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La candidiesis es uns infeccidn spuda o subaguda, en 1la
gue el bhonso puede producir lesiones en boca, vargina, viel,
ufiss, bronquios, pulmones v, en ocssiones, seoticemia, endo_

cerditis o meningitis (11). Candide slbicans es una levadurs

imperfecte, que en la actuslided se considers pleomdérfica.

Su distribueidn es mundiel v se encuentra cominmente en 1N%
(21) 81 22% de los individuos sanos como comensal del trac_
to dizeativo, de la csvided orsl en 42.9% (54), en vagina _
de mujeres sanss, del 15% (?1) a1l 20.7% (54) v en 1s orins,
en un 10% (21). Es &1 sgente etioldgico was comin de infec_

cién micdtica oportunista en pacientes de alto rieszo (57).

Tn los Qltirmos afios se ha reconocido que las infeccio
nes sistémicas por Cendida hen llesado s ser uns causs im __
portante de morbi-mortalidsd entre los nacientes hospitali -
zados (33), en guienes 1lgz colonizscidn por éste gérmen es ..

mes elevade que en la poblacidn genersl (21).

Ta candidiasis disemineda o invesiva es unes enfermedad-
cada vez mss frecuente, poco diagnosticeda v cesi siempre fa
tel. Sus cifras de mortslided varfan entre 60 v 80% (22), pe

ro disminuven de meners sionificativa con la instalscidn -
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oportuns del tratamiento antimicdtico (27). Sole un 15 & 40%
de pacientes con evidencis postmortem de candidiasis disemi-
nsda alcenzan a recibir tratamiento premortem (21). Esto ha—
ce implicita, por lo tanto, la necesidad de un diarndstico -

tembien oportuno.

QOcurre como complicacidén grave en pacientes inmunosupri
midos, recentores de transplentes, con enfermedades mielooro
liferatives (sobre todo leucemia), con tumores sdlidos, sone
tidos s tretsmientos sntimicrobisnos prolonzados, diabéticos
con guemadurss extensas 0 con slimentscidn parentersl, entre
otros (1,19,7°,3%,4%,45,60). Sin embarpgo, Young (62) he re ..
portado que la mavoris de los pacientes con csndidiasis sis—
témice no presentan enfermededes wieloproliferatives v que —
no bhsbian recihido tratamiento inmunosuprescr, sunque si en.
contrd relecidn con ls presencia de slouns enfermedsd subva-—

cente.

Fntre los pacientes leucémicos, la incidencis de 7% en-—
los afios de 1954 a 1959 se incrementd al 35% en el periodo -.
de 196% & 1975 (21,37). Myerowitz et 8l estudiaron casos de_

Cendidiasis sistémica probada por autopsia entre 1963 y 1975,
Y encontraron una elevacidn de 1.1 a 6.8 casos por afioc duran—

te los Bltimos 4 afios v medio de su investigacidn (473%).



Se he reportado que un 15 hssta un 5%% de pacientes

con leucemia desarrollan infeccidn por Candide (5,13,41).
Ta muerte en éstos enfermos se relaciona con infecciones en_
eeneral en el 54% (41). E1 60 sl 85¥ de los casos no se dise

nogticen a tiempo (22).

Tasta 1974 la mayoria de los diarndsticos confirmsto —
rios se baseban en métodos histoldsicos mediente biopsia o -

necropaia (62).

Les dificultedes para establecer un diagndéstico oportu_

no ante-morten deriven de varios factores:

g) ITnsuficiente carascterizsacidn c¢linica de la enfermedsd ——

(43,60).

b) 71 hébitst endbézeno del hongo, 1o altas frecuencia con que
Candide coloniza las membranss mucosgs de pacientes debi-
litasdos v la msrcada variscién en especies de Candids aig
ladss de diferentes sitios del wmismo peciente, 1o que ha-

ce confuse ls interpretacidn de los ecultivos (22,3%,43).

¢) Los cultivos son muches veces negativos en presencia de -
la enfermedad. Solo en 39 8 44% de los pacientesg con cen-

didissis diseminade el bhemocultivo results positivo y —=



solo del 66 sl 87% son reportsdcs sntemortem (21,43,52).

d) Lss pruebas cuténeas con cendidina no disenostican la en-
fermedad gpuda. Tienen uns slta incidencia de positividad
en individuos s@snos v tambien son vosibles las rescciones

anérgicas (45,60).

Se han publicado informes discrepentes e incluso centras
dictorios sobre la sensibilidad de 1lss pruebas seroldgicas —

pera detectar anticuerpos anti-Candids sglbicans (19,20,24, -

37,45,57). A ese respecto, pueden hacerse lss siruientes con

gidersciones:

8) Estas prucbas no han demostredo valor diegndstico em —0
huéspedes inmuncsuprimidos v solo svudan cuando esté in—
tscto el sistema inmune, lo que con frecuencia excluve a_
los pacientes cancerosos o inmunocomprometidos por otras_
¢ircunstenciss (1,19,3%33). 5n 1log pacientes inmunosuprimi-.

dos se detectan titulos menores, con un incremento en las

reacciones falsas necstivas: ademés, no tienen valor
digendéstico Pars diferenciar a los pascientes colonizados—

de aguellos con enfermedad invesiva (19,20,24,25,35).

b) Los anticuerpos sparecen tard{emente en el curso de la —



e)

d)

e)

f)

infeccidn (33).

Ia especificidad de éstas técnicas es baja* aleunos inves
tigadores piensan que tiene sienificencia diagnéstica el_
detectar aslutininas en el suero de los pacientes: otros_
creen cue ésta informacidn posee un valor dudoso (19,44).
I.a sensibilidad de éstss pruebss es muy variable (7 a 94%)

(19,37).

En un estudio, el titulo de anticuerpos zglutinentes no -
8irvié como indicador psers cendidiasis sistémica (19).
No se han eneontrado anticuerpos hasta en 12 al 24% de pa

cientes leucémicos aln en presencia de candidiasis (19, -

Z7).

Los anticuerpos selutinantes se encuentran hasta en 89% —
de individuos sparentemente sancs y las reacciones cruza-—
das con otros honcos y bacterias son comunes. Las resccio
nes falgas positivas ven del O al 15% con fslsas negati -

vas en un 2% (22, 24, 45, 57).

La sola presencia de snticuerpos no es indicativa de in —
feceidn por Cendida, aunque la elevacidn en el titulo pus
de ser ung sefial temprsna de infeccidén severa. For otre -

paerte, se han demostrsdo anticuerpos a concentracidén ele—



veda en el suero de individuos normales (19,24,37,57).

g) En otro estudio cooperativo entre 6 laborstorios, se uti-—

h)

lizaron tres métodos de uso comin (difusidn en arar, eglu
tinacidn de célules cowpletess v aglutinacidn de létex) v_
seis de eleccidn, uno por ceds lsboratorioc. Se reportsron
erandes verisciones, tanto en sensibilidad como en especi
ficidad, con alpunos métodos, debido a 1la interrelscidn
de une serie de fasctores:

1.Diferentes condiciones smbientales pars el crecimiento.
2.%vétodos de disrupcidn celular.

%.Variacién entigénica de ceps 8 ceva,.

4.Pactores de dilucidn.

5.Diferentes condiciones de pruebas (38).

El seguimiento de la cinética de las respuestas de snti-—
cuerpos sntimensno y snti—sentigeno citoplédsmico de Sandi-
dz rlbicans en coneios v humenos, se ha encontrado que ls
inoculscién de coneios con ceélulas cormpletas muertes por-
cslentamiento, despiertan uns respuesta de anticuermos .
sntimanano & los 5 — 14 dias posteriores a 1ls inveccidn.

"uando se administrd msnano, la respueste de anticuerpos_
sntimansno acurrid e los 3 — 3 diss posteriores v la2 ino-~
culecién de sntigeno citoplésmico produjo gnticuerpos ——

enti—citopldsmicos & los 5 — 7 dias. las respuestas inru-



nologicas en humenos v conejos fué muy similar (28%).

Asi, entre 1les rszones que impiden interpretar sdecuada
mente lss pruebss seroldéeicas pera ls deteccidn de anticuer—
pos, podemos incluir:

1. Individuos que tienen titulos importantes de selutininas—

v precipitinas, ain sin evidencis de candidiasis diseming

das

2. Tndividuos con enfermedad diseminmds, peroc que son anérgi

COSB.

%. Palta de reactivos estandarizedos psra les pruebass (44, -

45) .

4. Frecuente incapsascided de los pacientes inmunocomprometi -~
dos o muy debilitsdos ye, pera producir respuestas detec~

tables (19,24,44).

Entre les csrascteristices clinices que apoven el dieg
néstico de cendidissis diseminada se han propuesto 1los si --

guientes criterios (dos o maes):

1) Wemocultivos positivos repetidos en varios diss en pecien

tes con sogpecha clinics o simnos de septicewias.
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2) Hellazgos fundoscdpicos de endoftalmitis candididsica.

%) Fvidencies petoldeica post-mortem de endocsrditis sobre —

una vAlvula prostética.

4) Sienos de peritonitis con cultivos positivos de Csndida _

elbicsns en el 1iquido de paracentesis.

5) Trocultivos positivos repetidos (24).

Entre las manifesteciones clinicss veriférices de cendi
diagis sistér’ce se encuentren: miocerditis, endoftalmitis,
asteomielitis, srtritis hematdgens, esofscitis, lesiones cu--
ténees macronodulares, menineitia, endocarditis, peritonitis
v neumonia (15,17,55). En estudios de sutopsie se han encon-

trado sfectedos con mevor frecuencias el rifidbn y el miocardio

£ 15,50

Ctro cemino para el diasgnéstico en la candidiesis sisté
mica es el de buscer antisenos de Csndida en el suero de pe-

cientes infectsdos. Las ventsiss de date enfoque serisn:

a) le positividad de las pruebss no reguiere de la respuests

inmune del huésped.



b) Presumiblemente, solo.los pacientes con enfermedad disemi
nede pueden tener antigenos en el suero a titulos impor -

tantes.

¢) 1s sntizenemis puede detectarse afln cuando esté instaledo

ve el trstemiento antimicdtico {44).

d) La deteccidn v cuantificacidn de sntizenos en sueroc huma--
no requieren ususlmente de pruebes muv sensibles, debido_
& gue se encuentran en 1l:¢ muestrs en concentraciones muv_

ba jss.

De acuerdo con informes recientes, s8e ha detectado enti
genemis medisnte el uso de una gren variedad de métodos: con
treinmunoelectroforesis, cromatografis de gsses en fase 1i -
quidse, inhibicidn de bemsglutinacidn, radioinmunoensavo, ——

etc. (2,21,31,39,40,44,49,60).

Yarkering usé un método de contrainmuncelectroforesis —
en 48 pscientes inmunocomprometides v con cultivos vositivos
pers Candida, y detectd el sntiseno en 13 enfermos, 8 de los

cusles se demostrd que tenisn enfermedsd sistémica (31).

Miller empled cromatografis gas~liquido e identificd pi

cos snormsles en pacientes con candidewis, pero su método —
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no se puede splicar en nuestros laboratorios (31,40).

Weiner y Vount emplefron une técnica de inhibicidn de -
hemarlutinacidn. ®n su estudio, 6 de 19 pacientes con candi_
diasis invasive fueron positivos tempranamente en el curso _
de 1lg infeceidn, 1o que reoresenta el 30% de positividad-: sin
embargo, la sensibilided fue bais (60). Meunier también uti--
1lizé una pruebz de inhibicidn de hemeglutinacidn pasive v
fué capsz de detectar pequefias cantidedes de menano en 19 de

%22 pacientes (39).

Poor et al utilizaron un radioinmuncensevo de fase s561i
do, e identificoron antigenemia en 70.4% de ratones infecta—
dog, sun con hemocultivos neeativos. En otrs revisidén con és
ta técnica se detectd sntizenemis en 12 de 19 pecientes con—

candidissis probada (2,44).

Tembién se han encontrsdo mancse, arebinitol, wansno 7.
creatinina séricas como marcadores de 1o enfermedad. Aungue
tales marcsdores estsben elevados en slpunos de los animales,
solo el meneno sérico fué especifico en el modelo con cone —

jos inmunosuprimidos (49).

Mas recientemente se ha evaluado un sistema de bisqueds

de Candida (CAND-TEC), que detecto sntigenos proteicos de —
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Candids @lbicans, stellatoidea, tropicslis y parapsilosis.

Su sensibilided es del 71%, con une especificidad del 98% __

(21Y)s

"srren, en 1977, fue el primero en emplear experimentsl
mente FLISA {I'nzyme linked immunosorbent assay) para detec —
tar entigenos de Candids en snimeles, aungue no correlasciond
los titulos encontredos con ls letslidad de la enfermedad ex

perimentel {(59).

En modelos animeles (conejos), los titulos determinados
por FLISA cor-elecionsron coan la extensidén de la infeccidn v
la presencia de un titulo elevado predi jo la muerte. Ests —
técnice fue positiva eln en wresencia de hemocultivos negati

vos (27).

Se desarrolld después ung veriante inmunoenzimética de_
doble sendwich para le investiczacidén del antigeno menanc en_
suero. El ensayo estsblecidé la presencia de antigenemia den—
tro de las primeres 24 hores en todas lés ratas infectadas v
persistidé hasta su wmuerte. La sensibilidad de éste método fue
de 1 ng/ml en buffer, pero en suero humano comin fue 1000

veces wmenos sensibl. (33).

Con un método similer, Araj utilizd como antigeno un ——
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extracto citoplésmico de C. slbicens y encontrd que en 7 va-
cientes con 1la enfermedad probsde, todos presenteban concen-
treciones sltes de éste anticeno. El nivel promedio de anti-
zenemia fue de 1,200 ng/ml, v le pruebe se considerd positi-

va a pertir de 125 na/ml /1).

Se han comperado éstas dos varisntes de técnices inmuno
enzimdticas (método de sandwich v método de inhibicidn) v se
prefiere generalmente 12 primera, porque ls ebsorbencia es _
directemente proporcionsl a la concentrscion de msnano (48).
3in embergc, Seael empled inhibicidén de ELTSA y reportd un _
rongo de inhibicidn del 22 =21 55% en pacientes con ecandidie—

sis probesds por autoosis (53).

En endocarditis experimentel en conejos, se detectd sn-
tigenemls por C. zlbicsns en el 75% de los animeles enfermos

v en nineuno de los controles (52).

Entre 1las desvents iss de EITSA vpare identificar anticse-

nos de Cendids estdn les siecuientes:

1. Riesco de gue 1l» alta prevelencia de snticuerpos en poble
ciones humanas normales influve negativeomente sobre 1z —.
sensibilided de latos inmunoensevos, 0l secuestrsr molécu
las circulentes del antireno. Mo obstante, el calentemien
to previo del suero disocis éstos cowpleios antigeno-—anti

cuerpo (1,3%,48).
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Is entigenemis puede ser un fendmeno intermitente o tem. ..
prano, gue no se presente en todos los individucos en fase
svanzada de 1s enfermedad. Ia infeccidn orofunda por Con-
dida, sin cendidemie documentada, ocurre en 2R s 54% de _
los pacientes v 1o contrerio, candiderie treasitoris sin

evidencis de enfermedsd sistémica, también sucede (33,

690).

Ls posible participscidén de mecenismos pars depursr los _
antigenos circulsntes, cuva eficiencia en ocasiones puede

exceder s la tsss de produccidn de éstas moléculss (1).

Se han suscitado tembién alpunes controversiss en el reco
nocimiento de le inmunoespecificidad de los antisenos de_
C. slbicans que han sido preparados por métodos diferen—

tes (4).

ILa vered celulsr de lo® hongos es una estructura comple

je, compuests en gren perte de polisacéridos. Los polisacéri

dos cristelines (quitins v glucsno) constituven 1s porcidn _

esquelétice de lo pereci, mientras que los polisscéridos amor

fos v los complejos de protefna-polisacérido forman perte de

la metriz (18).

Fl componente cntisénice® mayor de ls pared celulsr de _
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C. elbicens, llemedo maneno, es un polimero con miltiples ra
mificeciones, compuesto de cadenas cortass de manosa unides -
por enlsces glucosidicos ¢lfs—1,2 v en sus ramificaciones =~
por unicnes 8lfa- 1,6. El elucano (polimero de D-rlucose con
enlaces glucosidicos beta=1,3 v bete~1,6) v el maneno consti
tuyen el cowmplejo cerbobidreto priwario de la matriz de 1z -

pared celulsr de C. albicens (36).

El anédlisis quimico de los componentes solubles de C.
elbicans he revelado complejos de cantidedes varisbles de __
proteineag o péptidos, glucosa o menosa (12). El estudio qui-
mico de los crrbobidratos muestra que consisten cesi exclusi
vamente de manoss (96" en el mangno purificado v 92% en pare
des celuleres). El mansno es responsable de 1ss rescciones —
de eselutinacidn e inmuncfluorescencis. Las porciones de hexo
sa o heptosa con enlaces glucosidicos 21fs~1,2 han sido reco
nocidas como determinentes anticénicos v estén contenidas en
las cedenss latersles. Las diferenciss seroldsicss que exis~
ten entre uns cepe v otra se apovan en lasg distintes longitu

des de éstos determinsntes (36,54).

Le estimecidén de la wrsa de la pared celular varia del—

15 1 307 del peso seco (54). Cendids albicens tiene por lo_

menos dos grupos seroldgicos sntigénicemente diferentes, A v

B. Fl serotipo A es antigénicemente muy similar a C. tropica-—
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~1lis, sungue ésta Gltims no posee el antigeno 7 (29,42,56).

Los serotipos A v B compsrten los antigenos 1, 4 v 5, -
pero la especificidad antigénice reside en el factor 6, gque_s
solo se encuentra en el tipo A. Los antigenos encontrados —

-

'in vivo" durante 1o infeccidén con un serotipo particular __

pueden ser bien detectados con snticuerpos contra el seroti-
po Vv pobremente por snticuerpos contra serotipos diferentes_

(46).

Le locslizecidén de los sntieenos en célulss de variess _
especies de Candida rotas mecénicsmente fue estudiads en ____
1963, Se produjeron v spliceron entisueros monoespecificos _
para identificar o los miembros del sénero Cendida. Se encon
traron los entigenos 1 61 3 en 1la pared celular y los antiog
nos termolébiles e,b,c ¥y 5 en el citoplasmzc. Los antieenos _
del 4 21 9 se ubiceron tanto en la pared como en el citoplas

me (99)0

La estructura antigénice de C. albicans tembién ha sido
enalizada por electroforesis cruzeda v se hen demostrado 68~
antigenos solubles en sgua, lo gque demusstra 1s comple jided_

sntigénice de ésta levadurc (4).

Se ha reconocido un ¢ntigeno, denominedo antigeno 47kD_
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con un peso molecui-r de 47,000, que comparte epitopes con —
otros antigenos candididsicos. La reaccién cruzada entre es—
tos epitopes comunes explicaria el porque los snticuerpos mo
noclonsles en el rotén reconocen mas de uns bsnda de precipi
tecidn (7). Ademés, debido a los antigenos comunes la sbsor—
cidén cruzeds pars la purificscidén de los factores del suero_
puede dar luger s una disminucidn en el titulo de snticuerpos

(42).

Los santigenos producidog "in vivo" pueden tener diferen
tes epitopes que los inducidos por blsstoconidiss "in vitro".
Sin embergo, los determinantes antizénicos especificos del

serotipo A de Candide albicans estén presentes en los antigg

nos circulantes durante ls infeccidn (47). Se ha establecido
que los polisccéridos termoestables contribuyen & la sntice—
nemis, sunque no se descarta la posibilidad de que otros an—

tigenos puedan circular "in vivo".

Los entizenos liberados durante lg infeceidn por un sge-—
rotipo especifico pueden ser detectados por anticuerpos con-
tra el mismo serotipo v pobremente, si aceso, por anticuer—
D08 contrs un serotipo diferente. De acuerdo con las formos_
entigénicas de las especies de Candida mencionsdes con gnte-
ricridad, el sntisuero contra el serotipo A puede identifi-—

car entigenos del serotipo B, a menos que los antigenos solu



— 17 -

-bles B tensan una composicién diferente & los presentes en_
le superficie celular A, o bien que los antigenos libersdos_
durente la infeccidn se encuentren disminuidos en sus facto-
res comunes 1, 4, v 5 v enriquecidos en factor 13b u otro --

factor no reconocido stn (46).

Recientemente, con la produccidén de snticuerpos monoclo
nales aglutinentes, Viyakswa (42) propone el siguients esque

me peres lag formulas antieénices de C. elbicans vy especies —

reclecionsdas:

BSPECT % AFTTAEVQS .
C. albicans A 5505 1
C. nlbicans B 154,5,13b
C. tropicslis ' 1944:5,6
C. guilliermondii 154,9
C. krugei 125511
C. parapsilosis 1,5,13,13b
C. pseudoiropicclis 1,8

¥odificade secin “emp (?9).

Les peredes celulares producen una respuesta de tipo —

TeM monoclonsl en el rotdn, lo que sursiere que contienen un-—
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antieeno que es, con relacién e éste animsl, timo— indeven—
diente (42). En contraste, en los humanos la formacidn de in
munoglobulines como respuesta a 1la inYeccidén de manano es ti

mo—-dependiente (47).

Pensrmos que une técnice inmunoenzimética de fécil a—r
plicacidén en nuestros laborstorios para identifiear y cuanti
ficar antigenos de C. albicsns en conejos infectados experi-
mentalmente puede eplicarse en el diegnéstico de cendidiasis

sistémice en humesnos.



MATERIAL Y METODOS

1. PREPARACION DEL ANTIGENO DE CANDIDA ALBICANS.

Se utilizd uns cepz de Cendida slbicans donada gentil—

mente por el Q.B.P. Alejendro Gsrzs Osuna, del Depsrtemento—
de ¥icrobiologia de la Universidad Auténoma de Nuevo ILedn.

La identificecidén de especie se 1levdé e cabo de acuerdo con-
la metodologis previamente descrite (26). Se sembraron pla__
cas con agsr Saboraud al 4% v se incubaron a 37 erados C por
43 - 72 horas, pare obtener cultivos en fese de crecimiento—
levaduriforme (10,19,54). Se eplicd une adaptacidn del méto-—

do de Filice psra 1o preperacidn del antipeno soluble (19).

El material de las colonias se c¢olectd con hisopo de al
20ddn estéril v se lavd tres veces con formol sslino sl 0.5
Se colectaron 20 ml de suspensidn celular que fue resuspendi
de a una cconcentracidn del 50% en formol salino y se frsccig
naron por ruptura celulsar en un gpsrato sonificador (Branson
Sonic Power Cowmpany, moedelo B —~ 30) durante 3 horazs a 300 —
watts, para producir la disrupcién de la mayoria de las espo

ras de scuerdo con monitoreo microscdpico.

Le suspensidén asi obtenida se calentd en bafio de tempe—~

- 19 -
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~returs constente a 62 graodos C dursnte 20 min. para atenuer
la virulencis. Para comprobar la esterilizacidén de les leva-
durss se hicieron resiembras en agar Saboraud y se incubaron
a 37 grsdos C durante 48 s 72 horas.

Posteriormente la mezcla celular se centrifugd a 23,500
g por una hora & 4 grados C. El sobrensdante se¢ separd y se—
mantuvo en refrigeracién 2 —70 grados C en alicuotas para —

ser empleado como aentigeno.

Se hicieron las sifuientes determinaciones en el mste.-~
rinl asi obtenido: presencia de polisacérido (Molish, Bene—
dict), proteinas (Lowry) (34), elucosa (orto—toluidina), car
bohidratos totales (Folin Wu) y manosa (diferencis entre car

bobhidratos totales y glucosa) (10).

2. PRODUCCION Y SEPARACICN DE ANTICUERPOS.

Se inccularon 6 conejos de 1.5 a 3 “gs de peso por via-
subcuténes con un volimen de 2 ml de una mezcla o partes i—
pugles de sdyuvante completo de Freund y del ontigeno produ-—
cido por nosotros. Ests inveccidn fue secuida de inoculscio-—
nes semanales con la misma dosis pero con adyuvante incomple
to de Freund, de acuerdo sl esquema de inmunizacidén descrito

previamente (27) ¥y que se ilustra en le tsblz 1.



TABLA 1
ESNUEMA DE INMUNI7 ACICNES A CONEJOS

C(N AVTIGEMO DE Candida albicans.

SECTIENCIA DE DO3IS DE VIA DE SITIO DE
INOCULACIONES ANTIGENO INOCUL ACION JINOCULACION
e — - — — e - 4
Primers 2 ml antigeno Subcuténea Dorso 1
con adyuvante
semana completo de
Freund
Serundz 1 ml entigeno Subcuténea Dorso ‘
con edyuvante
semana incompleto de ]
Freund
Tercera 1 ml entigeno Subcuténee Dorso
con sdyuvante
semgna incompleto de
Freund
Cuarts 1 ml entizeno o Intravenosn‘_ Vena
con sdyuvante marginal |
semana incompleto de

’ FPreund

-] -
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Se inoculd un carnero con dos dosis simultaneas de 3.5
ml de antigeno con adyuvente completo, El snimerl recibidé —
luego 4 invecciones semansles dobleg8 con ls migma dosis, pe-
ro con sdyuvante incompleto de ¥reund por vis intrsmuscular.
El esguema de inmunizecidn del carnerc se presenta en ls te—

ble 2.

Se sangraron los conejos de 1s vena merginel de la ore-—
ja, antes de cada une de lazs inoculaciones subsecuentes y se
tituleron por inmunodifusidn en portaobjetos. Se siguid una-
conducta similar con el cernero, del que se tomsron muestras
de sangre de le vens yupuler interna.-En smbos cas0s usamos—

el sntigeno preparado por nosotros.

El procedimiento que se aplicd psra la sepsrecién de an
ticuerpos fué el mismo psrs los conejos yv el carnerc. Se gi-

guid la técnica descrits por Voller et ol (58).

El suero se diluyd 1'5 con buffer salino de fosfatos —
(P3S) pH 7.4+ se afindid sulfato de amonioc %.6 M con pH 7.0,~
gota 2 gota y se mentuvo en seitacidn durente una hore. S¢ -
centrifugd & 11,000 g en una centrifuga Servall SS-34 dursn—

te 15 minutos s 4 grodos C.

Se deseché el sobrensadente y el precipitsdo se resuspen



TABLA 2

ESQUEMA DE IPYUNIZACICN DE CARNERQC CON

ANTICENQ DE Candids albicans

ppe— A . Prp— . iy Ll A Al W PP B . B B & A — .,..1\.
SECTTNCIA DE DCSIS DE V1A DE SITTO DE
INOCTTLACTONES ANTIGENO INOCULACION INOCTTLACION
Primere 2 inoculaciones Intramuscular Ambos
de 3.5 ml de gliteos
semans sntigeno con ed
yuvente compnleto
de Freund
Seprunda 2 inoculeciones Intremuscular Ambos
de 1 ml de enti gliteos
semana geno c¢on agdyu -—

vante incompleto
de Freund

P p— PP PP

Tercere 2 inoculeciones Intramuscular Ambos
de 1 ml de enti gliteos
semana geno con adyu —
vante incowpleto
de Freund

Cuerta 1 inoculacidén de Intravenoss Cuello
1 ml de entigeno

gemans con sdyuvante in
completo de Fre-—
und

nla._‘_‘m

— T
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-di6 v se lavd con sulfetc de amonio 2 M. Las gemselobulinas
precipitedas se reconstituveron a ls mitad del volumen origi
nal del suero con sfua destilads v se dislizaron contrs clo-—
ruro de sodio 0.85% durante 24 hores, con el fin de remover—
todo el sulfsto de smonio. Se utilizd cloruro de bario 0.01

V¥ para comprobar ls eliminscidén del sulfato de amonio, el —
que, de estar presente en el liquido dislizonte, reacciona -

con el clorurc de berio formando un preeipitodo blenco.

Se determind 1» concentracidn de proteinas tanto en las
muestras de los conejos como en 1as del csrnero, por el méto

do de Lowry (34).

3. CCMJIUGADO ANTI IgG DE CONEJC.

El conjugedo antigamselobuline de conejo con fosfatssa=-
elcalina fue obtenido comercislmente (Sigme Chemical Cowpa —
nv). En estudios previos no se encontraron diferencies cuan—
titetives con el uso de ésts enzima v con el de peroxidess,—
salvo gque los conjugados con peroxidasa cont;nﬁan el desarro

1llo de cclor después de le edicidn de hidrdxido de sodio (3,

6).

4. DETERMINACION DE LAS CONCENTRACICNES, TEMFERATURAS Y -
TIEMPOS DE ITCUBACION OPTINMOS DLL CONJUGADC, ANTIGENO Y
ANTTICUERPOS.



4.1 Determinecidn de la concentrscisn dptimo del conjueedo.

&)

b)

c)

d)

e)

Se cubridé uns hilers de 12 pozos (Immulon II, Dynatech) —
con 0.2 ml en cada uno de una dilucidn de snticuerpcs de~

conejo (0,25 mg/ml de proteina), usends como diluyente bu

ffer de carbonstos pH 9.6 .

Se incubaron en cémara bumeds a3 %7 grados € durente toda-

la noche con el objeto de que el enticuerpo se adsorbiese

» la superficie de poliestireno.

Se levaron 1los pozos con PBS~Tween, pH 7,4 dursnte tres —

minutos en tres ocasiones.

Se hicieron diluciones del conjugsdo en FPRS—Tween pH 7.4

para o justsr lss concentraciones siguientes: 1:800,

1:1000,

1:200 v 1:1600., Se llensron los pozos por tripli-

cado con 0.2 ml de cads unge.
Se incubaron z 4 grados C todes la noche en cémarse himedr.
Se levroron igual que ccmo se dice en el inciso c¢).

El substreto {(p=Nitrofenil fosfrto disodio, Siema Chemi—

cal Comwpeny) fué disuelto en buffer elcolino pH 9.8 pare—
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abtencr una concentrecidn de 1 me/ml. De ésta dilucidn se

afiadieron 0.2 ml 2 cade pozo vy 8e incubb a temperatura am

biente dursnte %30 minutos.

1) Se detuvo le rececidn rl ofisdir N.05 ml de bhidrdxidc de —

godin 3 M,

i) E1 contenidn de cads pozo fue trensferido a tubos con 1.8
ml de hidrdéxido de sodio 3 M y se tomaron las lectures en

un espectrofotémetro (Ferkin Elwmer) a 405 nm de ebsorban—

cta (9).

i) Se determind le dilucidn éptime del conjurado de scuerdo-
con la meyor dilucidén capez de producir color am~rillo vi

sualmente v de acuerdo a la densidad dptica.

4.2 Determinacidn de¢ la concentrecidn Sptima del antipeno.

a) Se hicieron diluciones del antigeno en buffer de carbons—
tos pH 9.6 pera obtener las siguientes concentreciones:s

1.0, 50, 100 vy §00 microgramos de proteina /ml.

b) Se afisdieron 0.2 ml de cada una de las dilueiones a los —

pozos por triplicsdo.



c)

d)

£)

g)

b)

i)

k)

1)

= 27 &«

Se incubaron g 37 grados C en cémara himede durente 24 ho
ros psrz a2dsorber el antigeno a la superficie de poliesti

p&d =) plagy

Se lavdé la plscea con 0.2 wl por pozo con PR3—Tween pH 7.4

durente tres winutos en tres ocasionese.

Se afiadieron 0.2 ml por pozo de una solucidn de enticuer—

pos producidos en cone jos (0.25 me de proteina/ml).

Se incubd @ 37 grados C durante 2 horss.

3e lavaron los pozos ifual gue en el poso d).

Se mfindieron 0.2 ml del coniugado diluido 1-1000 (concen—

tracidén 6ptima).

Se incubdé a 37 grados C por 24 horas en cémarc humeda.

Se lavd como en el ineciso d).

3e zfindieron 0.2 ml por pozo del substrato (1 mg/ml en 80

lucidn buffer slcalinz, pH 9.8).

Se incubd 1la placs o temper-ture smbiente durcnte 30 min.



m) Se transfirié el contenido de ceda pozo a tubos con bidrs
xido de scdio 3 M, parr detener lo reaccidén y llever la —

lectura en el espectrofotdmetro.

n) Se tomd como Sptime la monor concentrecibén de antigeno ca
paz de producir ~olor por observecibén visual y, desde el-
punto de vista espectrafotométrico, le que estuvo mas cer

ca al cero de densidad 6ptica.

4.% Determinccibn de le concentracibdn Sptima de los anticuer—

pos producidos en conejoSs.

a) Los snticuerpos producidos en el carnero se ajustaron & —
une concentrzcidn de 0.25 mg de proteine/ml en buffer de—
carbonatos, pH 9.6 . De ésta solucidn se afiadieron 0.2 ml

por pozo ¥y 8e incubaron a 37 grados C durante toda la no—

che.

b) Se levd la placa con 0.2 ml por pozo de PBS-Tween duran

te tres minutos por tres veces.

c) Se afiedieron 0.2 ml en cada pozo de la dilucién Sptime —

del antigeno de C. glbicezns (100 microgremos/ml).

d) Se incubd & 37 gradeos C por 2 horas.
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¢) Se hicieron diferentes diluciones de la solucibdn de gnti-
cuerpos producidos en conejos en buffer de cerbonetos pH
9.6 para obtener concentraciones de 0.25, 0.50, 1.0 y 2.0

mg/ml de proteina.

f) De cada dilucién, se sfiadieron por triplicado 0.2 ml por-

pozo y se incubaron a %7 grados ¢ toda la noche.
g) Se lavd igusl que en el inciso b).

h) Se efiadieron 0.2 ml del conjugado a une dilucidn bptime -

(1:1000) y se incubd a 37 grados-C toda ls noche en cfma—

re himcde.

i) Se lsvdé como en el peso b).

J) Se afiadieron 0.2 ml de substreto (1 mg/ml) en solucidn ~——

buffer alcalina, pH 9.8 .
k) Se incubd o tempereturc embiente dursnte 30 minutos.
1) Fl contenido de 1los pozos fue trensferido & tubos con __

1.8 ml cada uno de hidrbdxido de sodio 3M para tomar les-—

lectures en espectrofotdmetro.
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m) Se determind como dptime 1f menor concentrecidn de enti-—

cuerno cepaz de producir color y menor densgsided 4ptica ___

por encime de cero.

4.4 Deterniqrscifi de 1r cnacentreciii Sptime de 108 anti --

cuerpo28 praoducidos en el cCrnero.

£) fe hicier»n dilucinnes de 1r e»1lucidn de snticuernes de-

crrnern en buffer de crrbonrtos W 9.6 =»ere obtensr ¢ -
centrecioner de N. 12 , 2.75, 0.50 y 1.0 mg de proteinr/

ml. fe cubrid un? hilerrs de 12 vogos con cfde une 4 ———

lr3 dilueisnes vor trinlicesdo con 0.2 mli ¢sde unc.
b) Se incubd lr vlrce & 37 gredos C tade 12 nnoehe.

c) Se lavd con 0.2 ml nor 70z0 con PBS—Tween dursnte tres _

minutos en tres ocrsiones.

d) Se efirdieron 0.2 ml por pozo de £nticeno & concentrecidn-

Sptima (10C nmicricrends/nl) v se iacubb rf 37 predos C por

2 horrg.
e) Se 1levé igurl aue en el peso c).

f) Se efirdieron 0.? ml por pozo de une dilucibn Sotime de en



z)

h)

i)

i)

K)
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ticuerpos producidos en conejos (0.25 mg/ml) y se incuba-

ron a 37 grados C toda ls noche.
Se lavbd igual gque en paso ¢).
Se afigadieron 0.2 ml por pozo del conjugsdo s uha diluecidn

1:1000 en buffer PBS-Tween pH 7.4 y se incubd 1ls placa a-

17 grados C en cémara himede toda 1la noche.

™ - s 2
Se lavd como en el inciso c¢).

Se afiadier n 0.2 ml del substrato por pozo y se incubd a-

temperatura ambi-.ante durante 30 minutos.

El contenido de cada pozo fue transferido a tubos con 1.8
ml de hidréxido de sodio % M para deteNer la resccidn y -

tomar las lecturas en el espectrofotémetro.

1) Se considerd como concentracidén Sptima la menor concen--

4.

tracidén de anticuerpos capaz de dar lugar s 1la produl--
cién de color y menor densidad béptica por srriba de ce--

T'Oe

5 Determinacién de lag temperaturas y tiempos éptimos de

Ancubscidp del_antigeno, enticuerpos (producidos en —---
r
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carnero y en conejos) y_conjurada.

Se probaron diferentes coubinaciones de resctivos, tiem---

pd ¥ temperatura, cembiendo solo une de lss condiclones de -~

la prueba en ceda vez, para determinar uns técnica Sptima, -

de la siguiente menera:
a) Temperaturas de incubscidn. 37, 4 v 22 grados ..

b) Tiempos de incubacidn del en.igeno. 30 minuies, 1 ¥ 2 ho~

PEg.

c) Tiermos de incubecidn de los enticuerpos nroducidos en eo

nejcs: 2, 3, 4, y 18 horas.

d) Tiempps de incubacibn de los snticuernos rroducidos en -~

cernero: 2, %, 4 v 18 hoprss.
e) TWemoos de incupscidn del econjugsdo: 1, 2y 3 horas (cot).
S DECIICA ELICA DF TIX 1. 7L DWICH.

Un anticuerno especifivo (producido en carnero) es sd=--

sorbifc sobre uns superficie sdlida de noliestireno. Se sfie-
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-de le wuestra de suero v si estf presente el antigeno, se =
une al snticuerno de carnero previacvente sdsorbido. Al agre-
gar un segundo snticuerpo sapec{fico (producido en conejos)-
se fije al antigeno (Figurs 1). Ls adicidén de un tercer anti
cuerpo conjugado con fosfatass alcaline (antigamaglobulinsg -
de conejo) forma un "sandwich' de snt{geno entre dos snti --
cuerpos, ©on un tercer anticuerpc a su ve:r unido al dltiao.

Fl substrato es degrsdado por sccidn enzimética y produce uan
color smarillo gue puede ser visible vor simnle obgervacidn~

0 bien mediante espectrofotometries (6,14,%0,51,58).

El procedimiento se realizbd de la siguiente manere:

8) Se sensibilizé uns nlsca con 0.2 ml por vozo de una solu-

cién de enticuervos snti-Candida slbicans, producidos en-

carnerc, en buffer de carbonatos pH 9.6 (concentracién --

0,12 mg/ml). Se incubd 2 horas & 37 grados C.

b) Se lavd 1la placs con 0.2 ml de PBS-Tween pH 7.4 en cads -
pozo; se dejdé repossr tres minutos y se evacud el conteni
do de la pleca invirtiéndols v egitdndola vieorosemente.

Este procedimiento se efectud en tres ocasiones.

c) Se incubd 1la placs a 37 grados C durante 30 minutos con -



1.- ANTICURRPO (PROLUCIDO
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5.= SUBSTRATO ENZIMATICO

FIGURA 1. METODO DE TRIPLE SANDWICH EN MICROPLACA ELISA
PARA LA DETECCION Y MEDICION DE ANTIGENOS (53).



d)

o)

)

g)

h)

i)

- %5 -

0.2 ml de la muestrs de suero & probar, previamente some-
tida & calentamiento (56 grados C durante 30 minutos) pa-

ra disociar los complejos antigenc-snticuerpo presentes -
(27,48,52).

Se repitid el paso b).

Se agregaron 0.2 ml de 1ls solucidén de snticuerpos anti---

Candide albiceuns (producidos en conejos) en ceda pozo -~

{0.25 mg/ml). Se incubd a 37 grados C durante 3 horss.

Se repitidé el inciso b).

Se agregd 0.2 ml por pozo del conjugado (dilucidn 1:1000)

¥ se incubd la place durante 2 horss o 37 grados C.

Se lavd igual que en el inciso b).

Se afisdieron 0.2 ml del substrato diluido (1 mg/ml) a ca-
da pozo y se dejé a temperatura ambiente durante 30 minu-

tos pars que se efectuara la reaccidn enzima-substreto.

Se detuvo la reaccidn sl transferir el contenido de cada-

pozo a tubos con 1.8 ml de NaOH 3 M.
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k) Los tiempos de incubacidn, les tempersturas y las concen=-

traciones empleadas fueron los determinados como Sptimos~

para ésta técnica.

1) Como controles de referencis se utilizaron loa siguientes:

antigeno de Candida slbicans prepsradoc por el procedimien

to descrito anteriormente, a una dilucién de 100 microgra
mos/ml como control positivo.
Como control negativo se usé suero de conejo normal. Cade-

determinacién se higo por triplicado.

m) Se deterrind la positividad de la prueba por observacidn-~
visual de la produccibdn de color, ssf como por las lectu-

ras en el esvectrofotbmetro.

6. IYVESTIGACION D& LA SERSISILIDAD DE LA TECWICA.

Se prepararon una serie de diluciones del antigeno a --
partir de uns concentracidn de 370 microgramos/ml. El antigg
no fue disuelto en suero de conejo normal y en buffer de car
bonetos pH 9.5. Cadas dilucidn con una centidad conocida de -
ent{geno se ensayd por triplicado y los controles negstivos-
ge estudiaron por sextuplicado. Se llevd & cabo la técnica -

ELISA de triple sandwich descrita anteriormente y se prepa--
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-rd una curva de calibrecién (8,3%2).

7- CANDIDIASIS SISTEMICA ZXPERIMENTAL EN CONEJOS.

Se utilizaron en totsl diez conejos de 1.5 a 3.0 kg de-
peso, de los cuales uno sirvié de control no inoculado. Des-
puds de sjustar la dosis de 100 millones de levsduras por mi
se ensayd su inoculscidn en le vena marginal de la orejs --
(49), que pudo conseguirse satisfactorismente solo en tres -
de ellos. La dosis fue cuantific¢sda & partir de un cultivo -
de C. albicans de 18 horaa de incubacién en caldo Saborsud -
a 37 graedcs C y posteriormente por dilucidbn en pleces. Cada-
animal se sangrd por puncidn intrscardisce antes de 1la inyec
cién de las levadurass y después diariamente durante 10 dias-
o menos en caso de muerte. A4 los conejos gque murieron se les
hicieron estudios histoldgicos de rifibn, higado, bazo y cora
zén, para confirmsr el diagndstico y valorar la cuasntifica -

cién de antigenemia por ELISA triple sandwich.

8., DETECCION DE ANTIGENOS EN SUERCS DE COXEJO3 CON CANDI -
DIASIS SISTEMICA EXPERIMENTAL POR MEDIO DE LA TECNICA ELISA

(TRIFLE SANDWICH).



Los sueros de los conejos infectados y no infectados se
sometieron al proceso de calentamiento descrito anteriormen-—
te, pars disociar los complejos antigeno—-anticuerpo circulan
tes y facilitar la deteccidn de antigenos, Los sueros as{ ob

tenidos se procesaron por la técnica ELISA de triple sand ~-

wich,



RESULTADOS.,

1.CARACTERISTICAS DEL ANTIGENC DE CANDICA ALBICANS.

£l calentamienio a 62 grados C durante 20 minutos (44)-
fué suficiente para lograr la esterilizacidn de las formas —

vegetativas,

Las determinaciones hechas sobre éste material dieron——
los siguientes resultados: Prueba de Benedict, negativa; =~
prueba de Molish, positiva. E£sto nos incica la presencia de-
polisacdridos, La concentracién de proteinas fue de 0.370 mg
/mls la de glucosa {orto-toluidina), 30 mo%; la de carbohi--
dratos totales (folin Wu), 57.6 mg% y la de manosa, 27.6 ==

maf.

2. PRCCUCCIOM Y SEFARACION DE ANTICUETFCS ANTI-CANNICP

PLBICPNS.

a) inticuerpos producidos en tarnero-

€l carnerg inmunizado (de acuerdo al esguema descrito en—
la seccidn de Material y Métodos) presentd al finsl de la
cuarta semana un titulo de 1:4, por lo gue se continuaron

las inoculaciones durante 4 semanas mas.

- 39 -~
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A la octava semana se obiuvo un titulo de 1:16 (ver tabla

3). Se colectaron 14.6 ml en total de suero,

b) Anticuerpos producidos en conejos:

De los tres conejos inmunizados, solo uno resultd buen —-—
respondedor ante el antigeno, A1 final de la cuarta ssma=-
na encontramos un titulo de 1:4, por lo ocue continuamos—--
las inmunizsciones hasta la octava semana, sin encontrar-
variacidn en el tftulo, Los otroe dos conejos respondige——
ron pobremente al antigeno y se obtuvo positividad por in
munodifusidén dnicamente en los sueros sin diluir (tabla -

4). 83e colectaron 13.4 ml de suerc en total,

Después de obtenerss las inmunoglobulines cde les sueros
de carnero y de conejo (tftulo 1:4), se les determind la can
centracidén de proteinas, que fue de 30,88 y 12,65 mg/ml res—

pectivamente,

3. CONJUGADO ANTI=-IgQG DE CONEJO.
Las especificaciones comerciales de €ste material in ~-
clufan una concentracidén de 0,65 mg/ml de con jugadn, para —-—

trabajar a una dilucidn de 1:1000.
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4, DETERMINACION DE LAS CONCEMTRANIONES, TEMPERATURES Y
TIEMFOS DE INCUBACION ORTIMCS DFL CONJUGFCO, ANTICEND Y

ANTICUERPOS

Después de estandarizar todos los reactivos, se hicie—-
ron las determinaciopes de acuerdo a los procedimientos sefia
lados en le metodologias. Se obtuvieron las siouientes concen
traciones y dilucicnes Gptimas:

R S

A1 Determlna010n de la concentrac1on optlmq_del con jugado:

La cdilucidn Bptima cel conjugada fue de 1:1008,

4.2 Determineci6n de la concentracidn optlma ioi=5 pkt_g

S m s s A e s swm o a

La concentracidn dptima del anticeno fue de 100 microgra

mos/ml,

4,2 Determinacifn de la concentra010n Sptima de los anti —-——

B At ma am mia ow e om M L NS s = me AL s A

cuerpos producidos cn conejos:

La concentracidn dptima de los anticuerpos producidcs en

cone jos fue de 0,25 mg/ml.
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4.4 Determinacidn de la concentracifn Sptima de los anti -

Lma .l LA a4 2 ma

cuerpos producidos en el carnera:
La concentracidn dptime ce los anticuerpos producidos en

el carnero fue 0.12 mg/ml.

4,5 peterminacidén de las temperaturas tiempos dptimos de -

incubacidn cel antigeno, anticuerpos (producidos en carnero=-

en cunejos! y conjugedo*®

Las temperaturas y tiempos Ce incubaci on fptimos se in-——

vestigaros por separado:

a. Conjucado* 37 gredos C durante 2 horas.

b. Antigenos: 37 grados C (o bien 4 grados C) durasnte 30--
minutos,

Ce Anticuerpos de carnero: 37 grados C durante 2 horas,

de fnticuerpos de conejos 37 gradas C durante 3 horas,

2. TECNICA ELISA DE TI'IFLE SAND\ ICH.

La técnica fué de fécil manejo en el laboratorio. La --
procuccidén de color amarillo brillante sl ser cdegradzdo gl -
substrato por accidn enzimatica pudc preciserse mediante ob-
servacidn visual simple, pero ademds se tomaron lecturas de-

deneidad &ptica por espectrofotometria. La técnica se comp{g



~-td en un lapso méximo de B8 horas,

6, INVESTIGACION DE LA SENSIBILICAD DE LA TECNICA.

A partir de una concentracidn de 370 mcg/ml del antige-
no se hicieron diluciones dobles, que contenian, respective-
mente, 185, 92,5 y 37 mcg/ml, Las lecturas en el espectrofo-
t8metre permitieron preparar la curva de calibracidn. Bajo -
las condiciones Gptimas descritas, la técnica de triple sand

vich pude identificar hasta 35 mcq/ml de proteina.

7. CANTCIDIAREIE SISTEMICA EXFERIMENTAL EN CONMEJOS.

Uno c¢e los conejos infectedos sobrevivid y se les toma—-
ron muestras de suero diariasmente durante 10 c¢fas. COtro mu -
rié al tercer dfa de la inoculacidn, €£1 Gltimc murid al no-
veno dia, con evidencia histopatoldgica de candidiasis sistg
mica,

Con tincién de hematoxilina y eosina se demostraron mdl
tiples microabscesos renales y hepadticos, Se encontcd altera
cidn de la argquitecture normal de éstos drganos y abundantes
neutréfilos mezclados con blastoconidias tipicas y pseudohi=-
fas de P°.ﬁl§i€ﬁﬂ§° Los abscesos renales se presentaron en -
el intersticio de la corteza renal, Todas las células miclti

cas ee tifieron intensamente con metenamina de plata (Gomori)



- 45 -

y muy pobremente con hematoxilina y eocsina.

8, DETECCION DE ANTIGENOS EN SUEROS PE CCMEJOS CON CANCIDIA-

SIS SISTEMICA EXFERIMENTAL.

Uno de los conejos infectados mostré elevacidn de su ni
vel ce antigeno a partir cel dia 4, para incrementarse hasta
106 microgrsmos/ml en el dia 7 post=inoculacidn, dos dias an
tes de su muerte, Las concentraciones de antigeno soluble de
Cendida albicans en lcs sueros de los conejos infectacos y -
en £l de un control no infectado se presentan en la figura -

2.

Otro de los conejos infectados tuvo una caoncentracidn =
de 37 microgramos/ml al dia siouiente de la inoculescibn y ~—
presentd un nivel de antipenemia méximo (90 micragremos/ml)-

antes de su muerte en el tercer dia,

Uno de los conejos infectados sobrevivid y sus determi-
naciones de anticenemia fueron negatives, salva una lioere e

levacidn entre lus 5 y 7 dias después de la infeccidn.



ANTIGENO (mcg/m! de proteina)

FIGURA 2

EVOLUCION DE [0S NIVELES DE ANTIGANOS EN SUrROS DE
CONLJOS CON INFECCION EXPURIMSNTAL POR Candida albicans
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DISCUSION:

Se han evaluado varies pruebas sernlégicas para su apli
cacidén en el spoyo disgnfstico de candidiasis sistémice, pe-
ro, en general, los resultados obtenidos con ellas pueden ca
lificarse hasta ahora de confusos (19).

Hemos tratado de implementar una técnica inmunoenziméti
ca de triple sandwich pars detectar aniigencs solubles ce -~
Candide albicans en suera. Esta pruebs debe ser de fécil z—-
plicacién en nuesiros lsboratorios,

l'na ¢e las principales limitacioneg parz le utilizacidn
de las técnices serddricas deriva de la comple jicad antigéni

ca de les especies del género Lencida. f1l anticenoc preparzsdo
paras €ste ecstucio es un extracte cruco de paredes celularessy
eoluble, que contiene grandes canticares de polisacaricdos ——
con un 3% de protefnas (36). Lz concentracidn de nuestro an=
ticeno en solucidn se cdetermird. midienda lz centidad de pro-
teines/ml, dado que no fué posible cuentificerle directamen—
te €1 manano, Sin emberoo, encani{ramos niveles c¢e menocsa, -=-
glucosa y proteina simileres 2 los rue se hen obienido a per
tir del endlisis de mansno purificedo y de prepersciones en-
solucidn de pareres celuleres fragmentadas, por lo Que cree-
mos ocur €ste emfogue resulta justificado (36,54).

Nuestra técnica moetrd una sensibilided gue nos ha per-—

mitido detecter hasta 35 mcg/ml de proteina. Otros investige

& A9 =
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—-dores han encontrada senceibilidaces desde 0.1 a 1000 ng/ml,
pero se basaron en cenlidedes de mararno/ml y no de proteinas

[l ‘87333).

El usc de €sios extrectos crudos se justifica, dado aue
la obtcncidn de prepsreciones altamente purificadas dc pere—
des celuleres es laboriosa por la frecuente persistencie de-
contaminenies citoplésmicos, aln después de lavecdos repeti—-—
dos (16,23). Ademds, el menanoc es cl enticeno predominente—-
cn lcs extractos crudos de pared (y probablemente en lz pa--—
red celuler intacta) y sc hz establecido que los anticuerpos
que se producen en respuesta a la inmunizacidn con c€lulas ~
completes (muertas per celcntemiento) o con extrectos crudos
de reredes celulares, estén dirigidos primarismente cqntra -
la porcidn de menoprotcines (16,56), En ratones inmunizados—
con cé€lules completas muertezs por celor, los anticucrpos mo=
noclongles obtenidos » partir del cultivo cde sus tc jidos son

especificos contre el meneno de la pared cclular (36,42).

(tra de les dificultcdes cn la preparecidn de antigenas
de Cendide albicens cerive dcl dimorfismo en el crecimiento-

nel gérmen:

'n estudio comperativo de la pared celular en las for——

mas miceliel y de levedure (blestosporss) de L. elbicens, 52
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-veld una similitud cuelitetiva, auncue con variesciones cuean
titetives consicerables. Mo obstente, la composicidn guimica
ce les blestospores fué constante o pesar dec habcrse cultiva
do a tempcraturas y sobre mecdios diferentes (10). El total -
de clucanc y menoproteinse no varia con las morfologie del ——
crecimiento, perv la quitina fué cuatro veces meyor en lg —-
forma de tubos germinales, Esta Gltima formes es influenciade
por la fase en le que se cncuentre €l crecimicnto del orge-—-
nismo y por les diferenciss entre cepas, Les célules de leva
dure producen una suostencia termoesteble y cdiaslizable que -
suprime le trensicibn de levacdure a micclio; €ste efccto in-
hibitotic es meyor en presencia de cobelto. Les proteines es
pecificas de les formes lcvsdura-micelio no se¢ hen idcntifi-
cado con certeze, eunoue embos tipes de morfologie han demos
traedo scr definitivamente patdgcnos (54). En la preparecidn-

de nucstro entigeno, €l cultivo se incubd e 37 crados C (19)

La produccidn de anticucrpos anti-Cencida g}p;pfpﬁ EN =
el carnero fué satisfactoria & pertir de le sexta semena {ti
tula 1 ¢16) post-inoculecidn., $in embesrgo, d¢ los cone jos i-
noculercos solo uno fué€ caepez de producir un titulo mdximo ce
1 t4 desde le cuarta semena, debido tel vez & que la respues

ta de los concjos & le sdministrecidn de anticcnos de C. el=

bicens es més hetercgénea que la de otros enimales (28).

P N
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En le investigacidn cde les concentraciones & timae dee——
los diferentcs reactivos, pars €l conjugedo s. encontrd una-
dilucibn 6ptima de 1 :1000, que corrcsponde a lp misme dilu-—
cidn sugerida por el febricente (Sigma), Nuestrs concentra--
cidn Sptima pera los znticucerpos producidos en €l cernero —-
(120 mcg/ml) Fué muy perecides & le utilizada por otros zuto~
res (49,59). En contreste, la conccntracidn dptime dc los en
ticerpos producidos en los conejos {250 meg/ml) resultd mas-—

2lte nue 1la emplesda en otras investigaciones (33,&8,49,59).

Los temprreturas y tiempos 8ptimos do incubecidn re los
en loe conc jos, fueron similazrcs 2 los rcgortecos cn otres =
invceticaciones que utilizaron técnices inmunoenziméiices —
{%,27,69,52,59). Estos pardmctros, pera nucstro entircno, —-
fucron igualcs a los publicadoe por Ruiss (48). Les condicis
nos Gptimas de incubzcidn psre nucstro conjuceoo (37 nrados—
€ curente dos horas) concucrden con loe abtecnidos por otros-

autores (1,37).

Campletzmos nuestre técnice en un tiempo cde 8 hares. ——
Aunour €ste lapso es un poco meyer gue los tncontrecos en o=
tree investiceciones, hay quc tomer en cucnte cue cl Licmpo-
se prolongs decbido #1 cmpleo de dos enticucrpos (procucicos-

€M CcrNET0 y cn cohe jos) nata obteper la veriente inmuneoenzi
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~mética de triple sandwich (6,33,48,49,51,59).

Unae posible desventeje pera la dcteccidn de entigenos-—-
par ELIA €s la presencie de comple jos antigcno-enticuerpo -
en le circulacidn. En verios cstudios se€ suriere que €ste ~=
riesco pucde scr eliminsdo 21 someterse los sucros @ diver-—
¢os mé€todos ce extreccién (1,27,33,37,4€,52,53). Mosotros e-
legimos la extreccidn por celor. Se he probeco gue Eete tre--
temicnto de lee muestras cntes de su endlisie por ELISA diso
cie tezles corple jos y cisrinuye la frecuencie dc reaccioncss.

felsess positivee (14,27).

St rcquierc de¢ la presenciz intrevengez de un billdn de
grgonismes prre producir una concentracidén doc mansnc de mas—
de 100 ng/ml cr cone jos. [l humano tel vez pueda necesiter --
mes dc 10 billones ce gCrnencs circul-ntes pere logrer la =
misme concentracifn ~ntigdnice (28). La dcteeccidn du entige-
nos ¢n ntestro madela con z2nimrles no fu€ uniforme, 2unqQuUE =
las conccntracioncs obscrvedes correlgcioneron razonablemon--
te bien con la megnitud do le infeccidn y con €l ricsgo de -

4

mucrte, Loe entioenos pudicron demostrerse despuds de solo o

L

naos cu=ntos dies de la inoculecidn dc la cceis infectente,
Aunoue 2 uno de laos cone jos, aue muridé al tcrcer dis con en—
t{penos clevedos, no se le encontrd cvidcncia histopetoldai-

ce de le enfirmcdad, cabc la posibilidesd dec que la ceuse de-
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la muerte haye derivedo dc complicaciones de la puncién ine-
tra ardiaca,

En el enirel no infectedo la investigecidn de entiocnos
fu€ sistemdticemcnte negativa, Otro de lcs znimales sobrevi-
vid mes de 10 dias post=infccecidn, practicemente sin entige=~
nemia, selveo entre los dies 5 a 8, cuando fué posible cncon=-
trerle concentraciones ba‘éa del antigeno. Esto pudo haberse
gcbido en
1) diferenciss en la cepar.idad del sisteme reticulo-endote—-
1iz] pere “digerir' n depurar los entlgenos circulentes, lo-
que resultaria en bz jos niveles o inclusp en suscncie de e——
llas, aunque la infeccidn sce scvera., Entre 95 y 99% del me-
nana inoculeco fue rcmogiﬁc del suero en les primeras 24 ho-
ras postcriores a2 la inycccidn en todos los animeles probae-
dos por Jones (1980), Se plensa gue los znticuerpos anti-me~
nano no son esencizles pec-. €ste fe dmeno y que €l mecanismo

de “"aclarzmiento® sc saturz entre mes menano se edministre—-

{28).

%Y diferencias opnéticas cntre los conejos y <n los patrones

de accién- de sus manosidases,

Cuendo C, albices atreviesses le cepa epitecliel, la res-—

- ———

-
nuescta iniciel del nuésped es una reeccidn inflematorie ncu-

trofilica y monccitica, EIl Fongo no es lisado dirrctemente -



por loes anticucrpos, cuye esctivided protcctora parece asfee=
cierse con un fendmcno de fegocitosis por neutrdfilos, media
do por complemento, opsonizacién y fegocitcsis monocitica —-
(54).

Se requiere de le presencia y accidn de componentes op-—
sonfnicos el suero pere el ateague de los neutrdfilos a las-
c¢lules de levedura, pero no contra lzs pseudohifes, El1 dafio
2 las formas filameriosas ocurrc per interaccién directa de-
la superficie celular con los ncutrdfilos, cuyo sistema de =
micloperoxidese -ltere & la cdlula micética antcs y adn cuan
do no ocurra le incestidn, Las propi-dedes quimiotécticas de
las difercntcs formes (levedurss-micelio) hacis las célules-
fagocitices son tembién distintes. Adcméds, Candide albicens-
posee la cepecidad de producir tubos germinales docntro de =
los célules fegoc{ticas y de csceper osf e la muerte intrece

~ lular (54).

Entre los pericntes con nlto riesgo dc haccr cendidia-=
sis sistémica, a los que pzcecen leucemia y 2 las gue han re
cibido tratemicniec guimioterapéutico inmunosupresor (por cén
cer metestdsico o rccepcidn ce transplantes) se les han en—-—
contrado elteracion.c tn le hebilidad cendidicida de sus neu

tréfilos (15).
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Les técnica eveluada por nosotros presentd resultados 52
tisfactorios pera le deteccidn de entfgenos de Cendida albi~
Lane en sangre, lo que parcce sugerir que su utilizacifn co-
mo recurso diagndstico en la cendidiasis sistémica merecs e=
valuarse mediente otros estudios que se lleven a cabo mds a-—
delente. La posibilided de que un método de ELISA triple ——e
sanduiich llegue a ser objcto de un uso emplio por los labo--
rataorios modestos de anélisis clinicos de nuestro medio que-

da sparentsmente abierta,



RESUMEN :

Obtuvimos en nuestro lecboretorio un entigeno soluble a~
pertir de peredes cclulercs de Cendide albicens, Se inmunizea
ron caonc jos y un cernero para la produccidn de anticuerpos -~

Fa A
especificos.

Se estanderizeron en forma cuelitative y cuantitetivo—-
los diferentes rezctivos pare determiner les condiciones Gp-~
times de trabe jo de un mocclo de técnica ELISA de triple —
sandwich, Este técnice fué utilizede pere dectectar antigenos
en conejos con cendidiasis sistémica expocrimentzl, y permi--
tid demostrer en dos de ellos concentrecioncs elevades, En -
unc dc los conejos se encontrd correlecidn dec los nivelcs de
entigenos ton los helleszgos histopetoldgicos de infeccibn ob-
tenidos post-mortem. fe discute le comple jided antigénicea de

ide albicens y otres especies del género, Le técnice =

D o o

1S

(a8
i

P

|

ELLISA dc triplce sarowich fué de fécil mencjo y se complete -

dp)

en un tiempo menor de 8 hores.
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