medios de cultivo (Immuno-Mycologics Inc, 2007; Castafién-Olivares. L,
comunicacion personal), por lo que se puede inferir que tienen diferentes composiciones de moléculas
como azlcares, proteinas y lipidos de pared. Debido a esto se considerd utilizar el mismo volumen de
cada antigeno, con el fin de evitar un sesgo en la obtencién de fragmentos afines; ademas fueron
utilizados en los ensayos de reconocimiento para evaluar la especificidad de los fragmentos

seleccionados.

En la etapa de reamplificacion de la biblioteca se obtuvieron valores similares, por lo que se puede
asumir que la infeccidn de células por fagos recombinantes y fagos ayudadores no presentd
inconvenientes. Sin embargo, se encontré una mayor poblacién de UFC por ml afines al antigeno IDTP
(2.4 x 10%, en comparaciéon a las UFC afines al antigeno coccidioidina (1.6 x 10%). Esta poblacién
probablemente es similar en ambos casos, debido a que la mutacidn dirigida con la que se disefiaron las
bibliotecas sélo es exitosa en un 40% (Cabanillas-Bernal, 2017), por lo que los fagos recombinantes no
analizados de cada poblacién podrian tener codones ambar en su secuencia o podrian contener fagos

recombinantes que no son diferentes entre si.

Después de cuatro rondas de seleccion de anticuerpos se obtuvieron las clonas con mejor afinidad, las
cuales fueron procesadas para la secuenciacién de los anticuerpos afines. Aunque no todos los plasmidos

secuenciados presentaron un marco de lectura correcto, aquellos que presentaron codones de paro en
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el dominio CDR podrian ser modificados con una mutacidon dirigida para cambiar su secuencia y utilizar

estas proteinas vVNAR en estudios posteriores (Kunkel, 1988).

Para la expresién de proteinas con correcto marco de lectura se utilizé la cepa BL21 de E. coli con el fin
de inducir la produccion de proteina recombinante con IPTG. Los resultados del andlisis ELISA directo
mostraron que la proteina era extraida mas eficientemente en el extracto de sacarosa. No obstante, en
experimentos posteriores con mayores voliumenes de cultivo se necesitard optimizar la cantidad de
proteina obtenida en cultivo por medio de ensayos de expresion a diferentes concentraciones de IPTG
para cada proteina vNAR (Yildir et al., 1998). Esto permitira obtener mejores resultados de deteccion de

los antigenos utilizados.

Durante la siguiente etapa de experimentacion se observd que la proteina obtenida en los extractos no
era purificada por completo. Durante la purificacion se utilizé una bomba peristaltica para incrementar la
velocidad de flujo en la columna, lo cual podria afectar el contacto de las proteinas del extracto con el
niquel en la resina y por ello la cantidad de proteina que puede purificarse. Ademas, podria evaluarse
utilizar otros métodos para obtener una mayor cantidad de proteina purificada (GE Healthcare Life

Sciences, 2016).

Asimismo, la eficiencia de la migracién de las proteinas en la electroforesis y el revelado de la membrana
durante el andlisis por Western Blot, se vio afectada por el valor de pH de las soluciones utilizadas para
montar el gel desnaturalizante y el tiempo de incubacién de la membrana con el anticuerpo anti-HA-HRP
(Mahmood & Yang, 2012). Ademas, un mayor numero de mediciones durante el andlisis de sensibilidad a
antigenos haria que los resultados fueron mas precisos; sin embargo, no se realizaron réplicas debido a

la cantidad de muestra obtenida en las fracciones purificadas.

Diversos autores han reportado que la coccidioidina es altamente inmunogénica debido a las reacciones
cruzadas con anticuerpos en personas expuestas a otras enfermedades fungicas (Smith et al.,, 1949;
Goodman et al., 1971; Levine et al., 1975). Asimismo, se ha reportado que estd compuesta
principalmente por un polisacarido termoestable (Pappagianis & Johnson, 2012). Por ello, los fragmentos
VNAR seleccionados podrian no ser especificos para Coccidioides spp, debido a la deteccion de azlcares

con estructuras similares.
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El antigeno IDTP se utiliza para detectar la enfermedad en las primeras fases en personas expuestas
(Galgiani et al., 1988; Pappagianis & Zimmer, 1990). Ademas, IDTP se ha reportado como un exoantigeno
especifico para detectar Coccidioides spp. entre diversos hongos (Huppert et al., 1978), por lo que los
anticuerpos VNAR seleccionados son mas especificos en comparacién a los fragmentos afines a

coccidioidina que presentan inmunidad cruzada.
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Capitulo 5. Conclusiones y perspectivas

En este trabajo se planted la deteccién por anticuerpos de tiburén como una alternativa a los métodos
de deteccién actuales para analizar muestras de suelo en zonas endémicas de Coccidioides spp. Estos
métodos tienen diversos inconvenientes como el esfuerzo de muestreo requerido, la disponibilidad de

equipo especializado, los costos de realizacién, asi como conocimiento especializado.

Los analisis de expresion y reconocimiento por el método ELISA fueron efectivos para descartar las
demas clonas en comparacién a la técnica de Western Blot en la que no se encontraron resultados

sensibles a cantidades menores de proteina recombinante

La proteina Tz45 mostrd buenos resultados de reconocimiento por el antigeno, por lo que podria ser
utilizada en analisis con el cultivo puro del hongo o con muestras de suelo positivas. Asimismo, con la
correcta validacidon podria ser utilizada para andlisis de suelo in situ por medio de un sistema de

deteccidn o sensor.

Con el método descrito podrian seleccionarse mas proteinas especificas utilizando otro cebo de
fagémidos, como una proteina de pared en la fase micelial del hongo o una proteina sintetizada que sea

descrita como especifica de Coccidioides spp.
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