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TFPRODICCTON -

La candidissis es uns infeccidén espuda o subaguds, en la
que el honso puede producir lesiones en boca, vaegina, oiel, _

ufiss, bronquios, pulmones v, en ocasiones, senticemia, endo_

cerditis o meninegitis (11). Candide slbicans es una levadurs
imperfecta, qQue en la actuslidad se considers pleombérfica.

Su distribucidn es mundiel v se encuentrs cominmente en 1N%
{21) a1l 22% de los individuos sanos como cowensal del trac_
to digestivo, de la cavided orsl en 42.9% (54), en vagina _
de mujeres sanaes, del 15% (1) al 20.7% (54) v en 1l orins,

en un 10% (21). Es #1 sgente etioldgico mas comlin de infec_

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

n los Gltirmos aflos se ha reconocido que les infeccio
nes sistémicas vor Cendida hen llerado & ser uns causa im __
portsnte de morbi-mortalidad entre los nscientes hospitali -
zsdos (33), en quienes 1la colonizacidn por éste gérmen es __

mas elevade que en la poblacidn genersl (21).

l.a candidiasis disemineda o invesiva es une enfermedad-
cada vez mas frecuente, poco diagnosticsda v cesl siempre fa
tsl. 3us cifras de mortslidad varfan entre 60 v 80% (22), re

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

tambien oportuno.

QOcurre como complicacidn grave en pacientes inmunosupri
midos, receptores de transplsntes, con enfermedades mielooro
liferativas {(sobre todo leucemiz), con tumores sdlidos, some
tidos a tretsmientos sntimicrobisnos prolonzados, diabéticos,
con quemaduras extensas 0 con slimenteciédn parentersl, entre
otros (1,14,7°,%%,4%,45,60). Sin embarpo, Young (62) he re _.
portado que ls mavoria de los pacientes con candidissis sis~
témice no presentan enfermedades mieloproliferastives v que —
no hsbisn recibido tratamiento inmunosupresor, sunque si en.
contrd relecidn con lg presencia de alcuns enfermedsd subva-

cente.

Pntre los pacientes leucémicos, la incidencia de 7% en~—
los afios de 1954 a 19538 se incrementd al 35% en el periodo _.
de 1963 & 1975 (21,37). Myerowitz et sl estudiaron casos de_

Cendidissis sistémics probada por autopsia entre 1963 v 1975,
Y encontraron una elevacidn de 1.1 a 6.8 casos por afio duran—

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



Se he reporisdo gue un 15 hesta un 53%% de pacientes —

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

nestican a tiempo (22).

Tasta 1974 la mayorias de los diarndsticos confirmato —
rios se bassban en métodos histoldégicos medisnte biopsia o —

necropsia {62).

Les dificultedes para establecer un diagndstico oportu_

noe ante—-morten deriven de varios fasctores:

g) Insuficiente caracterizsciédn clinica de la enfermedsd ——

(43,60).

b) Rl hébitst enddeeno del hongo, la slta frecuencia con que
Candida coloniza las membranss mucosss de pacientes debi-
litados v la mercads variscién en especies de Candids aig
ladss de diferentes sitios del mismo paciente, lo que ha-

ce confuse ls interpretacidn de los cultivos (22,33%,43).

¢) Los cultivos son muches veces negatlvos en presencia de —
la enfermedad. Solo en 39 = 44% de los pacientes con can—

didiasis diseminade el hemocultivo resulte positivo v —



solo del 66 al 87% son reportsdcs sntemortem (21,43,62).

d) Las pruebas cuténeas con candidins no diasenostican la en-—
fermedad spuda. Tienen une alta incidencis de positividad
en individuos senos v tambien son vosibles les rescciones

anérezicas (45,60).

Se han publicado informes discrepantes e incluso contrs
dictorios sobre la sensibilidad de 1lss pruebss seroldgicas —

pera detectsar anticuerpos snti—Candids albicans (19,20,24, -

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

sideracicnes:

&) Bstas pruebas no bhan demostrsdo velor disgnéstico em —
huédspedes inmunosuprimidos v sclo ayuden cuando esté in—
tecto el sistems inmune, lo gque con frecuencia excluve a_
los pacientes cencercsos ¢ inmunocomprometidos por otras_
circunstancias (1,19,3%), En los pacientes inmunosuprimi-.
dos se detectan titulos menores, con un increwmento en las

reacciones falsss negstives: sdemés, no tienen valor

diagndéstico Pperes diferenciar a los pacientes colonizados—

de aguellos con snfermedad invasive (19,20,24,25,3%5).

b) Los anticuerpos sparecen tardiemente en el curso de 1la —



c)

d)

e)

)

infeccidn (33).

la especificidad de éstas técnicas es baja* aleunos inves
tigedores piensan que tiene sienificancia diagndstica el_
detectar aslutininas en el suero de los pacientes: otros_
ereen aue ésta informacidn posee un valor dudoso (19,44).

I.a sensibilided de éstss pruebas es muy variable (7 a 04%)

(19,37).

En un estudio, el titulo de anticuerpos aglutinsntes no -
sirvié como indicador pers cendidiasis sistémica (19).
No se hen encontrado anticuerpos hasta en 12 al 24% de pa

clentes leucémicos ein en presencia de candidissis (19, -

%7).

Los anticuerpos spglutinantes se encuentran hasta en 89% —
de individuos aparentemente sancs vy las reacciones cruza-—
das con otros honcos vy bacterias son comunes. Las reaccio
nes falsas positives van del O al 15% con falsas nemati —

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

La sola presencia de snticuerpos no es indicativa de in -
feccidn por Cendidas, aunque la elevacidn en el titulo pus
de ser uns sefial temprsna de infeccidn severa. For otra _

perte, se han demostrado anticuerpos a concentracidén sle-



vads en el suero de individuos normalea (19,24,37,57).

g) Bn otro estudio cooperstivo entre 6 laboratorios, se uti-

h)

lizaron tres métodos de uso comin (difusién en asar, eglu
tinacién de célules completas v aplutinacidén de 1létex) v_
seis de eleccién, uno por ceds lgboratorio. Se reportaron
erandes verisclones, tanto en sensibilidad como en especi
ficidad, con algunos métodos, debido & 1la interrelscidn
de uns serie de factores:

1.Diferentes condiciones ambientales pars el crecimiento.
2.%étodos de disrupcidn celular.

%2.Variacidén antigénica de ceps & ceva,

4.Factores de dilucidn.

5.Piferentes condiciones de pruebss (38).

El seguimiento de 1ls cinética de las respuestas de antie-
cuerpos ontimenano y snti—-sntigeno citoplésmice de ~andi-
dz rlbicans en conejos v humenos, se hs encontrado que ls
inoculscién de coneios con ¢élulas corpletas wmuertes por-
colentamiento, despiertan uns respuesta de anticuerpos —
sntimanano & log 5 — 14 dias posteriores s 1ls inveccidn.

"uando se¢ administrd meneno, la respueste de anticuerpos_
sntimanano acurrid a los 3 — 3 diass posteriores v la ino-

culecidén de ant{geno citoplésmico produjo anticuerpos ——

snti—citopldsmicos @ 1los 5 — 7 diss. las respuestas inru-



noldzices en humenos vy conejos fué muy similar (29).

Asi, entre lss reszones que impiden interpretar sdecuads
mente lasg pruebas seroldeicas pera le deteccidn de anticuer—
pos, podemos incluir:

1. Individuos que tienen titulos importantes de aglutininas-
vy precipitinas, alin sin evidencis de candidiasis disemin:g

dae

2. Tndividuos con enfermedsd diseminmds, peroc que son anérgi

COB.

Z. Tslta de reactivos estsndarizados para lss pruebas (44, -

45).

4. Frecuente incapacidad de los pacientes inmunocomprometi -
dos o muy debilitsdos ya, para producir respuestas detec~

tables (19,24,44).

Entre les carscteristicess clinices que apoven el dieg
nbéstico de cendidissis diseminada se han propuesto los si --

guientes criterios (dos o mas}):

1) Wemocultivos positivos repetidos en varios diss en pecien

tes con sogpecha c¢linicecs o signos de septicemias.



?2) Hellazgos fundoscdpicos de endoftalmitis candididsica.

%) Evidencia patoldgica post-mortem de endocarditis sobre —

una vAlvuls prostéticas.

4) Signos de peritonitis con cultivos positivos de Candida _

albicans en el liquido de paracentesis.

5) Trocultivos positives repetidos (24).

Entre las mesnifestsciones clinicss veriféricss de candi
diasis sistér’ce se encuentren: miocarditis, endoftalmitis,
osteomielitis, srtritis hematOgena, esofscitis, lesiones cu--
ténees macronodulares, menineitis, endocarditis, peritonitis
v neumonia (15,17,55). Fn estudios de sutopsie se han encon-

trado sfectedos con mevor frecuencia el rifiébn y el miocardio

{15,80).

Ctro cemino pera el diagndstico en le candidiasis sisté
mica e3 el de buscer sntigenos de Csndida en el suero de po-—

cientes infectsdos. Las ventsias de éste enfoque serian:

a) Le positividad de 1las pruebss no requiere de la respuests

inmune del huésped.



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

tantes.

c) Ta sntigzenemis puede detectarse afin cuando esté instaleado

- -

ya el trstsmiento antimicotico (44).

d) La detececidn v cuantificacidn de antimenos en sueroc hume-
no requieren ususlmente de pruebes muy sensibles, debido_
& gque se encuentran en 1l muestre en concentraciones muv_

bajas.

De acuerdo con informes recientes, se ha detectado enti
penemia medisnte el uso de uns gren varieded de métodos: con
treinmunoelectroforesis, cromatografie de geses en fase 11 -
quids, inbibicidn de bemasglutinacidn, radioinmuncensavo, ——

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

Yarkering usd un método de contrainmuncelectroforesis —
en 48 pacientes inmunocomprometidos v con cultivos positivos
pare Candida, v detectd ol entiseno en 13 enfermos, 8 de los

cusles se demostrd que tenian enfermedad sistémica (31).

Miller empled cromatografis gas-liquido e identificéd pi

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

Weiner y Yount emplerron une técnica de inhibicidn de -
hemaglutinacidn. ®n su estudio, 6 de 19 pacientes con candi_
diasis invasive fueron positivos tempranamente en el curso
de la infeccidn, lo que reoresenta el 30% de positividad: sin
embargo, ls sensibilidad fue bais (60). Meunier también uti--
1izd una prueba de inhibicidn de hemeglutinacidn pasive v
fué capaz de detectar pequefias cantidsdes de menano en 19 de

32 pacientes (39).

Poor et al utilizaron un radioinmunoensevo de fase sdli
da, e identificesron sntigenemia en 70.4% de ratones infecta—
dog, sun con hemocultivos nesativos. En otrs revisidn con és
ta técnica se detectd sntirenemis en 12 de 19 pecientes con—

candidiasis probsda (2,44).

Tembién se han encontrsdc manoss, arebinitol, wanano v_
creatinine séricas como marcedores de la enfermedad. Aunque
tales marcadores estaben elevados en alpunos de los animeles,
s0lo el maneno sérico fué especifico en el modelo con cone —

jos inmunosuprimidos (49).

Mas recientemente se hs evesluado un sistema de bisqueds

de Candida (CAND-TEC), que detects sntigenos proteicos de ——
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Candida a&lbicans, stellatoides, tropicslis vy parapsilosis.

Su sensibilidad es del 71%, con uns especificidad del 28% _

(21).

erren, en 1977, fue el primero en emplear experimental
mente ELISA (I'mzyme linxked immunosorbent asgsay) para detec —
tar antizenos de Candids en enimsles, sungue no correlaciond
los t{tulos encontrados con 1s letslidad de la enfermedad ex

perimentel (59).

Fn modelos animeles (conejos), los titulos determinados
por FLISA cor-elscioneron con la extensidn de la infeccidn v
la presencia de un titule elevado predijo 1a muerte. Eata —
técnice fue positiva aun en nresencia de hemocultivos negati

vos (27).

Se desarrclld después ung veriente inmunoenzimética de_
doble ssndwich psra le investicacidn del antigeno mananc en_
suero. El ensayo estsbleecid la presencia de antigenemia den-—
tro de las primeres 24 hores en todas lés ratas infectadas v
persistié bhasta su muerte. L3 sensibilidad de éste método fue
de 1 ng/ml en buffer, pero en suero humeno comin fue 1000

veces menos sensibl. (33).

Con un método similer, Araj utilizé como antigeno un —
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extrscto citoplésmnico de ©. slbicans y encontrd que en 7 na-

cientes con le enfermedad probsde, todos presenteban concen—
treciones eltes de éste antigeno. El nivel promedio de anti-
genemia fue de 1,200 ng/ml, v le pruebe se considerd positi-

va & partir de 125 ne/ml /1}).

Se han comperado éstas dos varisntes de técnices inmuno
enzimdticas (método de sendwich v método de inhihicidn) v se
prefiere generalmente le nrimers, porque ls ebsorbencia es _
directemente proporcionsl a2 la concentrscidn de msneno (48).
5in emberzo, Sesel empled inhibicidn de ELTSA y reportd un _
rengo de inhibiceidn del 22 21 55% en paclentes con cendidie—

sis nrobsds nor autopsis (53).

En endocarditis experimentsl en conejos, se detectd tn-
tigenemis por C. glbicansg en el 75% de los animeles enfermos

v en ninguno de los controles (52).

Entre las desvente iss de EITSA vars identificer entire-

nos de Cendids estén les sisuientes:

1. Ries7o de gue 12 alta prevelencia de enticuerpos en pobls
ciones humsnss normales influve negetiveomente sobrée 1ls —
sensibilided de {3tos inmunoensevos, al secuestrar molécu
las circulentes del antireno. Mo obstsnte, el calentemien
to previo del suerc disocis éstos compleios antigenoc—anti

cuerpo (1,3%3%,48).
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2. Is esntigenemis puede ser un fendmenc intermitente o tem..
pranc, gque no se presente en todos los individucs en fase
avanzada de 1la enfermedad. Ia infeccidén orofunds por Cen-
dida, sin cendidemis documentada, ocurre en 2R s 54% de _
los pacientes v lo contrerio, candidemrie transitoris sin

evidencis de enfermedsd sistémica, también sucede (3%,

69).

N
[

La posible participscidén de mecenismos pars depursr los _
antigenos circulsntes, cuvs eficiencia en ocesiones puede

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

4. Se han suscitado tsmbién aleunes controversiss en el reco
nocimiento de le inmuncespecificided de los antisenos de_

C. slbicens que han sido preperados por métodos diferen—

tes (4).

Lo vered celulsr de log® bongos es una estructura comple
je, compuests en gran perte de polisacéridos. Los polisecéri
dos eristalines (gquitine v glucanc) constituven ls poreidn _
esquelétics de lo psrel, mientres que los polisacéridos amor
fos v los complejos de protefna-polisacérido forman perte de

la matriz (18).

¥l componente cmtigénic® mayor de le pared celulsr de _
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C. slbicezns, llemedo mansno, es un polimero con miltiples ra
mificaciones, compuesto de cadenas cortas de mgnosa unidas —
por enlsces plucosidicos £1fs—1,2 v en sus ramificaciones =~
por unicnes 8lfa- 1,6. El elucano (polimero de D—clucose con
enleces glucosidicos beta=~1,3 v bete-~1,6) v €l maneno counsti
tuyen el couwpleio cerbobidrato priwsario de 1z matriz de la -

pared celulsr de C. glbicens (36).

El andlisis quimico de los componentes solubles de C.
rlbicans ha revelado complejos de cantidades varisbles de
proteines o péptidos, elucosa o menosa (12). El estudio qui-
mico de los crrbohidretos muestra que consisten cesi exclusi
vamente de manose (96 en el menegno purificado v 92% en pare
dea celuleres). El mansno es responsable de lss repcciones —
de esglutinecidén e inmunofluorescencia. Las porciones de hexo
sa o hoptosa con enlaces glucosidicos alfs~1,2 han sido reco
nocidas como determinantes anticénicos v estén contenidas en
las cedenss latersles. Iss diferencias seroldsicas que exis~
ten entre uns cepe vy otra se apovan en las distintas longitﬂ

des de éstos determinsntes (36,54).

Le estimeeidn de la wrsa de la pared celular varia del-—

15 gl 30% del peso seco (51}. Cendide albicens tiene por lo_

menos dos grupos seroldégicog entigénicemente diferentes, A v

B. Fl serotipo A es antigénicamente muy 3imiler a C. tropica-
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~lig, sungue ésts (iltims no posee el antigeno 7 (29,42,56).

Los serotipos A v B comparten los antigenos 1, 4 v 5, -
pero ls especificidad antigénice reside en el factor 56, que 4
solo se encuentra en el tipo A. Los antigenos encontrados —

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

pueden ser bien detectados con snticuerpos contra el seroti-

PO ¥ pobremente por snticuerpos contrz serctipos diferentes_

(46).

Le localizecidén de los sntieenos en células de varies _
especies de Candids rotas mecdnicsmente fue estudiads en ____
1963, Se produjeron v spliceron entisuercs monoespecificos _
pere identificar s los miembros del oénero Cendida. Se encon
traron los sntieenos 1 61 3 en ls pared celular v los antipg
nos termolébiles z,b,c v 5 en el citoplesma. Los anticenos _
del 4 21 9 se ubiceron tanto en la pared como en el citoplas

ma (99)0

La estructura antigénice de C. albicens tembién ha sido
cenalizada por electroforesis cruzedas v se hen demostrado 68 _
snt{genos solubles en sgua, lo gue demuestra ls complejided_

sntizénice de ésta levadurs (4).

Se ha reconocido un entigeno, denominado antigeno 47kD_
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con un peso molecui~r de 47,000, que comparte epitopes con —
otros sntigenos candididsicos. La reaccién cruzads entre es—
tos epitopes comunes explicaria el porque los snticuerpos mo
noclonsles en el ratdén reconocen mss de una besnda de precipi
tecidén (7). Ademés, debido a los antigenos comunes la sbsor—
cién cruzsds para le purificacidén de los factores del suero_
puade der luger s una disminucidn en el titulo de snticuerpos

(42).

Los sntigenos producidos "in vivo"™ pueden tener diferen
tes epitopes que los inducidos por blsstoconidias "in vitro".
Sin emberpo, los determinantes antizénicos especificos del

serotipo A de Candida salbicans estén presentes en los entige

nos circulantes durasnte 1o infececidn (47). Se ha establecido
que los polisrcéridos termocestables contribuyen e 1ls sntice-
nemis, sunque no se descarta le posibilidad de que otros en-—

tigenos puedan circular "in vivo".

Los entizenos liberados durante la infececidn por un se-—
rotipo especifico pueden ser detectados por anticuerpos con-
tra el mismo serotipo v pobremente, si acsso, por anticusr—
po8 contra un serotipo diferente. De acuerdo con las formas_
sntigénicas de las especies de Candida mencionades con &nte—
rioridad, el antisuero contra el serotipo A puede identifi_-~

car antigenos del serotipo B, a menos que los antigenos solu
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-bles B tenssan una composicidén diferente e los presentes en_
le superficie celular &, o bien que los antigenocs libersdos_
durznte la infeccidn se encuentren disminuidos en sus facto-
res comunes 1, 4, v 5 v enriquecidos en factor 13b u ctro --

factor no reconocido siin (46),

Recientomente, con la produccidén de enticuerpos monoclo
nales aglutinentes, ¥ivskaws (42) propone el siguiente esque
me pera las férmulas sntieénices de C. elbicsns ¢ especies —

relacionadas:

ESPECT™- ANTTAEVQS:.
C. albicans A 154,5,6,7
C. glbicans B 144,5,13b
C. tropicslis ‘ 1,4,5,6
C. guilliermondii 144,9
C. krusei 1,5, 11
C. porapsilosis 1,5,13,13b
C. pseudotiropicslis 1,8

¥odificado segin “emp (P9).

Les paredes celulsres producen una regpuests de tipo —

TeM monoclonsl en el rotdn, 1o que suriere que contienen un—
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antieeno que es, con relaciédn e éste animel, timo-— indeven—
diente (42). En contraste, en los humanos la formacidn de in
munoglobulines como respuesta a ls inyeccidn de manano es ti

mo~dependiente (47).

Penssrmos que una técnice inmunoenzimética de féeil a—
plicacidén en nuestros lsborstorios pare identificar v cuanti
ficer antigenos de C. albicens en conejos infectados experi-
mentalmente puede eplicarse en el diegndstico de candidiasis

sistémica en humsenos.



MATERIAL ¥ METODOS

1. PREPARACION DEL ANTIGENO DE CAKDIDA ALBICANS.

Se utilizd uns cepa de Csndide slbicans donads gentil—

wente por el Q.B.P. Alejendro Farza Osung, del Depertemento—
de Microbiologia de la Universidad Autdénoma de Fuevo Ledn.

La identificecidén de especie se 1llevé a cabo de acuerdo con—
la metodologio previamente descrites (26). Se sembraron pla__
cas con ager Saboraud al 4% v se incubzron a 37 grados C por
A3 - 72 horag, pare obtener cultivos en frse de crecimiento—
levzduriforme (10,19,54). Se eplicd une adsptacidn del méto-

do de Filice pera 1ls prepneracidn del antigeno soluble (19).

El material de las colonies se colectd con hisopo de al
goddn estéril v se lavd tres veces con formcl sslino al 0.5¢
Se colectaron 20 ml de suspensidn celular que fue resuspendi
dz a una concentracidn del 50% en formol salino y se frsccig
naron por ruptura celulsar en un gpsrato sonificador (Branson
Sonie Power Company, modelo B — 30) durante 3 horas a 300 —
watts, para producir la disrupcién de 1z mayoria de las espo

ras de scuerdo con monitoreo microscépico.

Le suspensidén asi obtenida se calentd en bafio de tempe—

- 18 -
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-returs constente a 62 grodos C duresnte 20 min. pare atenuar
la virulencis. Para comprobar la esterilizacidén de las leva-
duras s8¢ hicieron resiembras en agar Saborszud y se incubaron
a 37 grodos C durante 48 & 72 horas.

Fosteriormente 1la me%cls celular se centrifugd a 23,500
g por una hora & 4 grados C. El sobrensdante se¢ separd y se—
mantuvo en refrigeracidn s —70 grados C en alicuotas pare ——

'
ser empleado como antieceno.

3¢ hicieron las sisulentes determinaciones en el mate.~
rial asi obtenido: presencia de polisacérido (¥olish, Rene—
dict), proteinas (Lowry) (34), glucosa (orto-toluidina), car
bohidratos totales (Folin Wu) y manosa (diferencis entre car

bohidrstos totales ¥y glucosa) (10).

2. PRODUCCION Y SEPARACICK DE ANTICUERPOS.

Se incecularon 6 conejos de 1.5 a 3 “gs de peso por via-
subcutfinea con un volimen de 2 ml de una mezcla o partes i—
pugles de edyuvante completo de Freund y del ontigeno produ-
cido por nosotros. Esta inveccidn fue seesuida de inoculscecio-—
nes semanales con la misma dosis pero con adyuvante incomple
to de Freund, de acuerdo gl esquema de inmunizacidn descrito

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



TABLA 1

ESNUEMA DE INWUNIZ7ACICNES A CONEICS

Freund

C(N AVTIGEMD DE Ca2ndida slbicans.

SECTENCIA LE DONIS DE VIA DE SITIC DE
INOCULACIONES ANTIGENQ INOCUL ACION INOCCULACION
Primers 2 ml antigeno Subcutéinea Dorso

con adyuvante
gemana completo de

Freund
Serunds 1 ml antigeno Subecuténes Dorso

con edyuvante
semana incompleto de

Freund
Tercera 1 ml santigenoc Subcuténee Dorso

con sdyuvante
semana incompleto de

Freund
Cuerta 1 ml suntizeno Tntravenosa Vensa

con edvuvante marginal
semana incompleto de

— 21
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Se inocculd un carnero con dos dosis simultaneas de 3.5
ml de antigeno con adyuvante completo. El snimel recibid ——
luezo 4 invecciones semensles doblesg con le misma deosis, pe—
ro con adyuvante incompleto de Freund por vis intrsmuscular.
El esquema de inmunizecidn del carnero se presenta en 1ls te—

ble 2.

Se gangraron los conejos de ls vena merginel de la ore—
ja, ontes de cade une de las inoculeciones subsecuentes v se
tituleron por inmunodifusidén en portaobjetos. Se siguid una-~
conducta similar con el cernero, del que se tomeron muestrns
de sangre de leo vens yupuler interns. -En smbos cas0s usamos—

el sntizeno preparadoc por nosotros.

El procedimiento que se aplicd pzra la separacién de an
ticuerpos fué el miswo pars los conejos v el carnero. Se si-

guid 1ls técnica deserits por Voller et ol (58).

El suero se diluyd 1+5 con buffer salino de fosfutos ——
(P33S) pH 7.4+ 8e afindid sulfato de swonio 3.6 M con pH 7.0,-
gota a gots v se mentuvo en seitacidn durente una hors. Se -
centrifusgé & 11,000 ¢ en una centrifuga Servall 35-34 duren-—

te 15 minutos & 4 grpodos C.

Se desechd el sobrensdsnte v el precipitsdo se resuspen



TABLA 2

ESQUENMA DE IFYUNIZACICK DE CARNERC CON

ANTIGERC DE Candida albicans

- . . [ P N Iy . ,_.,.11.

SECTTNCIA DE DCSIS DE VTiA DE 3IT™T0 DE
INOCTTLACIONES APNTIGENO INOCULACION INOCTLACTON
Primers 2 inoculsciones Intramusculsr Ambos

de 3.5 ml de #1l0teos
semens sntigeno con ed

yuvente completo

de Freund
Serunda 2 inoculaciones Intrsmuscular Ambos

de 1 ml de enti gliiteos
semana geno ¢on adyu —

‘ vante incompleto

de Treund
Tercere 2 inocculeciones Intrzmuscular Ambos

de 1 ml de enti gliiteos
semana geno con adyu —

vante incompleto

de Freund

4

Cuarta 1 inoculacidén de Intravenoss Cuello

1 ml de entigeno
gsemana con adyuvante in

completo de Fre—

f und o _‘J

- 2% -
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-did v se 1lavé con sulfetc de smonio 2 M, Las gemselobulinss
precipitedss se reconstituyeron a ls mitad del volimen origi
nal del susero con seus destilads v se dislizaron contrs c¢lo-—
ruro de sodio 0.85% durante 24 horess, con el fin de remover—
todo el sulfato de smonio. Se utilizd cloruro de bario 0.01

¥ pare comprobar la eliminscidn del sulfato de amonio, el —
que, de estar presente en el liquido dislizonte, reacciona -

con €l clorurc de berio formando un precipitodo blenco.

Se determindé 1ls concentracidn de proteinas tento en les
muestras de los conejos como en las del carnero, por el méto

do de Lowry (34).

3. CCMINGADO ANTI IgG DE CONEJOC.

El conjugado antigemaclodulins de conejo con fosfatosa—
elcalina fue obtenido comercislmente (Sigme Chemicsl Compa —
nv). En estudios previos no se encontraron diferenciass cuan—
titeatives con el uso de ésts enzima v con el de peroxidersa,-
salvo gque los conjugados con peroxidasa continﬁan el dessrro

1llo de color después de le sdicidn de hidrdxido de sodio (3,

6).

4. DETERMINACION DE LAS CONCENTRACICNES, TEMFERATURAS Y —
TIEVPOS DE IMCUBACION OPTIMOS DDL CONJUGADO, AYTIGENO Y
ANTI CUERFPCS.



4.1 Determinscidn de la concentrscisn Sptima del conjueedo.

&)

b)

c)

d)

e)

f)

Se cubrié uns hilere de 12 pozos (Immulon II, Dynsatech) —

con 0.2 ml en c¢ada uno de una dilucidén de snticuerpos de~

conejo (0.25 mg/ml de proteina), usendos como diluyente bu

ffer de carbonatos pH 9.6 .

Se incubaron en cémara himed= a 37 2rsdos € durente toda-

la noche con el objeto de que el gnticuerpo se adsorbiese

2 la superfTicie de poliestireno.

Se lepvaron los pozos con PBS-Tween, pH 7,4 dursnte tres —

minutos en tres ogosiones.

Se hieieron diluciones del conjugesdo en FR3—Tween pH 7.4

para o justsr lss concentraciones siguientes: 1:800,

1:1000,

1:200 v 1:1600, Se llensron los pozcs por tripli-—

cado con 0.2 ml de cads ung.

Se incubaron & 4 gradcs C tods 1la noche en cémars himedr.

Se levroron iguel que ccmo se dice en el inciso c).

Fl substreto (p-Nitrofenil fosfrto disodio, Siems Chemi—

cal Cowpeny) fué disuelto en buffer elcalino pH 9.8 pare—
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sbtencr una concentrecidn de 1 me/ml. De ésts dilucidn se

afiadieron 0.2 ml 2 cade pozo v Be incubd a temperaturz am

biente durante 30 minutos.

v} Se detuvo le rercccidn rl efisdir N.05 ml de bidrdxido de —

gsodin 3 M,

i} ®1 contenidn de cada peozo fue transferido a tubos con 1.8
ml de hidrdxido de sodio 3 M y se tomaron las lecturss en

un espectrofotdmetre (Ferkin Elmer) a 405 nm de ebsorban-

cia (9).

i) Se determind la dilucidn Sptime del conjursdo de ascuerdo—
con la meyor dilucidn cepez de producir color am~rillo vi

sualmente v de acuerdo s la densidad Sptica.

4.2 Determinacidn de 1o concentrecidn Sptiwe del antipenoc.

) Se hicieron diluciones del antigenc en buffer de carbons—
tos pH 9.6 pera obtener las siguientes concentreaciocnes:s

1.0, 50, 100 v 5§00 microgramos de proteina /ml.

b) Se afisdiecron 0.2 ml de c¢sda uns de las diluciones a los -

pozos por triplicsdo.



c)

d)

)

g)

b}

i)

i

k)

- 27 -

Se incubaron g 37 grados C en cémsra humede durante 24 ho
rns perz adsorber el antigeno a la superficie de poliesti

Irerc.

Se lavdé la pleca con 0.2 ml por pozo con PR3-Tween pH 7.4

durante tres winutos en tres ocasiones.

Se afledieron 0.2 ml por pozo de una sclucidn de anticuer—

pos producidcs en conejos (0.25 me de proteina/ml).

Se incubdé a 37 grados C durante 2 horas.

3¢ lavaron los pozos ifual que en el posc d).

Se afindieron 0.2 ml del coniugade diluido 1:-1000 {concen-—

tracidn Sptima).

Se incubd a 37 grados C por 24 horas en cémarc humeds.

Se lavd como en el inciso d).

3e afindieron 0.2 ml por pozo del substrato (1 mg/ml en S0

lucidén buffer alcalin=, pH 9.8).

Se incubd la placa o temper~ture smbiente durcnte 30 win.



m) Se transfirid el contenido de ceda pozo a tubes con hidrs
xido de scdio 3 W, pars detener la reaccidn v llevar la —

lectura en el espectrofotbdmetro.

n) Se tomdé como Sptims la menor concentrecibén de antigeno ca
pa2z de producir ~olor por observacién visual y, desde el-
punto de vista espectrofotométrico, ls que estuvo mas cer

ca 21 cero de densidad Sptica.

4.3 Determinccidn de la concentrecién Sptima de los anticuer—

pos producidos en conejos.

&) Los snticuerpos producidos en el carnero sSe & justaron & —
ung concentrzeidn de 0.25 mg de proteine/ml en buffer de_
carbonatos, pH 3.6 . De ésta solucidn se afiladieron 0.2 ml
por pozo ¥y s8e incubaron a 37 grados ¢ durante toda la no—

che.

b) Se 1lcvd 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 18 dilucidn Sptimg —

del antigeno de C. 8lbicens (100 microgramos/ml).

d) Se incubd 2 37 gredos C por 2 horas.



e)

i)

)
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Se hicieron diferentes diluciones de 1la solucién de enti-

cuerpos producidos en conejos en buffer de carbonatos pH
9.6 para obtener concentraciones de 0.25, 0.50, 1.0 ¥y 2.0

mg/ml de proteinsa.

De cada dilucidn, se efisdieron por triplicado 0.2 ml por_

pozo ¥y se incubaron a %7 grados C toda la noche.

Se lavé igusl que en el inciso b).

Se ofiadieron 0.2 ml del conjugado a une dilucidn Sptima -

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

re htmede.

Se lavd como en el pesso b).

Se afiadieron 0.2 ml de substrato (1 mg/ml) en solucidn —

buffer elcaline, pH 9.8 .

k) Se incubd & tempereture embiente durante 30 minutos.

1) El contenido de 1los pozos fue trensferido & tubos con __

1.8 ml cada uno de hidrdxido de sodio 3M para tomar lag.-

lectureas en espectrofotdédmetro.
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m) fe determind como dptime 1F menor concentrecidn de snti-—

cuerno cepaz de producir color y menor densided dptica ___

por encime de cern.

4.4 DeterniarcisSi de 1r coancentreciia Sptime de 108 enti ..

cuerpog ornoducidos en el ccrnero.

£} Pe hicier»n ditucinnes de 1lf #Hlucidn de rnticuernns de-

errmern en buffer de crrbonrtos wH 9.6 nere obtensr corn—
centrecioner de N.12 , 0,75, 0.50 ¥ 1.0 mg de proteinr/

ml. fe cubrid uns® hileres de 12 vozosz con crde une de —

173 diluciones por trinlicedo con 0.2 ml crde uns.

b) Se incubd 1lr vlree £ 37 gredos C tade e nache.

¢c) Se lavd con 0.2 ml »nar nozo con PBS—-Tween durente tres —

minutos en tres cecrsiones.

d) Se r@irdieron 0.2 ml por pozo de fntigeno g concentrecidn-

Sptima (10C microrrenns/nl) v se 1icubd £ 37 gredos C por

2 harrs.
e} Se levd ipurl aue en el peso cl.

f) Se rfirdieron 0.2 ml por pozo de une dilucibn 4otime de rn



Z)

h)

i)

i)

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

ron a 37 grados ¢ toda le noche.
Se lavd iguel que en paso c).
Se afiadieron 0.2 ml por pozo del conjugado a uha dilucidn

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

17 grados C en cémars himeda todz la noche.

3e lavd como en el inciso ¢).

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

temperatura ambicate durante 30 minutos.

El contenido de cada pozo fue transferido a tubos con 1.8
ml de hidréxido de sodio 3 M para deteNler la reaccidn y -

tomar las lecturas en el espectrofotdémetro.

1) Se considerdé como concentracidén 8ptima la menor concen--

4.

tracibén de anticuerpos capaz de dar lugar s la produl-~-
cién de color y menor densidad éptica por srriba de ce--

TQe

5 Determinacién de lag temperaturss y tiempos éptimos de

Ancubacidpn del sntigeno, anticuerpes (producidos en ——-
;
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ecarnero y eu conejos) v conjurade.

Se probaron diferentes coubinaciones de resctivos, tiem——-

po ¥ temperaturs, cenbiendo solo une de les condiclones de -

1a prusbha en cada vez, para determinar una téenica 6ptima, -

de la alguiente menera:
a) Tempersturss de incubscidn. 37, 4 v 22 grados ..

b) Tiempos de incubacidn del en.igeno. 30 awinuies, 1 y 2 ho-

reg.

¢c) Tiewnos de incubecidn de los enticuerpos nroducidos en co

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

d) Tiempos de incubacibén de los snticuernos nroducidos en --

cernero: 2, % 4 v 18 horss.
e, Tiemoos de incuoecidn del econjugsdo: 1, 2y 3 horss (ct).
S TECRIGA BELICA DF T7X 1. T4 DWICH.

Tn anticuerno especifico (producido en carnero) es sd--

sorbido sobre uns superficie sblida de voliestireno. Se cfie-
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-de lo wueatra de suero v si estf presente el sntigeno, ss -
une al snticuerno de carnero previacmente edsorbide. Al zgre-
gar un segundo gnticuerpo eanec{fico (producido en conejos)~-
se fije al antfreno (Figura 1). Le 8dicidén de un tercer anti
cuerpo conjugado con fosfatass alcalina (antigamaglobuline -
de conejo) forma un "sandwich'" de entfgeno entre dos snti --
cuerpos, ©on un tercer anticuerpc a su ve:r unido al tltiao.

Fl substrato es degradado por sccién enzimética y produce un
color smarillo que puede ser visible vor simmle obgervacidn-

o bien mediente espectrofotometris (6,14,%n,51,58}.

El procedimiento se realizd de las siguiente manere:

a) Se sensibilizd una vlsca con 0.2 ml por vozo de una solu-

cién de snticuerpos snti~-Candida albicans, producidos en-

carnero, en buffer de carbonstes pH 9.6 (concentracibén --

0,12 mg/ml). Se incubé 2 horas a 37 grados C.

b) Se lavdé 1la placa con 0.2 ml de PBS-Tween pH 7.4 en cads -
pozo; se dejé repossr tres minutos y se evacud el conteni
do de la placa invirtiéndols v eeitdndole viporossmente.

Fste procedimiento se efectud en tres ocasiones.

c) Se incubd 1la placa a %7 grados ¢ durante 30 minutcs con -
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1.~ ANTICURRPO (PROLUCIDO
BN CARNERO) ADSOKBI DO
A LA PLACA

LAV, DO

2.- SUERO PROBLEMA QUE
CONTIENE EI. ANTIGENO

QN

LAVADO

3+= ANTICUERPQ (PRODUCIDO
EN CONEJOQ)

LAVADO

4.- ANTIGAMAGLOBULINA DE
CONEJO MARCADA CON

CEO &

ENZIMA
LAVADO o o
0o°e o. L
®, o o°
® ]

.-~ SUBSTRATO ENZIMATICO

QDY

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



d)

)

1)

g)

h)

i)

3
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0.2 ml de la muestrs de suero s probar, previamente some-
tida 8 calentamiento (56 grsdos O durante 30 minutos) pa-
ra digsceisr los complejos antigeno-anticuerpc presentes -

(27,48,52).

Se repitid el paso b).

Se agregaron 0.2 ml de la solucidn de enticuerpos anti---

Candida albicens (producidos en conejos) en ceda pozo -

{0.25 mg/ml), Se incubd a 37 gredos C durante 3 horses.

Se repitié el inciso b).

Se agregd 0.2 ml por pozo del conjugedo (dilueibn 1:1000)

¥ se incubd la place durante 2 horas e 37 grados C.

Se 1lavd igual que en el inciso b).

Se afisdieron 0.2 ml del substrato dilufdo (1 mg/ml) a ca-
da pozo y se dejé a temperatura ambiente durante %0 minu-

tos pare que se efectuara la reaccidn enzima-substrato.

Se detuvo la reaccidén 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, las tempereturas y lae concen-
traciones empleadas fueron los determinados como Sptimos-

para ésta técnica.

1) Como controles de referencis se utilizaron loas siguientes:

sntigeno de Candida elbicans preparado por el procedimien

to descrito anteriormente, a una dilucidn de 100 microgra
mos/ml como control positivo.
Como control negativo se usdé suerc de conejo normal. Cade-

determinacién se hizo por triplicado.

m} Se deterrind la positivided de la prueba por observacidn~
visual de la producciédn de color, szsf{ como por less lectu-

ras en el esvectrofotdmetro.

6. INVESTIGACIOf DE LA SE:SISILIDAD DE LA TECMICA.

Se prepararon una serie de diluciones del antigeno & --
partir de una concentracidn de 370 microgramos/ml. El antige
no fue disuelto en suerc de conejo normal y en buffer de car
bonatos pH 9.5. Cade dilucidén con uns cantided conocida de -
entigeno se ensayd por triplicado y los controles negstivos-
gse estudiaron por sextuplicado. Se llevd s cabo la técnica -

ELISA de triple sandwich descrita anteriormente y se prepa--
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-rd una curva de calibracibén (8,32).

7. GANDIDIASIS SISTEXICA EZXPERIMENTAL EN CONEJOS.

Se utilizeron en totsl diez conejos de 1.5 a 3.0 kg de-
peso, de los cuales uno sirvid de control no inoculsdo. Deas-
pués de ajustar la dosis de 100 millones de leveduras por ml
se ensayd su inoculacidn en ls vena marginal de la oreja --
(49), que pudo conseguirse satisfactoriamente solo en tres =~
de ellos. La dosgis fue cuantific¢seda a pertir de un cultivo -
de C. albicans de 18 horas de incubacién en caldo Ssboraud -
a 37 gredos C y posteriormente por dilucibén en plsces. Cada-
animal se sangrdé por puncién intracardiscs antes de 1la inyec
cidn de las levaduras y después diarismente durante 10 dias-
o menos en casc de muerte. A los conejos que murieron se les
hiciseron estudios hiatoldgicos de rifibn, higado, bazo ¥y corg
zbén, para confirmar el diagndstico y valorar la cuantifics -

cién de antigenemia por ELISA triple sandwich,

3. DETECCION DE ANTIGENOS EN SUERCS DE COXEJOS COW CANDI -
DIASIS SISTEMICA EXPERIMENTAL POR MEDIO DE LA TECNICA ELISA

{TRIPLE SANDWICH}.
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Los sueros de los conejos infectados y no infectados se
sometieraon al proceso de calentamiento descrito anteriormen-—
te, para discciar los complejos antigeno-anticuerpo circulan
tes y facilitar la deteccidn de& antigenos, Los sueros as{ ab

tenidos se procesaron por ls técnica ELISA de triple sand =--

wich,



RESULTADUS.,

1.CARACTERISTICAS DEL ANTIGENC OE CANDINA ALBICANS.

El calentamienio a 62 grados C durante 20 minutos (44)-
fué suficiente para lograr la esterilizacidn de las Fformas -

vegetativas,

Las determinaciones hechas sohre éste material dieron——
los siguientes resultados: Prueba de Benedict, negetiva; ~—w
prueba de Molish, positiva. Esto nos incica la presencia de-
poclisacéridos. La concentracidn de proteinas fue de 0.370 mg
/ml: la de glucosa {orto—toluidina), 30 mn%; la de cerbohi~—
dratos totales (folin Wu), 57.6 mg% y la de manosa, 27.6 -——

mg¥,

2, PRCCUCCIOM Y SEFARRATION DE ANTICUEPFQS ANTI-CANMICS

PLBICPNS.

a) inticuerpuos producidos en tarnero-

1 carnerc inmunizado (de acuerdc sl esguema descritoc en—
la secciln de Material y Métodos) presentd al final de la
cuarta semana un titulo de 1:4, por lo oue se continuaron

las inoculaciones durante 4 semanas mas,

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

2). 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, Al final de la cuarta sema-
na encontramcs un titulec de 1:4, por lo oue continuamog—-
las inmunizaciones hasta la octava semana, sin encantrar-
variscidn en el titulo, Lous ctros dos conejos respondie—-—
ron pobremente al antfigeno y ee cbtuvo positividad por in
munodifusifn Jnicamente en los sueros sin diluir (tabla -

4), Se colectaron 13.4 ml de suero en total,

Después de obtenerse las inmunoglobulines de los suerocos
de carnero y de conejo (tftulo 1:4), se les detsrmind la can
centracién de proteinas, que fue de 30.88 y 12.45 mg/ml res~

pectivamente,

3. CUNJUGADD ANTI-IgG DE CONEJO,
Las especificaciones comerciales de é€ste material in ~-
clufan una concentracién de 0.65 mg/ml de conjugadn, para -——

trabajar a una dilucidn de 1:1000,.



TRBLA 3

TITULATICN DE ANTICUERPDS ANTI-CANDIDA ALBICANS

EN SUERC DE CARMMERO INMUNIZADO

j SEMANAS POSTEPIORES  TITULC BE A;}ICUEH;Bg-?

| A LAS INOCULACIONES POR INMUNODIFLSION

" varta T 14 !

3 Quinta 1 : 8 ;

E Sexta 1 ¢ 16 ;

. Séptima 1 : 16 3

i Octava 1 ¢ 16 i

TIBLA 4
TITULACION DE ANTICUERFOS “NTI-CANDIDA ALBICANS
EN SUERD DE CGNEJOS IHMUNIZADOS

IALLSEMANAS FOSTERTORES TTITULD DE ﬁPTIElE?FUS+‘{

i A LAS INOCULACIORES POR INMUNCDTFLEICN ;

e e e e et e en et e e

b Cuarta 1T 82 4 ;

i Muinta 1 : 4 g

3 Sexva 1 ¢ 4 5

i séptima 1: 4 ?

; Dctava 1 : 4 i
:
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4, DETERMINACTION DE LAS CONCEMTRACIONES, TEMPERATURES Y
TIEMFOE DE INCUBACION OFTIMCS DFL CONJUGPCO, ANTICENG Y

EANTICUERPOS

Después de estandarizar todos los resctivos, se hicie—-
ron las determinacicnres de acuerdc a lcs procedimientos sefia
lados en la metodologfa, Se obtuvieron las siouientes concen

treciones y dilucicnes Sptimas:

4,1 Determ1nac1on de la cancentra010n Dptlma del conjugado:

— LR M.

La cdilucién éptima cel conjugado fue de 1:108Q0,

4.2 Dctermlncrlon de la concentr301nn Dptlma del antlgeno

[ . e e B e F e . e -

La concentracidn dptima del anticeno fue de 100 microgra

mos/ml,

4.3 petermlna51on de la copcentracidn dptima de los anti ~ee

e e a (NPT AR S P e A L T A L. T S e S

cuerpos producidos en cone jos:

La concentracidn dptima de los anticuerpos producidcs en

cone jos fue de 0,25 mg/ml.



4.4 Determinacidn de la concentracibn dptima de los anti -

PP

cuerpos producidos en el carnero:
La concentracidn éptime ce los anticuerpos producidos en

el carpero fue 0.12 mg/ml,

4,5 Determinmacidn de las temperaturas tiempos Gptimos de =

incubacidn cel sntigeno, anticuerpos (producidos en carnero=-

Y. 8n conejos) y conjugedor

Las temperaturas y tiempos ce incubacidn Sptimos se in——

vestigarcn por separado:

a, Conjugado- 37 orados C durante 2 horas.

b. £ntfoena: 37 gradecs C (o bien 4 grados C) durante 30--
minutos,

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

d. Anticuerpos de conejos 37 gradas C durante 3 horas,

5., TECNICA ELISA DE TIIFLE SANDY ICH.

ta técnica fuéd de fdcil manejo en el laboratorio, La —-
praoduccibén de color amarillo brillante al ser cdegradzdo gl -
substrato por accidn enzimatica pudo preciserse mediante ob-
servacién visual simple, pero ademés se tcmsron lecturas de-

densidad dptica por espectrofotometria. La técnica se cormple
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-td en un lapso méximo de 8 horas,

6, INVESTIGACION DE LA SENSIBILICAD CE LA TECNICA.

R partir de una concentracidn de 370 mcg/ml del antige-
no se hicieron diluciones dables, que contenian, respectiva-
mente, 185, 92,5 y 37 mcg/ml, Las lecturas en el espectrofo-
t8imetroc permitieron preparar la curva de calibracidn. Pajo -
las condiciones Sptimas descritas, la técpica de triple sand

vich pudo identificar hasta 35 mcq/ml de proteina.

7. CANDIDIARSIE SISTEMICA EXFERIMENTAL EN COMEJQS,

Uno de los conejos infectados sobrevivid y se le toma—-
ran muestras de suero diariamente durente 10 ¢fas. Otro mu -
rié sl tercer dfa de la inoculecidn, E1 (ltime murid al no-
veno dfa, con evidencia histopsiolégica de candidiasis sistg
mica,

Con tincidn de hematoxilins y eosina se demostraron mdl
tiples microabscesos renales y hepaticos. Se encontrd altera
cidn de la arquitecture normal de écstos drganos y abundantes
neutr6filos mezclados con blastoconidias tipicas y pseudohi-
fas de L. albicans. Los abscesos renales se presentarcn en -
el intersticio de la corteza renal, Todas las células micét{

cas ee tifieron intensamente con metenamina de plata (Gomori)
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y muy pobremente con hematoxilina y eosina.

8, DETECCION DE ANTIGENQOS EN SUEROS PE CCNEJOS CON CANCIDIA-

SIS SISTEMICA EXFERIMFNTAL.

Unc de los conejos infectados mostrd elevaciGn de su ni
vel ce antigeno a pertir cel dia 4, pera incrementerse hastea
106 microgramos/ml en el dia 7 post-inoculacidn, dos dias an
tes de su muerte, Les concentraciones de antigeno soluble de
€zndida albicrans en los sueros de los cone jos infectacos y -

en ¢l de un control no infectado se presentan en la figura -

2.

Otro de los conejos infectados tuvo una concentracidn -
de 37 microgramos/ml al dia siouiente cde la inoculecién y —-
presentd un nivel de antigenemis mi&ximo (90 microgramos/ml)-

entes de su muerte en el tercer dia.

Una de los conejos infectados sobrevivid y sus determi—
naciones de anticenemia fueron necativas, salva una lioera e

levacidn entre los 5 y 7 dias despuée de la infeccidn.



ANTIGENQ (mcg/ml de proteina)

FIGURA 2

EVOLUCION DE LOS NIVELES DE ANTIGLNOS EN SUsROS DE
CONLJOS CON INFECCION EXPSRIMANTAL POR Candida albicans
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DISCUSION:

Se han evaluadoc varies pruebas sernldgicas para su apli
cacidn en el spoyo disgndstico de candidiasis sistémica, pe-=
ro, en general, los resultados obtenidus con ellas pueden ca
lificarse hasta ahora de confusos (19).

Hemos tratado de implementar una técnice inmunoenzimati
ca de triple sandwich pars detectar antiigencs solubles ce -~
randide albicans en suero. Esta pruebes debe ser de fédcil g—-—
plicacidn en nueslros lesboratorios.

l'ma ce las principales limitaciones pares le utilizacidn
de las técnicas serddnicas deriva de la complejicad antigéni
ca de les especies del género Lencida. £l antioeno preparsdo
para €ste ectuvio es un extracte cruwo de paredes celularesy
coluble, gue contiene grandes canticares de polisscaricos —-
con un 3% de protefnes (36). La concentracidn de nuestro an=-
t{oeno en solucidn se cetermird. midiendo lz centidad de pro-
teines/ml, dado que no Fué posible cuantificerle directamen—
te €1 manano, Sin emberoo, encaniramos niveles Ce menosa, —-
olucosa y proteina simileres & las rue se ben obienido a par
tir del zndlisie de mansno purificedo y de preperaciones ene-
solucidn de pareres celulecres fragmeniadas, por lo Que cTec-
mos cue €ste emfogue resulta justificado (36,54).

Nuestra técnica moetrd una sensibilided gue nos ha per-—

mitido detecter hesta 35 meg/ml de proteins., Otros investige

- 47 -
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—-dores han encontrado sensibilidaces desde 0.1 2 1800 ng/ml,
PEro se basaron en cenlidedes de manano/ml y no de proteines

/ml {2?,33)0

El uso de €sios extrasctos crudos se justifica, dado oue
la obtcncidn de prepereciones altamente purificadess dc pere-
ces celulares es leboriosea por le frecuente persistencie de-
contaminenies citoplfsmicos, 2dn después de lavados repeti—-—
dos {16,23)., Ademds, el menanc ee cl entiveno predominente—-
cn los extractos crudos de pared (y probaeblemente en lz pa--—
red celuler intacta) y se ha sstablecido que los anticuerpes
que s& producen en respuesta a la inmunizecidn con células ~
completas (muertas por celcntemiento) o con extractos crudos
de reredes celuvlares, estédn dirigidos primariemente cqntra -
la porcidn de menoprotcires (16,56), En ratones inmunizados—
con c€lules complatas muertes por celor, los anticucrpos mo=
noclonelers obtenidos » partir del cultivo de sus tcjideos son

especificos contre el maneno de la pered ccluler (36,42),

ftra de les dificultcdes cn la preparecifn de antigenas
¢e Cendide albicens oerive dcl dimorfismo en el crecimiento-

Ael gfrmen:

('n estudiac comparativo de la pared celular en las for——

mas micelisl y de levadure (blestosporss) de L. zlbipens, re



-veld una similitud cualitetiva, zuncue con veriaciones cuen
titetives considerables. Mo obstente, la compoeicidn gquimica
ce les blestospores fué€ constente o pesar de haberse cultiva
do a tempcraturas y gobre medios diferentes (10)., El total -
de clucanc y mencproteinse no varie con la morfologie del —-
crecimiento, pervo le guitina fué cuetro veces meayor en la ——
forma de tubos germinales, Ests Gltims forms es influenciada
ror la fase en le que se cncuentre el crecimicnto del orge-—-
nismo y por les diferencies entre cepas. Lzs célules de leva
dura producen una cubstencia termoesteble y cializable gue -
suprime lez trensicibn de legvedure a micelio; €ste efccto in-
hibitotio es mzyor en presenciz de cobeltao, Les protefnes es
pecificas de lee Formes lcvadura—-micelio no se¢ han idcntifi-
cedo con certeze, eupoue embos tipos de morfolagie han Cemas
tredo scr definitiveamente petdgcpos (54). En la prepearecidn-

de nucstro entigeno, el cultive se incubd e 37 crados C (19)

La produccidn de anticucrpos anti-Cencida e2lbicens en -
el carnero fué satisfactoria a pertir de la sexta senena {té
tulo 1 :16) post-ipcculecidn, Sin embergo, dc lcs cone jos i-
naculecos solo unc fué€ capsz de producir un titulo méximo cde
1 :4 desde la cuarta semepna, debido tel vez & que la respues
ta dg los concjos & le edminietrecidn de anticcnos de C. el-

bicens es més hectercgénea que ls de otros enimales (28).



En le investigacidn de les concentraciones & timas dc——
los diferentcs reactivos, pare €l conjugado s. encontrd una-
dilucidn éptima de 1 :1000, que corrcsponde a la misme cilu-—
cidn sugerida por el fzbricente (cigma). Nuestra concentra—-—
cidén Sptima pera los znticucrpos producides en el cernero —-—
{120 mcg/ml) fué muy perecide & la utilizeda por oiros suto~
res 749,59). En contraste, la conccntracién dptime de los 2n
ticerpos producidos en los conejos {250 mco/ml) resultd mas-

2lta que la emplezda en otras investigaciones {33,48,49,59).

Les tempcreturas y tiempos éptimos do incubecidn ce los
enticuerpoe enti~f-nride albicens producides con £l carnero vy
en los conc jos, fueron similercs 2 los rcoortecdos cn otras -
invceticeciones que utilizaron técnices inmunoenziméiices —-
{1,27,69,52,5%), Estos pardmctros, pera nucstro entireno, -
fucron igualcs a los publicadoe por Fuies (48), Les condicio
ncs éptimas de incubecidn pare nucstro conjuceco (37 nrados-
C curente dos horas) concucrden con loe obtonidos por otros-

sutores (1,37).

Camplet>maos nuestre técnice en un tiempo cde B8 hares, ~-
Aunour €ste lapso es un poco meyor gque los uncontracdos en o-
tres investicecianes, hay que tomer en cuente rue cl ticmpo-
se prolongs debido 21 cmrleo de dos enticucrpos (prooucicos-

€N ccrNero y cn cohe jog) nagra obteper la verisnte ipmumogenzi
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~-mética de triple sandwich (6,33,48,49,51,59),

tnae posible desvente je para la dcteccidn de entigenos-——
por ELIYA €s la presencie de complc jos antigcno-snticuerpo —
en le circulacibn. En verios cstudios se suriere que éste —
riesco puede ser eliminedo 2l someterse los sucros & GiveED-—
sos métodeos ce extreccidn (1,27,33,37,4€,52,53). Mosotros e-
legimos le extreccidn por celor. S¢ he probece gue Eete tra-
temicnto de les muestres cntes de su endlisies por ELICA diso
cie teles comrplejos y cisrinuye la frecuencie dc¢ reacciongse

felsas positivees (14,27).

Sc reguierc de la presenciz intrevenosz oo un billén de
grgenismos pcre producir una concentracidn doc mananc de mas-—
de 100 ng/ml cr cone jos. [l humano tel vez pueda necesiter -
mes dec 10 billones e gCrmencs circul-ntes perz logrer la ——
misme concentracidn ~ptipgdnice (28). La dcteceidn do entige-
nos en nuestro modelo con enimeles no fud uniforme, aungue -
las concecntreciones obscrvedes correlgtionsran rezonablemon--

te bien con la megnitud do le infeccidn y con el ricsgo de -

™

mucrte, Los entioenos pudicron demostrerse despufs de solo o
nos cusntos dies de la incculecidn dc la cdceis infectento.
funouc 2 uno de los conegjos, aue murid al tcrcer dis con en-—

s - . . .
tipenos elevedos, no sec le encontrd cvidcncia histopetoldoi-

ce de le enfirmcdad, cebc la posibilided dec quce la ceusa deo-—



- 57 -

ls muerte haya derivedo dc¢ complicaciones de la puncifn ine-—
tra ardiaca,

En el aniral no infectedo la investigecibn de antfocnos
fué sistemdticemcnte negetiva, Otro dc los znimeles sobrevi-
vid mes de 10 diae post-infcccifn, précticemcnte sin entige-
nemia, selvo entre los dies 5 a 8, cuando fué posible cncon-
trerles concentreciones be‘és del antigeno., Esto pudo haberse
gcbhbido o
1) diferencies en la ceparided del sisteme reticulo-endote—-
liz) pere *digerir o depurar los entlgenos circulentes, lo-—
que resultaria en bz jos niveles o inclusp en suscnciz de ==
llos, aunque la infeccidn sce scvera. Entre 95 y 99% del me-
nana inoculeco fué remogifo del suero en les primeras 24 ho~
ras postcriores 2 la inycccidn en todos los animeles proba~-—
dos pcr Jones (1980}, Se piense que los znticuerpos anti-ma-
nano no son e€sencicles pez-. €ste fe dmeno y que &l mecanismo

doe vacleremiento® =c saturs entre mas meneno sc adminigtre—-—

(28).

2} diferencias egnétieas cntre los conejos y =n los patromes
de accidn-de sus manosidases.

Cuendo C. elbica)s atrevicse le capa epiteliel, la res—

Fd
nuesta iniciel del nufeped es una resccidn inflamatoris neu-

trofilica y manccitica. EI tonge no es lisado dirrctamente —
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por los anticuerpos, cuye activided protcctora parece 250mma
ciersc con un fenémcno de fegocitosis por neutrdfilos, media
¢o por complemento, opsonizacidn y fagocitcsis monocitica ——
(54).

Se requiere de le precencia y accidn de componentes op-
soninicos ¢el suero pesre el ateqgue de los neutrdfilos a las-
c€lules de lecvedura, pero no contra las pseudohifas, El dafio
e las formaes filameriosas ccurrc por interaccién cdirecta de-
lz superficic celuler con los ncutrdfilos, cuyoc sisteme de -
micloperoxidese -ltera = lo cflula micStice antcs y aidn cuan
do no ocurra le incestidn, Las propi-dedes quimiotéctices ce
las difercntes formes (levacdurss-micelio) hacis las células—
fagocitices son tembién distintas. Adcmds, Candide albicanse
posce la cepecidad de producir tubos germinales dontro de e
lrs ¢élules fegoc{ticas y de csceper oci 2 la mucrie intrace

— lular {54),.

Entre los pecicptes con rlto riesgo dc hacecr cendidia--—
sis sistémica, a los que pececen leucemia y 2 las gue han re
cibido tratemicnic guimioterapéutico inmunosupresor (por cén
cer metestésico o rccepcidn ce transplantes) se les han en-e-
contrado alteracion.c cn le hebilidad cendidicida de sus neu

tréfilos (15).
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Ls técnica eveluada por nosotros presentd resultados 58
tisfactorios pera le deteccidn de antf{genos de Cendida albi-
Cane en sangre, lo gue parccs sugerir que su utilizacidn co-
ma recurso diagndstico cn la cendidiasis sistémica merece e-
valuarse mediante otros estudios que se lleven a cabo més a—
delente, La posibilided de que un método de ELISA triple ===
sandwich llegue & ser objcto de un uso emplio por los labo--
retorios modestos de andlisis clinicos de huestro medio que-~

da sparentemente sbierta,



RESUMEN:

Obtuvimos en nuestroc leboretorio un eantigeno soluble a-
pertir de peredes cclulercs de Candide albicens. Se inmunizea
ron concjos y un cernero pera la producciédn de anticusrpos —

I d .
especificos.

Se estanderizeron en forma cueslitetiva y cuantitetive——
los diferentes reectivos parc determiner les condiciones Gp-~
times de trabesjo de un mocclo de técnica ELISA de triple —
sancdwich, Esta técpice fué utilizeds pere detectar antigenos
en conejos con cendidiasis sistémica exporimental, y permi—--
tid demostrer en dos de ellos concentrecioncs elevades, En -
unc dc los concjos se encontrd correlecidn de los rivelecs de
entigenos ton los hellezgos histopetoldgicos de infeccidn ob-
tenidos post-mortem. fe discute le complejided antigénice de

Candide 2lbicans y otres cspecies del género, Le técnice =—-—

- a e LAY

ELTSA dc triplc sarowich fué de fécil menejo y se complete -

€n un tiempao menor de 8 hores.
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