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Resumen 

 

La realidad actual en nuestro entorno es que gran parte de la población tiene dificultades 

para acceder a los servicios básicos de atención en salud y al diagnóstico oportuno de muchas de 

las enfermedades infecciosas de importancia. Este panorama es aún peor si se tiene en cuenta que, 

por lo general, este tipo de enfermedades afectan principalmente a población vulnerable, ubicada 

en entornos territoriales de alta ruralidad. 

  

La histoplasmosis, infección fúngica de amplia distribución a nivel mundial y considerada 

como endémica para los continentes de América y África, es una enfermedad que ha tomado gran 

importancia en los últimos años, debido al aumento en el número de personas susceptibles a 

infectarse y desarrollar las formas clínicas más severas, incluyendo aquellos pacientes con 

VIH/SIDA o que reciben terapias biológicas inmunosupresoras.  

En Colombia, aunque se desconoce la magnitud e impacto real de esta micosis sobre la 

población, podría llegar a considerarse como un serio problema de salud pública, debido a los altos 

porcentajes de prevalencia y mortalidad, los fracasos terapéuticos y la dificultad diagnóstica 

reportada en la mayoría de los estudios. 

 

Habiendo identificado la necesidad de generar nuevas herramientas de diagnóstico con 

mayor capacidad para determinar específicamente al agente fúngico causal de la enfermedad, y que 

se puedan utilizar fácilmente utilizados en los laboratorios como prueba de rutina, en el presente 

trabajo nos propusimos desarrollar una plataforma biotecnológica enfocada en la búsqueda, 

identificación, producción y validación a nivel de laboratorio de nuevos biomarcadores de 

diagnóstico y demostrar su interacción mediante una plataforma tipo biosensor electroquímico para 

evaluar su potencial aplicación como prueba rápida en el punto de atención (POCT, del inglés, 

Point-of-Care test). 

 

Los resultados obtenidos en este trabajo incluyen la identificación de 2 genes específicos 

para la histoplasmosis y candidatos a ser considerados como biomarcadores de diagnóstico, y el 

desarrollo de un prototipo beta de prueba rápida, tipo inmunosensor electroquímico, con potencial 

aplicación para el diagnóstico de la histoplasmosis.  
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Así mismo, se logró consolidar una línea de investigación dedicada al desarrollo y 

validación de técnicas de laboratorio aplicadas al diagnóstico de enfermedades infecciosas de 

importancia a nivel local como las infecciones causadas por hongos patógenos. 

 

Palabras clave: Histoplasmosis, Prueba de diagnóstico rápido, biomarcadores, 

inmunodiagnóstico 
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Abstract 

 

In our environment, a significant portion of the population faces challenges in accessing 

basic healthcare services and timely diagnosis of infectious diseases, particularly vulnerable 

communities situated in highly rural areas. 

 

Histoplasmosis, a widely distributed mycosis globally and considered endemic to the 

continents of America and Africa, has gained importance in recent years due to the increasing 

susceptibility of the population to infection and the development of more severe clinical forms. 

This includes patients with HIV/AIDS or those undergoing immunosuppressive biological 

therapies. 

In Colombia, although the true magnitude and impact of this mycosis on the population are 

unknown, it is regarded as a serious public health problem. This is due to high prevalence and 

mortality rates, therapeutic failures, and diagnostic challenges reported in the majority of studies. 

 

Within this context and having identified the need for new diagnostic tools that are rapid, 

user-friendly, and possess greater specificity in determining the fungal agent causing the disease, 

this study aimed to develop a biotechnological platform focused on the identification, production, 

and laboratory-level validation of new diagnostic biomarkers. Additionally, we sought to 

demonstrate their interaction through an electrochemical biosensor platform, evaluating its 

potential application as a rapid point-of-care test (POCT). 

 

The results obtained in this study include the identification of two specific genes that could 

be considered diagnostic biomarkers. Furthermore, a beta prototype of a rapid test, employing an 

electrochemical immunosensor, was developed with the potential for diagnosing histoplasmosis. 

Simultaneously, we successfully established a research line dedicated to the development and 

validation of diagnostic methods for diseases caused by pathogenic fungi, specifically addressing 

local importance. 

 

Keywords: Histoplasmosis, Rapid Diagnostic Tests, biomarkers, immunodiagnosis 
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1. Planteamiento del problema 

 

Hoy en día, las enfermedades infecciosas, y en especial las infecciones respiratorias, son 

consideradas como una de las principales causas de muerte a nivel mundial. En Colombia, según 

un informe de Análisis de Situación de Salud presentado por el Ministerio de Salud y Protección 

Social, para el año 2020 este grupo de enfermedades produjo el 33% del total de muertes reportadas 

al año en la población, de las cuales el 52% fue asociada con infecciones del tracto respiratorio [1]. 

Sumado a lo anterior, otros factores como la globalización, el aumento de microorganismos con 

resistencia a los antimicrobianos disponibles, el incremento en el número de personas 

inmunosuprimidas y las dificultades que existen para acceder a los servicios básicos de atención 

en salud han favorecido la aparición y rápida diseminación de más enfermedades infecciosas en la 

población.  

 

En ese sentido, es ampliamente conocido que un estado de inmunosupresión, el cual puede 

ser generado por múltiples causas, incluyendo el desarrollo de SIDA (Síndrome de 

inmunodeficiencia adquirida humana) por la infección con el virus VIH (virus de la 

inmunodeficiencia humana), el uso de terapias biológicas inmunosupresoras y las quimioterapias, 

aumentan el riesgo a desarrollar enfermedades infecciosas causadas por patógenos oportunistas, 

incluyendo las infecciones fúngicas invasivas (IFIs) como la histoplasmosis, la neumonía por 

Pneumocystis, la aspergilosis, la criptococosis, entre otras [2-4]. En Latinoamérica, las IFIs son 

consideradas como un serio problema, debido a sus altos porcentajes de prevalencia y mortalidad, 

su dificultad diagnóstica, así como por la demora que existe en el inicio del tratamiento antifúngico 

[4-6].  

 

Hablando específicamente de la histoplasmosis, enfermedad causada por el hongo 

dimórfico Histoplasma capsulatum, se estima que cerca de 500.000 nuevas infecciones se 

presentan cada año en el mundo, principalmente en aquellas regiones que reportan mayor tasa de 

incidencia, siendo considerada como una de las micosis endémicas con mayor número de casos a 

nivel mundial [7, 8]. En Colombia, algunos reportes epidemiológicos permiten considerarla como 

una micosis de alta frecuencia, principalmente en pacientes VIH/SIDA, quienes tienden a 



DESARROLLO DE UNA PRUEBA RÁPIDA PARA EL DIAGNÓSTICO DE LA HISTOPLASMOSIS 12 

 
 

desarrollar las formas clínicas más severas de la enfermedad, y llegan a presentar tasas de 

mortalidad hasta del 90% cuando no es diagnosticada y tratada oportunamente [9-11].  

 

En un estudio desarrollado por los grupos de Microbiología del Instituto Nacional de Salud 

(INS) de Colombia y de Micología Médica y Experimental de la Corporación para Investigaciones 

Biológicas (CIB), se reportó un total de 434 casos de histoplasmosis con diagnóstico confirmado 

entre los años 1992 a 2008, de los cuales un 77% presentaba algún estado de inmunosupresión, 

siendo la mayoría asociada a VIH/SIDA [12].  

En otro estudio publicado por Cáceres y colaboradores [10], en el cual se analizaron 

muestras biológicas de 768 pacientes con sospecha clínica de infección pulmonar, se reportó una 

incidencia para histoplasmosis del 17% y del total de estos pacientes, el 79% tenían coinfección 

con VIH y presentaban cuadros clínicos severos asociados con el desarrollo de las formas 

diseminadas de la enfermedad. 

 

Actualmente el diagnóstico de la histoplasmosis puede realizarse con métodos 

microbiológicos, inmunológicos y/o moleculares, siendo el cultivo microbiológico, la prueba 

diagnóstica de referencia. Sin embargo, el agente causal de esta micosis es un hongo de crecimiento 

lento, por lo que pueden pasar varias semanas antes de observar la presencia evidente de un 

aislamiento fúngico a partir de la muestra clínica, generando un potencial retraso en el diagnóstico 

de esta enfermedad [13-15].  

Como alternativa al cultivo se puede realizar una evaluación directa de las muestras clínicas 

por microscopio, ya sean biopsias de tejido o lavados y/o aspirados respiratorios, con el objeto de 

confirmar la presencia de las levaduras de H. capsulatum. Aunque este método permite llegar a un 

diagnóstico más rápido (de 4h a 24h) comparado con el cultivo, su sensibilidad depende en gran 

medida de la experticia del observador, por lo que en muchos casos llega a ser muy baja (<50%) 

[16, 17]. 

Sobre las pruebas inmunológicas, ampliamente utilizadas como método de diagnóstico 

convencional, aunque ofrecen un mejor rendimiento comparado con los métodos microbiológicos, 

en algunos casos llegan a tener una especificidad analítica variable (entre 40% y 80%) y presentar 

falsos positivos por reacción cruzada en muestras de pacientes con otras infecciones fúngicas de 

importancia clínica como la criptococosis, la aspergilosis, la peniciliosis, la 
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paracoccidioidomicosis, entre muchas otras. Esto debido a la naturaleza ubicua de los 

biomarcadores de diagnóstico, generalmente antígenos de superficie, utilizados comúnmente en 

estas pruebas, siendo en su mayoría polisacáridos de pared celular que pueden estar presentes en 

un amplio rango de especies fúngicas [18-21].  Otro aspecto limitante de este tipo de pruebas es el 

bajo número de laboratorios que pueden ofrecerlas como un servicio de rutina y la poca 

disponibilidad de los kits con mejor rendimiento reportado en los países de América Latina [18, 

22].  

Por último, se encuentran las pruebas moleculares como la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés), que se han convertido en una valiosa herramienta 

diagnóstica, permitiendo la detección del ADN fúngico con una alta sensibilidad y especificidad 

(>90%, para ambos parámetros) [23, 24]. Sin embargo, su adecuada implementación requiere de 

infraestructura, equipos de alto costo y personal calificado, lo cual restringe su acceso a muchas de 

las instituciones de salud en el país. Adicionalmente, según la Organización Europea para la 

Investigación y el Tratamiento del Cáncer y el Consorcio de Educación e Investigación del Grupo 

de Estudio de Micosis (EORTC/MSGERC), este tipo de métodos no son considerados aún como 

una prueba diagnóstica confirmatoria de infección, por lo que toda muestra con resultado positivo, 

debe ser confirmada con un método diferente, teniendo en cuenta que no siempre un resultado 

positivo indica un estado activo de la enfermedad [25]. 

 

Considerando este panorama actual de la histoplasmosis, y las dificultades que aún 

presentan los métodos de diagnóstico convencional utilizados para esta micosis, surge la necesidad 

de desarrollar nuevas herramientas de laboratorio más versátiles y de mayor rendimiento utilizando 

biomarcadores de diagnóstico más específicos contra el agente fúngico. 

En ese sentido, las pruebas rápidas de punto de atención (POCT, del inglés Point-of-Care 

test), definidas como aquellas pruebas de diagnóstico realizadas justo al lado del paciente y con 

capacidad de generar un resultado preciso en minutos, vienen siendo consideradas en la práctica 

clínica como una posible solución a las necesidades de diagnóstico microbiológico para muchas 

enfermedades de origen infeccioso, debido a su fácil uso e interpretación, bajo costo y portabilidad 

[26-28]. 
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Teniendo claro todo lo anterior, en el presente trabajo nos propusimos implementar una 

estrategia para la búsqueda, identificación y validación en el laboratorio de nuevos y potenciales 

biomarcadores específicos para el hongo H. capsulatum, utilizando herramientas computacionales, 

el análisis de datos ómicos (genómica, transcriptómica y proteómica) y otros datos experimentales 

previamente reportados en la literatura. Adicionalmente, nos planteamos evaluar sobre un prototipo 

beta de prueba rápida, la interacción de unos anticuerpos policlonales desarrollados contra los 

biomarcadores específicos para el hongo H. capsulatum previamente identificados. 

 

Finalmente, los resultados obtenidos en la presente propuesta podrían servir como prueba 

de concepto para el desarrollo de nuevos métodos de diagnóstico inmunológico y la estrategia 

implementada tendría el potencial de ser aplicada como plataforma para la búsqueda e 

identificación de nuevos biomarcadores en un amplio rango de agentes infecciosos. 
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2. Marco de Referencia 

 

 2.1 Histoplasmosis 

 

2.1.1. Agente etiológico 

La histoplasmosis, es causada por especie de hongo del género Histoplasma, filo (phylum) 

Ascomycota, orden Onygenales, familia Ajellomycetaceae. A la fecha, se han identificado 3 

variedades para este hongo basado en su micromorfología, relación con el hospedero, distribución 

geográfica y formas clínicas que produce; H. capsulatum (Hc) var. capsulatum (distribuida a nivel 

global, y agente clásico de la enfermedad en humanos), Hc var. duboisii (agente patógeno del 

continente africano) e Hc var. farciminosum (agente patógeno en equinos) [29]. Adicionalmente, 

se ha reconocido una clasificación filogeográfica propuesta por Kasuga et al [30] basado en una 

secuenciación parcial de 4 genes codificantes (arf, H-anti, ole1, tub1) en la cual se definen 8 grupos 

o clados; norteamericano clase 1 (NAm1), norteamericano clase 2 (NAm 2), latinoamericano grupo 

A (Lam A), latinoamericano grupo B (LAm B), australiano, holandés, euroasiático y africano. 

Recientemente, varios autores han publicado diferentes estudios sugiriendo nuevas 

reorganizaciones taxonómicas para este hongo, utilizando diferentes herramientas moleculares y 

marcadores genéticos, incluyendo microsatélites, alelos múltiples o polimorfismos a nivel 

genético. Sin embargo, dichas sugerencias aún no han sido consideradas internacionalmente [31]. 

 

A nivel biológico, H. capsulatum se caracteriza por ser un hongo dimórfico térmico, es decir, con 

capacidad para crecer en ambientes naturales (entre los 18°C y 30°C) de forma saprofita o 

filamentosa, y a temperaturas mayores a 35°C en forma levaduriforme, siendo esto considerado 

como un factor de virulencia. En el ambiente, suele crecer en suelos con alto contenido de nitrógeno 

orgánico, incluyendo cuevas y bosques con guano de murciélago o excremento de aves, en los 

cuales produce 2 tipos de conidias; macroconidias, de pared gruesa y con un diámetro de 7 a 15µm, 

y microconidias, de pared delgada y con un diámetro entre 2 a 5µm, siendo estas últimas las formas 

infectantes del hongo. Bajo otras condiciones de crecimiento, ya sea in vitro a 37°C o cuando entra 

en contacto con el hospedero, el hongo se transforma en su fase levaduriforme, característico por 

la formación de blastoconidias ovales, con una longitud entre 2 a 4µm, que pueden llegar a ser 

observadas al interior de las células fagocíticas en el hospedero infectado (Ver figura 2) [32]. 
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Figura 1. Morfotipos de H. capsulatum. Fase miceliar, apariencia macroscópica (A) y 

microscópica (B) de las colonias cultivadas a temperatura ambiente. Fase levaduriforme, apariencia 

macroscópica (C) y microscópica (D) de las colonias cultivadas a 37°C. Fuente: Muñoz C et al. Infectio. 

2010; 14(S2): S145-S158 [17]. 

 

 

2.1.2. Formas clínicas de la histoplasmosis 

La histoplasmosis, es una de las micosis de mayor importancia a nivel mundial, que representa un 

grave problema de salud pública, especialmente para aquellos pacientes que presentan algún estado 

de inmunosupresión. 

 

La infección por H. capsulatum, se adquiere por la inhalación de las formas infectantes (micro-

conidias y fragmentos de hifa) presentes en ambientes enriquecidos con fuentes de nitrógeno. 

Aunque el desarrollo de la enfermedad y la aparición de las manifestaciones clínicas dependen de 

varios factores, incluyendo la magnitud de la exposición (tamaño del inóculo inhalado), el estado 

inmunológico del hospedero o la presencia de otras enfermedades pulmonares de base [33], se ha 

A B 

C D 
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descrito que, por lo general, las condiciones de inmunosupresión y las edades extremas de la vida 

representan los principales factores de riesgo asociados con la aparición de la histoplasmosis en su 

forma clínica más severa, siendo los pacientes VIH/SIDA los más propensos a desarrollarla [11, 

34].  

 

Actualmente, la definición de las formas clínicas de la histoplasmosis se realiza según los criterios 

de clasificación propuestos por Goodwin y colaboradores, a saber: infección asintomática, 

histoplasmosis pulmonar aguda, histoplasmosis pulmonar crónica e histoplasmosis diseminada 

progresiva (HDP), siendo esta última la forma más severa y mortal de la enfermedad y la más 

asociada a pacientes inmunosuprimidos [33, 35]. 

En la HDP, el cuadro clínico se caracteriza por la presencia de fiebre, cefalea, malestar general, 

pérdida de peso, síntomas respiratorios (tos con expectoración, disnea), alteraciones hematológicas 

(anemia, leucopenia) y formación de infiltrados celulares y cavitaciones a nivel pulmonar, 

acompañados de lesiones en piel y mucosas (hasta 25% de los pacientes VIH/SIDA) o 

hepatomegalia (50% de los casos) [32, 36]. Adicional a estas manifestaciones clínicas, también se 

pueden presentar en menor proporción, otras complicaciones y secuelas como el síndrome ocular 

o el histoplasmoma [32, 37]. 

 

2.1.3. Epidemiología 

Esta micosis posee una amplia distribución geográfica, siendo ya reportada en más de 60 países en 

todos los continentes y declarada como una enfermedad endémica para los continentes de América 

y África (Figura 2) [36, 38]. De acuerdo con algunos estudios, se estima que cerca de 40 millones 

de personas han sido infectadas con el hongo y se presentan cerca de 500.000 nuevos casos de 

infección cada año [39]. Actualmente, la histoplasmosis, es considerada como una enfermedad 

marcadora de VIH/SIDA, siendo reportada hasta en un 25% de los pacientes con esta condición 

[11, 40]. 
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Figura 2. Áreas estimadas con histoplasmosis a nivel mundial.  Fuente: Centers for Disease 

Control and Prevention (CDC). URL: 

https://www.cdc.gov/fungal/diseases/histoplasmosis/causes.html 

 

2.1.4. Diagnóstico 

Para el diagnóstico de la histoplasmosis, se pueden utilizar métodos microbiológicos, 

inmunológicos y moleculares. 

Los métodos microbiológicos, hacen referencia a todas aquellas pruebas que tienen como 

objetivo identificar y demostrar la presencia directa del hongo en las muestras clínicas, ya sea por 

visualización microscópica o por aislamiento en medios de cultivo. Ambos son considerados como 

las pruebas convencionales o de rutina más utilizados para el diagnóstico de la histoplasmosis [17, 

41]. 

La visualización microscópica de las formas fúngicas (levaduras) de H. capsulatum, puede 

realizarse con las muestras clínicas en fresco o mediante el uso de coloraciones especiales como 

Wright, Giemsa, ácido peryódico de Schiff (PAS) o plata metenamina, las cuales facilitan la 

observación de las levaduras del hongo ubicadas al interior de las células fagocíticas. Sin embargo, 

la sensibilidad de este método es muy baja, ya que depende en gran medida de la experticia del 

observador, el tipo de presentación clínica así como de la calidad de la muestra, encontrando 

valores entre un 10 y 30% para las formas de histoplasmosis pulmonar y hasta máximo un 40% 

para HDP [17, 32]. Adicionalmente, el tipo de lesión de piel y las estructuras fúngicas pueden ser 
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fácilmente confundidas con otros microorganismos, entre los que se incluyen Candida spp., 

Talaromyces (Penicillium) marneffei, Leishmania spp., complejo Cryptococcus neoformans / 

Cryptococcus gattii y Blastomyces dermatitidis, afectando la especificidad de la prueba [13, 36, 

42]. 

El cultivo microbiológico, es considerado como el método de referencia para el diagnóstico 

de infección por H. capsulatum. Entre los medios de cultivo más utilizados para el aislamiento del 

hongo se encuentran el agar Sabouraud-dextrosa, el agar Mycosel o el agar infusión cerebro-

corazón (BHI, por sus siglas en inglés) enriquecido con sangre o aminoácidos esenciales. No 

obstante, la principal limitante de este método es que puede tardar entre 4 y 6 semanas para llegar 

a obtener un crecimiento evidente del hongo [41]. 

 

Los métodos inmunológicos, tienen como fin demostrar la presencia del hongo a través de 

la detección de alguno de sus componentes antigénicos o de anticuerpos producidos en respuesta a 

la infección. La inmunodifusión, la fijación de complemento y la técnica de ELISA (directa o 

indirecta), son algunas de las pruebas más utilizadas en los laboratorios de rutina, dada su 

practicidad y poco tiempo de procesamiento requerido (entre 24h y 48h) comparado con los 

métodos microbiológicos, siendo en algunos casos la primera y única evidencia de una posible 

infección [17, 18]. 

En general, el rendimiento analítico (sensibilidad y especificidad) de estas pruebas oscila 

entre un 70% y un 94%. No obstante, para la adecuada interpretación de los resultados, se debe 

tener cuenta la forma clínica y el estado inmune del paciente, siendo poco recomendada la medición 

de anticuerpos anti-Histoplasma circulantes en suero de pacientes VIH/SIDA, dado precisamente 

su condición de inmunosupresión [43].  

En la actualidad, existen 2 grandes marcas que comercializan pruebas inmunológicas tipo 

ELISA para la identificación de antígenos polisacáridos de H. capsulatum a partir de muestras de 

suero y orina. Sin embargo, una de éstas, Mvista® Histoplasma Quantitative EIA test (Miravista 

Diagnostics, Indianápolis, USA) es ofrecida únicamente para Estados Unidos [44] y la otra, 

IMMY® ALPHA Histoplasma Antigen EIA test (Immuno-Mycologics, Inv., Norman, OK), está 

restringida para algunos países de América Latina y solo es recomendada en muestras de orina 

[45]. Por otro lado, varios autores han reportado resultados discrepantes cuando evalúan una misma 

muestra con ambos kits [19, 20, 46, 47]. Adicionalmente, y debido a la naturaleza ubicua de los 
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antígenos polisacáridos utilizados en estas pruebas, es común observar reacciones cruzadas con 

otras infecciones fúngicas similares y de igual importancia clínica como la aspergilosis, la 

paracoccidioidomicosis, la blastomicosis, la criptococosis, las esporotricosis o la candidiasis [21, 

48-51]. 

 

En los últimos años, los métodos moleculares como la PCR han emergido como una 

herramienta prometedora para el diagnóstico de múltiples enfermedades incluyendo la 

histoplasmosis, siendo también empleada para demostrar la presencia del hongo en muestras de 

suelos [52]. Actualmente, existen muchos estudios reportados en la literatura utilizando este 

método. Sin embargo, la mayoría fueron estandarizados localmente (in house), basados en la 

amplificación de una diversidad de blancos moleculares y con valores de sensibilidad y 

especificidad variables (entre 69-100% y 77-100%, respectivamente), y no se encuentran 

disponibles comercialmente [24, 53, 54]. 

Finalmente, se debe resaltar que otra de las desventajas que presentan este tipo de pruebas, 

es la dificultad que tienen muchos laboratorios para acceder a este tipo de metodologías, a causa 

de la gran inversión que se requiere en infraestructura, equipos y personal calificado para lograr 

implementarla adecuadamente [41, 55]. 

 

 

2.2. Modelos de análisis computacional 

 

2.2.1. Generalidades 

La Agencia Nacional de Salud de los Estados Unidos (NIH, National Institutes of Health) 

define el concepto de bioinformática como la aplicación de herramientas de computación y análisis 

para la interpretación de datos biológicos en los campos de la matemática, la física, la biología y 

las ciencias médicas [56]. Hoy en día, las herramientas  bioinformáticas han tomado un papel 

fundamental en el campo de la medicina moderna, siendo aplicadas en múltiples estudios, la 

mayoría con un enfoque predictivo, analizando secuencias de ácidos nucleicos (ADN o ARN) o 

aminoácidos (proteínas) obtenidos a partir de una muestra biológica [57, 58], para identificar 

mutaciones y/o polimorfismos genéticos asociados con trastornos clínicos, caracterizar perfiles de 
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expresión genética específicos para ciertas enfermedades, o para el análisis y modelado de la 

estructura, funcionalidad o interacción molecular de un grupo particular de genes [59].  

En las últimas décadas, se ha evidenciado un desarrollo progresivo de las tecnologías de 

secuenciación NGS (del inglés, Next Generation Sequencing), permitiendo procesar una gran 

cantidad de muestras de forma masiva y con mayor precisión, y generando a su vez un aumento 

considerable en la cantidad de información obtenida en cada estudio y en el número de aplicaciones 

bioinformáticas y herramientas computacionales para el almacenamiento, organización, análisis y 

visualización de los datos [60, 61]. 

En la actualidad, existen cientos de repositorios (bases de datos) públicos y privados con 

información indexada y clasificada de datos biológicos obtenidos de estudios de tipo genómico, 

transcriptómico y/o proteómico. Entre los más destacados a nivel internacional se encuentran el 

EMBL´s European Bioinformatics Institute (EMBL-EBI) [www.ebi.ac.uk], el Broad Institute of 

Harvard and MIT [www.broadinstitute.org], el Swiss Institute of Bioinformatics (SIB) 

[www.sib.swiss], el DNA Data Bank of Japan (DDBJ) [www.ddbj.nig.ac.jp] y el National Center 

for Biotechnology Information (NCBI) [www.ncbi.nlm.nih.gov], siendo este último uno de los más 

utilizados, dado que cuenta con una robusta cantidad de datos de genes y proteínas de múltiples 

organismos, integrados mediante un sistema de búsqueda, navegación y recuperación que permite 

acceder fácilmente a toda la información relacionada de una determinada secuencia. Sin embargo, 

es importante mencionar que la calidad y confiabilidad de la información incluida en los 

repositorios dependerá del flujo de trabajo, la técnica de secuenciación y los métodos de curación, 

ensamblaje y anotación de la información obtenida por cada estudio.  

En su mayoría, las investigaciones enfocadas en genómica y proteómica comparativa 

inician con un análisis de similitud entre secuencias, proceso imprescindible y de gran importancia 

en estudios evolutivos de conservación, especiación y funcionalidad [62, 63]. Una de las 

aplicaciones más utilizadas es la herramienta bioinformática BLAST (del inglés, Basic Local 

Alignment Search Tool) desarrollada por el NCBI, que permite analizar de forma cuantitativa la 

similitud entre una secuencia de interés y otras secuencias incluidas en una base de datos 

determinada [64, 65]. En la actualidad, esta herramienta sigue teniendo gran influencia y muchas 

otras aplicaciones la incluyen en su flujograma de trabajo para brindar información sobre 

taxonomía, filogenia y homología de secuencias. Cada una de estas aplicaciones presenta 
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características de rendimiento, tipología de datos y manejo de la información diferentes y su uso 

dependerá de los requerimientos u objetivos definidos previamente en el estudio. 

 

2.2.2. Genes ortólogos, parálogos y algoritmos de análisis 

Desde el área de la genética y la biología evolutiva, el concepto de homología, definido 

como aquella relación de descendencia común de un grupo particular de genes, ha sido 

ampliamente aplicado para el estudio, caracterización y clasificación funcional de las proteínas 

[62]. Dicho concepto permite dividir los genes homólogos en 2 subcategorías fundamentales, 

ortólogos y parálogos. El primero hace referencia a aquellos genes (proteínas) que, debido a ciertos 

eventos de especiación y/o divergencia se encuentran presentes en diferentes organismos (especies) 

manteniendo siempre la misma función [66]. El segundo, en cambio, se refiere a un grupo particular 

de genes que están presentes en el genoma de una misma especie como resultado de un evento de 

duplicación, y comparten un mismo ancestro común, pero pueden diferir en términos de expresión, 

conformación estructural o funcionalidad [67]. En la figura 3 se ilustra la definición de genes 

ortólogos y parálogos, utilizando como ejemplo un gen A en dos especies distintas (especie 1 y 2). 

 

 

Figura 3. Ilustración representativa de la homología de genes ortólogos y parálogos. 

 

La distinción de ambos subgrupos de genes es crucial para el correcto análisis de nuevas 

secuencias genómicas, especialmente en los procesos de anotación estructural y distribución por 

localización subcelular o proceso biológico [68].   En el año 1997, el NCBI creó la base de datos 
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COG (del inglés, Clusters of Orthologous Genes) [https://www.ncbi.nlm.nih.gov/research/COG], 

con el objetivo de extraer, analizar y clasificar la mayor cantidad de información obtenida en los 

estudios de secuenciación genómica realizados hasta ese momento [69]. Actualmente, esta base de 

datos incluye el análisis genómico completo de más de 1100 géneros de bacterias, 43 especies de 

organismos eucariotas y más de 4000 clústeres (familias) de proteínas homólogas, clasificadas de 

acuerdo con su función biológica, siendo más limitada con otro tipo de organismos eucariotas de 

mayor complejidad de análisis, debido a la extensiva presencia de genes duplicados, 

funcionalmente redundantes o compuestos de estructuras multidominio [70, 71]. 

  

Igualmente, otros autores han planteado nuevas estrategias y herramientas de análisis, 

clasificación y anotación funcional de genomas complejos. Sin embargo, cada una de estas 

herramientas presenta características funcionales que se deben tener en cuenta a la hora de diseñar 

los modelos de estudios, incluyendo el número de secuencias y/o microorganismos a analizar, el 

nivel de conocimiento en programación requerida para aplicar algoritmos más complejos, los 

requisitos de equipo de cómputo y servidores, etc. [72]. Entre las herramientas bioinformáticas se 

resaltan los algoritmos INPARANOID [73, 74] y OrthoMCL [75], siendo considerados por algunos 

autores como los métodos tradicionales para este tipo de estudios [72, 76]. 

Por un lado, el programa INPARANOID, publicado inicialmente por Remm y 

colaboradores [74], permite clasificar los genes en grupos ortólogos y parálogos, basado en un 

análisis de alineamiento de secuencias e incluyendo algunas reglas adicionales para identificar 

otros genes parálogos que surgen de la duplicación posterior a la especiación (in-parálogos). Sin 

embargo, una de las principales desventajas que presenta este programa, es que cada proceso de 

análisis comparativo debe ser realizado con 2 especies de organismos [73, 74].  

Por otra parte, la herramienta OrthoMCL, ampliamente utilizada para la identificación de 

proteínas ortólogas entre múltiples especies, está basada en una estrategia de análisis robusto de 

similitud de secuencias, que incluye un proceso de comparación denominado all vs all BLAST que 

involucra la estrategia del mejor hit recíproco, y la aplicación del algoritmo de clústeres jerárquicos 

por grafos de Markov [77], que brindan la capacidad de analizar múltiples secuencias de genes de 

2 o más especies de organismos [75]. En la figura 3, se demuestra el flujograma de trabajo 

propuesto por los autores para aplicar correctamente el algoritmo OrthoMCL.  
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En la actualidad, existen varios reportes de estudios en los cuales se utilizó esta herramienta 

OrthoMCL, principalmente para la identificación de genes ortólogos entre especies como evidencia 

de procesos evolutivos, de diversidad y de interacción hospedero-parasito [78-80]. No obstante, no 

se ha encontrado evidencia de alguna investigación enfocada en aplicar dichas herramientas para 

la búsqueda e identificación de proteínas únicas de especie con potencial aplicación como 

biomarcador de diagnóstico de una enfermedad infecciosa. 

 

 

 

Figura 4. Flujograma de trabajo representativo del algoritmo OrthoMCL. Tomado de: Li et 

al (2003). Genome Res. Sep;13(9). DOI: OrthoMCL: 10.1101/gr.1224503 
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2.3 Biomarcadores 

 

2.3.1. Definición 

La Organización Mundial para la Salud (OMS), definió el concepto de biomarcador como 

“cualquier sustancia, estructura o proceso que puede ser medible en el cuerpo e influir o predecir 

la incidencia de un resultado o una enfermedad” [81]. En el campo de la medicina, un biomarcador 

biológico es considerado como aquella característica indicadora de normalidad o de respuesta a un 

proceso inflamatorio, infeccioso, de exposición o de intervención (quirúrgica o de tratamiento) [82, 

83]. 

Para el diagnóstico de las enfermedades infecciosas, los biomarcadores pueden ser 

biomoléculas, asociadas a un microorganismo en particular, que al ser detectada en la muestra 

clínica permiten confirmar la presencia del patógeno y en algunos casos la condición de interés 

(colonización o enfermedad) en el paciente [81]. Dicha biomolécula, también puede ser utilizada 

para hacer seguimiento y monitorear la efectividad del tratamiento. 

 

Por lo general, las biomoléculas más utilizadas son proteínas secretadas al medio 

extracelular, que pueden estar involucradas en los procesos biológicos de replicación o 

metabolismo del agente infeccioso, o en las fases de adherencia, patogénesis o inactivación de los 

mecanismos de respuesta inmune en el hospedero infectado. Sin embargo, en algunos casos, otro 

tipo de biomoléculas como lípidos, carbohidratos o ácidos nucleicos (ADN o ARN), pueden ser 

también utilizados como biomarcadores de diagnóstico, dado que pueden estar presentes en 

circulación debido a procesos simples de lisis celular [82]. 

 

2.3.2. Biomarcadores en infecciones fúngicas invasivas 

Para el caso de las infecciones producidas por hongos, muchas de las pruebas de diagnóstico 

desarrolladas van dirigidas contra componentes estructurales de la pared celular, principalmente 

polisacáridos como los β-glucanos y los galactomananos, que están presentes de forma ubicua en 

las levaduras o filamentos de hifa de la mayoría de las especies fúngicas [84-86]. Durante el proceso 

patogénico de la infección, muchos de estos compuestos son liberados al torrente sanguíneo, 

activando la respuesta inmune y otros procesos de señalización en el hospedero infectado.  
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Los β-glucanos (BG), polisacáridos compuestos de polímeros de glucosa, son biomoléculas 

que pueden ser producidas por especies fúngicas de los géneros Aspergillus spp., Candida spp., 

Histoplasma spp., Pneumocystis spp., Coccidioides spp., entre otros, siendo detectados mediante 

pruebas inmunológicas hasta 10 días antes de observar las primeras manifestaciones clínicas de 

infección fúngica invasiva en los pacientes [87]. Sin embargo, la reactividad en estas pruebas 

también se ha relacionado con otros procesos como bacteriemias, hemodiálisis o por contacto con 

materiales cubiertos con algodón y/o gasas quirúrgicas [88]. En el caso del galactomanano (GM), 

heteropolisacárido resistente al calor, es un biomarcador diagnóstico presente en la pared celular 

de Aspergillus spp., Penicillium spp. y Cryptococcus spp. [89]. Aunque no se han logrado definir 

los mecanismos asociados con la liberación del antígeno y su circulación en sangre, sí se ha 

demostrado su rendimiento diagnóstico para clasificar a los pacientes con aspergilosis invasiva y 

hacer seguimiento durante el tratamiento antifúngico, siendo detectado en muestras respiratorias 

como lavados broncoalveolares y otras muestras extrapulmonares como suero y fluido 

cerebroespinal [90, 91]. 

Así mismo, se han publicado otros pocos estudios reportando el uso de biomarcadores 

antigénicos específicos para ciertas especies de hongo como Cryptococcus spp., Blastomyces spp. 

e Histoplasma capsulatum, cada uno con rendimientos de sensibilidad y especificidad variables, 

dependientes de la plataforma de diagnóstico utilizada (ensayo tipo ELISA, de flujo lateral, 

inmunofluorescencia, etc.), el tipo de muestra y la condición clínica del paciente [92]. No obstante, 

para otros agentes fúngicos de igual importancia en salud, como Sporothrix, Pneumocystis y otros 

mohos filamentosos como Mucorales, Fusarium spp. y Scedosporium spp., no se ha descrito algún 

biomarcador de diagnóstico específico, y los comercialmente disponibles para BG y GM, tienen 

un bajo rendimiento, y en la mayoría de los casos se obtienen resultados negativos en muestras de 

pacientes infectados con este tipo de hongos [92, 93]. 

 

 

2.4 Pruebas rápidas POC (point-of-care) 

Actualmente, las pruebas rápidas POC (del inglés, Point-of-care), son consideradas como 

un método de diagnóstico alternativo para muchas enfermedades de importancia para el sector 

salud, debido a su fácil uso e interpretación, portabilidad y bajo costo de producción, comparado 

con otras pruebas de laboratorio comúnmente utilizadas [26-28]. Su principal objetivo es brindar 
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un resultado de diagnóstico confiable, rápido y justo en el punto de atención, bien sea una 

habitación de hospitalización, un consultorio o un área rural de difícil acceso.  

Este tipo de pruebas se basa en el uso de biosensores capaces de traducir una interacción 

química, física o biológica en una señal medible, ya sea colorimétrica, luminiscente, de 

transducción electroquímica, entre otras. A la fecha, existen muchos tipos de biosensores capaces 

de detectar múltiples tipos de sustancias, moléculas, analitos o biomarcadores, y cada uno de estos 

presenta pros y contras en función de las necesidades propias de cada investigador.  No obstante, 

los biosensores inmunocromatográficos de flujo lateral y los electroquímicos vienen siendo lo más 

recomendados teniendo en cuenta las condiciones de rendimiento, portabilidad y efectividad costo-

tiempo que ofrecen. Actualmente, las pruebas de embarazo (biosensor inmunocromatográfico) y 

los glucómetros portátiles (biosensor electroquímico)  son considerados como los biosensores de 

mayor éxito a nivel comercial [94-97]. 

 

2.4.1. Biosensores basados en inmunocromatografía 

Este tipo de pruebas, consideradas como de interacción primaria y lectura rápida, vienen 

siendo aplicadas para la detección microbiológica de patógenos o sus derivados, drogas y otros 

analitos presentes en muestras biológicas, facilitando la toma de decisión inmediata sobre un 

problema específico [98]. Son también conocidos como ensayos de flujo lateral, porque implican 

el flujo de la muestra a través de una tira o membrana de material poroso, generalmente 

nitrocelulosa. El biomarcador, ya sea un antígeno, un anticuerpo o cualquier otro analito, en caso 

de estar presente en la muestra, fluye a través de la membrana y entra en contacto con unas 

moléculas de captura, generalmente anticuerpos específicos, presentes en la membrana y 

conjugados con nanopartículas de látex, oro coloidal o con nanotubos de carbono, que permitirán 

la posterior visualización una vez se haya dado la reacción y formación del complejo 

“biomarcador-anticuerpo conjugado”. Dicho complejo seguirá migrando a través de la membrana 

hasta la zona de detección, en la cual se encuentra inmovilizado un anticuerpo de captura también 

específico contra el biomarcador, que retendrá el complejo y por un ensayo tipo sándwich formará 

una banda coloreada, indicando la positividad de la prueba. Adicionalmente, al final de la 

membrana se ubicará un Anticuerpo-control que indicara que los reactivos fluyeron correctamente 

a través de la membrana, validando el resultado de la prueba [98, 99].  
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Actualmente, hay disponible en el mercado una prueba inmunocromatográfica para el 

diagnóstico de infección por Cryptococcus spp., conocida bajo el nombre CrAg lateral-flow assay 

(CrAg-LFA) y desarrollado por la marca IMMY Inc. (Immuno-Mycologics Inv., Norman, OK). 

Como prueba rápida, ha sido ampliamente utilizada en el ámbito clínico, dada las características 

de rendimiento que presenta (sensibilidad de 95-100%, especificidad 96-99%), su bajo costo y fácil 

uso, requiriendo un volumen de 40µl de la muestra, ya sea suero, orina o líquido cefalorraquídeo 

[100, 101]. Sin embargo, es importante mencionar que algunos estudios han reportado la presencia 

de falsos negativos con la prueba a causa de efectos de zona, particularmente en aquellos casos 

donde la cantidad de antígeno circulante en el paciente es muy alta (postzona) [102, 103]. 

 

Asimismo, existen reportes en la literatura sobre el desarrollo de nuevos métodos de 

diagnóstico rápido basadas en inmunocromatografía para algunos hongos de importancia médica 

como lo son Aspergillus spp., e Histoplasma spp. Para el diagnóstico de la aspergilosis invasiva 

(AI), se ha descrito el desarrollo de una tirilla de flujo lateral con un anticuerpo monoclonal dirigido 

contra una glicoproteína extracelular de Aspergillus, siendo evaluada con muestras de lavado 

broncoalveolar y suero de pacientes con AI, con las cuales ha demostrado una sensibilidad entre 

70% - 86%, y una especificidad del 87% [104-106]. 

Para el caso de la histoplasmosis, existen reportes sobre el desarrollo un ensayo de flujo 

lateral para la detección de un antígeno de H. capsulatum de la marca MiraVista® (MiraVista 

Diagnostics, Indianápolis, USA), el cual ha presentado una sensibilidad y especificidad del 96% y 

90%-100% respectivamente, cuando es utilizado con muestras de suero y orina. Sin embargo, todas 

las muestras de suero debieron ser pretratadas, calentadas y centrifugadas, generando la necesidad 

de equipos especializados para su implementación [107, 108]. Adicionalmente, esta prueba aún no 

se encuentra disponible comercialmente para países fuera de los Estados Unidos [109, 110].  

 

2.4.2. Biosensores electroquímicos 

Los biosensores, cuya función es detectar una determinada sustancia, molécula o ion 

utilizando un bioreceptor anclado a un transductor, pueden ser categorizados según la molécula de 

reconocimiento como biosensores enzimáticos, inmunológicos, genómicos o basados en péptidos, 

aptámeros, entre otros [111, 112], o según el tipo de transductor utilizado como electroquímicos 

[113, 114], ópticos [115, 116], piezoeléctricos [117], termométricos [118] entre otros [119,120]. 
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Para el caso de los biosensores electroquímicos, se utiliza una molécula de captura 

(receptor) anclada comúnmente a un transductor tipo electrodo integrado a un circuito eléctrico 

cerrado (o a otro tipo de soporte), capaz de detectar y traducir una señal de forma medible, generada 

por el cambio en las propiedades eléctricas del transductor o por el movimiento de electrones, a 

partir de los procesos de oxido-reducción en la superficie del transductor mediante una sonda 

electroquímica, en función de la cantidad de biomarcador presente en una muestra determinada 

[121]. 

Hoy en día, aunque la cantidad de biosensores disponibles a nivel comercial no es muy alta, 

el número de prototipos en fase de investigación sí es muy amplia [122, 123] y su aplicación ha 

podido extenderse en múltiples campos, al permitir la detección de una gran variedad de moléculas, 

siempre y cuando se logre definir el bioreceptor con la especificidad mínima requerida. 

Particularmente, los biosensores electroquímicos vienen siendo utilizados con mayor interés a nivel 

clínico, debido a las grandes ventajas que presentan en cuanto a costos de producción, portabilidad, 

estabilidad y rendimientos en términos de sensibilidad, mostrando en muchos casos una capacidad 

de detección a escala femtomolar en procesos de interacción antígeno-anticuerpo y DNA-DNA 

[121, 124]. 

Respecto a la aplicación de biosensores electroquímicos para el diagnóstico de infecciones 

fúngicas invasivas, existen algunos reportes de estudios sobre el desarrollo de dispositivos para la 

detección de levaduras de Candida albicans [125-128]. Uno de los primeros fue publicado en 1986 

por Muramatsu y colaboradores [126], en el cual se desarrolló un inmunosensor piezoeléctrico con 

capacidad para detectar y cuantificar levaduras del hongo en un rango de 1x106 a 5x108. Mas 

recientemente, Kwasny y colaboradores [127] publicaron en 2018 el desarrolló un sensor 

electroquímico capaz de detectar hasta 10UFC/ml de levaduras de Candida albicans aplicando un 

sistema de medición por impedancia electroquímica.  

En el caso de la histoplasmosis, a la fecha no existen reportes relacionados con 

investigaciones enfocadas en el desarrollo de este tipo de dispositivos para la detección de H. 

capsulatum, ni su potencial utilidad para el diagnóstico de esta enfermedad.  
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3. Objetivos 

 

3.1. Objetivo General 

Desarrollar una prueba rápida tipo biosensor de flujo lateral o electroquímico para el 

diagnóstico de infección por Histoplasma capsulatum 

 

 

3.2. Objetivos específicos 

3.2.1. Identificar nuevos biomarcadores de diagnóstico específicos para la infección por H. 

capsulatum aplicando un modelo de análisis computacional “pipeline”. 

3.2.2. Comprobar los hallazgos bioinformáticos y generar un esquema de inmunización in 

vivo para obtener anticuerpos policlonales reactivos contra los biomarcadores seleccionados. 

3.2.3. Establecer un esquema de validación de nuevos biomarcadores con potencial 

aplicación para el diagnóstico de la histoplasmosis, implementando técnicas experimentales de 

laboratorio. 

3.2.4. Demostrar la interacción de los anticuerpos policlonales desarrollados frente a los 

antígenos de H. capsulatum mediante un prototipo beta de prueba rápida tipo POC. 
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Este capítulo incluye la metodología y los resultados relacionados con los objetivos 

específicos:  

3.2.1. Identificar nuevos biomarcadores de diagnóstico específicos para la infección por 

H. capsulatum aplicando un modelo de análisis computacional “pipeline”.  

3.2.2. Comprobar los hallazgos bioinformáticos y generar un esquema de inmunización in 

vivo para obtener anticuerpos policlonales reactivos contra los biomarcadores seleccionados. 

3.2.3. Establecer un esquema de validación de nuevos biomarcadores con potencial 

aplicación para el diagnóstico de la histoplasmosis, implementando técnicas experimentales de 

laboratorio. 

 

 

Los resultados obtenidos en este capítulo corresponden al manuscrito titulado 

Identification and production of novel potential pathogen-specific biomarkers for diagnosis of 

histoplasmosis (aprobado, revista Microbiology spectrum, Código Spectrum00939-23), siendo 

presentado como parte del documento de tesis, a continuación: 
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ABSTRACT 

The immunological assays based on the detection of circulating fungal biomarkers are 

helpful in clinical practice for diagnosing of invasive fungal infections. Some of these targeting 

antigenic components are common to several different fungi. 

Histoplasmosis is a mycosis caused by the dimorphic fungus Histoplasma capsulatum, 

which in recent years has gained significant relevance due to the increase in the population 

susceptible to developing severe clinical forms, including those living with HIV / AIDS. 

Immunological tests that detect cell wall polysaccharide antigens are among the most used 

laboratory techniques for diagnosing this mycosis. However, none have shown adequate 

performance, and cross-reactivity with other fungal pathogens may be observed.  

Considering that there is a real need to improve the sensitivity and specificity of current 

diagnostic methods, we explored a novel strategy for the identification of H. capsulatum- specific 

antigens (Hc_Ags) that could be detected in clinical samples during infection based on a 

computational analysis model that included the application of bioinformatics tools and the analysis 

of experimental data from transcriptomics and proteomics. 

First, the Hc_Ags identified were expressed and purified by eukaryotic and prokaryote 

systems. Then, these were used in an in-house immunization model in mice (BALB/c) to obtain 

Hc_Ag-specific polyclonal antibodies (Hc_Ag_PAb). Then, it was confirmed the presence of these 

antigens in H. capsulatum-yeast culture extracts and the specificity of Hc_Ag_PAb against culture 

extracts of Candida albicans and Aspergillus fumigatus. Finally, we demonstrated the 

immunoreactivity of these Hc_Ag-specific polyclonal antibodies with urine-samples from patients 

previously diagnosed with histoplasmosis.  

 

Keywords: 

Histoplasmosis, biomarkers, fungal antigens 
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INTRODUCTION 

Currently, immunological techniques based on the antigen-antibody reaction are widely 

used in routine laboratories to diagnose multiple infectious diseases. The capacity of these methods 

to detect specific circulating antimicrobial antigens directly from clinical samples can lead to rapid 

diagnosis and effective treatment in the patients (1). 

In the case of fungal infections, many immunodiagnostic tests have been developed based 

on the detection of cell wall components, mainly polysaccharides such as 1,3 beta-D-glucan and 

galactomannan, which are present in spores, hyphal filaments, or yeast-like cells (2). However, 

since several of these surface antigens are ubiquitous to a broad spectrum of fungal species, false-

positive results are typical, causing difficulties differentiating the correct pathogenic fungus (3). 

This study focuses on the thermally dimorphic fungus Histoplasma capsulatum, the causal 

agent of histoplasmosis. This mycosis, highly endemic in American countries, affects people with 

impaired immunity, especially those living with HIV / AIDS (4-6). Currently, several conventional 

laboratory methods are developed for diagnosing this fungal infection, including culture, 

histopathology, and immunological and molecular tests. However, the performance of these 

methods often depends on the clinical form (acute or chronic infection), the patient´s immune 

status, or the laboratory´s mycological expertise (7-9). Regarding the immunological tests 

developed for the diagnosis of histoplasmosis, few laboratories offer detection services for 

Histoplasma circulating antigen, and some are not available for Latin American countries (10-15). 

Additionally, these tests, including the most widely used, such as the Histoplasma-polysaccharide 

antigen enzyme-linked Immunoassay (EIA) developed by MiraVista Diagnostics (Indianapolis, 

USA) (16) and the commercial EIA test designed by IMMY company (Immuno-Mycologics, 

IMMY, Norman, OK, USA) to detect Histoplasma-galactomannan antigen (11), have reported a 

variable analytical sensibility (40% to 86%) and cross-reactivity in samples from patients with 

other fungal infections, including blastomycosis, coccidioidomycosis, paracoccidioidomycosis, 

penicilliosis, cryptococcosis, aspergillosis, sporotrichosis and emergomycosis (16-22).  

Considering that treatments may differ between certain fungi or not be effective, it is 

imperative to design new diagnostic tools with greater specificity and suitable for conventional 

laboratories of endemic countries (23, 24). Furthermore, the main challenge is to identify which 

microbial products the fungus produced during infection could be used as potential antigen targets 

for immunoassays. However, few studies focused on identifying new potential biomarkers that 
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may be useful not only for immunodiagnosis but also for monitoring the effectiveness of treatment 

in fungal infections such as histoplasmosis.  

Here, we design a new strategy that integrates the use of computational tools, such as  

OrthoMCL (25), BLASTp (26, 27), TargetP (28), and SignalP (29), applied on a local collection 

of proteome database obtained manually from GenBank-NCBI, and the analysis of previously 

published biological and experimental data sets (omics data [genomics, transcriptomics, and 

proteomics]) (30) applied to the search, selection, and production of potential biomarkers for the 

immunodiagnostic of histoplasmosis.  

The Histoplasma antigens described in this study could serve as proof of principle for new 

diagnostic tools based on immunological methods. Furthermore, our results showed that this novel 

strategy is a means for identifying specific biomarkers for immunoassays and could be applied to 

other infection models.  
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RESULTS 

 

Analysis of orthologous proteins  

Comparative analysis of 343.723 proteins obtained from 33 proteomes of fungi species and 

2 proteomes of M. tuberculosis was performed using the OrthoMCL algorithm (Table 1).  

 

Table 1. Fungal and bacteria strains proteomes used in the analysis 

Taxonomy name (code)* strain 
Total length 

(Mbp) 

Number 

proteins 

Histoplasma capsulatum 

(Hc) 

G186A 30 9254 

H88 37 9445 

H143 38 9547 

Nam1 33 9313 

Emmonsia parva (Ep) UAMH139 30 9562 

Emmonsia crescens (Ec) UAMH3008 30 9444 

Blastomyces dermatitidis (Bd) ATCC18188 73 11443 

Blastomyces percursus (Bp) EI222 32 10285 

Paracoccidioides brasiliensis (Pb) 
03 29 8427 

18 29 8390 

Paracoccidioides lutzii (Pl) 01 32 8826 

Coccidioides immitis (Ci) RMSCC2394 28 10593 

Coccidioides posadasii (Cp) RMSCC3488 28 9964 

Candida albicans (Ca) 
SC5314 14 6030 

WO-1 14 5752 

Candida tropicalis (Ct) MYA3404 14 6254 

Candida parapsilosis (Cpa) CDC317 13 5810 

Cryptococcus neoformans var. 

neoformans (Cnn) 

JEC21 19 6475 

B3501A 19 13156 

Cryptococcus neoformans var. 

grubii (Cng) 
H99 18 7826 

Cryptococcus gatti (Cg) 

WM276 18 6561 

2001/935-1 17 6495 

CA1873 17 6634 

Pneumocystis jirovecii (Pj) RU7 8 3761 



DESARROLLO DE UNA PRUEBA RÁPIDA PARA EL DIAGNÓSTICO DE LA HISTOPLASMOSIS 54 

 
 

Aspergillus fumigatus (Afu) Af293 29 19260 

Aspergillus niger (An) FDAARGOS311 35 11190 

Aspergillus flavus (Afl) NRRL3357 36 13485 

Aspergillus terreus (At) NIH2624 29 10401 

Talaromyces marneffei (Tm) ATCC18224 28 10638 

Fusarium oxysporum (Fo) 
4287 61 27347 

Forc016 52 17168 

Fusarium proliferatum (Fp) ET1 44 14819 

Schizophyllum commune (Sc) H48 38 13194 

Mycobacterium tuberculosis (Mt) 

H37Rv 4.4 3906 

CDC1551 4.4 4068 

TOTAL 35 proteomes 343.723 

* Code defined by author 

 

Of the 25.770 OrthoMCL protein clusters obtained, 1.851 (7%) contained at least one 

protein from each species included in the analysis. Not surprisingly, these proteins are 

involved in central biological processes, including cell cycle regulation, transport, 

cytoskeletal organization, or as surface antigens (data no shown). Further exploration of 

datasets showed that most clusters contained between two and nine proteins (n=19.618 

clusters, 76%), and only a group of 5 clusters included more than 1000 predicted 

orthologous genes (Table 2).  

 

Table 2. Total number of genes per cluster 

Table 2. Total number of genes per cluster 

Number 

genes 

Number 

clusters 
% 

2428 1 0.004% 

> 1000 4 0.016% 

501 - 1000 18 0.07% 

300 – 500 18 0.07% 

200 – 299 36 0.14% 

100 – 199 134 0.52% 
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10 – 99 5941 23% 

2 – 9 19618 76% 

 

 

For each fungi specie, the clusters with at least one protein, the clusters with in-paralogous 

proteins, and the total number of singleton proteins are presented in figure 1. Interestingly, 

H. capsulatum presented a group of 1.567 protein clusters containing a total of 3.572 in-

paralogous proteins, and 3.230 singletons (single-copy) proteins, considered as unique or 

specific to this fungus by OrthoMCL. A total of 6.802 Hc-proteins were selected for the 

subsequent analysis.  
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Specie Proteomes
# OrthoMCL

clustera

# in_paralogous

clusterb

(#max_genes)c

Singletons

(per proteome)

H. capsulatum 4 7402 1567 (16)
3230

(1000 - 530 – 721 - 979)

B. dermatitidis 1 5862 78 (20) 1017

B. percursus 1 5935 88 (7) 1477

P. brasiliensis 2 6408 598 (4) 976 (502 - 474)

P. lutzii 1 5817 11 (5) 1218

C. immitis 1 6634 6 (2) 1813

C. posadasii 1 7846 26 (5) 1375

E. parva 1 5536 43 (6) 1036

E. crescens 1 5911 25 (4) 1069

C. albicans 2 4800 264 (29) 291 (113 - 178)

C. tropicalis 1 4420 39 (37) 505

C. parapsilosis 1 4273 24 (5) 356

A. fumigatus 1 5985 10 (4) 844

A. niger 1 6275 51 (8) 1272

A.flavus 1 6632 39 (6) 2817

A. terreus 1 6024 17 (3) 1120

T. marneffei 1 5838 69 (33) 1102

F. oxysporum 2 11497 1651 (32) 3830 (2841 - 989)

F. proliferatum 1 9776 46 (4) 1594

P. jirovecii 1 2692 9 (177) 547

C. neoformans var. neoformans 2 5315 52 (6) 146 (80 - 66)

C. neoformans var. grubii 1 5388 49 (4) 293

C. gatti 3 5464 214 (8) 625 (136 - 232)

S. commune 1 4548 468 (113) 3252

M. tuberculosis 2 3437 2722 (20) 634 (208 – 426)

a. Total cluster that contained at least one protein of that specie
b. Total cluster only with proteins of the same specie
c. Maximum number of genes found per cluster

2

Pneumocystis

Fusarium
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Blastomyces

Paracoccidioides
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Talaromyces
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Figure 1. Descriptive analysis of OrthoMCL clusters. A non-statistical cladogram 

is collapsed, showing the relationships and taxonomic classification among the fungal 

species included in the analysis. The number indicates the phylum; 1) Ascomycota, 

2) Basidiomycota and 3) Actinobacteria. On the right-hide side, the table compares 

the number of gene families identified by OrthoMCL by each specie.  

 

Identification of potential biomarkers 

We designed a strategy to find those proteins, specific to H. capsulatum that can serve 

as potential biomarkers for diagnosis. The overall analysis pipeline is illustrated in Figure 2.  

Following OrthoMCL analysis, the first step was to perform a subcellular localization 

prediction with TargetP and SignalP to detect those proteins of H. capsulatum that have a 

signal peptide (SP) in the N-terminal. The SP is responsible for transporting proteins to the 

endoplasmic reticulum (ER) to enter the secretory pathway. Therefore, the presence of an SP 

in a protein is considered the signature of a secretory protein. SignalP output revealed 176 

genes (101 in-paralogous and 75 singletons) predicted to be classically secreted proteins. In 

contrast, TargetP predicted 108 proteins that contained secretory pathway signal peptides (56 

in-paralogous and 52 singletons). Only proteins predicted by both programs were selected to 

confirm the analysis further. A total of 57 Hc-proteins were identified as putative secreted 

proteins (34 in-paralogous and 23 singletons). (Figure 2) 

Then, all predicted secreted Hc-proteins were blasted against the NCBI non-

redundant (nr) database by BLASTp (Basic Local Alignment Search Tool protein) to search 

for similar proteins from other species that were not included in the initial OrthoMCL 

analysis. It was found that only 3 proteins (in_paralogous) shared similarities with other 

fungal proteins of the nr_NCBI database with a percent match <30% (data not shown). 

Finally, a total of 54 proteins (31 in-paralogous and 23 singletons) were considered specific 

to H. capsulatum (Figure 2). 
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Figure 2. Flowchart of the analysis pipeline. Overview of the workflow of 

bioinformatic analysis system used to identify H. capsulatum-specific gene as a 

potential biomarkers diagnosis of Histoplasmosis. For each analysis step, the 

information obtained is shown. (nr_NCBI) indicates the BLAST analysis against the 

nr database compiled by NCBI. Secreted proteome database, Transcriptomes 

database, and Urine-proteome EIA-Hc+ database indicate the comparative analysis 

against the database previously published by Holbrook. (31), Edwards et a.l (32) and 

Crockett. (33), respectively.  

 

As a final step, we analyzed previously published experimental datasets and 

combined them with our orthological analysis to provide greater confidence in identifying 

potential biomarkers for diagnosing histoplasmosis (Figure 2). Pitifully, all proteins 

described as the core set of extracellular proteins produced by H. capsulatum (31) were found 

in protein clusters with similar proteins from other fungi and were initially discarded within 

the analysis.  

 

At the same time, we used a transcriptome database with the phase-specific gene 

profiles (yeast or mycelium) of H. capsulatum (32) to perform a comparative analysis with 

our results. Interestingly, two genes encoding proteins previously defined as H. capsulatum-

specific were identified within a subset of differentially expressed genes. One of them 

showed a significantly enriched expression (50-fold) in the yeast phase compared to the 

mycelia phase (Hc110_Ag), and the other was a yeast phase-specific gene (Hc155_Ag). The 

proteins encoded by those genes were considered potential candidates for biomarkers 

diagnosis. (Table 3). 

Hc110_Ag
Hc155_Ag

OrthoMCL
(all vs all BLAST)

Signal P Blastp
(nr_NCBI)

Protein
sequences

Hc-proteins
pre-candidates

secreted proteome
database

Transcriptomes
databaseTarget P

Urine-proteome
EIA-Hc +
database

All Hc proteins:
- Inparalogous: 3572
- Singletons: 3230

54 Hc-proteins

- Inparalogous: 101
- Singletons: 75

- Inparalogous: 56
- Singletons: 52 Hc670_Ag

Hc212_Ag
Hc724_Ag

57
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In addition, we used a urine-peptides database from immunoassay-positive patients 

with disseminated histoplasmosis previously published by Crockett. (33). Considering that 

this report was able to identify several Histoplasma proteins possibly involved in both intra 

and extra-cellular biological processes, which are not necessarily secreted, but represent the 

urine-proteome associated with Histoplasma-antigenuria, the comparative analysis was 

performed with the total all-Hc-proteins identify by OrthoMCL plus a nr_BLASTp (NCBI 

database) analysis. The results showed that three urine peptides were closely matched with 

two Hc-specific proteins according to our analysis (Hc670_Ag and Hc724_Ag). Both Hc-

proteins were considered as diagnostic biomarkers of histoplasmosis and selected for the 

subsequent experimental process (Table 3). Unsurprisingly, most of the peptides published 

in that study corresponded to proteins that shared homology with proteins from other fungi 

(Supplemental Table 1). Due to this, all protein clusters obtained by OrthoMCL paired with 

any urine-peptides of H. capsulatum were further analyzed. Finally, we found that one of 

these clusters, related to 2 urine-peptides, contained 16 homologous proteins (according to 

OrthoMCL) from 5 fungal genera; Histoplasma [7], Paracoccidioides [3], Blastomyces [2], 

Emmonsia [2], and Cryptococcus [2], including a protein that was previously identified as 

one of the most abundant extracellular proteins produced by Histoplasma yeast cells (31). 

Subsequent BLASTp analysis revealed that the percent match and query cover was < 40% 

between this protein, designed at Hc212_Ag, and the other fungal proteins of the cluster. 

Considering that an antigenic epitope can be defined as a short sequence of 10 to 16 amino 

acids (linear and/or conformational), the low sequence similarity observed between the 

proteins of the cluster, and the total number of amino acids of the protein (212 aa), this Hc-

protein (Hc212_Ag) was considered as a potential diagnostic biomarker (Table 3). 

 

Table 3. Description of potential diagnostic biomarkers for histoplasmosis obtained  

Hc_Agsa ID_NCBI KDab OrthoMCL cluster  Analysis databases 

Hc110_Ag gb|EEH06109.1 
12 

KDa 

Histoplasma in-

paralogous 

gb|EGC48864 

gb|EER37578 

FPKMc 

255:0  
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Hc115_Ag gb|EEH03588.1 
17 

KDa 
Singletons 

FPKMc  

232:4 

Hc670_Ag gb|EDN08842.1 
75 

KDa 
Singletons 

Urine-Hc-peptidesd 

LLFVGSNSAPGR 

TLPDDHILQEAK 

Hc724_Ag gb|EDN06621.1 
81 

KDa 
Singletons 

Urine-peptided 

KLSTLVGALATRN 

Hc212_Ag gb|EDN09437 
23 

KDa 

Histoplasma in-

paralogous 

Hc04|EDN09437.1 

Hc01|EEH04145.1 

Hc02|EGC48357.1 

Hc01|EEH03007.1 

Hc03|EER42161.1 

Hc02|EGC43734.1 

Hc03|EER40420.1 

Paracoccidioides 

homologs 

gb|XP_015700594.1 

gb|EEH44665.2 

gb|KGY15563.1 

Blastomyces homologs 

gb|EGE86184.2 

gb|OJD22518.1 

Emmonsia homologs 

gb|KLJ06008.1 

Urine-Hc-peptidesd 

MFYFDSEFVGPPR 

LLWGGAQQER 
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gb|KKZ65985.1 

Cryptococcus homologs 

gb|ADV24578.1 

gb|KIR57842.1 

a. Name defined by authors 

b. Molecular weight based on the amino acid sequence 

c. Gene expression calculated as Fragments per kilobase of exon per million fragments 

mapped (FPKM). Value as yeast:mycelia ratio. Reference (32) 

d. Histoplasma-specific peptides identified by Crockett et al (33) 

 

 

Protein expression and immunoreactivity  

The construct of the expression vector for each candidate was obtained by GeneArt 

(Gen Synthesis services, USA). The recombinant protein was induced in E. coli BL21 (strain 

DE3) and purified by affinity column chromatography (as described in the “Materials and 

methods” section). Additionally, the Hc212_Ag purified was obtained by external protein 

expression services (GenScript, Biotech Corporation, USA). The expression of recombinant 

proteins, Hc670_Ag and Hc212_Ag, was confirmed by SDS-PAGE, and the molecular 

weight was found to be around 75 KDa and 40 KDa, respectively (figures 3A and 3C). 

Hc110_Ag, Hc155_Ag, and Hc724_Ag were not possible to express and purify at the time of 

this publication so they will be used in other future studies. 
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Figure 3. Protein expression and reactivity of polyclonal antibody anti-

Hc670_Ag and anti-Hc212_Ag. SDS-PAGE (A, C) and western blotting (B, D) of 

Hc670_Ag (A, B) or Hc212_Ag (C, D) protein purified, and culture extract collected from H. 

capsulatum yeast (Hc YE) running at 12% with molecular weight markers. Specific reactivity 

of polyclonal antibody (PAb) of (A) PAb anti-Hc670_Ag or (B) PAb anti-Hc212_Ag 

obtained from mice immunized were evaluated. 
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The SDS-PAGE of purified proteins and culture extracts of H. capsulatum (yeast), 

Candida albicans (yeast), and Aspergillus fumigatus (mycelium) were immunoblotted with 

mice´s sera and the reactivity of the polyclonal antibodies anti-Hc670_Ag and anti-

Hc212_Ag was observed only with purified proteins and H. capsulatum yeast extracts 

(Figures 3B and 3D) but not with the other fungal extracts (Figures 4A and 4B). As a control, 

commercial monoclonal antibody anti-C. albicans was used against fungal extracts (Figure 

4C). 
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Figure 4. Immunoreactivity of polyclonal antibodies anti-Hc670_Ag and anti-

Hc212_Ag to culture extracts of C. albicans. SDS-PAGE (A) and western blotting (B, C) 

of culture extracts of C. albicans yeast (Ca YE) and A. fumigatus mycelium (Af ME) running 

at 12% with molecular weight markers. Specific reactivity of polyclonal antibody (PAb) of 

anti-k, anti-Hc212_Ag (B) and commercial antibody anti-C. albicans (C) were evaluated. 

 

Finally, preliminary experiments were performed with urine samples from patients 

with confirmed histoplasmosis. It was observed that both anti-Hc670_Ag and anti-Hc212_Ag 

were immunoreactivity with the samples (Figures 5A and 5B), indicating that both specific 

H. capsulatum proteins have potential use as diagnostic biomarkers for human 

histoplasmosis. 

 

23KDa

29KDa

46KDa

55KDa

77KDa

Hc670 Hc+ #1 Hc+ #2 Hc+ #3 Hc+ #4 

A

23KDa

29KDa

46KDa

55KDa

77KDa

Hc212 Hc+ #1 Hc+ #2 Hc+ #3 Hc+ #4 

B



DESARROLLO DE UNA PRUEBA RÁPIDA PARA EL DIAGNÓSTICO DE LA HISTOPLASMOSIS 65 

 
 

Figure 5. Immunoreactivity of PAbs anti-Hc670_Ag and anti-Hc212_Ag to 

samples from patients with confirmed histoplasmosis. Immunoblots of individual urine 

samples from patients with a confirmed diagnosis of histoplasmosis (Hc+ #1 _ #4) 

demonstrated reactivity to PAb anti-Hc670_Ag (A) and anti-Hc212_Ag (B). Purified proteins 

were used as a control. 
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DISCUSSION 

In fungal infections, the concept of circulating antigens in infected host serum as 

potential biomarkers of diseases has been reported for many years ago (34-37). Currently, 

immunoassay tests involving fungal antigen detection are widely used in clinical practice to 

diagnose and monitor antifungal treatment.  

In the case of histoplasmosis, the detection of circulating antigen has been described 

as the best option for diagnosis, mainly in immunocompromised patients with disseminated 

histoplasmosis (9, 38). There are two major EIA tests based on the detection of low molecular 

weight H. capsulatum polysaccharide antigens (HPA) present in the urine and serum of 

patients, which have been validated in two laboratories:  Mvista® Histoplasma Quantitative 

EIA test (Miravista Diagnostics, Indianapolis, USA) and IMMY® ALPHA Histoplasma 

Antigen EIA test (Immuno-Mycologics, Inv., Norman, OK) (39). The first uses polyclonal 

antibodies for HPA and is available only in the United States of America. In contrast, the 

second is a commercial EIA test that uses monoclonal antibodies and has been validated in 

some Latin American laboratories, mainly with urine samples. However, it is not 

recommended for other biological specimens due to the variable sensitivity demonstrated 

(10, 40, 41). Additionally, several authors have reported discrepant results with samples 

analyzed with these tests and cross-reactions with other fungal infections. (11, 14, 42-44). 

Recently, one of these companies developed a new lateral flow assay (LFA) for detecting 

HPA in urine samples (45, 46) that may allow a point-of-care diagnosis of histoplasmosis. 

However, cross-reactivity is still one of the significant challenges.   

Likewise, it has been described that other antigens of H. capsulatum, commonly used 

in serodiagnosis, such as M and H antigens, exhibit cross-reactivity with other dimorphic 

fungi (47, 48). Considering that currently, no specific and clearly defined biomarkers of H. 

capsulatum are known, we used several analytical approaches to identify potential 

biomarkers for diagnosis of histoplasmosis by applying different bioinformatics tools, 

including computational platforms for orthology and prediction of secretory proteins and 

comparative analysis with multiple experimental datasets that provide a comprehensive 

proteomic-scale analysis. 

Indeed, the recent advances in NGS (Next Generation Sequencing) technologies, the 

increasing genome and protein entries into NCBI (National Center of Biotechnology 



DESARROLLO DE UNA PRUEBA RÁPIDA PARA EL DIAGNÓSTICO DE LA HISTOPLASMOSIS 67 

 
 

Information), and the development of new bioinformatics algorithms have facilitated the 

studies on genomic and proteomic comparative. The OrthoMCL is an algorithm widely used 

for identifying orthologs proteins between multiple species based on the sequence similarity 

(all vs all BLASTp), which also allows to recognition of those specific proteins for each 

species (25, 49-51). Our study used a predicted proteome of four H. capsulatum strains 

(G186A, H88, H143 and Nam1). These proteomes exhibited differences in genome length 

(Mbp) and the number of annotated proteins that could be related to a non-identical workflow 

of sequencing and assembly defined by each NCBI-Bioproject per strain (52). 

By OrthoMCL analysis, the H. capsulatum proteomes were compared with other 

proteomes of clinically significant or phylogenetically related fungal pathogen, that also 

infect immunocompromised patients and cause nonspecific and indistinguishable symptoms 

(8, 15, 53). Additionally, despite the noticeable recognized difference between fungi and 

bacteria, the Mycobacterium tuberculosis proteome was included in the analysis, considering 

the high incidence of histoplasmosis with pulmonary tuberculosis cases reported among 

people living with HIV / AIDS and the similarity of the clinical and radiological presentations 

between both (54, 55). The results obtained showed that 1.851 of 25.770 protein groups 

formed by OrthoMCL contained proteins from each fungi species with high genetic 

similarities and were considered homologs proteins, which could be a consequence of 

common ancestry, horizontal transfer in a shared habitat, or a mixture of both (56, 57). 

Additionally, the present analysis showed that for each fungal species, a group of unique 

proteins, “singletons” that could be used in future studies also focused on identifying new 

diagnostics biomarkers.  

Particularly, H. capsulatum showed a total of 3.230 singleton proteins (average of 

800 singletons proteins per strain) and multiple in-paralogs protein clusters with high 

sequence similarities (1.567 clusters for a total of 3.572 proteins), which could be assumed 

as a single protein. However, considering the differences between strains mentioned above, 

each protein of these paralogs clusters was evaluated individually. Alternately, a BLASTp 

analysis using NCBI-compiled nr databases containing non-redundant RefSeq protein 

records from GenBank and other protein data bank archives (PDB, Swiss-Prot, UniProt, etc.) 

was considered in our analysis, which improved the precision of the study, allowing the 

identification of particular H. capsulatum proteins (58, 59). 
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Our strategy also included the prediction of putative secreted proteins that contained 

the signal sequence and were identified as targeting the classical secretory pathway. All Hc-

proteins were analyzed with the amino-acid sequence-based predictors SignalP and TargetP. 

Thus, only those proteins that had the following characteristics: i) an N-terminal signal 

peptide (SP); ii) no transmembrane domains, and iii) no localization signal predicted to target 

the protein to the mitochondria or other intracellular organelles were considered by “secreted 

Hc-proteins”. We observed differences in the number of predicted secreted proteins by each 

program which could be due to SignalP predicting the presence of N-terminal (and cleavable) 

signal peptides, while TargetP includes the prediction of transmembrane segments associated 

with other subcellular localization (cytoplasmic space or cellular membrane) (60). Another 

analysis of non-classical pathways was not considered since few proteins secreted by this 

pathway have been described in fungi. The current bioinformatics programs focused on this 

approach, such as SecretomeP 2.0, are not fully ported and only work for mammalian and 

Gram-negative proteins (61, 62). Overall, this prediction approach would allow us to target 

possible circulating antigens the fungus releases during an infection. 

Even though the robustness and extensive use of computational biology, it is essential 

to validate the scientific finding through empirically-based knowledge or experimental 

methods that enhance the confidence and accuracy of predictive computational models (63, 

64). Accordingly, we used a previously published unique representative dataset of peptides 

obtained directly from urine samples of patients with disseminated histoplasmosis (33, 65). 

In this study, the authors reported that some peptides contained sequences homologous to 

conserved hypotheticals H. capsulatum proteins. However, the specificity of these peptide-

related proteins was not fully verified.  Interestingly, through this dataset, we identified 3 

proteins, two of these considered by OrthoMCL as singletons proteins of H. capsulatum 

(Hc670_Ag and Hc724_Ag), that would have experimental evidence as circulating antigens 

of urine (and presumably in serum) of infected patients. 

Both Hc670_Ag and Hc724_Ag, are classified as predicted proteins with unknown 

biological function, molecular or biochemical structure, or recognized orthologs or homologs 

(based on sequence similarity). Several reports have described that approximately 80% of H. 

capsulatum yeast phase-regulated genes encode hypothetical and uncharacterized unknown 

proteins, highlighting how little is currently understood about the biology of H. capsulatum 
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and the need for further studies focused on characterizing at the molecular level and gaining 

a comprehensive view of genes that can serve as potential biomarkers to diagnosis (31, 32, 

66, 67). Coincidentally, some authors have reported the production of murine monoclonal 

antibodies with potential use in epidemiology and serodiagnosis that recognized an H. 

capsulatum antigen with an apparent molecular mass of 70-75 KDa, like Hc670_Ag, but 

exhibited weak reactivity to antigens derived from Sporothrix, Paracoccidioides or 

Blastomyces (68-70). However, these studies utilized a whole yeast cell extract that could 

contain antigens shared with other fungal pathogens, contrary to the use of individual H. 

capsulatum-specific antigens as proposed in this study.  

Regarding the other identified protein, Hc212_Ag, it is a predicted glycosylated 

protein with a molecular weight based on the amino acid sequence of 23 KDa that was 

matched with a secreted and yeast-phase-specific protein with unknown functions previously 

designated Cfp-4 (Culture filtrate protein) (31) and linked to an ortholog group of proteins 

from H. capsulatum and other fungi. However, some reports have described that OrthoMCL 

can cluster genes with high-scoring (bit-score) alignments and statistical estimates of E-value 

<0,001 with a percent identity of 30% that are not homologs or share functional similarity 

(58, 71, 72). Therefore, by analyzing all protein clusters paired with any of the H. capsulatum 

urine-peptides, we found that, particularly, a protein cluster with 7 in-paralogs proteins of H. 

capsulatum (homologs to Cfp4) and 9 putatively homologous proteins of other fungi 

(Paracoccidioides [3], Blastomyces [2], Emmonsia [2], and Cryptococcus [2]), unexpectedly 

had a low sequence similarity. The above, added to the fact that Cfp4 was described as one 

of the main extracellular factors produced by H. capsulatum, although it does no apparent 

role in the virulence or pathogenesis of infection (31, 73), could be considered as an H. 

capsulatum-specific yeast-phase exoantigen. However, to our knowledge, there is no 

investigation evaluating this protein´s potential utility as a diagnostic histoplasmosis 

biomarker. 

Under this same approach, we identified two other proteins (Hc110_Ag and 

Hc115_Ag) predicted as putative secreted proteins of H. capsulatum and differentially 

upregulated in the yeast phase (related to active infection) that could have great potential as 

diagnostic biomarkers. Until now, non-identical or similar proteins have been reported 

previously. However, as of this publication´s date, it was impossible to fine-tune the protein 
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synthesis and purification processes and verify their presence in yeast culture extracts. Thus, 

these will be analyzed in further studies. 

On the other hand, other strategies focused on identifying extracellular antigens 

released during infection have been published with Candida and Aspergillus. These strategies 

were based on producing hybridoma cell lines and monoclonal antibodies (MAb) from 

specific structural and metabolic components, such as germ-tube-specific antigens, hyphal 

cell wall antigens, or galactomannan-like antigens (3, 74-76). However, lyophilized 

mycelium or ethanol-precipitated exoantigens from mycelial culture were used as 

immunogens, and cross-reactivity could be expected since many of these antigens contain 

epitopes and carbohydrates residues shared with other fungal pathogens, implying that many 

MAb must be screened to identify specific individual epitopes.  In our case, specific purified 

proteins were administered with an adjuvant to boost the induction of effective antibody 

response, which minimizes the risk of cross-reactivity with another fungal pathogen. 

Likewise, the production of polyclonal antibodies (PAb) was chosen, considering our 

primary purpose, and they are cheaper, easier, and quicker to generate than MAb, which is 

very expensive and requires considerable time to produce (6 and 9 months) (77, 78). In 

addition, it has been shown that PAb has greater sensitivity and performance if cross-

reactivity can be avoided, as was observed in assays with culture extracts of C. albicans and 

A. fumigatus (42).  

Finally, both PAb (anti-Hc212_Ag and anti-Hc670_Ag) were shown to be reactive 

against purified antigens, H. capsulatum yeast culture extracts, and samples from patients 

with a confirmed diagnosis of histoplasmosis. Previously, it has been suggested that most 

yeast-phase culture filtrates are characterized by a prominent slower mobility smear 

consistent with the presence of highly glycosylated proteins, including some with low 

molecular weight, like those observed at the top of the membrane in the western immunoblot 

(31, 70, 79, 80). This result could be attributed to the polysaccharide nature of Hc212_Ag 

and other unknown proteins homologs to Hc670_Ag present in H. capsulatum. 

Considering that the major impediment to the development of a new specific 

immunoassay for the diagnosis of infectious disease is the identification of appropriate 

antigen targets, this strategy has the potential to be used as a platform to identify new 

diagnostic biomarkers from a broad spectrum of microbial pathogens. The antigens 
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Hc670_Ag and Hc212_Ag specific for H. capsulatum are two potential antigens identified by 

this strategy and serve as proof of concept. However, future studies are necessary to evaluate 

the performance of new immunological diagnostic platforms with our anti-Histoplasma PAbs 

in terms of sensitivity and specificity with samples from patients with histoplasmosis and 

other fungal infections.    
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MATERIALS AND METHODS 

Comparative analysis and ortholog prediction 

To identify those proteins specific to H. capsulatum, a simple analysis of orthologs 

species was determined using the OrthoMCL algorithm (25) with all evaluation parameters 

established by default, including P-value cutoff: 1e-5, percent identity and percent match 

cutoffs: 30%, maximum weight: 100 and Markov inflation index: 1.5.  

All evaluation parameters of the software were set by default. A total of 343.723 

protein sequences were included in a local proteome database obtained from references 

strains collection of GenBank database, available at the NCBI ftp site (ftp://ftp.ncbi.nih.gov/). 

The collection was generated with thirty-five proteomes from twelve genera of fungi; 

Histoplasma spp., Emmonsia spp., Blastomyces spp., Paracoccidioides spp., Coccidioides 

spp., Candida spp., Cryptococcus spp., Pneumocystis spp., Aspergillus spp., Talaromyces 

spp., Fusarium spp., Schizophyllum spp. and two proteomes of bacterium Mycobacterium 

tuberculosis (see Table 1). 

 

Prediction of secreted antigenic proteins 

Complementary, secretory domain prediction was performed using SignalP 4.0 server 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP) (29) to determine the presence and location of signal 

peptide cleavage sites and the TargetP 2.0 server 

(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?TargetP-2.0) (28) to predict other subcellular 

locations by N-terminal pre_sequences (mitochondrial transit peptide [mTP], chloroplast 

transit peptide [cTP] or thylakoid luminal transit peptide [lTP]) and not consider them as 

secreted proteins.  

All proteins identified as Hc-specific by OrthoMCL were processed with both amino-

acid sequence-based predictors to establish the presence of signal peptides and their 

subcellular locations (mitochondrial or secretory pathway) of them. Only those proteins with 

a score value above the threshold in both programs were considered as potentially secreted 

antigens. 

 

Comparative analysis with experimental data set 

http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP
https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?TargetP-2.0
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Databases from the previously published experimental dataset were integrated into 

the study. The Hc-proteins obtained by orthological analysis were compared with a secreted 

proteome database obtained from pathogenic yeast-phase H. capsulatum culture filtrates 

(31), a Histoplasma yeast and mycelial transcriptomes database (32), and a urine-peptides 

database from Histoplasma-immunoassay-positive patients (33). Only the proteins matched 

with any homologs of these experimental databases were considered for further experiments 

as a candidate for diagnostic biomarker.  

 

Expression and Purification of recombinants proteins 

For each Hc_Ag gene (Hc110_Ag, Hc115_Ag, Hc670_Ag, and Hc724_Ag), the 

expression vectors were obtained by GeneArt (Gene Synthesis services, ThermoFisher 

Scientific, USA). The services included the full-length gene cloning into pET-100 D / TOPO 

expression with a polyhistidine (6xHis) tag at the N-terminal region to facilitate its 

purification by affinity binding to a nickel-charged agarose resin (Ni-NTA). E. coli BL21 

(DE3) were subsequently transformed and cultured. Expression of the protein in E. coli was 

induced with 0,5 mM isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG) at 37°C for 6h. Then, 

cells were harvested by centrifugation at 5000 rpm for 10min at 4°C and resuspended with 

lysis buffer (PBS; 500 mM NaCl; 4% L- Sarcosyl), followed by a freeze-thaw cycle with 

liquid nitrogen and incubation at 37°C for 30 min to solubilize the inclusion bodies that 

contain the recombinant protein. The cell extracts were centrifuged at 5000 rpm x 10 min at 

4°C to perform the recombinant His-tagged protein purification. The supernatant was passed 

through a HisPur™ Ni-NTA Spin column (ThermoFisher Scientific, USA) to bind the His-

tagged Hc_Ag protein. Afterward, the column was washed two times with washing buffer 

(PBS; 500 mM NaCl; 10 mM Imidazole), and the bound protein was eluted with elution 

buffer (PBS; 500 mM NaCl; 100mM Imidazole, pH 6.0).  

Hc212_Ag purified was obtained by GenScript (Protein expression services, 

GenScript Biotech Corporation, New Jersey, USA) through the mammalian CHO (Chinese 

Hamster Ovary) expression system. 

Expression of both Hc_Ags was confirmed by SDS-PAGE. The concentration was 

determined for the Bradford protein Assay. The purified recombinant proteins were stored at 

-80°C. 
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In vivo immunization model 

BALB/c mice were obtained from the breeding colony maintained at Corporación 

para Investigaciones Biológicas, CIB (Medellín, Colombia). A rapid immunization schedule 

previously described was adapted to recover polyclonal antisera (81). Briefly, 8-10-week-old 

female BALB/c mice were immunized with purified Hc-proteins following one 

intraperitoneal (i.p.) injection at days 0 (25 µg of Hc_Ag per injection, mixed in solution with 

an equal volume of Freund´s complete adjuvant, FCA) and four i.p. injections at days 7, 14, 

21 and 28 (25 µg per injection) with Freund´s incomplete adjuvant (FIA). Three days after 

the last injection, the total blood volume of immunized mice was collected (polyclonal 

antisera). Additionally, spleen cells from immunized mice were stored at -80°C in DMEM 

medium supplemented with 10% DMSO and 20% fetal bovine serum (FBS) (GIBCO, 

Invitrogen Corporation, CA, USA) for further studies. 

This study followed the recommendations in the Guide for the Care and Use of 

Laboratory Animals of the National Institutes of Health and followed the Colombian (Law 

84/1989, Resolution No. 8430/1993), European Union, and Canadian Council on Animal 

Care regulations. The protocol was approved by the Institutional Ethics Committee of the 

CIB.  

 

Fungal culture 

Yeast culture of Histoplasma capsulatum (strain G186A) and Candida albicans and 

mycelium culture of Aspergillus fumigatus were used for all studies. In addition to the 

maintenance of the yeast-phase of H. capsulatum and C. albicans, cultures were grown at 

37°C in brain heart infusion (BHI, Gibco Invitrogen Corporation, CA, USA) supplemented 

with 100 U/ml Penicillin – 100 µg/ml Streptomycin (Gibco Invitrogen Corporation, CA, 

USA) and Saboraud dextrose broth (SDB, BD DIFCO™, Becton, Dickinson and Company, 

USA), respectively. A. fumigatus mycelium culture was maintained at 25°C in SDB medium. 

The fungal suspension was pellet by centrifugation (1500 rpm, 10°C for 10 min), 

washed two times with PBS (Gibco, Invitrogen Corporation, CA, USA), and lysed using 
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liquid nitrogen. Then, the frozen samples were resuspended in lysis buffer [50 mM Tris-HCl 

pH 7.5, 300 mM NaCl, 10% NP-40, and 1X protease inhibitor cocktail (Roche)] and 

sonicated for 10 min. Finally, cell debris was pelleted by centrifugation at 5000 rpm for 5 

min, resuspended in minimum volume with lysis buffer, and stored at -20°C for subsequent 

analysis.  

 SDS-Polyacrylamide gel electrophoresis 

Purified protein (Hc_Ags), culture extracts of H. capsulatum, C. albicans, and A. 

fumigatus and urine samples from patients with confirmed histoplasmosis were separated by 

SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). Briefly, each sample was mixed with 

2X loading buffer (100 mM Tris-HCL (pH 6,8), 4% (w/v) SDS, 20% glycerol, 200 mM β-

mercaptoethanol) and boiled for 5min. The samples were electrophoresed on a 12% SDS-

polyacrylamide gel for 90min a 100V at room temperature on a Mini-PROTEAN 

Electrophoresis system (Bio-Rad, San Diego, USA). For visualization of separated proteins, 

gels were stained with Coomassie blue staining buffer for 1 h, followed by washing with 

discoloration buffer (10% acetic acid, 5% methanol). Coomassie-stained gels were analyzed 

with visualized by Trans illuminator (Molecular Imager® Gel DocTMXR, BIORAD). 

 

Immunoblotting analysis 

Immunoblot analysis was performed to evaluate the seroreactivity of serum from 

mice previously immunized. Briefly, the proteins resolved in SDS-PAGE were transferred 

onto a polyvinylidene difluoride membrane at 80 V for 90 min using the Trans-Blot® 

Blotting system (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). The membrane was washed twice with Tris-

buffered saline (TBS) supplemented with 0,1% tween-20, 1% methanol, blocked for 1 h with 

1% skim milk in TBS, and followed by washing three times for 5 min. The membrane was 

probed with polyclonal serum diluted to 1:1.000 (pooled serum from immunized animals) 

for 2 hours at room temperature by gentle shaking to perform immunoblotting. Then, the 

membrane was washed three times and incubated with secondary antibody horseradish-

peroxidase-labeled goat anti-IgG mouse antibody (Abcam, Cambridge, UK), dilution 

1:10.000) for 1 hour at room temperature. Next, the membrane was washed and subjected to 

chemiluminescence using 3,3′-Diaminobenzidine (DAB) according to the manufacturer´s 
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specifications. Band intensity was analyzed by ChemiDoc™ MP Imaging System (Bio-Rad, 

Hercules, CA, USA). 
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Este capítulo describe la metodología y los resultados relacionados con el objetivo 

específico: 

 

3.2.4 Demostrar la interacción de los anticuerpos policlonales desarrollados frente a los 

antígenos de H. capsulatum mediante un prototipo beta de prueba rápida tipo POC 
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INTRODUCCIÓN 

Actualmente, las enfermedades infecciosas son consideradas como un serio problema 

para el sistema de salud. Para el año 2019 se reportaron cerca 7,86 millones de muertes en el 

mundo por causa de algún agente patógeno [1]. En Colombia, para el año 2020 se reportó 

que cerca del 33% del total de muertes estuvieron asociadas con algún tipo de proceso 

infeccioso, viéndose afectada en mayor parte la población rural o con acceso limitado a los 

servicios básicos de atención [2]. Esto en gran parte debido a las dificultades que aún 

presentan los métodos de diagnóstico para identificar rápida y oportunamente al agente 

causal de la infección y la imposibilidad de implementarlos adecuadamente en ámbitos de 

atención primario. 

 

Entre las muchas enfermedades de origen infeccioso y de gran importancia existentes, 

se encuentra la histoplasmosis, micosis ocasionada por el hongo patógeno Histoplasma 

capsulatum, considerado por la OMS (Organización Mundial de Salud) como uno de los 

patógenos fúngicos más peligrosos para la salud pública y que afecta principalmente a 

pacientes con cáncer, VIH/SIDA o que se encuentren en tratamiento con biológicos 

inmunosupresores [3, 4]. Actualmente, el diagnóstico de esta micosis puede realizarse con 

una variedad de métodos de laboratorio, incluyendo: microscopia, cultivo microbiológico, 

pruebas inmunológicas y pruebas moleculares. Sin embargo, para la mayoría de estas pruebas 

se ha reportado sensibilidad y especificidad variables, la presencia de falsos positivos por 

reacción cruzada con otras afecciones micóticas de igual importancia clínica y otras 

limitaciones asociadas con el tiempo de obtención del resultado y los altos requerimientos de 

personal, infraestructura y equipo especializado. 

 

Este panorama ha evidenciado la necesidad que existe de desarrollar nuevas 

herramientas de diagnóstico, más versátiles, y de mayor rendimiento y capacidad para 

detectar específicamente el agente fúngico. Las pruebas rápidas POC (del inglés, Point-of-

Care), se consideran hoy en día como un método de diagnóstico alternativo para muchas 

enfermedades infecciosas, debido a su portabilidad, bajo costo, fácil y rápida interpretación 

[5-7]. 
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En nuestro grupo de investigación previamente se implementó un modelo de análisis 

computacional enfocado en la búsqueda e identificación de nuevos antígenos con potencial 

como biomarcadores de diagnóstico de infección. Aplicando este modelo se logró identificar 

nuevos antígenos específicos para el hongo H. capsulatum, dos de ellos (Ag212_Hc y 

Ag670_Hc) ya detectados en muestras de pacientes con histoplasmosis diseminada mediante 

Western blot con anticuerpos policlonales específicos anti-H. capsulatum. Los resultados 

obtenidos con ambos antígenos permiten considerarlos como posibles biomarcadores de 

infección, y con el potencial para aplicarlos en múltiples plataformas de diagnóstico 

inmunológico (reacción antígeno-anticuerpo), incluyendo las pruebas rápidas tipo POC.  

Actualmente, entre los diferentes tipos de pruebas de diagnóstico rápido, resaltan los 

biosensores inmunocromatográficos y los electroquímicos, debido al rendimiento que ambos 

presentan, su fácil aplicación, y versatilidad para implementarlos fuera del laboratorio o en 

ambientes no especializados. Los biosensores electroquímicos han venido generando gran 

interés, dado que combinan la alta sensibilidad de las técnicas electroquímicas con la 

especificidad del bioreceptor, incluyendo además la posibilidad de realizar medidas directas 

sobre matrices complejas de forma rápida. 

Con lo anterior, y teniendo en cuenta el alto grado de sensibilidad que ofrecen los 

biosensores electroquímicos y el potencial que tienen para aplicarlos en múltiples ambientes, 

nos propusimos evaluar la interacción de los anticuerpos policlonales desarrollados contra 

potenciales biomarcadores específicos del hongo H. capsulatum, mediante un prototipo beta 

de inmunosensor electroquímico. 

Dicho prototipo consistió en electrodos de carbono modificados por 

electrodeposición con nanopartículas de oro (NPs-Au) y funcionalizados con anticuerpos 

policlonales anti-H. capsulatum, con capacidad para reconocer antígenos específicos del 

hongo H. capsulatum. 
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METODOLOGÍA 

 

Equipo de medición y caracterización electroquímica 

Para los ensayos electroquímicos mediante voltamperometría cíclica (CV, del inglés 

Cyclic Voltammetry) y mediciones de Espectroscopía de Impedancia electroquímica (EIS, 

del inglés Electrochemical Impedance Spectroscopy) se utilizó el potenciostato/galvanostato 

PalmSens 3, con el software PSTrace versión 5.9 (PalmSens BV, Países bajos). 

Adicionalmente se analizaron los datos obtenidos por EIS utilizando el software EIS 

Spectrum Analyser (ABC Chemistry). 

 

Activación electroquímica de los electrodos 

Para el desarrollo del inmunosensor electroquímico se utilizaron electrodos 

serigrafiados de carbono (SPE-C, del inglés, screen-printing electrodes) ItalSens IS-C 

(PalmSens BV, Países Bajos) donados por la empresa CECOLTEC SERVICES (Medellín, 

Colombia). Cada SPE-C tenía incorporada una configuración estándar con un electrodo de 

trabajo (3 mm diámetro, 7,07 mm2 área geométrica), un electrodo de referencia de plata y 

un contraelectrodo de carbono.  

Para el proceso de activación de los SPE-C, se utilizó el protocolo recomendado por 

González-Sánchez y colaboradores [8], que consiste en un tratamiento electroquímico por 

CV a una velocidad de barrido de 0,1 V s-1 en un rango de potencial de 0 V a 1,5 V (con 

respecto al electrodo de referencia) en una solución 100 mM H2SO4 (Sigma Aldrich, USA) 

durante 10 ciclos. Después del proceso de activación, los electrodos se lavaron con agua tipo 

III. 

 

Modificación y Caracterización óptica de la superficie de los electrodos 

Una vez activada la superficie de los SPE-C, se electrodepositaron las NPs-Au 

aplicando un potencial constante de -0,1 V por 600 segundos con una solución de 25 mM 

H2SO4 y 5 mM HAuCl4 (Sigma-Aldrich, USA). Una vez finalizada la electrodeposición, los 

electrodos modificados con oro (SPE-Au) se lavaron con agua tipo III. 

Posteriormente, para cada electrodo sin modificar (SPE-C) o modificado (SPE-Au), 

se estudió la superficie utilizando el Microscopio Electrónico de barrido EM-30AXN 
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(COXEM, Daejeon, Corea del Sur), y se caracterizó la composición química elemental por 

espectroscopia de rayos X por dispersión de energía (EDXS, del inglés Energy-dispersive X-

ray spectroscopy) integrado al equipo. 

 

Caracterización electroquímica de los electrodos modificados SPE-Au 

Durante cada proceso de modificación de los electrodos, se evaluó el rendimiento 

electroquímico por CV y EIS utilizando una solución redox con 1 mM K3[Fe(CN)6], 1 mM 

K4[Fe(CN)6] en 0,1 M KNO3 (Merck Millipore, USA). Inicialmente, se calculó el área 

electroquímicamente activa (Aea) utilizando la ecuación de Randles-Sevcik por CV. El rango 

de potencial fue entre -0,3 V a +0,35 V con una velocidad de barrido de 0,05 V s-1 durante 5 

ciclos. Posteriormente, el sistema se estudió por EIS, aplicando un potencial formal redox de 

+0,12 V, con una amplitud de onda de 10 mV y un rango de frecuencia de 100 kHz a 0,1 Hz. 

Para el análisis, los datos obtenidos se ajustaron a un circuito equivalente.  

 

A continuación, se describe la ecuación de Randles-Sevcik [9] para calcular el área 

electroquímicamente activa (Aea):  

𝑖𝑝 = 0.4463𝑛𝐹𝐴𝑒𝐶 (
𝑛𝐹𝑣𝐷

𝑅𝑇
)

1
2⁄

 

 

Donde; 𝑖𝑝 es la intensidad de corriente de pico, 𝑛 es el número de electrones 

involucrados en la reacción electroquímica (𝑛=1), 𝐹 es la constante de Faraday (96485 C 

mol-1), 𝐴𝑒 es el área electroactiva (cm2), 𝐶 es la concentración de la especie electroactiva 

(mol cm-3), 𝑣 es la velocidad de barrido (V s-1), D es el coeficiente de difusión (7,62 x10-6 

cm2 s-1) para el K3[Fe(CN)6] [10, 11], 𝑅 es la constante universal de los gases (8,314 J K-1 

mol-1) y la 𝑇 es temperatura absoluta (298,15 K). 

 

Funcionalización de electrodos modificados SPE-Au con anticuerpos anti-

Histoplasma 

Cada fase relacionada con el desarrollo de los inmunosensores se caracterizó 

electroquímicamente bajo las mismas condiciones mencionadas en la sección anterior. 
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Se utilizaron, por separado, anticuerpos policlonales específicos contra proteínas 

únicas del hongo H. capsulatum previamente generados en el laboratorio (en proceso de 

publicación); anti-Ag212-Hc y anti-Ag670-Hc. Cada tipo de anticuerpo se inmovilizó sobre 

la superficie de los electrodos modificados SPE-Au por absorción física, adicionando 10 µl 

de una solución con 50 µg mL-1 del anticuerpo sobre el electro de trabajo, e incubando por 

2 horas a 4°C. La concentración utilizada del anticuerpo y las condiciones de incubación se 

definieron inicialmente según estudios previamente reportados en la literatura [12-14]. Una 

vez finalizado el tiempo de incubación, los electrodos se lavaron con agua tipo III.  

Posteriormente, se bloquearon los sitios de unión no específicos por incubación con 

solución 1% albumina de suero bovina (BSA, del inglés Bovine serum albumin) (Sigma-

Aldrich, USA) por 10 minutos a 4°C. Finalmente cada inmunosensor se lavó con agua tipo 

III. 

Para reducir la evaporación de las soluciones adicionadas sobre la superficie del 

electrodo, todas las incubaciones se realizaron en una cámara humidificada cerrada. 

 

Detección de antígenos de Histoplasma capsulatum: Ag212-Hc y Ag670-Hc 

Se evaluó la capacidad de cada inmunosensor desarrollado para detectar los antígenos 

Ag212-Hc y Ag670-Hc del hongo H. capsulatum diluidos a 1 µM (10-6 mol L-1) en PBS 10 

mM pH 7,4 (Gibco™, Thermo Fisher Scientific, USA). Para cada antígeno, se realizaron 3 

ensayos independientes por duplicado, adicionando 10 µl de solución de antígeno en la 

superficie del electrodo de trabajo e incubando por 30 minutos a temperatura ambiente 

(25°C).  

La resistencia de transferencia de carga (Rct) de los inmunosensores se determinó por 

EIS en una solución 1 mM K3[Fe(CN)6], 1 mM K4[Fe(CN)6] en 0,1 M KNO3 (Merck 

Millipore, USA), en condiciones de circuito abierto; rango de frecuencia de 100 kHz a 0,1 

Hz, amplitud de onda de 10 mV y potencial formal +0,12 V. El cambio en los valores de Rct 

se estimó basado en la fórmula: 

 

𝑅𝑐𝑡 = 𝑅𝑐𝑡 (𝑆𝑃𝐸−𝐴𝑢−𝐴𝑐−𝐵𝑆𝐴−𝐴𝑔) − 𝑅𝑐𝑡 (𝑆𝑃𝐸−𝐴𝑢−𝐴𝑐−𝐵𝑆𝐴)  
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Donde Rct(SPE-Au-Ac-BSA-Ag) y Rct(SPE-Au-Ac-BSA) son los valores después y antes de la 

interacción del inmunosensor con el antígeno. 
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RESULTADOS 

 

Desarrollo y caracterización del inmunosensor 

El desarrollo del inmunosensor implicó 3 procesos principales: i) Activación con 

H2SO4 y modificación con nanopartículas de oro (NPs-Au) de la superficie de los electrodos, 

ii) Funcionalización por absorción con anticuerpos anti-H. capsulatum y bloqueo de sitios 

inespecíficos con BSA y iii) Reconocimiento de los antígenos de H. capsulatum por el 

inmunosensor electroquímico (Figura 1). 

 

 

Figura 1. Esquema de desarrollo paso a paso del inmunosensor. Eléctrodo de carbono SPE-C, eléctrodo 

modificado SPE-Au. El proceso incluye: i) Activación electroquímica con H2SO4 y electrodeposición de 

nanopartículas de oro (NPs-Au) sobre electrodos SPE-C. ii) Funcionalización de electrodos modificados SPE-

Au con anticuerpos específicos anti-H. capsulatum y iii) Bioreconocimiento de antígenos de H. capsulatum por 

el inmunosensor desarrollado. 
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Activación y modificación de los electrodos SPE-C 

Inicialmente, se activó electroquímicamente la superficie de los electrodos SPE-C y 

se modificó con NPs-Au. Dicha activación se realizó con solución de ácido sulfúrico (H2SO4) 

con el propósito de generar grupos funcionales tipo carboxilato (-COO-) que tiene gran 

afinidad por las NPs-Au por atracción electrostática, y facilitan su posterior absorción sobre 

la superficie de los electrodos durante el proceso de electrodeposición [8]. 

La electrodeposición de las NPs-Au se confirmó inicialmente al observarse el cambio 

de color de la superficie del electrodo de trabajo, pasando de un color negro (electrodo de 

carbono) (Figura 2A) a un color rojizo en los electrodos modificados con oro (Figura 2E). 

Adicionalmente, se estudió la topografía y la composición química elemental de la superficie 

de los electrodos modificados por microscopia electrónica de barrido y EDXS. En las figuras 

2F y 2G se observa la presencia de estructuras con tamaño regular y morfología compatible 

con las NPs-Au en los electrodos modificados SPE-Au. El análisis de la composición y 

distribución elemental confirmó la presencia del elemento oro (Au) sobre un 50% de la 

superficie de los electrodos modificados (Figura 2H) en comparación con los electrodos sin 

modificar SPE-C (Figuras 2B, 2C y 2D). 
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Figura 2.  Caracterización óptica y análisis de la composición química elemental de los electrodos modificados. Imágenes macroscópicas (A, E) y por 

microscopia electrónica de barrido de electrones, de los electrodos de carbono SPE-C (B, C), modificados en laboratorio con nanopartículas de oro SPE-Au (F, G). 

Evaluación de la composición (espectro) y distribución elemental (mapeo elemental) mediante análisis de energía dispersiva por rayos X (EDS) de electrodos SPE-

C (D) y SPE-Au (H). 
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Caracterización electroquímica de los electrodos modificados SPE-Au  

Adicionalmente, los electrodos modificados SPE-Au se caracterizaron 

electroquímicamente por CV y EIS. La Tabla 1 resume los datos obtenidos por CV donde se 

observa el aumento significativo en los picos de corriente anódica (Ipa) y catódica (Ipc) de los 

electrodos SPE-Au (27,45 ± 2,1 µA y -28,01 ± 1,1 µA, respectivamente), comparado con los 

electrodos no modificados SPE-C (16,13 ± 1.4 µA y -10,36 ± 1,2 µA, respectivamente).   

El área electroquímicamente activa (Aea) se calculó utilizando la ecuación de Randles-

Sevcik con los valores de Ipa y Ipc obtenidos previamente. Los electrodos SPE-Au presentaron 

un valor Aea promedio de 1,77 ± 0,16 cm2, siendo 2,5 veces mayor al reportado para los 

electrodos SPE-C (0,7 ± 0,1 cm2). Adicionalmente, se observó una disminución en la 

diferencia entre los potenciales de pico anódico y catódico (ΔEp) de los electrodos 

modificados SPE-Au (71,8 ± 9,2 mV) comparado con los electrodos no modificados SPE-C 

(262,7 ± 35,7 mV). 

 

SPE Ipa
 (µA) Ipc

 (µA) ΔEp (mV) Aea (cm2) a 

SPE-C 16,13 ± 1.4 -10,36 ± 1,2 262,7 ± 35,7 0,7 ± 0,1 b 

SPE-Au 27,45 ± 2,1 -28,01 ± 1,1 71,8 ± 9,2 1,77 ± 0,16  

 

Tabla 1. Caracterización electroquímica por voltamperometría cíclica. Datos obtenidos de análisis por 

voltamperometría cíclica de los electrodos de carbono desnudos (SPE-C) y modificados con nanopartículas de 

oro (SPE-Au); corriente de pico anódica (Ipa) y catódica (Ipc), diferencial de potenciales pico-a-pico (ΔEp), área 

electroquímicamente activa (Aea). a Valor promedio entre el Aea anódica y Aea catódica. b Valor del Ae reportada por el 

fabricante (ItalSens IS-C, PalmSens). En la tabla se reporta el promedio de los valores obtenidos de 6 ensayos 

independientes (3 electrodos por ensayo). 

 

 

Estos resultados están asociados con la electrodeposición de las NPs-Au en la 

superficie de los electrodos modificados (SPE-Au) y su efecto sobre la cinética de 

transferencia de electrones, tal y como se observó en los voltamperogramas cíclicos 

obtenidos en el ensayo, que presentan los picos de oxidación y reducción característicos del 

oro (Figuras 3A) y cuando se evaluó por CV la relación entre la intensidad del pico de 
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corriente anódico y la raíz cuadrada de la velocidad de barrido evidenciando un proceso 

controlado por difusión (Figuras 3C y 3D). 

 

 

Figura 3.  Caracterización electroquímica de electrodos modificados por voltamperometría cíclica.  

Voltamperogramas cíclicos representativos de los electrodos de carbono (SPE-C) desnudos o modificados con 

nanopartículas de oro (SPE-Au) en solución 100 mM H2SO4 (A) ó 1 mM K3[Fe(CN)6], 1 mM K4[Fe(CN)6] en 

0,1 M KNO3, (B). Voltamperograma cíclico (C) y análisis de relación entre el pico de corriente anódica (Ipa) y 

la velocidad de barrido 𝑣1/2 (V s-1) (D) para los electrodos SPE-Au, bajo condiciones de reacción redox reversible 

0,1 M KNO3, 1 mM K3[Fe(CN)6], 1 mM K4[Fe(CN)6]. 
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Funcionalización de electrodos modificados SPE-Au con anticuerpos anti-

Histoplasma 

Una vez verificada la modificación de los electrodos SPE-Au, se procedió con la 

funcionalización de los anticuerpos anti-H. capsulatum y el bloqueo con BSA de sitios 

inespecíficos sobre la superficie de los electrodos.  Para corroborar este proceso se evaluó 

por EIS la resistencia de transferencia de carga (Rct), modelando las propiedades eléctricas 

interfaciales del electrodo mediante un circuito equivalente (Figura 4A). En la figura 4B, se 

ilustra el diagrama de Nyquist representativo con la medición obtenida antes y después de la 

funcionalización de los electrodos. 

 

 

Figura 4.  Caracterización electroquímica por espectroscopia de impedancia electroquímica de electrodos 

modificados y funcionalizados. (A).  Esquema de circuito equivalente de Randles; resistencia de la solución 

electrolítica (R1), resistencia de transferencia de carga (R2), impedancia de Warburg (W1), elemento de fase 

constante (Q1). (B). Diagrama de Nyquist representativo de electrodos de carbono (SPE-C), modificados con 

nanopartículas de oro (SPE-Au), funcionalizados con anticuerpos anti-H. capsulatum [50 µg mL-1] (SPE-Au-

Ac) y bloqueados con BSA [1%] (SPE-Au-Ac-BSA). 
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La Tabla 2 muestra los valores promedios obtenidos durante los pasos de 

funcionalización y bloqueo, para cada uno de los anticuerpos: anti-Ag212_Hc y anti-

Ag670_Hc. Como se observa, la adsorción de los anticuerpos y posteriormente del BSA 

incrementó el valor Rct, comparado con el obtenido inicialmente en los electrodos sin 

funcionalizar. Esto debido al efecto barrera que ambas capas de proteína generan sobre la 

superficie del electrodo, disminuyendo su capacidad de transferencia de electrones.  

 

Tabla 2. Caracterización electroquímica por espectroscopia de impedancia electroquímica (EIS). Datos 

obtenidos de análisis por EIS de electrodos de carbono (SPE-C), modificados con nanopartículas de oro (SPE-

Au), funcionalizados con anticuerpos anti-H. capsulatum (SPE-Au-Ac) y bloqueados con BSA (SPE-Au-Ac-

BSA). Resistencia de la solución electrolítica (Rs), resistencia de transferencia de carga (Rct), impedancia de 

Warburg (Zw), función chi-cuadrado (χ2). * valor promedio obtenido con cada anticuerpo: anti-Ag212_Hc y 

anti-670_Hc. En la tabla se reportan los valores promedios obtenidos de 3 ensayos independientes (3 electrodos 

por ensayo) con cada anticuerpo. 

 

 

Detección electroquímica de antígenos de H. capsulatum  

Una vez desarrollados los inmunosensores, se detectaron electroquímicamente los 

antígenos de H. capsulatum. Cada inmunosensor se expuso individualmente a alguna de las 

proteínas específica del hongo (Ag212_Hc y Ag670_Hc) y se midió la resistencia de 

transferencia de carga (Rct) por EIS.  

En el caso del Ag212_Hc, los ensayos se realizaron con dos concentraciones distintas, 

1µM y 1nM. Para ambas concentraciones, se observó un aumento significativo del valor Rct, 

comparado con el obtenido posterior al bloqueo con BSA, indicando la formación de una 

barrera proteica adicional sobre la superficie del electrodo modificado como resultado del 

reconocimiento del antígeno por parte de los anticuerpos policlonales anti-H. capsulatum 

SPE Rs
 (kΩ) ± % error Rct

 (kΩ) ± % error Zw (Ω s-0,5) χ2 

SPE-C 0,27 ± 0,01 10,95 ± 0,03 2033 ± 18,17 0,01 

SPE-Au 0,21 ± 0,01 2,74 ± 0,02 7193 ± 10,93 0,04 

SPE-Au-Ac* 0,24 ± 0,01 14,48 ± 0,08 6251 ± 15,18 0,02 

BSA 0,27 ± 0,01 33,87 ± 0,07 4741 ± 42,47 0,02 
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(Figuras 5A y 5B), demostrando así la funcionalidad del inmunosensor (interacción antígeno 

– anticuerpo). 

Sin embargo, en los ensayos de detección con el antígeno Ag670_Hc se presentó una 

disminución en los valores Rct, que podrían señalar la posible remoción de la capa de 

proteínas (anticuerpos y BSA) presentes en la superficie del inmunosensor (Figura 5C). 

Ensayos adicionales con el buffer de almacenamiento usado con este antígeno (Ag670_Hc) 

mostraron valores de Rct similares a los reportados previamente (21,55 ± 0,01), confirmando 

la presencia de algún componente en el buffer con capacidad para afectar la integridad de las 

proteínas presentes en la superficie del electrodo. Sin embargo, a la fecha de este reporte no 

ha sido posible utilizar un buffer diferente para resuspender el antígeno Ag670_Hc durante 

su producción en el laboratorio. 
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Figura 5. Detección electroquímica de antígenos de H. capsulatum. Diagramas de Nyquist representativos de 

ensayos por EIS para la detección de antígenos Ag212_Hc (A, B) y Ag670_Hc (C). Concentración de antígenos a 1µM 

(A, C) y 1nM (B). Las tablas representan el análisis de datos obtenidos por EIS; resistencia de la solución electrolítica 

(Rs), resistencia de transferencia de carga (Rct), impedancia de Warburg (Zw), función chi-cuadrado (χ2). Los valores 

representan promedios obtenidos de 3 ensayos independientes (3 electrodos por ensayo) con cada antígeno. 
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DISCUSIÓN  

Aunque en los últimos años se ha visto un gran avance en los programas de control y 

prevención de las enfermedades infecciosas, el principal reto sigue estando relacionado con la 

identificación rápida y específica del agente causal de la infección y el inicio oportuno del 

tratamiento antimicrobiano que evite el desarrollo de complicaciones y la aparición de mecanismos 

de resistencia en el patógeno.  

Como alternativa a esta problemática se han venido implementando nuevas tecnologías, 

incluyendo los biosensores electroquímicos, para el desarrollo de métodos diagnósticos tipo POC, 

capaces de ofrecer mejores rendimientos en términos de sensibilidad y especificidad, con tiempos 

de ensayo reducidos, más portables y fácilmente utilizables fuera del laboratorio, ya sea en la 

habitación del paciente o en consultorios de centros de salud de primer nivel de atención [15, 16]. 

Los biosensores electroquímicos emplean un electrodo como transductor de la señal, al cual 

se le acopla una molécula bioreceptora que reconoce y captura el biomarcador de interés. 

Actualmente, existen reportes sobre el desarrollo de este tipo de dispositivos para el diagnóstico de 

infecciones por bacterias (Escherichia coli [17], Staphylococcus aureus [18]], parásitos 

(Trypanosoma spp [19]) y virus (Hepatitis B [20], VIH [21], SARS-CoV-2 [12, 22]). En el caso de 

las infecciones producidas por hongos, a la fecha solo se ha reportado dos estudios, uno publicado 

por Kwasny y colaboradores [24] en el cual se desarrolló un sensor electroquímico con capacidad 

para detectar hasta 10 UFC/ml de levaduras de Candida albicans mediante espectroscopia de 

impedancia electroquímica (EIS), y otro publicado por Villamizar y colaboradores [24], quienes 

desarrollaron un biosensor basado en transistores de efecto de campo FET (del inglés, Field effect 

transistor) capaz de detectar hasta 50 UFC/ml de levaduras C. albicans.  

En nuestro caso, para demostrar la interacción antígeno-anticuerpo de las moléculas 

diseñadas, sintetizadas y caracterizadas, descritas en el capítulo II de esta tesis, desarrollamos un 

prototipo beta de inmunosensor electroquímico, utilizando electrodos serigrafiados de carbono, 

modificados con NPs-Au y funcionalizados con los anticuerpos policlonales capaces de detectar 

los antígenos Ag212_Hc y Ag670_Hc específicos del hongo H. capsulatum que desarrollamos, 

mediante EIS, monitoreando los cambios en las propiedades eléctricas de la interfaz del biosensor 

durante el proceso de bioreconocimiento ligando-receptor (Figura 5A-C)  [25-27]. 

Inicialmente, se logró demostrar la electrodeposición de las NPs-Au sobre la superficie de 

los electrodos, mediante el análisis de imágenes obtenidas por microscopia electrónica de barrido 
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de electrones (Figuras 2F, 2G), el mapeo de la composición química elemental (Figura 2H). 

Además, se evidenció los picos característicos de la oxidación y reducción del oro por CV en H2SO4 

(Figura 3A) y el aumento del área electroquímicamente activa (Aea) en el electrodo de trabajo 

modificado con NPs-Au con respecto al electrodo de carbono desnudo (Figura 3B, Tabla 1). Estos 

resultados son comparables con los reportados en otros estudios [12, 28] y ponen de manifiesto el 

potencial de la plataforma transductora modificada para una vez funcionalizada con los anticuerpos 

desarrollados se ensamble un inmunosensor con características analíticas mejoradas.  

En este contexto, la plataforma modificada con NPs-Au se funcionalizó con los anticuerpos 

anti-H. capsulatum, utilizando el protocolo previamente reportado por Echeverri y colaboradores 

[14] quienes demostraron que una solución de anticuerpo a 50 µg ml-1 durante 120 minutos de 

incubación es suficiente para asegurar la máxima adsorción de la molécula sobre la superficie del 

electrodo. La Figura 4 muestra la caracterización por EIS de los electrodos modificados y 

funcionalizados y el esquema del circuito equivalente de Randles (Figura 4A) que mejor representa 

el fenómeno físico de la interfaz electrodo – solución. Por ejemplo, la resistencia de la solución 

electrolítica (R1), la resistencia de transferencia de carga (R2), la impedancia de Warburg (W1) y 

el elemento de fase constante (Q1) que tienen en cuenta la alta rugosidad de la superficie electródica 

por la presencia de NPs-Au. El diagrama de Nyquist de la Figura 4B y la Tabla 2 muestran una 

disminución en la resistencia a la transferencia de carga de 10,95 ± 0,03 a 2,74 ± 0,02 kΩ después 

de electrodepositar las NPs-Au en la superficie del SPE-C. Esta impedancia aumenta 

dramáticamente a 14,48 ± 0,08 kΩ y 33,87 ± 0,07 kΩ después de funcionalizar con los anticuerpos 

y bloquear con 1% BSA, respectivamente, indicando la funcionalización apropiada de la superficie. 

Sin embargo, el aumento en los valores de Rct en los electrodos funcionalizados y bloqueados con 

BSA es indicativo de la presencia de múltiples sitios de unión no específicos en los cuales no se 

adsorbió el anticuerpo. Teniendo en cuenta las diferencias fisicoquímicas entre un anticuerpo y 

otro, en términos de secuencia de aminoácidos, presencia de grupos funcionales y punto 

isoeléctrico, se podría plantear como perspectiva futura mejorar las condiciones del protocolo de 

funcionalización, de tal forma que se logre disminuir al mínimo la presencia de dichos sitios no 

específicos. 

 

Como prueba de concepto inicial, se evalúo la capacidad de los inmunosensores para 

detectar los antígenos de H. capsulatum desarrollados. En un primer momento se verificó la 
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funcionalidad del sistema utilizando una concentración de antígeno a 1 µM.  Específicamente, para 

el antígeno Ag212_Hc, las condiciones de reacción definidas fueron suficientes para observar una 

diferencia clara en la resistencia a la transferencia de carga de los electrodos cambiando de 33,87 

± 0,07 kΩ con el electrodo funcionalizado a 45,80 ± 0,08 kΩ, por interacción con los antígenos, 

confirmando la formación del complejo antígeno-anticuerpo en el inmunosensor (Figura 5A).  

Posteriormente, se realizaron nuevos ensayos utilizando una solución del antígeno a 1 nM 

(equivalente a 80 ng/ml). Lo anterior, teniendo en cuenta los valores de rendimiento reportados en 

otros kits de diagnóstico tipo ELISA para la histoplasmosis (valor positivo desde 1,8 a 12 ng/ml) 

[29, 30]. Es importante resaltar, que la diferencia entre los valores reportados anteriormente estaría 

relacionada con las características biológicas de los antígenos blanco utilizados en cada técnica, 

incluyendo su tamaño y peso molecular (23,24 KDa para Ag212_Hc, 75,44 KDa para Ag670_Hc 

y 504 g/mol para galactomanano). En ese sentido, se podría estimar que para el caso del antígeno 

galactomanano, la concentración reportada en las muestras positivas estaría en un rango de 

concentración entre 3 nM a 12 nM. En nuestro caso, al utilizar una concentración de 1 nM se logró 

evidenciar un cambio en los valores de la resistencia a la transferencia de carga de 13,85 ± 0,07 kΩ 

con el electrodo funcionalizado a 14,40 ± 0,08 kΩ por interacción con los antígenos, indicando 

interacción antígeno – anticuerpo a pesar de la baja concentración del antígeno y por tanto el 

reconocimiento su reconocimiento por el inmunosensor (Figura 5B). 

Por otro lado, para el caso del antígeno Ag670-Hc, los ensayos de detección indicaron un 

posible efecto de remoción de las proteínas previamente ancladas al electrodo (anticuerpos y BSA) 

(Figura 5C). Previos estudios han demostrado que es posible generar una disrupción, utilizando 

agentes surfactantes, como detergentes y otros compuestos orgánicos, los cuales tienen la 

capacidad de solubilizar e inestabilizar la integridad de ciertas proteínas, formando además una 

doble capa aislante sobre la superficie de los electrodos [31, 32]. En relación con lo anterior, el 

antígeno Ag670_Hc es una proteína recombinante previamente sintetizada y purificada en el 

laboratorio mediante un sistema de expresión procariota, utilizando protocolos que generan 

posiblemente la presencia de surfactantes en el buffer de purificación de la proteína. Este hecho se 

confirmó al obtener los mismos resultados cuando se realizaron ensayos utilizando únicamente el 

buffer de purificación y bajo las mismas condiciones de incubación del antígeno. Como perspectiva 

de esta parte del trabajo desarrollado se plantea la posibilidad de realizar ensayos adicionales de 

detección del antígeno Ag670_Hc después de someterlo a un protocolo diferente de purificación. 
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Sobre los antígenos utilizados para los ensayos de detección con el inmunosensor, 

Ag212_Hc y Ag670_Hc, es importante mencionar que, ambos se identificaron previamente como 

proteínas específicas para el hongo H. capsulatum,  y como antígenos circulantes de pacientes con 

infección confirmada de histoplasmosis, según la evidencia experimental obtenida en reportes 

previos (datos sometidos a publicación que conforman el capítulo II del presente trabajo de tesis), 

razón por la cual tendrían el potencial para considerarse como biomarcadores específicos de 

histoplasmosis, y como blancos antigénicos durante el desarrollo de nuevos métodos de diagnóstico 

como el propuesto en el presente trabajo. 

 

Finalmente, teniendo en consideración las limitaciones anteriormente mencionadas de los 

métodos de laboratorio convencional y de los biomarcadores de diagnóstico utilizados actualmente, 

con los resultados obtenidos en el presente estudio se demuestra el potencial de combinar 

estrategias de búsqueda e identificación de nuevos biomarcadores específicos de patógenos, con el 

desarrollo de nuevas herramientas tipo POC, como los inmunosensores, para el diagnóstico de 

enfermedades producidas por agentes infecciosos, como la histoplasmosis. 

Como prueba de concepto, los electrodos se modificaron y funcionalizaron con una capa 

de anticuerpos policlonales anti-H. capsulatum para la detección del antígeno Ag212_Hc específico 

para el hongo H. capsulatum. Las condiciones establecidas en el laboratorio y la interacción 

antígeno – anticuerpo son prometedoras para desarrollar un inmunosensor para el diagnóstico de 

la histoplasmosis. Sin embargo, aún es necesario caracterizar analíticamente el inmunosensor, en 

términos de rango operativo de trabajo, límite de detección, sensibilidad, especificidad, 

selectividad y estabilidad en condiciones de almacenamiento en el laboratorio. Finalmente, en una 

etapa posterior también se plantea la validación clínica del inmunosensor para determinar su 

sensibilidad, especificidad clínica y precisión diagnóstica. Así mismo, se deben contemplar 

ensayos adicionales que validen los resultados preliminares, en los cuales se incluya el uso 

muestras con diferente naturaleza biológica como orina, suero o biopsias obtenidas de pacientes 

con diagnóstico confirmado de histoplasmosis. 
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1. Conclusiones generales 

 

Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral resaltan la importancia de implementar 

estrategias que combinen el uso de herramientas computacionales y el análisis e integración de 

datos ómicos (genómica, transcriptómica y proteómica), para la búsqueda, identificación y 

selección de nuevos biomarcadores, siendo éste uno de los primeros estudios enfocados en aplicar 

este tipo de estrategias para el desarrollo de nuevos métodos de diagnóstico microbiológico para 

enfermedades infecciosas de importancia médica como la histoplasmosis. 

 

A la fecha, se han logrado identificar al menos cinco proteínas específicas para el hongo H. 

capsulatum, tres de estas con evidencia experimental para considerarlas como antígenos circulantes 

en pacientes con histoplasmosis.  

De igual forma, se estandarizó en el laboratorio un sistema de expresión de proteínas 

recombinantes y un esquema de inmunización en ratones para la producción rápida de anticuerpos 

policlonales, con los cuales se logró verificar experimentalmente los hallazgos obtenidos por el 

análisis bioinformático.  

Adicionalmente, se demostró la presencia de los antígenos identificados en cultivos de 

levadura de H. capsulatum y en algunas muestras de orina de pacientes con diagnóstico de 

histoplasmosis, y se confirmó la especificidad de los anticuerpos purificados, siendo negativa su 

reactividad contra cultivos de Candida albicans y Aspergillus spp.  

 

Finalmente, se demostró la capacidad de los anticuerpos policlonales desarrollados para 

reconocer antígenos específicos del hongo H. capsulatum, registrando la interacción antígeno – 

anticuerpo mediante una plataforma de prueba rápida tipo biosensor electroquímico, utilizando 

electrodos serigrafiados de carbono modificados con nanopartículas de oro y funcionalizados con 

el anticuerpo policlonal. 

Estos ensayos sirven como prueba de concepto inicial y brindan un primer acercamiento 

para el desarrollo de nuevos dispositivos con potencial aplicación para el diagnóstico de la 

histoplasmosis. 
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2. Perspectivas 

 

Actualmente, es clara la importancia de afrontar las enfermedades infecciosas desde una 

perspectiva amplia, desarrollando estudios enfocados en mejorar los programas de prevención, los 

métodos de diagnóstico o los esquemas de tratamiento para dichas enfermedades. 

 

En nuestro caso, se planteó el uso de una plataforma biotecnológica para la identificación, 

producción y validación en el laboratorio de nuevos biomarcadores de diagnóstico, la cual tiene el 

potencial para aplicarse en otros modelos de infección, y para el desarrollo de nuevos métodos de 

diagnóstico que, implementados adecuadamente tendrían un gran impacto en mejorar la calidad de 

vida de los pacientes. De hecho, teniendo en cuenta que durante el análisis bioinformático se 

incluyeron otros agentes fúngicos de importancia médica como Candida pp., Aspergillus spp. y 

Pneumocystis jirovecii, se podrían utilizar los datos obtenidos para iniciar la búsqueda de nuevos 

biomarcadores de diagnóstico de infección para estos hongos. 

 

Adicionalmente, y desde otra perspectiva, se podrían desarrollar nuevos estudios enfocados 

en evaluar la función de los antígenos aquí descritos, y de los cuales no se tiene conocimiento sobre 

el papel que cumplen durante el proceso de patogénesis de la histoplasmosis. Para ello, se podrían 

realizar ensayos in vitro e in vivo para determinar el posible efecto de los antígenos sobre los 

procesos de reconocimiento, fagocitosis o destrucción de las levaduras de H. capsulatum y sobre 

el desarrollo de la respuesta inmune en el hospedero. 

 

Finalmente, teniendo en cuenta los resultados obtenidos hasta ahora, se podrá continuar con 

la validación analítica del inmunosensor para el diagnóstico de la histoplasmosis, consolidando una 

de las líneas de investigación del grupo dedicada al desarrollo y validación de pruebas rápidas tipo 

POC para el diagnóstico de las enfermedades infecciosas producidas por hongos. 
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1. Productos de investigación 

 

1.1 Artículos científicos 

como productos derivados de los resultados obtenidos en el presente trabajo, se tiene 

sometido 1 manuscrito: 

 

- Identification and production of novel potential pathogen-specific biomarkers for 

diagnosis of histoplasmosis. (Publicado, revista Microbiology spectrum) 

 

Sobre los resultados relacionados con el objetivo específico 3.2.4 Demostrar la interacción 

de los anticuerpos policlonales desarrollados frente a los antígenos de H. capsulatum mediante un 

prototipo beta de prueba rápida tipo POC, estos serán incluidos en un próximo manuscrito (en 

preparación), una vez el inmunosensor se haya validado analíticamente. 

  

1.2 Presentaciones en eventos académicos 

Adicionalmente, con los resultados obtenidos en el presente trabajo se ha participado en los 

eventos académico-científicos listados a continuación:  

 

- Infocus 2017, 15° Reunión de Expertos en Micología Clínica (Curitiba, Brasil).  

Modalidad Poster. 

Título: A simple and efficient method of DNA extraction for molecular diagnosis of 

histoplasmosis 

 

- 16° Infocus 2018, Forum on fungal infection in the clinical practice (Cali, Colombia). 

Modalidad Poster. 

Título: Identificación y selección de nuevos biomarcadores aplicados al diagnóstico de la 

histoplasmosis  
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- Infocus 2021, 19° Reunión de Expertos en Micología Clínica (Córdoba, Argentina). 

Modalidad Poster. 

Título: Protocolo general aplicado a la identificación y producción de nuevos 

biomarcadores con potencial uso para el diagnóstico de la histoplasmosis 

 

- ACIN 2022, XIII Encuentro Nacional de Investigación en Enfermedades Infecciosas (Cali, 

Colombia).  

Modalidad Oral. 

Título: Identificación de 2 nuevos biomarcadores específicos para la histoplasmosis con 

potencial aplicación en plataformas de inmunodiagnóstico 

 

- I al V Jornadas La Ciencia de los Doctores UPB, entre 2016 a 2022 (Medellín, Colombia) 

Evento organizado por el programa de Doctorado en Ciencias Médicas (UPB).  

Modalidad Oral. 

Título: Desarrollo de una prueba rápida tipo POC (point-of care) para el diagnóstico de 

la histoplasmosis: prueba de concepto 

Reconocimiento a mejor presentación en el marco de la III Jornada. 

 

2. Financiación 

Para el desarrolló del presente trabajo de investigación, se contó con el apoyo de: 

 

- Ministerio de Ciencia, Tecnología e Innovación - MinCiencias, mediante la beca de 

financiamiento del Programa Nacional de Doctorado 

 

- Universidad Pontificia Bolivariana, a través del programa de Doctorado en Ciencias 

Médicas 

 

- Corporación para Investigaciones Biológicas, mediante el apoyo con recursos internos del 

Grupo de Micología Médica y Experimental. 

 

 


