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TFT^PDTTCCTON • 

La candidiasis es una infección acuda o subaguda, en la 

que el bonco puede producir lesiones en boca, vaeina, x>iel,_ 

uñas, bronquios, pulmones y, en ocasiones, septicemia, endo_ 

carditis o meningitis (11). Candida albicans es una levadura 

imperfecta, que en la actualidad se considera pleomórfica. 

Su distribución es mundial y se encuentra comúnmente en 

í?1) al ?20í de los individuos sanos como comensal del trac_ 

to disestivo, de la cavidad oral en (54), en vagina __ 

de mu.ieres sanas, del 1) al (54) y en la orina, 

en un 10% (?1). Es agente etiológico roas común de infec_ 

ción micótica oportunista en pacientes de alto riesso (57)» 

^n los últimos años se ha reconocido que las infeccio 

nes sistémicas por Candida ban llegado a ser una causa im 

portante de morbi-roortalidad entre los nacientes hospitali -

zados ("3?), en quienes la colonización por éste aérmen es 

mas elevada que en la población general (21). 

I.a candidiasis diseminada o invasiva es una enfermedad-

cada vez mas frecuente, poco diagnosticada y casi siempre f¿ 

tal. Sus cifras de mortalidad varían entre 60 y 30r¿ (22), pe 

ro disminuyen de manera significativa con la instalación 



oportuna del tratamiento antimicótico {?!)• Solo un 15 a 

de pacientes con evidencia postmortem de candidiasis disemi-

nada alcanzan a recibir tratamiento premortem (21). Esto ha-

ce implícita, por lo tanto, la necesidad de un diagnóstico — 

también oportuno. 

Ocurre como complicación grave en pacientes inraunosupri 

midos, receptores de transientes, con enfermedades mielor>ro 

1ifera tivas (sobre todo leucemia), con tumores sólidos, some 

tidos a tratamientos antimicrobianos prolongados, diabéticos, 

con quemaduras extensas o con alimentación parenteral, entre 

otros (1,13,i*,"?*»,43,45,60). Sin embarco, Younp (6.?) ha re 

portado que la mavoría de los pacientes con candidiasis sis— 

témics no presentan enfermedades mieloproliferativss y que — 

no habían recibido tratamiento inmunosupresor, aunque sí en-

contró relación con la presencia de alguna enfermedad subya-

cente . 

Fntre los pacientes leucémicos, la incidencia de 1% en— 

los anos de 1954 a 195^ se incrementó al 35^ en el período .. 

de 1963 e 1Q75 (21,37). Myerowitz et al estudiaron casos de_ 

Candidiasis sistémica probada por autopsia entre 1963 y 1975, 

y encontraron una elevación de 1.1 a 6.R casos por año duran-

te. los últimos 4 años y medio de su investigación 



Se he reportado que un 15 hasta un 53^ de pacientes 

con leucemia desarrollan infección por Candida (5»13,41). 

la muerte en éstos enfermos se relaciona con infecciones en_ 

general en el 54^ (41)« El 60 al 35^ de los casos no se diag-

nostican a tiempo (22). 

Hasta 1974 la mayoría de los diagnósticos confirmato — 

rios se basaban en métodos histológicos mediante biopsia o — 

necropsia (62). 

Las dificultades para establecer un diagnóstico oportu_ 

no ante-morte-i derivan de varios factores: 

a) Insuficiente caracterización clínica de la enfermedad 

(43,60). 

b) TC1 habitat endógeno del honpo, la alta frecuencia con que 

Candida coloniza las membranas mucosas de pacientes debi-

litados y la mercada variación en especies de Candida ais 

ladas de diferentes sitios del mismo paciente, lo que ha-

ce confusa la interpretación de los cultivos (22,33>43). 

c) Los cultivos son muchas veces negativos en presencia de — 

la enfermedad. Solo en 39 s 44^ de los pacientes con can-

didiasis diseminada el bemocultivo resulta positivo y — 



solo del 66 al son reportados antemortem (21,43,62). 

d) Las pruebas cutáneas con candidina no diagnostican le en-

fermedad afruda. tienen uns alta incidencia de positividad 

en individuos senos y también son oosibles las reacciones 

enérgicas (45»60). 

Se han publicado informes discrepantes e incluso contra^ 

dictorios sobre la sensibilidad de las pruebas serolósicas — 

para detectar anticuerpos anti—Candida albicans (19,20,24, — 

37,45,57)« ¿ ese respecto, pueden hacerse las siguientes con 

sideraciones i 

s) Estas pruebas no han demostrado valor diagnóstico en 

huéspedes inmunosuprimidos y solo ayudan cuando está i n — 

tacto el sistema inmune, lo que con frecuencia excluye a_ 

los T>8cientes cancerosos o inmunocomprometidos por otras_ 

circunstancias M,19,33)* Sn los pacientes inmunosuprimi--

dos se detectan títulos menores, con un incremento en las 

reacciones falsas nee8tivas: además, no tienen valor 

diagnóstico psra diferenciar a los pacientes colonizados-

de aquellos con enfermedad invasiva (19,20,24,25,35)* 

b) Los anticuerpos aparecen tardíamente en el curso de la —-



infección (33)« 

c) la especificidad de éstas técnicas es baja* alsunos inve¿ 

tigadores piensan que tiene significancia diagnóstica el_ 

detectar aclutininas en el suero de los pacientes: otros_ 

creen aue ésta información posee un valor dudoso (19,44)--

I.a sensibilidad de éstas pruebas es muy variable (7 a 94°0 

(19,37). 

d) En un estudio, el título de anticuerpos aglutinantes no -

sirvió como indicador para candidiasis sistémica (19). 

Ttfo se ban encontrado anticuerpos basta en 1 ̂  al 24^ de pa 

cientes leucémicos aún en presencia de candidiasis (19, — 

37). 

e) Los anticuerpos aglutinantes se encuentran basta en — 

de individuos aparentemente sanos y las reacciones cruza-

das con otros boneos y bacterias son comunes. Las reaccio 

nes falsas positivas van del 0 al 15^ con falsas negati — 

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

f) La sola presencia de anticuerpos no es indicativa de in — 

fección por Candida, aunque la elevación en el título pue 

de ser una señal temprana de infección severa. For otra 

parte, se ban demostrado anticuerpos a concentración ele— 



vade en el suero de individuos normales (19,24,37,57)« 

g) "En otro estudio cooperativo entre 6 laboratorios, se uti-

lizaron tres métodos de uso común (difusión en acar, Qglu 

tinación de células completas y aglutinación de látex) 

seis de elección, uno por cada laboratorio. Se reportaron 

arandes variaciones, tanto en sensibilidad como en especi_ 

ficidad, con algunos métodos, debido a la interrelsción __ 

de una serie de factores: 

1.Diferentes condiciones ambientales para el crecimiento. 

2.vétodos de disrupción celular. 

3.Variación entigénica de cepa 8 cepa. 

4.Factores de dilución. 

5.Diferentes condiciones de pruebas (3S). 

b) El seguimiento de la cinética de las respuestas de enti— 

cuerpos entimanano y anti—antígeno citoplásmico de ^sndi-

«?£ Flbicans en cone.ios y "humanos, se ba encontrado que la 

inoculación de coneios con células completas muertas por-

calentamiento, despiertan una respuesta de anticuerpos — 

antimanano a los 5 — 1 4 días posteriores a la invección, 

"uando se administró manano, la respuesta de anticuerpos^ 

antimanano ocurrió a los 3 — $ días posteriores y la ino-

culación de antígeno citoplásmico produio anticuerpos 

enti-citoplásmicos a los 5 — 7 días. Las respuestas inru— 



nolócicas ©n humanos y conejos fué muy similar (29). 

Así, entre 18S razones que impiden interpretar adecuad^ 

mente las pruebas serolóeicas para la detección de anticuer— 

pos, podemos incluir: 

1. Individuos que tienen títulos importantes de aslutininas— 

y precipitinas, aún sin evidencia de candidiasis disemin^ 

da • 

2. Individuos con enfermedad diseminada, pero que son anére-i 

eos. 

"*>. Palta de reactivos estandarizados para les pruebas (44, — 

45). 

4« Frecuente incapacidad de los pacientes inmunocomprometi — 

dos o muy debilitados ya, para producir respuestas detec— 

tables (19,24,44). 

Entre las características clínicas que apoyan el dipp 

nóstico de candidiasis diseminada se han propuesto los si -— 

luientes criterios (dos o mas)! 

1) Hemocultivos positivos repetidos en varios días en pacien 

tes con sospecha clínica o sicnos de septicemias. 



2) Hallazgos fundoscópicos de endoftalmitis candidiásica. 

3) Evidencia patológica post-mortem de endocarditis sobre — 

una válvula prostética. 

4-) Signos de peritonitis con cultivos positivos de Candida 

albicans en el líquido de paracentesis. 

5) TTrocultivos positivos repetidos (24)-

Entre las manifestaciones clínicas neriféricas de candi 

diasis sistérr-ca se encuentran; miocarditis, endoftalmitis, 

osteomielitis, artritis bematógena, esofacritis, lesiones cu-

táneas macronodulares, meningitis, endocarditis, peritonitis 

v neumonía (15,17,55)« Fn estudios de autopsia se han encon-

trado afectados con ms-vor frecuencia el riñon y el miocardio 

'15,50). 

Otro camino para el diagnóstico en la candidiasis sisté 

mica es el de buscar antíffenos de Candida en el suero de pa-

cientes infectados. Las vents,1as de éste enfoque serían: 

a) j,a positividad de las pruebas no requiere de la respuesta 

inmune del huésped. 



b) Presumiblemente, solo.los pacientes con enfermedad disemí 

nade pueden tener antígenos en el suero a títulos impor ~ 

tantea. 

c) La entisrenemia puede detectarse aún cuando esté instalado 

ya el tratamiento antimicótico (44). 

d) La detección y cuantificación de antísenos en suero huma-

no requieren usuelmente de pruebes muy sensibles, debido^ 

s que se encuentran en le muestra en concentraciones muy 

b« jes. 

De acuerdo con informes recientes, se ba detectado enti 

eenemia mediante el uso de una gran variedad de métodos? con 

treinmunoelectroforesis, cromatografía de gases en fase lí — 

quida, inhibición de bemaglutinación, radioinmunoensayo, — w 

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

rerkerinF usó un método de contrainmunoelectroforesis — 

en 48 pacientes inmunocomprometidos y con cultivos oositivos 

p^ra Candi da, y detectó el entíeeno en 13 enfermos, 8 de los 

cuales se demostró que tenían enfermedad sistémica (31)* 

viller empleó cromatografía gas—líquido e identificó p.L 

eos anormales en pacientes con candidemia, pero su método — 



no se puede aplicar en nuestros laboratorios (31,40)« 

V>einer y ^ount ©wplerron une técnica de inhibición de — 

hem^fflutinación. En su estudio, 6 de 19 pacientes con candil 

diasis invasiva fueron positivos tempranamente en el curso 

de la infección, lo que representa el J>0n¿ de positividad • sin 

embargo, la sensibilidad fue baia (60). veunier también uti-

lizó una prueba de inhibición de hemeerlutinación pssivr y __ 

fué capaz de detectar pequeñas cantidades de manano en 19 de 

32 pacientes (39). 

Poor et al utilizaron un radioinmunoensayo de fase sóli^ 

do, e identificaron antigenemia en 70.4% de ratones infecta-

dos, aún con hemocultivos negativos. En otrs revisión con és_ 

ta técnica se detectó antisrenemis en 12 de 19 pacientes con— 

candidiasis probada (2,44)« 

También se han encontrado mañosa, arabinitol, manano 

creatinins séri css como marcadores de la enfermedad» Aunque 

tales marcadores estaban elevados en algunos de los animales, 

solo el manano sérico fué específico en el modelo con cone — 

jos inmunosuprimidos (49). 

í'as recientemente se hs evaluado un sistema de búsqueda 

de Candido (CAND—^EC), que detecto sntígenos proteicos de — 



Candida albicans, stellatoidea, tropicslis y parapsilosis. 

Su sensibilidad es del 71^» con una especificidad del 9896 i 

(21) . 

Vsrren, en 1977, fue el primero en emplear experimental 

mente ELISA (í?nzyme linked immunosorbent 8ssay) para detec — 

tar anticenos de Candida en animales, aunque no correlacionó 

los títulos encontrados con la letalidad de la enfermedad ex 

periment8l ( 5C0 • 

En modelos animales (conejos), los títulos determinados 

por FI.ISA cor ̂ elscionsron con la extensión de la infección y 

la presencia de un título elevado predijo la muerte. Esta — 

técnica fue positiva aún en oresencia de bemocultivos negati_ 

vos (27). 

3e desarrolló después una variante inmunoenzimática de_ 

doble sandwich para le investigación del antígeno manano en_ 

suero. El ensayo estableció la presencia de anti.cenemia den-

tro de las primeras 24 hores en todas las ratas infectadas y 

persistió hasta su muerte. La sensibilidad de éste método fue 

de 1 ng/ml en buffer, pero en suero humano común fue 1000 

veces menos sensibl , (33)* 

Con un método similar, Araj utilizó como antígeno un — 



extracto citoplásmico de 0. albicans y encontró que en 7 no-

cientes con la enfermedad probada, todos presentaban concen-

traciones altes de éste antíaeno. El nivel promedio de anti-

penemia fue de 1,200 ng/ml, y la prueba se consideró positi-

va a partir de 125 ns/ml M ) . 

Se han comparado éstas dos variantes de técnicas inmuno 

enzimáticas (método de sandwich y método de inhibición) v se 

prefiere generalmente la primero, porque la absorbencia es _ 

directamente proporcional a la concentración de msnsno (48). 

Sin emberso, -Se^al empleó inhibición de ELTSA y reportó un _ 

rango de inhibición del 22 al en pacientes con cundidla— 

sis probada por autopsia (53)* 

En endocarditis experimental en conejos, se detectó fn-

tigenemia por C. glbicans en el 75% de los animales enfermos 

y en ninsuno de los controles (52). 

Entre las desventólas de ETTSA par© identificar entíbe-

nos de Csndid? están l?s siguientes» 

1. Riesgo de que 1« alta prevolencia de anticuerpos en poblé 

ciones humanas normales influva negativamente sobre ls — 

sensibilidad de ¿3tos inmunoens?vos, al secuestrar molccu 

las circulantes del antí^eno. Vo obstante, el calentamien 

to previo del suero disocio éstos compleios antítreno—anti_ 

cuerpo i 1,3%48). 



2. la entigenemis puede ser un fenomeno intermitente o tem 

prono, que no se presente en todos los individuos en fase 

avanzada de la enfermedad. Io infección orofundo por Can-

dida, sin candidemie documentada, ocurre en 2^ 8 64°̂  de _ 

los pacientes v lo contrario, candidemie transitoria sin 

evidencie de enfermedad sistemica, también sucede (3% _ 

6 0 ) . 

3. La posible participación de mecanismos paro depurar los _ 

ontígenos circulantes, cuya eficiencia en ocasiones puede 

exceder 8 la tasr de producción de éstos moléculas (1)» 

4. Se ban suscitado también slgunes controversias en el reco 

nocimiento de lo inmunoespecificidad de los antí^enos de_ 

slbicons que ban sido preparados por métodos diferen-

tes (4) • 

I,o üared celular de los bongos es una estructura comple^ 

jp, compuesta en gran parte de polisacáridos. Los polisocári^ 

dos cristalinos (quitina y glucano) constituyen ls porción __ 

esquelética de lo psrei, mientras que los polisacáridos amor 

fos y los complejos de proteína-polisacsrido forman perte de 

la matriz (18)-

Fl componente nntieénic« mayor de la pared celular de 



C. slbicans, llamado manano, es un polímero con múltiples ra 

mificaciones, compuesto de cadenas cortas de mañosa unidas — 

por enlaces glucosídicos slfa—1,2 v en sus romificaciones ^— 

por unicnes alfa— 1,6. El fflucano (polímero de D—glucosa con 

enlaces glucosídicos beta—1,3 v beta—1,6) v el manano consti 

tuyen el comple i o csrbobidrato primario de lf» matriz de la -

pared celular de C. albicans (36). 

El análisis químico de los componentes solubles de C» ___ 

rlbicans ba revelado complejos de cantidades variables de 

proteínas o péptidos, glucosa o mañosa (12). El estudio quí-

mico de los crrbobidratos muestra que consisten ccsi exclusi 

vamente de mañoso (96o' en el mansno purificado v 920/ en pare 

des celulares). El manano es responsable de las reacciones — 

de aglutinación e inmunofluorescencio. Las porciones de bexo 

sa o heptosa con enlaces glucosídicos alfa—1,2 ban sido reco 

nocidas como determinantes anticénicos y están contenidas en 

las cadenas laterales. I-as diferencias seroló^icas que exis-

ten entre una cepa y otra se apoyan en las distintas longitu 

des de éstos determinantes (36,54). 

La estimación de la mr;sa de la pared celulnr varía del— 

15 si 3O"/ del peso seco (54). Condida slbicgns tiene por lo_ 

menos dos grupos serológicos antigénicemente diferentes, A y 

B. El serotipo A es antigénicemente muy similar a C. trópica— 



«•lis, punque ésta última no posee el antígeno 7 (29,42,56). 

I,os serotipos A y B comnarten los antígenos 1, 4 y 5» -

pero ls especificidad antigénice reside en el factor 6, que_$ 

solo se encuentra en el tipo A« Los antígenos encontrados -— 

'in vivo" durante Ir infección con un serotipo particular 

pueden ser bien detectados con anticuerpos contra el seroti-

po y pobremente por anticuerpos contra serotipos diferentes_ 

(46). 

La localización de los antíeenos en células de varias _ 

especies de Candida rotas mecánicamente fue estudiada en 

1963. Se produjeron y npliceron sntisueros monoespecífieos _ 

para identificar 9 los miembros del o-énero Cándida. Se encon 

trnron los entícenos 1 ol 3 en la pared celular y los antíco_ 

nos termolébiles e,b,c y 5 en el citoplasma. Los antígenos _ 

del 4 el 9 se ubicaron tanto en la pared como en el citopla¿ 

ma (99). 

La estructura sntigénico de C. albicans también ba sido 

cnalizoda por electroforesis cruzada y se ban demostrado 68_ 

antígenos solubles en agua, lo que demuestra la complejids.d_ 

entieenice de ésta levadurr (4). 

Se ha reconocido un mtígeno, denominado sntígeno 47kD 



con un peso molecular de 47,000, que comparte epítopes con — 

otros antígenos condidiásicos. La reacción cruzado entre es-

tos epítopes comunes explicaría el porque los anticuerpos mo 

nocionales en el ratón reconocen mas de una banda de precipi 

tación (7)« Además, debido a los antígenos comunes la absor-

ción cruzado para la purificación de los factores del suero_ 

puede dar lugar a una disminución en el título de anticuerpos 

(42). 

Los fsntígenos producidos "in vivo" pueden tener diferen 

tes epítopes que los inducidos por blastoconidias "in vitro". 

Sin embargo, los determinantes antisénicos específicos del _ 

serotipo A de Candido albicans están presentes en los ontíge 

nos circulantes durante la infección (47)» Se ba establecido 

que los polisfcáridos termoestables contribuyen 8 la antige— 

nemia, aunque no se descarta la posibilidad de que otros an-

tígenos puedan circular ''in vivo". 

Los antígenos liberados durante la infección por un se-

rotipo específico pueden ser detectados por anticuerpos con-

tra el mismo serotipo y pobremente, si acoso, por onticuer— 

•DOS contra un serotipo diferente. De acuerdo con las formos_ 

sntigénicas de las especies de Candida mencionados con ante-

rioridad, el ontisuero contra el serotipo A puede identifi 

cor antígenos del serotipo B, o menos que los antígenos solu 



—bles B tengan una composición diferente a los presentes en_ 

la superficie celular A, o bien que los antícenos liberfdos_ 

durante la infección se encuentren disminuidos en sus facto-

res comunes 1, 4, y 5 y enriquecidos en factor 13b u otro — 

factor no reconocido aún (46). 

Recientemente, con ln producción de anticuerpos monocl£ 

nales aglutinantes, Viyakawa (42) propone el siguiente esque 

me para las fórmulas antigénicas de C. elbicans y especies — 

relacionadas* 

ESPECT*« AFTT^EfOS' 

C. albicang A 1,4,5,6,7 

C. olbicans 3 1,4,5,13b 

C. tropicalis 1,4,5,6 

£. guilliermondii 1,4,9 

C. krusei 1,5,11 

C. pcrapsilosis 1,5,13,13b 

C. pseudotropicslis 1,8 

Kodificndo según ''emp (?Q). 

Las paredes celulares producen una respuesta de tipo — 

IffM monoclonal en el ratón, lo que sugiere que contienen un— 



antí^eno que es, con relación a éste animal, timo— indepen— 

diente (42). En contraste, en los humanos la formación de in 

munoglobulines como respuesta a la inyección de mañano es ti_ 

mo—dependiente (47)• 

Tensamos que una técnica inmunoenzimática de fácil o 

plicación en nuestros laboratorios para identificar y cuanti^ 

ficar antígenos de C. albicans en conejos infectados experi-

ment a lmente puede aplicarse en el diagnóstico de candidiasis 

sistémica en humanos. 



MATERIAL y METODOS 

1. PREPARACION DEL ANmIGENO DE CANDIDA ALBICANS. 

Se utilizó una cepa de Candida albicans donada gentil-— 

mente por el Q.B*P* Alejandro Oarza Osuno, del Depsrtemento— 

de 'Microbiología de la Universidad Autónoma de Nuevo León. 

La identificación de especie se llevó a cabo de acuerdo con— 

la métodología previamente descrita (26). Se sembraron pía 

eos con ogsr Saboraud al 4% y se incubaron o 37 grados C por 

43 — 72 "horas, paro obtener cultivos en fose de crecimiento— 

levsduriforme (10,19»54). Se aplicó une adaptación del méto-

do de Filice para la preparación del antígeno soluble (19). 

El material de las colonias se colectó con hisopo de al 

godón estéril y se lavó tres veces con formol salino al 0.5P/. 

Se colectaron 20 mi de suspensión celular que fue resuspendi^ 

de a una concentración del 50°4 en formol salino y se fraccio 

naron por ruptura celular en un aporato sonificador (Branson 

Sonic Fower Company, modelo B — 30) durante 3 horas a 300 — 

watts, para producir lo disrupción de la moyorío de las espo 

ras de acuerdo con monitoreo microscópico. 

La suspensión así obtenida se calentó en baño de tempe— 

- 1 Q -



—rrtura constante a 62 grados C durante 20 min* para atenuar 

la virulencia. Para comprobar la esterilización de las leva-

duras se hicieron resiembras en agar Saboraud y se incubaron 

a 37 grados C durante 48 a 72 horas. 

Posteriormente la mezcla celular se centrifugó a 23*500 

g por una hora a 4 grados C. El sobrenadante se separó y se— 

mantuvo en refrigeración s —70 grados C en alícuotas para — 

ser empleado como antíeeno. 

Se hicieron las siguientes determinaciones en el m a t e — 

rial así obtenido: presencia de polisacárido (Volisb, Bene— 

dict), proteínas (Lowry) (34)» glucosa (orto—toluidina), car 

bohidratos totales (Polin TVu) y mañosa (diferencia entre car 

bobidratos totales y glucosa) (10). 

2. PR0DTTCCI0K Y SEPARACION DE ANTICUERPOS. 

Se inocularon 6 conejos de 1.5 a 3 de peso por vía-

subcutánea con un volumen de 2 mi de una mezcla a partes i — 

guales de adyuvante completo de Preund y del ontígeno produ-

cido por nosotros» Esta inyección fue seeuida de inoculacio-

nes semanales con la misma dosis pero con adyuvante incomple 

to de Preund, de acuerdo al esquema de inmunización descrito 

previamente (27) y que se ilustra en la tabla 1. 



TABLA 1 

ESQUEMA DE immi7ACieiJE3 A CONEJOS 

CCfl AFTIOE^O DE Candida albicans. 

SECUENCIA DE DO "II S DE VIA DE SITIO DE 

INOCULAciorar ANTICrENO INOCUI ACION INOCULACION 

Primera 

semana 

2 mi ontígeno 
con adyuvante 
completo de 
Freund 

Subcutánea Dorso 

Secunda 

semana 

1 ml antígeno 
con adyuvante 
incompleto de 
Freund 

Subcutánea Dorso 

Tercero 

semana 

1 ml antígeno 
con adyuvante 
incompleto de 
Freund 

Subcutáneo Dorso 

Cuarta 

semrna 
i 

1 ml antígeno 
con adyuvante 
incompleto de 
Freund 

Intravenoso Vena 
margino! 
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Se inoculó un carnero con dos dosis simultáneas de 3»5 

mi de antíeeno con adyuvante completo. El animal recibió 

luego 4 inyecciones semanales dobles con la misma dosis, pe-

ro con adyuvante incompleto de ^reund por VÍP intramuscular. 

El esquema de inmunización del carnero se presenta en lo ta-

bla 2. 

Se sangraron los cone.ios de la veno marginal de la ore-

ja, ontes de cada una de las inoculaciones subsecuentes y se 

titularon por inmunodifusión en portaobjetos. Se siguió uno-

conducta similar con el camero, del que se tomoron muestrns 

de sangre de le vena yugular interna.-En ambos casos usamos— 

el antíseno preparado por nosotros. 

El procedimiento que se aplicó pera la separación de an 

ticuerpos fué el mismo par? los conejos y el carnero. Se si-

guió la técnica descrita por Voller et ol (58). 

El suero se diluyó 1*5 con buffer salino de fosfatos 

(P3S) pH 7.4" se añadió sulfato de amonio 3.6 M con pH 7.0,-

gota a gota y se mcntuvo en agitación durante una hora. Se — 

centrifugó 8 11,000 g en uno centrífuga Servall SS—34 duran-

te 15 minutos a 4 grados C. 

Se desechó el sobrenadante y el precipitado se resuspen 



TABLA 2 

ESQUEMA DE INMUNIZACION DE CAUNEW CON 

ANTIGENO DE Candida albicans 

SECTTTNCIA DE DOSIS DE VIA DE S I T O DE 

I NO CTTL ACIONES /NTIGENO INOCULACION INOCULACION 

Primera 2 inoculaciones Intramuscular Ambos 
de 3« 5 mi de glúteos 

semana antíseno con ad 
yuvante completo 
de Freund 

Secunda 2 inoculaciones Intramuscular Ambos 
de 1 mi de antí glúteos 

semana geno con adyu — 
1 vante incompleto 
< de Freund 

Tercera 2 inoculaciones Intramuscular Ambos 
de 1 mi de antí glúteos 

semana geno con adyu — 
vante incompleto 
de Freund 

Cuarta 1 inoculación de Intravenosa Cuello 
1 mi de entígeno 

semana con adyuvante in 
completo de Fre-
und 



—dio y se lavó con sulfato de amonio 2 y. Las gamoelobulinas 

precipitadas se reconstituyeron a la mitad del volumen origi 

nal del suero con asua destilada y se dializaron contra clo-

ruro de sodio 0.85^ durante 24 boras, con el fin de remover-

todo el sulfato de omonio. Se utilizó cloruro de bario 0.01 

V p^ra comprobar la eliminación del sulfato de amonio, el — 

que, de estar presente en el líquido diolizonte, reacciona — 

con el cloruro de bario formando un precipitado blanco. 

Se determinó la concentración de proteínas tanto en las 

muestras de los conejos como en las del carnero, por el meto 

do de Lowry (34). 

3. CONJUGADO ANTI IgG DE CONEJO. 

El conjugado antigoms<?lobulino de conejo con fosfatasa— 

olcolina fue obtenido comercislmente (Sigmo Cbemicol Compa — 

ny). En estudios previos no se encontraron diferencias cuan-

titativas con el uso de ésta enzimo v con el de peroxidase,— 

salvo que los conjugados con peroxidasa continúan el dessrr£ 

lio de color después de lo adición de bidróxido de sodio (3» 

6). 

4. DETERMINACION DE LAS CONCENTRACIONES, TEMFERATURAS Y -

TIENTOS DE INCUBACION OPTIKOS DEL CONJUGADO, Ai! TI GENO Y 

ANTICUERPOS. 



4« 1 Determinación de la concentración óptimo del conjugcdo. 

a) Se cubrió uno biler? de 12 pozos (Immulon IT, Dynatecb) — 

con 0.2 mi en cada uno de una dilución de anticuerpos de-

conejo (0.25 mg/ml de proteína), usendo como diluyente bu 

ffer de carbonatos pH 9-6 * 

b) Se incubaron en cámara húmedp a 37 «rodos C durante toda— 

la nocbe con el objeto de que el anticuerpo se adsorbiese 

b la superficie de poliestireno. 

c) Se lavaron los pozos con PBS—Tween, pH 7*4 durante tres — 

minutos en tres ocasiones» 

d) Se hicieron diluciones del conjusedo en PBS—Tv»een pH 7«4 

para a justar las concentraciones siguientes! 1:800, — — 

111000, 1:200 y 1:1600. Se llennron los pozos por tripli-

cado con 0.2 mi de cada una. 

e) Se incubaron a 4 grados C toda lo noche en cámara búmedr. 

f) Se levaron igual que ccmo se dice en el inciso c). 

g) El substrato (p—Nitrofenil fosfr-to disodio, Sigma Cbemi— 

col Company) fué disuelto en buffer alcalino pH 9.8 paro— 



obtener una concentración de 1 mg/ml. De ésta dilución se 

añadieron 0.2 mi ? cadf pozo 7 se incubó a temperatura am 

biente durante 30 minutos. 

b) Se detuvo "lo reccción rl rñodir 0.05 mi de bidróxido de — 

sodio 3 M. 

i) El contenido de cada pozo fue tronsferido a tubos con 1.8 

mi de bidróxido de sodio 3 f V se tomaron las lecturas en 

un espectrofotómetro (Ferkin Elmer) a t405 nm de absorban— 

cia (9). 

j) Se determinó la dilución óptima del conjugado de acuerdo— 

con la moyor dilución capaz de producir color amarillo vi_ 

sualmente y de acuerdo a la densidad óptica. 

¿.2 Determinación do lo concentración óptima del ontígeno. 

a) Se hicieron diluciones del ontígeno en buffer de carbono-

tos pH 9.6 poro obtener los siguientes concentrcciones: 

1 . 0 , 50, 100 y 500 microgrnmos de proteíno /mi. 

b) Se añadieron 0.2 mi de coda una de las diluciones a los — 

pozos por triplicado. 



c) Se incubaron a 37 erados C en cámara húmeda durante 24 bo 

rns para adsorber el antígeno a la superficie de poliesti^ 

reno. 

d) Se lavó la placn con 0.2 mi por pozo con P"RS—Tween pH 7*4 

durante tres minutos en tres ocasiones. 

e) Se añadieron 0.2 mi por pozo de una solución de anticuer-

pos producidos en coneios (0.25 mg de proteína/ml). 

f) Se incubó o 37 grndos C durante 2 horas. 

g) Se lavaron los pozos igual que en el poso d). 

b) Se añadieron 0.2 mi del con rugado diluido 1*1000 (concen-

tración óptima). 

i) Se incubó a 37 grados C por 24 horas en cámarr húmeda. 

,1) Se lavó como en el inciso d). 

k) 3e añadieron 0.2 mi por pozo del substrato (1 mg/ml en so 
t 

lución buffer alcalina, pH 9*8). 

1) Se incubó la placa a temperatura ambiente durrnte 30 min. 



m) Se transfirió el contenido de c°da pozo a tubos con hidró 

xido de sodio 3 paro detener lo reacción y llevar la — 

lectura en el espectrofotómetro. 

n) Se tomó como óptima la menor concentración de antígeno c£ 

paz de producir "olor por observación visual y, desde el— 

punto de vista espectrofotométrioo, le que estuvo mas cer 

ca al cero de densidad óptica. 

4«3 Determincción de la concentración óptima de los anticuer-

pos producidos en conejos. 

o) Los anticuerpos producidos en el carnero se ajustaron a — 

una concentración de 0-25 rog de proteína/ml en buffer de__ 

carbonatos, pH 9.6 • De ésta solución se añadieron 0.2 mi 

por pozo y se incubaron a 37 grados C durante toda la no-

che. 

b) Se le v'ó la placa con 0.2 mi por pozo de PBS—Tween duran — 

te tres minutos por tres veces. 

c) Se añadieron 0.2 mi en cada pozo de lo dilución óptima — 

del antígeno de _C. albicans (100 microgramos/ml). 

d) Se incubó a 37 grados C por 2 horas. 



e) Se hicieron diferentes diluciones de la solución de anti-

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 proteína. 

f) De cada dilución, se añadieron por triplicado 0.2 mi por— 

pozo y se incubaron a 37 grados C toda la noche. 

g) Se lavó igual que en el inciso b). 

h) Se añadieron 0.2 mi del conjugado a una dilución óptima — 

(1:1000) y se incubó a 37 grados-C toda la noche en cáma-

ra húmeda. 

i) Se levó como en el paso b). 

j) Se añadieron 0.2 mi de substrato (1 mg/ml) en solución 

buffer alcalina, pH 9-8 . 

k) Se incubó a temperatura ambiente durante 30 minutos. 

1) El contenido de los pozos fue transferido e tubos con 

1.8 mi cada uno de hidróxido de sodio 3M para tomar las— 

lecturas en espectrofotómetro. 



m) Se determinó como óptimp lf menor concentración de anti-~-

cueroo capaz de producir color y menor densidad óptica __ 

por encime de cero. 

Detergí-yció i de Ir concentrecií i óptima de los anti 

cuerpos producidos en el ccrnero. 

r) Pe hicieran diluciones de Ir polución de rnticuemoF de-

carnero en buffer de c^rbonptop iF 9-6 ^rrr obtener o n — 

centrrcionep de 0,19 t 0.°$, 0.50 y 1.0 mg de proteínr/ 

mi. Pe cubrió un? bilere de 12 no?os con crdr uns de 

lrs diluciones vor tríolicrdo con 0.2 mi crdc unr. 

b) Se incubó Ir olrcf r grados C todF "> r noche. 

c) Se lavó con 0.2 mi ñor oozo con PBS—Tween durante tres — 

minutos en tres ocpsiones. 

d) Se rnrdieron 0.2 mi por pozo de rntígeno c concentración— 

óptima (10C nicrorrr nos'ni) y se iicubó r 37 prcdos C por 

2 horrs. 

e) Se lrvó igurl aue en el paso c). 

f) Se rnrdieron 0.2 mi por pozo de una dilución óv tirar de rn 



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

ron a 37 grados G toda la noche. 

g) Se lavo igual que en paso c). 

h) Se añadieron 0.2 mi por pozo del conjugado a uhe dilución 

1:1000 en buffer PBS-Tween pH 7«4 y se incubó le placa e-

37 gredos C en cámara húmeda toda la noche. 

i) Se lavó como en el inciso c). 

j) Se añadier n 0*2 mi del substrato por pozo y se incubó a-

temperatura ambiente durante 30 minutos. 

k) El contenido de cada pozo fue transferido a tubos con 1.8 

mi de hidróxido de sodio 3 M para detener la reacción y -

tomar las lecturas en el espectrofotómetro. 

1) Se consideró como concentración óptima la menor concen--

tración de anticuerpos capaz de der lugar a la produc-

ción de color y menor densidad óptica por arribe de c e — 

ro. 

4.5 Determinación de las temperaturas y tiempos óptimos de 

jfcncubacióix del antigeno, anticuerpos (producidos en ——-



carnero^ en conejos) y conjugado» 

Se probaron diferentes combinaciones de reactivos, tiem—-

po y temperatura, cambiando solo une de les condiciones de -

la prueba en cada vez, para determinar una técnica óptima, -

de la siguiente maneras 

a) Temperaturas de incubación. 37, 4 V 22 grados J. 

b) Tiempos de incubación del en.ígeno. 30 'ninuios, 1 y 2 ho-

ras. 

c) Tiempos de incubación de los anticuerpos producidos en oo 

nejos; 2, 3» 4, y 18 horas. 

d) Sleaipos de incubación de los anticuemos producidos en — 

cerneros 2, 5» 4 y 13 horas-

e) íiermoos de incuoación del conjugados 1« 2 y 3 horas (o1). 

B O T O S A eij-^A Dr -ra 

% anticuerpo específico (producido en carnero) es a d -

sorbido sobre una superficie sólida de ooliestireno. Se 



-de la Muestra de suero y si está presente el antígeno, se -

une al anticuerpo de carnero previamente adsorbido. Al agre-

gar un segundo anticuerpo específico (producido en conejos)-

se fija al antípeno (Figura 1). La adición de un tercer anti^ 

cuerpo conjugado con fosfatas? alcalina (antigaraaglobulina -

de conejo) forma un "sandwich" de antígeno entre dos enti — 

cuerpos, con un tercer anticuerpo a su vez. unido al último. 

El substrato es degradado por acción enzimàtica y produce un 

color amarillo que puede ser visible ñor simple observpción-

o bien mediante esDectrofotometría ( 6 , 1 4 » 5 1 * 58). 

El procedimiento se realizó de la siguiente manera: 

a) Se sensibilizó una pleca con 0.2 mi por oozo de una solu-

ción de anticuerpos enti-Candida albicans» producidos en-

carnero, en buffer de carbonatos pH 9*6 (concentración —• 

0.12 mg/ml). Se incubó 2 horas a 37 grados C. 

b) Se lavó la placa con 0.2 mi de PBS-Tween pH 7»4 en cada -

pozo; se dejó reposar tres minutos y se evacuó el contení 

do de la placa invirtiéndola y abitándola vicorosproente. 

Este procedimiento se efectuó en tres ocasiones. 

c) Se incubó la placa a 37 grados C durante 30 minutos con -



1.- ANTICUERPO ( PRODUCI DO 
EN CARHIÁTÍO) ADSORBIDO 
A LA PLACA 

LAVADO 
M 

2.- SUERO PROBLEMA QUE 
CONTIENE KL ANTIGENO 

w 
LAVADO 

3.- ANTICUERPO (PRODUCIDO 
EN CONEJO) 

LAVADO 

4.- ANTIGAJÍ AGLOBULINA DE 
CONEJO MARCADA CON 
ENZIMA 

LAVADO 

5.- SUBSTRATO ENZIMATICO 

í 
M 

^ o _ o 
0 o . / • o , 

ML 
KIGURA 1. METODO DE TRIPLE SANDWICH EN MICROPLACA ELISA 

PARA LA DETECCIÓN Y MEDICIÓN DE ANTIGENOS (53) 



0.2 mi de la muestra de suero a probar, previamente some-

tida a calentamiento (56 grados 0 durante 30 minutos) pa-

ra disociar los complejos antígeno-anticuerpo presentes -

(27,48,52). 

d) Se repitió el paso b). 

e) Se agregaron 0.2 mi de la solución de anticuerpos anti—-

Candiel a albicans (producidos en conejos) en ceda pozo 

(0.25 mg/ml), Se incubó a 37 grados C durante 3 horas. 

f) Se repitió el inciso b). 

g) Se agregó 0.2 mi por pozo del conjugado (dilución 1:1000) 

y se incubó la placa durante 2 horas e 37 grados C. 

h) Se lavó igual que en el inciso b). 

i) Se añadieron 0.2 mi del substrato diluido (1 mg/ml) a ca-

da pozo y se dejó a temperatura ambiente durante 30 minu-

tos para que se efectuara la reacción enzima-substrato. 

j) Se detuvo la reacción al transferir el contenido de cada-

pozo a tubos con 1.8 mi de NaOH 3 M» 



K) LOS tiempos de incubación, las temperaturas y las concen-

traciones empleadas fueron los determinados como óptimos-

para ésta técnica« 

1) Como controles de referencia se utilizaron los siguientes: 

antígeno de Candida albicans preparado por el procedimien 

to descrito anteriormente, a una dilución de 100 microgra 

mos/ml como control positivo. 

Como control negativo se usó suero de conejo normal. Cada-

determinación se hizo por triplicado. 

m) Se deteririnó la positividad de la prueba por observación-

visual de la producción de color, así como por las lectu-

ras en el esrectrofotóraetro. 

6. I N V E S T I G A C I O N D E L A S E N S I B I L I D A D D E L A T E C N I C A * 

Se prepararon una serie de diluciones del antígeno a — 

partir de una concentración de 370 microgramos/ml. El antíge 

no fue disuelto en suero de conejo normal y en buffer de car 

bonatos pH 9.6. Cada dilución con una cantidad conocida de -

antígeno se ensayó por triplicado y los controles negativos-

se estudiaron por sextuplicado. Se llevó a cabo la técnica -

ELISA de triple sandwich descrita anteriormente y se prepa— 



-ró una curva de calibración (8,32). 

7- OANDIDIASIS SI S TEME C A SXPERIMÍTAL EK CONEJOS. 

Se utilizaron en total diez conejos de 1.5 8 3*0 ^g de-

peso, de los cuales uno sirvió de control no inoculado. Des-

pués de ajustar la dosis de 100 millones de levaduras por mi 

se ensayó su inoculación en la vena marginal de la oreja — 

(49)» que pudo conseguirse satisfactoriamente solo en tres -

de ellos. La dosis fue cuantificada a partir de un cultivo -

de C. albicans de 18 horas de incubación en caldo Saboraud -

a 37 grados C y posteriormente por dilución en placas. Cada-

animal se sangró por punción intrscardíaca antes de la inye£ 

ción de las levaduras y después diariamente durante 10 días-

o menos en caso de muerte. A los conejos que murieron se les 

hicieron estudios histológicos de riñón, hígado, bazo y cora 

zón, para confirmar el diagnóstico y valorar la cuantifica -

ción de antigenemia por ELISA triple sandwich. 

R. DETECCION DE ANTIGENOS EN SUEROS DE C0XEJ03 CON CANDI -

DIASIS SISTEMICA EXPERIMENTAL POR MEDIO DE LA TECNICA ELISA 

(TRIPLE SANDWICH). 



Los sueros de los conejos infectados y no infectados se 

sometieron al proceso de calentamiento descrito anteriormen-

te, para disociar los complejos antígeno-anticuerpo circulan 

tes y facilitar la detección de antígenos. Los sueros así ob_ 

tenidos se procesaron por la técnica ELISA de triple sand — 

Ufich. 



RESULTADOS. 

1,CARACTERISTICAS DEL ANTIGENO DE CANDIPA ALBICAIVS. 

El calentamiento a 62 grados C durante 20 minutas (44)*-

fué suficiente para lograr la esterilización de las formas — 

vegetativas. 

Las determinaciones hechas sobre éste material dieron— 

los siguientes resultados! Prueba de Beneriict, negativa; —r-*-

prueba de Molish, positiva» Esto nos indica la presencia de— 

polisacáridos. La concentración de proteínas fue de 0,370 mg 

/mi; la de glucosa (orto—toluidina), 30 la de carbohi-— 

dratos totales (Folin Wu) , 57.6 mg% y la de mañosa, 27,6 — 

mg?. 

2. PnCDUCCIDT' Y SEFARATION DE ANTICUETEOS Af\'TI-CANr>irP 

PLBICTNS. 

a) "anticuerpos producidos en carnero* 

el carnero inmunizado (de acuerdo al esquema descrito en— 

la sección de Material y Métodos) presentó al final de la 

cuarta semana un título de por lo que se continuaron 

las inoculaciones durante 4 semanas más. 



A la octava semana se obtuvo un título de 1:16 (ver tabla 

3). Se colectaron 14.6 mi en total de suero. 

b) Anticuerpos producidos en conejos: 

De los tres conejos inmunizados, solo uno resultó buen — 

respondedor ante el antígeno, Al final de la cuarta sema-

na encontramos un título de 1:4, por lo oue continuamos— 

las inmunizaciones hasta la octava semana, sin encontrar-

variación en el título. Los otros dos conejos respondie-

ron pobremente al antígeno y se obtuvo positividad por in 

munodifusión únicamente en los sueros sin diluir (tabla -

4). Se colectaron 13.4 mi de suero en total. 

Después de obtenerse las inmunoglobulinas de los sueros 

de carnero y de conejo (título 1:4), se les determinó la con 

centración de proteínas, que fue de 30.88 y 12.65 mg/ml res-

pectivamente, 

3. CONJUGADO ANTI-IgG DE CONEJO. 

Las especificaciones comerciales de éste material in — 

cluían una concentración de 0.65 mg/ml de conjugado, para — 

trabajar a una dilución de 1:1000, 



TP8LA 3 

V 

TITULACION DE ANTICUERPOS ANTI-CANDIDA ALBICANS 

EN SUERO DE CARNERO INMUNIZADO 

SEMANAS POSTERIORES 

A LAS INOCULACIONES 

C uarta 

Quinta 

Sexta 

Séptima 

Octava 

TITULO DE ANTICUERPOS . 
i 

POR INMUNODIFLSION : 

4 S i „ j 

16 

16 

16 

TABLA 

TITULACION DE ANTICUERPOS " NTI-CANPIDA ALBICPNS 

EN SUERO DE CONEJOS INMUNIZADOS 

TITULU DE APTICLERFDS 

POR INMUNODIFL SION 

SEMANAS POSTERIORES 

A LAS INOCULACIONES 

Cuarta 

C! uint a 

Sex ia 

Séptima 

Octava 

4 

4 

4 

4 

4 



4. DETERMINACION DE LAS CONCENTRACIONES, TEMPERATURAS V 

TIEMPOS DE INCUBARON OPTIMOS D rL CONJUGPDO, ANTICENO Y 

ANTICUERPOS. 

Después de estandarizar todos los reactivos, se hicie— 

ron las determinaciones de acuerdo a los procedimientos sena 

lados en la metodología. Se obtuvieron las siguientes concen 

traciones y diluciones óptimas: 

4 .1 Determinación de__ la concen t_r_a_c_ión_ 6p t ims del con jugado; 

La dilución óptima del conjugado fue de 1:1000, 

4.2 DE t ermine c ij5n_ ̂ e^ concentración fyjtima de_l_ an^tígeno ; 

La concentración óptima del antíoeno fue de 100 microgra 

rr ¡ o s / m 1» 

4.3 Determinaci ón de la_ concen t raeión^ópt ima de los a nt i 

cuerpos produci_dos en cone^o* 

La concentración óptima de los anticuerpos producidos en 

conejos fue de 0.25 mg/mi. 



4.4 Determinación de _c o_n c e n_t ración óptima de J._os an¿i 

cuerpos producidos^ en el carñero; 

La concentración óptima ce los anticuerpos producidos en 

el carnero fue 0.12 mg/ml. 

4.5 Determinación de las tem_peraturas y tiempos óptimos^^de -

ijicub ación del antígeno, anticjjerp_(producidos en carnero" 

y en con_ejos^ y conjugando' 

Las temperaturas y tiempos de incubación óptimos se i n — 

vestigaron por separado: 

a. Conjugado* 37 grados C durante 2 horas. 

b. Antígeno: 37 grados C (o bien 4 grados c) durante 30-

minutos, 

o. Anticuerpos de carneros 37 grados C durante 2 horas, 

d, Anticuerpos de conejo: 37 grados C durante 3 horas, 

5. TECNICA ELISA DE Ti'IPLE SAIVDIICH. 

La técnica fué de fácil manejo en el laboratorio. La — 

producción de color amarillo brillante al ser degradado el -

substrato por acción enzimática pudo precisarse mediante ob-

servación visual simple, pero además se tomaron lecturas de-

densidad óptica por espectrofotometría. La técnica se corple 



-té en un lapso máximo de 8 horas, 

6, INVESTIGACION DE LA SENSIBILITAD DE LA TECNICA. 

A partir de una concentración de 370 mcg/ml del antíge-

no se hicieron diluciones dobles, que contenían, respectiva-

mente, 185, 92.5 y 37 mcg/ml. Las lecturas en el espectrofo-

tómetro permitieron preparar la curva de calibración. Bajo — 

las condiciones óptimas descritas, la técnica de triple sand 

uich pudo identificar hasta 35 mcg/ml de proteína. 

• 

7. C ANrirn ATIS SISTEniCA EXPERIMENTAL EN CONEJOS. 

Uno de los conejos infectados sobrevivió y se le toma— 

ron muestras de suero diariamente durante 10 e'ías. Otro mu --

rió al tercer día de la inoculación. El último murió al no-

veno día, con evidencia histopaiológica de candidiasis sisté 

mica. 

Con tinción de hematoxilina y eosina se demostraron múl 

tiples microabscesos renales y hepáticos. Se encontró altera 

ción de la arquitectura normal de éstos órganos y abundantes 

neutrófilos mezclados con blastoconiriias típicas y pseudohi-

fas de C. albicans. Los abscesos renales se presentaron en -

el intersticio de la corteza renal. Todas las células micóti 

cas se tiñeron intensamente con metenamina de plata (Gomori^ 



y muy pobremente con hematoxilina y eosina, 

B, DETECCION DE A NTIGENOS EN 5ÜERDS nE CGNEJOS CON CANCIDIA-

SIS FISTETICfl EXPERIMENTAL. 

Uno de los conejos infectados mostró elevación de su ni 

vel c'e antígeno a partir del día 4, para incrementarse hasta 

106 microgramos/ml en el día 7 post-inoculación, dos días an 

tes de su muerte. Las concentraciones de antígeno soluble de 

Cándida albirans en les sueros tie los conejos infectados y -

en el de un control no infectado se presentan en la figura -

2. 

Otro de los conejos infectados tuvo una concentración -

de 37 microgramos/ml al día siguiente de la inoculación y 

presentó un nivel de antigenemia máximo (90 microgramos/ml)— 

entes de su muerte en el tercer día. 

Uno de los conejos infectados sobrevivió y sus determi-

naciones de antioenemia fueron negativas, salvo una ligera e 

levación entre las 5 y 7 días después de la infección. 



FIGURA 2 
EVOLUCION DE LOS NIVELES DE ANTIÜUÍOS KN SUcJtOS DE 
CONEJOS CON INFECCION EXTjiHIMiiNTAL POR Candida albicans 
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DISCUSION t 

Se han evaluado varias pruebas serológicas para su apli 

caci ón en el apoyo diagnostico de candidiasis sistemica, pe-

ro, en general, los resultados obtenidos con ellas pueden ca 

lificarse hasta ahora de confusos (19). 

Hemos tratado de implementar una técnica inmunoenzimáti 

ca de triple sandwich para detectar ani ícenos solubles DE 

Candida albicans en suero. Esta pruebr debe ser de fácil e — 

plicación en nuestros laboratorios. 

Una de las principales li mi taciones pare le utilización 

de las técnicas serdÓQicas deriva de la complejidad antigeni 

ca de las especies d&l género Candida. TI antígeno preparado 

para este estuo io es un extracte cruoo de paredes celulares-y 

soluble, que contiene grandes cantidades de polisacáridos — 

con un 3f- de proteínas (36). Ls concentración de nuestro an-

típt no en solución se oetermiró. midiendo le cantidad de pro— 

tcínas/ml, dado que no fué posible cuentificerls directamen-

te el manano. Sin embargo, encontramos niveles de manosa, — 

glucosa y proteína similares s los rué se han obtenido a par 

tir del análisis de menano purificado y de preparaciones en-

solución de paredes celulares fragmentadas, por lo quE cree-

mos cue este enfoque resulta justificado (36,54). 

Nuestra técnica mostró una sensibilidad que nos ha per-

mitido detectar hasta 35 mcg/ml dE proteína. Otros investiga 



-dores han encontrado sensibilidades desde 0.1 s 1000 ng/mi, 

pero se basaron en cenlidpdes de manano/ml y no de proteínas 

/mi (27,33) . 

El use de é s t o s extractos crudos se justifica, dado que 

la obtención de preparaciones altamente purificadas de pere-

ces celulares es laboriosa por la frecuente persistencia de-

contcminenibs citoplcsmicos, aún después de lavados repe t i — 

dos (16,23). Ademas, el m?nano es el pntígeno predominante— 

en les extractos crudos de pared (y probablemente en la p a — 

red celular intacta) y se hs establecido que los anticuerpos 

que se producen en respuesta a la inmunización con células ~ 

completas (muertos por calentamiento) o con extractos crudos 

de r-aredes celulares, están dirigidos primariamente cqntra — 

la porción de manoproteínes (16,56), En ratones inmunizados-

con células completas muertas por calor, los anticuerpos mo-

noclonelee obtenidos r partir del cultivo de sus tejidos son 

específicos contra el menino de la pared celular (36,42), 

ftra c¡e las difieultedes en la preparación de antígenos 

de Cpndide albic_rns oerivr del dimorfismo en el crecimiento— 
Hel gérmen; 

L'n estudia comparativo de la pared celular en las f o r -

mas micelisi y de levadure (blestosporss) de C. albicans, re 



-veló una similitud cualitativa, aunnue con variaciones cuen 

titativas considerables. No abstente, la composición química 

c'e las blestosporas fué constante a pesar de haberse cultiva 

do a temperaturas y sobre medios diferentes (10). El total -

de olucano y manoproteín?e no varía con la morfología del — 

crecimiento, pero la quitina fue cuatro veces mayor en la — 

forma dE tubos germinales. Esta última form? es influenciada 

por la fase en la que se encuentre el crecimiento del o r g s — 

nismo y por IFS diferencias entre cepas. Las células de leva 

dura producen una euostenr.ia termoestable y dializable que -

suprime la transición de levadura a micelio; éste efecto in-

hibitotio es mayor en presencie de cobalto. L?s proteínas es 

pecíficas de las formas levadura-micelio no se han identifi-

cado con certeza, eunoue embos tipos de morfología han demos 

trsdo ser definitivamente patógenos (54). En la preparación-

de nuestro pntígeno, el cultivo se incubó a 37 erados C (19). 

La producción de anticuerpos anti-Cendida albicans en — 

el carnero fué satisfactoria a pertir de la sexto senana (tí 

tulo 1 t16) post-inoculación. Sin embargo, de los conejos i-

noculpdos solo uno fué capez de producir un título máximo de 

1 ?4 desde la cuarta semana, debido tel vez a que la respues 

ta de los conejos e la administración de antíecnos de C. al-

bicans es más heterogénea que la de otros anima les (28). 



En le investigación de las concentraciones ó times d e — 

ios diferentes reactivos, para el conjugado e<. encontró una-

dilución óptima de 1 ; 1000, que corresponde a la misma dilu-

ción sugerida por el fabricante (Sigma), Nuestra concentra-

ción óptima pera los anticuerpos producidos en el e s m e r o — 

(120 mcg/ml) fué muy parecida a la utilizada por otros auto-

res (49,59). En contrpste7 la concentración óptima de los ?n 

ticerpos producidos en los conejos (250 mcg/ml) resultó mas— 

alta que 1« empleada en otras investigaciones (33,48,49,59). 

Les temperaturas y tiempos óptimos de incubación re los 

anticuerpos enti-f,- nriids albicans producidos en el carnero y 

en los concjos, fueron similares a los reportrdos en otras -

investigaciones que utilizaron técnicas inmunoenzimétiers — 

M,27,49,52,59). Estos parámetros, para nuestro antíreno, — 

fueron iguales a los publicados por R L Í E S ( 4 8 ) . Las condici^o 

nos óptimas de incubación para nuestro conjuceoo (37 nrados-

C c'urrnte dos horas) concucrdrn con loe obtenidos por otros-

autores (1,37). 

Completamos nuestra técnica en un tiempo de 8 harrs. — 

flunouc éste lapso es un poco mayor que los encontrados en o-

trps investiraciones, hay que tornar en cucnt? rué el tiempo-

se prolongr debido rl empleo de dos anticuerpos (oronucidos-

en errnero y en conejos) ngra obtener la vari?nte inmunoenzi 



-matica ele triple sandwich (6,33,48,49,51 ,59) . 

Unat posible desventaja para la detección de antígenos— 

por ELI.'-A es le presencie de complejas antígeno-enticuerpo -

en la circulación. En varios estudios se suriere que este — 

riesgo puede ser eliminado al someterse los sueros a diver-

sos métodos c'c extracción (1 ,27,33 ,37 ,4E, 52 ,53) . Nosotros e-

legimcs la extracción por calor. .ce ha probado que este tra-

tamiento de las muestras entes de su análisis por ELIfA diso 

cia tales eorrplrjos y cisrinuye la frecuencia de reacciones--

fpls?s positivas (14,27). 

Se requieie de la presencia intravenosa de un billón ele 

organismos pera producir una concentración de manano de mas-

de 100 ng/ml en conejos. TI humano tcl viz pueda necesitar -

mps de 10 billones c¡e gérmenes circulantes pera lograr la — 

misma concentración ?>ntigcnice (28). La detección de entíge»-

nos en nuestro modelo con enimple s no fué uniforme, aunque — 

las concentraciones observadas córreleeionrron rezcnablemcn-

tc bien con la magnitud di. la infección y con el riesgo de 

muerte. Los entínenos pudieron demostrarse desfrucs de solo u 

nos cu?ntos días de la inoculación de la r'esis infectante. 

Aunaue a uno de los conejos, qul murió al tercer di? con ?n-

tíoenos elevados, na se le encontró evidencia histopetológi— 

ce de la enfi-rncdad, cabe la posibilidad de que la causa de-



la muerte haya derivado de complicaciones de la punción in—-

tra ardíaca, 

En el snitTc.l no infectado la investigación de antígenos 

fué sistemétiermente negativa. Otro de les anima les sobrevi-

ví ó mas de 10 días post-infccción, prácticamente sin antige-

ne mia» salvo entre los días 5 a 8, cuando fué posible encon-

trarle concentraciones ba;cr. del antígeno, Esto pudo haberse 

debido ce 

1) diferencias en J ? ce pa'. i dad del sistema retículo-cndote— 

Iia.1 para digerir' o depurar los antígenos circulantes, lo~ 

que resultaría en bc'jos niveles o incluso en ausencia de c — 

lias, aunque la infección sea severa. Entre 95 y 99% del ma-

ñano inoculado fué removido del suero en les primeras 24 ho-

ras posteriores a le inyección en todos los animales p r o b a -

dos per Iones (1980)'« Se piensa que los anticuerpos anti-ma*-

nano no son f seneie? es par-, este fe, eme no y que el mecanismo 

de acleremiento1, se satura entre mas menano se administre— 

( 2 8 ) . 

/ * 

2) diferencias cinéticas entre los conejos y sn loe patrones 

de acción de sus manosidasaf. 

Cuando a.l_b 1csjs atraviesa la capa epitelial, la res— 
>> 

puesta inicial del nuésped es una reacción inflamatoria neu-

trofilica y monccítica. El tongo no es lisado directamente -



por los anticuerpos, cuya actividad protectora parece a s o - — 

ciarse con un fenómeno de fagocitosis por neutrófilos, media 

do por complemento, opsonización y fagocitosis monocítica — 

(54). 

Se requiere de le presencia y a cción de componentes op-

sonínicos del suero para el ataque de los neutrófilos a las-

có luis s de levadura, pero no contra las pseudohifas. El daño 

a las formas filamertosas ocurre por interacción directa de-

la superficie ce-lular con los neutrófilos, cuyo sistemo de -

mieloperoxidasa ?Itere a lo célula micótica antes y aún cuan 

do no ocurra la ingestión. Las propi'dades quimioteeti cas de 

las diferentes formas (levaduras-micelio) haci? las células-

fagocíticas son también distintas. Además, Canrii_de al^bicens-

posee la capacidad de producir tubos germinales dentro de —— 

los células fagocíticas y de escapar así e la muerte intrate 

- lular (54). 

Entre los prrientes con rito riesgo de haccr cendidia— 

sis sistémica» a los que paeecen leucemia y a los que han re 

cibido tratamiento qu.imioterapeutico inmunosupresor (por can 

cer metastásico o recepción ce transplantes) se les han e n -

contrado alteración-.: en la habilidad candidicida de sus neu 

trófilos (15). 



Ls técnica ev/eluada por nosotros presentó resultados ss 

tisfactorios para la detección de antígenos de Candida albi-

cane en sangre, lo que parcce sugerir que su utilización co-

mo recurso diagnóstico en la candidiasis sistémica merece e-

valuarse mediante otros estudios que se lleven a cabo más a— 

delante» La posibilidad de que un método de ELISA triple — — 

sandwich llegue a ser objeto de un uso amplio por los labo-

ratorios modestos de análisis clínicos de nuestro medio que-

da aparentemente abierta. 



RESUMEN i 

Obtuvimos en nuestro laboratorio un entígeno soluble a-

partir de paredes celulares de C añadida a ib/c r ns « Se inmuniza 

ron concjos y un carnero para la producción de anticuerpos — 

específicos. 

Se estandarizaron en forma cualitativa y cuantitativa— 

los diferentes reectivos para determinar las condiciones óp-

timas de trebpjo de un moccio de tecnica ELISA do triple — 

sandwich. Esta tecnica fué utilizad? prra detectar antígenos 

en conejos con candidiasis sistemica experimental, y permi— 

tió demostrar en dos de ellos concentraciones elevadas. En --

uno de los conejos se encontró correlación de los niveles de 

rntígenoscon los hallazgos histopatológicos de infección ob-

tenidos post—mortem, Te di scute lp compiejidad antigenica de 

Candida e 1biesns y otros Especies del genero. La técnicr — 

ELISA de triple sarnu-ich fué de fccil manejo y se complete -

en un tiempo menor de 8 horas. 
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