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INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

La candidosis es el término utilizado para referirse a
las -infecciones causadas por levaduras del género Candida.
Se considera come una micosis causada por un agente
oportunista, frecuente y de distribucién mundial, Entre 1las
especies comlinmente patégenas esté&n C. albicans y €.
tropicalis, sin embargo existen especies menos frecuentes
que también pueden causar candidosis en el hombre, como son
C. stellatoidea, €. krusei, . pseudotropicalis y C.
lusjitaniae (25), ademds de otras gque pueden aislarse en

forma esporddica (44).

€. albicans es un hongo que forma parte de la flora
habitual del cuerpo humano, es decir, se encuentra como
comensal en el hospederoc en forma de levadura. Cuando
ocurren alteraciones ya sea del estado fisiolégico o del
estado inmune, las barreras normales contra la infeccién se
rompen y el hongo comienza a formar micelio y a crecer de
manera enddégena, dandoe por resultade la enfermedad llamada
candidosis (25). Esto es frecuente en padecimientos tales
como muget, vaginitis, endocarditis, diabetes y en el
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), (34,15,18

,22).

C. albicans es un hongo dimérfico, capaz de crecer
tanto en forma de levadura como de micelio, dependiendo de

las condiciones en que sea cultivada jin vitro o de 1las



condiciones que ofrezca el hospedero in vivo. Este
dimorfismo corresponderia al segundo grupo de Szaniszlo (47)
que comprende levaduras en forma saprobia y presencia de

micelio en tejidos parasitados.

La forma de levaduras también llamadas blastoconidios
son estructuras ovales de 2.5 X Sum que se reproducen por
gemacién y contienen al igual que un organismo eucariético,
nicleo, mitocondrias, reticuleo endoplasmico, ribosomas,
granulos de li{pidos y vacuola (40). En su forma miceljal
C. albjcans presenta un crecimiento apical (36) con un tubo
o filamento compartamentalizado. Cada compartimento contiene
un ndcleo y esti separado por un septo distinto con un poro
septal. Los compartimentos de la hifa contienen los mismos

organelos que las levaduras (40).

€. albicans también puede crecer como una forma
intermedia entre 1la levadura y el micelio llamada
pseudomicelio, en la cual la forma apical de la cé&lula nho
est& normalmente separada de la célula madre, ni cuenta con
un poro septal, lo cual la diferencia del micelio verdadero

(47).

La morfologia macroscdpica de C. albicans se presenta a
los tres dias como colonias cremosas lisas; un mes después
las colonias son cremosas, brillantes, céreas, blandas,
lisas y ligeramente reticuladas; los cultivos envejecidos

dan colonias rugosas y plegadas con espiculas (4).



La candidosis ha sido conocida desde hace varios
siglos; Hipbcrates en su tratado sobre "Epidemias" describe
al muguet (placas blancas) en pacientes debilitados (44). En
1835 Véron postuld que era adquirida por los nifios durante
el paso a través del Gtero. También describié los primeros
casos de candidosis esof&gica. Bennett en 1844 y Robin en
1853, indicaron gque la debilidad era el preludio més
importante de la candidosis. Al comienzo de la década de los
40's de este siglo, se demostrd que la candidosis era la
m&s comin de las infecciocnes fGngicas y estadisticamente g.
albicans era el agente infectante comin de piel, mucosa y
vagina, pero rara vez era causa de enfermedad generalizada

grave.

Después de 1940, se despert6 nuevamente el interés en
la candidosis generalizada y en la endocarditis por Candida
debido al aumento de esta enfermedad a causa del empleo de
antibiéticos de amplio espectro, el uso de terapias
inmunosupresoras y mas recientemente a la aparicién del
SIDA. En la actualidad se reconoce a C. albicans como uno
de los hongos oportunistas encontrados con mayor frecuencia
Yy se le considera como la causa mds comtin de enfermedades

fuingicas graves.

Existen cinco estados generales en los cuales el
equilibrio entre Candida y el hospedero pueden estar

suficientemente alterados para conducir a un estado



patolégico (44):

1. Juventud extrema. Durante el proceso normal de
colonizacién por 1la flora residente, los factores que
restringen a Candida pueden no estar presentes lo que lleva
a la produccién de un cua&fo clinico (muguet, eritema por
pafial, etc.)

2. Cambio fisiolégico. EL embarazo, la administracién de
esteroides y disfunciones endécrinas como diabetes causan
una proliferacién por GCandida.

3. Administracién prolongada de antibiéticos. Debido a
esto se suprime y altera la flora bacteriana que mantiene el
control sobre la poblacidén de Candida.

4, Debilidad general y constitucién inadecuada del
paciente. El grado y la severidad de la enfermedad causada
por candida, se correlaciona con la gravedad de 1la
enfermedad principal. Los pacientes con- constitucién
inadecuada incluye a agquellos con varios defectos en su
sistema inmune, como son defectos en la funcidén leucocitaria
normal y distintas condiciones de inmunodeficiencia como el
SIDA.

$. Candidosis yatrégena y por rotura de la barrera que
puede provocar amplia variedad de lesiones. Puede haber
colonizacién en relacién con catéteres conectados,
procedimientos quir@irgicos o por 1la simple inyeccién de

material en cualguier parte del cuerpo.

La candidosis es la micosis que presenta la mayor

variedad de manifestaciones clinicas, que pueden ser desde



muy leves como las infecciones cut&neas, hasta las més
severas como septicemlia y endocarditis en pacientes
inmunodeprimidos. La clasificacién clinica de esta
enfermedad segln Rippon (44) incluyen: Afeccién mucocutdnea
(bucal, vaginitis, bai;nitis, bronquial, pulmonar,
mucocutanea crénica), afeccidén cutdnea (intergitrinosa,
generalizada, paroniquia, onicomicosis, eritema por pafial,
granuloma por candida), afeccidn generalizada (vias
urinarias, endocarditis, meningitis, septicemia, candidemia
yatrégena), y enfermedades alérgicas (candidides, excema,

asma).

Por otro lado, g.albjcans posee un nimero de atributos
tanto celulares como moleculares 1los cuales le confieren

habilidad para causar la infeccién, estos son 1llamados

determinantes de patogenicidad (18). -Entre estos
determinantes se encuentra la adherencia de C.albicans a los

epitelios del hospedero (3). Su dimorfismo y la produccién

de toxinas y de enzimas (proteinasa y fosfolipasa) (9).

El mecanismo de patogenicidad sugerido por Ghannoum y
Abu-Elteen (18) para la infeccién por GCandida involucra
adherencia y multiplicacién en las superficies mucosas, con
filamentacién y formacién de tubo germinativo en el caso de
Candida albicans. Esto seguido por produccién de enzimas,
dafio en el tejido, penetracién y provocacién de una
respuesta inflamatoria, que puede culminar, ocasionalmente,

en colonizacién sistémica dependiendo del estado



inmunolégico del hospedero y de la habilidad microbiana de:

proliferar y producir la infeccién.

Otra estructura importante tanto en la morfologia de C.

albicans como en su patogenicidad es la pared celular.
Durante los cambios morfolégicos, el hongo sufre

modificaciones las cuales son resultado de una expresién
preferencial de manoproteinas constitutivas de pared celular
(16,7) . La estructura de la pared celular de C. albicans
esta compuesta por pB-glucanas, dquitina y manoproteinas
principalmente (12). La habilidad de ¢. albicans para
establecer la infeccién reguiere de miltiples componentes
como ya se ha descrito, pero la persistencia en el tejido
del hospedero involucra primordialmente una propiedad
inmunosupresora por parte de unas glicoproteinas de la
pared celular, llamadas manoproteinas. Diferentes
investigadores han propuesto gue las mananas actGan sobre
los monocitos o suprimen a los linfocitos T (.35). Ademéis,
las' mananas son uno de los principales antigenos de ¢C.
albicans. La caracterizacién inmunoguimica de estas
manoproteinas de diferentes cepas, ha dado como resultado
dos serotipos A Yy B (17). El serotipo A contiene cadenas
de manoproteinas mas largas que el serotipo B y ademés,

contiene todos los determinantes antigénicos del serotipo B.

Teniendo en consideracién la gran diversidad de
manifestaciones clinicas de esta micosis, asi como el hecho

de ser un comensal en el cuerpo humano, el diagnéstico de



esta enfermedad se torna dificil. Por ello, aunadeo a los
exé&menes micolégicos de rutina como el examen directo y
cultivo, se han implementado diversos procedimientos
inmunolégicos que ayudan al diagnéstico de esta micosis. Por
ello, se han estudiado diversos tipos de antigenos que
pueden ser utilizados como reactivos de estas pruebas.

La existencia de antigenos manoproteicos especificos de
la forma de levadura o de micelio, ha sido estudiada por
diversos autores desde hace varios afios. Los primeros
antigenos presentes en los extractos celulares, fueron
demostrados por inmunoelectroforesis cruzada usande suero
hiperinmune de conejos, inoculades con extractos
citoplasmicos. Axelsen en 1973 (2) demostré mas de 78
antigenos precipitantes en extractos citoplasmicos asociados
con blastoconidios, usando esta técnica, Evans en 1973 (13)
Yy Syverson en 1975 (52), demostraron un limitadoc ntGmero de
antigenos presentes en lo0s extractos citoplaémicos de 1la
forma micelial, gque no aparecen en la forma de levadura.
Mattews en 1988 desmostrd 1la inmunodominancia de un
antigeno de 47 kDa en pacientes con candidosis, este
antigeno se encuentra en ambas fases del hongo (levadura y
micelio), el 74 % de los pacientes estudiados produjeron
anticuerpos contra este componente (33). En 1989, Casanova
(5) identificé cuatre antigenos compuestos de manoproteinas
de alto peso molecular (HMWM), especificos de levadura, con
pesos moleculares de 650, 500, 340, y 200 kDa; y dos

manoproteinas especificas de la forma micelial, de 260 y 180



kDa. Obtuvo un anticuerpo monoclonal contra la manoproteina
de 260 kDa. Esta fraccién promete ser un antigeno
especifico de la forma micelial de Candida que facilite el
diagnéstico de 1la candidosis. El mismo Casanova {(1991)
identificé posteriormente éés antigenos de pared celular de
€. albicans de 43 y 47 KD, a partir. de tubos germinativos
digeridos con zimolasa (6). El primero reacciona
fuertemente con concanavalina A y el otro da una menor

reactividad.

Sin embargo la composicién quimica de los antigenos
utilizados para diagnéstico, aGn no esta bien definida y sus
concentraciones en las pruebas inmunolégicas muestran gran
variabilidad (43). Esto es por la gran diversidad de
metodologias para la obtencién de 1los antigenos, que
dificulta la comparacién de resultados y la estandarizacién
de las técnicas de diagnéstico de la candidos;s, sobre todo

en su forma invasiva.

Como consecuencia de las investigaciones realizadas
sobre antigenos de C. albicans, se ha podido observar 1la
gran variabilidad antigénica que existe entre cepas del
hongo que se encuentran causando enfermedad, de aguellas en
gue sole actud como comensal, e incluso entre las aisladas
de diferentes regiones del mundo, (42). Poulain et al
demostraron también la diferencia en reactividad
inmunolégica de cepas mantenidas por largo tiempo en el
laboratorio, asi como la importancia de la clonacién para

obtener reproducibilidad en los antigenos.



Otro aspecto que hace relevante el contar con
antigenos de C. albicans bien caracterizados, es su
aplicacién para medir la inmunidad celular en pacientes,
mediante la prueba de intradermorreaccién que resulta ser
una de las pruebas mas sensibles para determinar la

inmunidad mediada por células, (26,27).

Debido a estas consideraciones, es de fundamental
importancia elaborar antigenos a partir del hongo aislado
de la regién donde se van a utilizar y caracterizar su

reactividad biolégica.




PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

En vista de gue en nuestro pais se ha ido incrementando
la frecuencia de la candidosis, sobre todo en pacientes
inmunosuprimidos y el hecho de que C. albicans se encuentre
como comensal en el cuerpo humano dificultando el
diagnéstico de la candidosis sistémica, es necesario obtener
y caracterizar antigenos a partir de cepas de C,albicans
mexicanas que permitan su utilizacién como herramienta en el

diagnéstico inmunolégico de esta micosis.
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HIPOTESIS

La reactividad inmunolégica de gCapdida albicans
presenta variabilidad dependiendo de la cepa, del tipo de
antigeno (metabélico & citoplasmico) y de la forma del

hongo.

n




OBJETIVOS
1} - Identificar cepas de Ccandida albicans aisladas de

pacientes por medio de pruebas micolégicas y bioguimicas.

2) Seleccionar las cepas de C. albicans adecuadas para

la obtencién de antigenos.

3) Obtener las condiciones éptimas de cultivo para la fase

micelial de C. albicans.

4) Determinar las condiciones é&ptimas para la obtencién de
antigenos citopladsmicos y metabélicos de levadura y micelio

de C. albicans.

5) Probar la reactividad inmunolégica de los antigenos

obtenidos.
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MATERIAL Y METODOS
A.HONGOS

Se utilizaron las cepas EH-153, EH-154, EH-155, EH-160,
EH-161, EH-162, EH-163, EH-164 y EH-165 de cCapdida sp.
aisladas de paclentes con diferentes formas clinicas de
candidosis .Estas se mantuvieron en medio de _conservacién

(ver anexo) a 4°C.
B.IDENTIFICACION DE C. albicans

Para identificar a €. albicans de las 9 cepas obtenidas

de pacientes se realizaron las siguientes pruebas:

1) Prueba de formacién de tubos germinativos.

Todas las cepas se sembraron por estria en medic de
agar de Sabouraud (anexo), durante 24 h a 37°C. Se |
selecciond una colonia aislada y se transfirié una asada a
1 ml de suerc humano y se incubdé a 37°C. Transcurridas 2 a 4
h la suspensién se examiné al microscopio, para observar la

presencia de tubos germinativos.

2) Prueba para la producciédn de clamidoconidios.

A partir de un cultive de 24 h en medio de agar de
Sabouraud, de cada cepa se sembraron en profundidad tres
lineas paralelas en placas con wmedio de harina de malz
(Difco) adicionado de Tween 80 al 1%. Los cultivos se
incubaron a 28°C de 18 a 48 horas. Después de este tiempo se
observé al microscopioc 1la presencia de los clamidoconidios

caracteristicos de C. albicans.



3) Auxanograma (asimilacién de fuentes de carbono).

Se prepararon suspensiones de cada cepa problema a una
concentracién igual al tubo No. 4 de la escala de McFarland
(aprox. 1.2 x 107 cels/ml)en un ml de agua destilada
estéril. Cada suspensién se agregé a un tubo con medio de
mantenimiento para auxanograma (anexo) a 45°C, mezclando en
vortex. Después de homogeneizar la mezcla se vacid en cajas
Petri y se dejé enfriar. Se colocaron sobre el agar discos
impregnados con los diferentes azGcares: glucosa, maltosa,
sacarosa, lactosa, galactosa, inositel, xilosa y dulcitol
(anexo). Las cajas se incubaron a 37°C por 48 h y se observé
la presencia o ausencia de crecimiento alrededor del disco.
Se usaron como controles una cepa de Sacharomyces cexevisiae

la cudl asimilaba todos los azGcares y un disco sin azfcar.

4) Zimograma (fermentacién de fuentes de carbono).

En esta técnica se utilizé un medio de cultivo liquido
con una composicién quimicamente definida segtin el método de
Wickerham (anexo). Este medio de cultivo se utilizé en tubos
con campana de Durham, los cuales contenian individualmente
un azGear diferente. Los azficares utilizados fueron glucosa,
maltosa, sacarosa, lactosa, galactosa, inositol, xilosa y
dulcitol al 5%. Se preparé una serie de tubos para cada
cepa. Los tubos se inocularon con 0.2 ml de la suspensién de
levaduras cuya concentracién era igual al tubo nfimero 4 en

7

la escala de McFarland (aprox 1.2 x 10 cel/ml). Se

incubaron 1los tubos durante 24 h a 37°C.Transcurrido el



tiempo de incubacién se observé en cada tubo el erecimiento,
formacién de gas y viraje del indicador (rojo de fenol)

indicande 1la fermentacién del aztcar.
C. SELECCION DE CEPAS

Con base en los resultados obtenidos en las pruebas
anteriores, se seleccionaron las cepas EH-153, EH-154, EH-
155, EH-165 y EH-166, correspondientes a C. albicans para el

trabajo subsiguiente.
D. REACTIVACION DE LA VIRULENCIA

Las cepas seleccionadas de ¢. albicans {EH-153, EH-
154, EH-155, EH-165, EH-166) fueron inoculadas en ratones
para reactivar su virulencia. Se utilizaron dos ratones
Taconic machos de 25-30 g de peso por cada cepa. Se
inocularon por via intraperitoneal con 1la S\.xspensién de
levaduras de concentracién aproximada a 107 cél/ml. Una vez
que los ratones fueron inoculados se mantuvieron en
observacién hasta su muerte. De cada ratén se extrajeron
fragmentos de bazo e higado. Estos fueron sembrados en cajas
de Petri con agar de Sabouraud con antibiéticos (anexo) e
incubados a 37°C por 24 h. Las cepas se reaislaron de los

tejidos de cada ratédn.

E. AISLAMIENTO DE COLONIAS INDIVIDUALES

16




Para obtener resultados reproducibles a lo largo del
trabajo, se aislaron colonias a partir del crecimiento
obtenido de los aislamientos del ratén. De cada aislamiento
se sembrd por agotamiento en cajas Petri con medio de agar
Sabouraud con antibiéticgg. Las colonias aisladas se
transfirieron con palillos estériles a cajas de Petri
conteniendo medio de Sabouraud con antibiéticos. Las
colonias asi aisladas se pasaron a medio de conservacién

(anexo) y se almacenaron a 4°C.
F.OBTENCION DE LA FORMA MICELIAL

De acuerdo a los resultados obtenidos en la infeccién
experimental murina, se seleccionaron las cuatro cepas mis
virulentas para el ratén.

En tubos con medio de agar extracto de levadura, peptena,
glucosa (EPG, anexo) se sembré bot duplicado Ae cada clona
de C. albicans (EH-153, EH-154, EH-155 y EH-166) y se incubé
a 37°C durante 24 h; después fué centrifugada a 1000 x g. El
crecimiento fue resuspendido en 2 ml de solucién salina
isotbénica (SSI) estéril al 0.85%. De esta suspensién se
inocularon dos matraces con 20 ml de medio de Lee (29) con
glucosa (anexo) por cepa y se incubaron a 37°C por 18 h en
agitacién. Transcurrido este tiempo 1las células fueron
separadas por centrifugacién a 1000 x g por S minutos,
lavadas dos veces con agua destilada estéril y resuspendidas
en 5 ml de agua para ser conservadas a 4°C por 24 h. Se

determind 1la concentracién de células/ml en camara de




Neubauer y se inocularon 1x10°

cél/ml por duplicado en
matraces de 125 ml conteniendo 20 ml de medio de Lee con n-
acetilglucosamina al 0.25% (anexo) por cada cepa. Los
matraces se incubaron a 37°C en agitacidén durante 24 h,
observando cada dos horas la morfologia microscépica que

presentaban las cé&lulas.

G. OBTENCION DE LA FORMA DE LEVADURA

Para la obtencién de la forma de levadura se siguieron’
los mismos pasos que para la obtencidén de la forma de
micelio cambiando las condiciones de cultivo. Se utilizé
medio de Lee con glucosa y la temperatura de incubacién fue

de 28°C por 24 h.

H. DETERMINACION DE LAS FASES DE CRECIMIENTO DE AMBAS FORMAS
(LEVADURIFORME Y MICELIAL)

Todo se realizé como en el experimento anterior
variando el medio de cultivo (glucosa para levaduras y
n-acetilglucosamina para micelio) vy la temperatura -de
incubacién a 28°C y 37°C respectivamente. Cada dos horas se
. tomaron muestras de 400 pl. Las cé&lulas se lavaron 2 veces
con aqua destilada estéril y se guardaron en suspensién con
400 pl de agua destilada hasta su procesamiento. A cada
muestra se le determiné la proteina intracelular por medio
del método de Lowry (31) previa hidrélisis de las células

con NaOH 0.2 N. Cada curva de crecimiento se realizé por



triplicado. Esta metodologia se empled para ambas formas del

hongo.
I. OBTENCION DEL ANTIGENO LEVADURIFORME Y MICELIAL

Con base en los resultados anteriores, se utilizaron
las cepas EH-153, EH-154 y EH~155 para obtener los antigenos
de la forma levaduriforme y micelial tanto metabélico como
citoplasmico, por 1la facilidad . de estas cepas para
convertirse en una u otra forma.

Cada cepa se inoculé por duplicado en agar EPG
incubidndose a 37°C durante 24 h. El crecimiento se suspendid
en 2 ml de agua destilada estéril y se transfixid a matraces
con 30 ml de medio de Lee con glucosa. Estos fueron
incubados 18 h a 37°C para el antigeno micelial y a 28°C
para el levaduriforme en agitacién. Después de este tiempo,
el paquete celular se centrifugé a 1000 x g y se lavd tres
veces con agua destilada estéril. Las lcélulas se
resuspendieron en 5 ml de agua a 4°C por 24 h. Con estas
suspensioneé se inocularon matraces conteniendo 80 ml de
medio de Lee con n-acetilglucosamina (0.25%), a tener una

concentracién final de células de 1x10°

cél/mi y se
incubaron en bafio metabélico en agitacién durante 18 h a
la temperatura ya indicada para cada forma fingica. Después
de 18 h se inactivaron las células agregando a cada matraz
timerosal a una concentracién final de 0.02% y se.

mantuvieron los matraces a temperatura ambiente por 24 h. Se

hicieron pruebas de viabilidad en agar de Sabouraud por 24 h
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a 37°C. Para el antigeno citoplésmico se separaron las
células por centrifugacién a 1500 x g por 10 minutos. El
paquete celular se congelé a =45°C hasta su procesamiento.
los sobrenadantes de los cultivos fueron destinados a 1la

obtencién de los antigenos metabblicos.

t Q o]

Los sobrenadantes de los cultivos de cada forma fGngica
se filtraron através de un sistema Millipore vy se
concentraron a una décima parte de su volumen, utilizando
el equipo de ultrafiltracién Amicon (Amicon modelo 8400 con
membrana PM 10 de 10,000 de P.M). Se gnvasé en alicuotas y

se congeldé a -45°C.

e O] S

Las células se rompieron segGn la técnica de Elor:za,
Marcilla y Sentandreu (12). En un tubo de ensaye de 16 x 150
mm se agregaron 200 mg de células de cada forma fGngica, 5 g
de perlas de vidrio de 0.02 mm de didmetro y 2.5 ml de
amortiguador de fosfatos pH 7.2. Se agité 30 seg en vortex y
se enfrié 1 minuto en hielo, se repitieron estos pasos hasta
que se observé el 90% de rompimiento celular al microscopio
éptico. Se separd el sobrenadante de las perlas de vidrio
por decantacién y por Gltimo, el sobrenadante fue
centrifugado a 1500 g por 4 min para separar las estructuras
celulares. Se envasé en alicuotas y se congeld a -45°C.

A ambos antigenos se les determiné concentracién de

proteinas por el método de Lowry (31) y concentracién de



carbohidratos por el método de Dubois(10).
J. OBTENCION DE SUERO HIPERINMUNE ANTI-C. albjcans

Se preparé una suspensién de células de C. albjcang
cepa EH-153 a partir de un cultivo de 48 h en agar de
Sabouraud con 2 ml de SSI estéril. Se inocularon dos
matraces con 80 ml de caldo EPG y se incubaron a 37°C por
48 h en agitacién. Después de 1la incubacién se agregb
timerosal a una concentracién final de 0.02% para inactivar
Yy se agité 6 h m&s. Se realizaron pruebas de viabilidad. Las
células se separaron por centrifugacién a 1000 x g por 10
min, se lavaron tres veces c¢con 10 ml de SSI estéril
finalmente fueron resuspendidas en 10 ml de la misma
solucién, para determinar la concentracién de células/ml, en
cdmara de Neubauer. A partir de estas suspensiones se
inocularon por via endovenosa zhconejos Nueva Zelanda de 2.5

k de peso siguiendo el esquema que se muestra a continuacién

(21):

Dia Inéculo (cels/ml)
1 5 x 1073

3 5 x 107>

s 2 x 1078

8 4 x 107

10 8 x 1078

12 2 x 1077

1s s x 1077

2



El dia 22 se les realizdé sangria de prueba para
verificar la existencia de anticuerpos en contra de el
antigeno aplicado, se considero una reaccién positiva en el
Ouchterlony cuando el suero diluido 1:4 dio de 3 a mas
bandas de precipitacién bien definidas..Se realizé después
sangria de cosecha por puncién cardiaca, el suero se separd
por centrifugacién a 1000 X g, se mezcld para obtener un

pool y se almacend a -45°C.
K. SENSIBILIZACION DE COBAYOS (22)

Para evaluar 1la reactividad inmunolégica en la prueba
de intradermorreaccién (IDR) de los antigenos, se utilizaron
5 cobayos Hartley de 250-300 g de peso por c/cepa de C.
albicans los cuales fueron inoculados intraperitonealmente
con 1 ml de una suspensién de 2 X 108 cél/ml (obtenidas
mediante la inoculacién de levadura en medio de Lee por 24 h
a 37°C), en adyuvante incompleto de Freund. Al mes de
causada la infeccifén se aplicaron en la regién dorsal de los
cobayos las intradermorreacciones con los antigenos

estudiados.
L. PRUEBAS INMUNOLOGICAS

1) Inmunodifusién en gel (38)
La inmunodifusién se realizé utilizando una solucién
de glicina pH 7.2 (anexo) con agarosa al 1.0%. En el pozo

central se colocd el suero hiperinmune y se dejd difundir 30



minutos. En los pozos laterales se probaron los diferentes
antigenos. Se leyé el nimero de bandas a las 24 y 48 h. Los
geles se lavaron con agua destilada durante 24 horas, se

secaron y tifieron con negro de amido.

2) Intradermorreaccién (IDR)

Para las pruebas intradérmicas se utilizaron antigenos
metabdlicos y citoplasmicos de las cepas EH-153, EH-154 y
EH-155 tanto de levadura como de micelio. Estos se probaron
a una concentracién de 10 pg de proteina en 0.1 ml de SSI
estéril. Se aplicé 0.1 ml de antigeno intradérmicamente en
el lomo de los cobayos previamente sensibilizados y se leyd
la prueba a las 24 y 48 h. La reaccién se considerd positiva
con un eritema e induracién mayor o igual a 5 mm de

diametro. Control 5 cobayos no infectados.



RESULTADOS

Las cepas aisladas de casos clinicos de candidosis
fueron las siguientes: EH-153, EH-154, EH-155, EH~160, EH-
161, EH-162, EH-163, EH~-164 y EH-165. Estas fueron
caracterizadas por produccisn de tubos germinativos,
clamidoconidios, auxanograma y zimograma (tabla 1) segfin las
técnicas descritas en material y métodos. En la tabla 1 se
puede observar gue 6 de las 9 cepas produjeron tubos
germinativos. La produccién de clamidoconidios se observé en
las cepas EH-153, EH-154, EH-155, EH-160, EH-161 y EH-162.
La reélizacién del auxanograma Yy zimograma resulté
caracteristico para las cepas EH-153, EH-154, EH-155, EH-160
y EH~161 de €. albjcans por la asimilacién de glucosa,
maltosa, sacarosa, galactosa, xilosa y la fermentacién con
produccién de 4&cido y gas de glucesa y maltosa segGn
Campbell (4) (Tabla 1). Con base en estos resultados se
procedié a la reactivacidén de la virulencia de estas cepas
en ratén para su posterior aislamiento. Los resultados de la
inoculacién en ratones Taconic machos de 25 a 30 g mostraron
que 4 de ellas: EH-153, EH-154, EH-155 y EH-161 fueron’
capaces de producir la muerte murina en dos a tres dias, por
lo que fueron seleccionadas para los estudios posteriores.

Las cepas se reaislaron del higado y bazo de cada ratén
infectado. Cada una fue sembrada por agotamiento de las
colonias aisladas individualmente y se almacenaron en medio
de conservacién a 4°C.

Las condiciones éptimas de crecimiento para la forma de
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levadura, se obtuvieron al cultivar las cepas en medio de
Lee con glucosa, durante 18 h a 28°C en agitacién, mientras
que para la forma micelial, se requirié usar medio de Lee

con n-acetilglucosamina a 37°C en agitacidén por 18 h.

La fase micelial se obtuvo mi&s facilmente de las cepas
EH-153, EH~154 Yy EH-155 de acuerdo a la metodologia
mencionada con anterioridad. La cepa EH-161 no formd micelio
ni pseudomicelio en ningGn momento por lo que fué descartada
para el trabajo subsecuente. La secuencia de la transicién
de levadura a micelio de la cepa EH-155 a diferentes horas
de incubacién puede observarse en la figura 1. Se observan
los clamidoconidios iniciales a las 0 h (ia) inoculados en
medio de Lee con n-acetilglucosamina (37°C en agitacién). Se
observd la produccién de tubos germinativos a las 2 horas.
Luego a las 4 horas fué posiblg observar mezcla de levadura
y pseudomicelio (Fig. 1b) y a las 8 horas el micelio
verdadero era predominante (Fig. 1lc). Se obtuvo el 950% de
estructuras miceliales a las 12 horas para las cepas EH-153
y EH-154 y a las 18 horas paxa la cepa EH-155 (Fig. 1d).
Después de 20 horas las cepas regresaron totalmente a la
fase levaduriforme, mientras que la cepa EH-155 mantuvo una
mezcla de micelio, pseudomicelio y levaduras aln después de

24 horas.

Para obtener la fase de crecimiento logaritmico de las
tres cepas seleccionadas en 1las formas de micelio y

levadura, se realizaron las curvas de crecimiento, que



pueden observarse en las figuras 2 y 3 respectivamente. Cada
curva es el resultado de tres experimentos. El final de la
fase logaritmica se obtuvo entre las 18 y 20 h para ambas
formas del hongo y para todas las cepas estudiadas, de ahi
que los antigenos se obtuvieron en este tiempo de incubacién

en las condiciones estipuladas en la metodologfa.

Al antfgeno derivado del filtrado del cultivo de ambas
* formas (levadura y micelio), se 1le denomindé antigeno
metabdélico de levadura (AgmL) Yy antigeno metabélico de
micelio (AgmM) y el antigeno derivado del rompimiento
celular de las dos formas, correspondié al antigeno
citoplasmico de levadura (AgcL) y antigeno citoplésmico de
micelio (AgcM).

Para determinar la reproducibilidad de los métodos de
obtencién de 1los antigenos se obtuvieron 10 1lotes de
antigenos metabdlicos de cada forma fGngica y de.cada cepa y
6 lotes de antigenos citoplasmicos para cada forma flingica
de cada cepa, con excepcién de la EH-155 en la que se
obtuvieron 9 lotes de antigeno citoplidsmico de micelio. A
los antigenos obtenidos se 1les determiné su actividad
inmunolégica mediante las pruebas de intradermorreaccién en
cobayos infectados e inmunodifusidn en gel.

En la tabla 2 podemos observar la concentracién de
proteinas de los antigenos. Todas las cepas presentan una
gran variacién entre los valores de los diferentes lotes de

antigenos. La tabla 3 corresponde a la concentracidén de



carbohidratos para las tres cepas y muestra la misma
variabilidad en la concentracién entre lotes que 1la

mostrada en las proteinas.

La inmunodifusién en gel (Ouchterlony) de 1los
diferentes antigenos con el sueroc hiperinmune anti-C.
albicans EH-153 (tabla 4), mostraron entre 1 y 2 bandas de
precipitacién para los metabdlicos y hasta 3 bandas de
precipitacién para los citoplésmicos. Los lotes de la cepa
*EH-155 fueron los gque dieron wmwayor nfmero de bandas, en
especial los citoplasmicos tanto en fase de levadura como de
micelio. En las figuras 4-7 se pueden observar las bandas de
precipitaciﬁn correspondientes a los diferentes lotes de los
antigenos estudiados en 1la inmunodifusién. En algunos
esquemas se pueden observar que algunas de estas bandas
gruesas estan conformadas por varias delgadas. Las bandas
oscuras de mayor longitud corresponden a los antigenos
citoplasmicos, ya sea de una u otra fase con algunas raras
excepciones. Ast como se mostré la variacién en
concentracién de proteinas y carbohidratos en diferentes
lotes de la misma cepa, también se encontrd esta variacién
marcada en cuanto a la reactividad serolégica
entrediferentes lotes de una misma cepa. El mayor nimero de
bandas asi como las mids gruesas, no correspondieron a la

mayor concentracién de carbohidratos y proteinas.

En las pruebas de intradermorreaccién (Tabla 5) en los

cobayos infectados, los antigenos metabbdlicos y
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citoplasmicos dieron una reaccién positiva en la mayoria de
los lotes. Los resultados son el promedio de tres
experimentos. Los antigenos metabdlicos y citoplasmicos de
levadura y de micelio, presentaron didmetros promedio de
induracién entre 5 y 11 -mm. Los mayores didmetros de
induracidén encontrados, correspondieron a ambos antigenos de
la fase de levadura (18 y 19 mm). De los 10 lotes de
antigenos de la cepa EH-153, el AgcL del lote 1 y el AgcM
del lote 3 no presentaron reactividad. De la cepa EH-154, el
AgmL del lote 6 y 8, asi como el AgcM del lote 4 tampoco
dieron reactividad. Con respecto a la cepa EH-155, todos
los antigenos ensayados presentaron reactividad en esta
prueba. Los cobayos control mostraron reaccidn negativa a

todos los antigenos estudiados.

Los resultados mostraron dque la mayoria de 1los
antigenos obtenidos, poseian reactividad inm;nolégica tanto
en la prueba de inmunodifusién en gel como en la
intradermorreaccién. La cepa EH-155 mostrd 1la mejor
reactividad inmune, tanto en la inmunodifusién en gel como

en la intradermorreaccién.



DISCUSION Y CONCLUSIONES

Actualmente se considera a Candida albicans como la més
virulenta de todas las especies de este género (36). Sin
embargo, existen 15 especies del género consideradas como
patégenas (18). Este trabajo se realizé con C. albicans
aislada de pacientes con candidosis en vias urinarias (EH-
155), genitales (EH-~154, EH-160, EH-161) y endocarditis (EH-
153). A partir de 9 cepas de este hongo, se consideraron
solamente tres para la obtencidén de los antigenos, con base
en la produccién de tubos germinativos, formacién de
clamidoconidios, asimilacién y fermentacién de fuentes de
carbono, su mayor virulencia para el ratén y su mayor
facilidad de revertirse a la fase micelial. Poulain et al
(42) demostraron una asociacién entre virulencia y
reactividad antigénica en C. albjicans y observaron mayor
antigenicidad con cepas recién aisladas de pacientes en 1la
prueba de aglutinacién, asi como mejor reproducibilidad
cuando estas fueron clonadas. En otro hongo patégeno,
Higtoplasma capsulatum, del cual los antigenos derivados de
una cepa café proveniente de un paciente con histoplasmosis
fulminante, produce los mejores antigenos para pruebas
serolégicas de diagnéstico (Toriello & Taylor, com. pers.)
En este trabajo se observaron los mejores resultados en
cuanto a la reactividad inmunolégica, con los antigenos
derivados de la cepa EH-155 proveniente de un paciente con

candidosis en vias urinarias.

En trabajos previos con antigenos de Sporothrix



schenkii (1) y Aspergijllus fumjgatus (39}, se observé que la
mayor reactividad inmune correspondia al final de la fase
logaritmica de crecimiento de estos hongos. Por lo tanto,
los antigenos de este trabajo se obtuvieron de la fase
logaritmica de Candjda, tanto para la levadura como para el

micelio.

Es un hecho controvertido la asociacién entre la fase
de micelio y la infeccién producida por este hongo (45), sin
embargo, diversos autores afirman una relacién causal entre
la formacién de micelio y la infeccién (8,30,36,51) y otros
asocian la germinacién con la invasividad del hongo (3). De
acuerdo a Ghanoum & Abu~Elteen (18), ambas formas juntas son
importantes en la patogenicidad de esta levadura, ya que
mientras el tubo germinativo ayuda a la invasividad, las
levaduras son importantes para la multiplicacidén celular. De
las cuatro cepas m&s virulentas para el ratén la EH-153, EH-
154 y EH-155 fueron las gque fAcilmente mostraron el cambio
fenotipico y por lo tanto, se escogieron para la obtencién
posterior de los antigenos. Durante el proceso de infeccién,
en la candidosis existe lisis de las células fangicas y por
lo tanto, un aumento en 1la concentracién de anticuerpos
contra antigenos citoplédsmicos. De ahi que diversos autores
recomienden el uso de antigeno citoplasmico de 1la fase
micelial como reactivo para las pruebas serolbégicas de las
candidosis sistémicas (25). Apoyan el uso de este tipo de
antigeno, diferentes trabajos que muestran la presencia de

anticuerpos precipitantes a antigenos de levadura en sueros



humanos normales ' (2,19,28). Sin embargo, hay fracciones
antigénicas inmunodominantes, entre 47 Yy 59.7 kba
provenientes de antigenos citoplésmicos, que no aparecen en

el suero humano normal (20,24,50,).

Por otro lado, los antigenos metabdlicos que estén
constituidos principalmente por componentes solubles de 1la
pared celular, manoproteinas, entre ellos, formando parte de
las capas mAs externas de la pared (17,48), ser&n los
antfgenos ideales para medir la respuesta inmune celular por
medio de la intradermorreacciédn (26,27), ya que Capdida es
un comensal del ser humano. Este tipoc de antigeno
desencadena una fuerte respuesta en un alto porcentaje de
la poblacién normal, siendo entonces la IDR con candidina,
un buen parémetro para determinar la respuesta inmune
celular en los individuos y que es ampliament.e utilizada en
pacientes inmunocomprometidos. En este trabajo, tanto los
antigenos citopl&smicos como los metabSlicos de ambas fases
del hongo, demostraron reactividad inmune en las pruebas
de IDR en el cobayo, exhibiendo la cepa EH-155 la mejor
reactividad.

Debido a la gran variabilidad existente en cuanto a
diferentes lotes de antigeno del mismo hongo (23), se
obtuvieron 10 lotes de cada antigeno para su andlisis. Los
resultados concordaron con Huppert (23) ya que mostraron una
gran varjacién en cuanto a concentracién de protefnas y

carbohidratos de lote a lote. Sin embargo, el 95% de les
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antigenos metabélicos y el 100% de 1los citoplasmicos
presentaron reactividad inmune en la inmunodifusién en gel
utilizando suero hiperinmune de conejo anti-c. albicans.
Cuando se probaron estos antigenos en la prueba de IDR en
cobayos infectados el 99% de los metabdlicos y el 95% de los
citoplasmicos mostraron reactividad inmune en esta prueba.
Esto demuestra gque la reactividad no puede ser evaluada
solamente con base en la concentracién de proteinas y
carbohidratos, a pesar que diferentes autores concuerdan en
el hecho que la fraccidén de carbohidratos de 1la molécula
antigénica es la responsable de la respuesta inmune humoral

y la fraccién proteica de la celular (23).

Se han descrito diversos trabajos sobre antigenos de
pared celular (12,37,42), citoplésmicos (2,14,22,55), de
mananas (12,17,24), metabdlicos (12), de tubo germinativo
(5,6,12,34,37) y 1levaduras (5) de cCandida albjcaps. El
andlisis de la composicién de proteinas y glicoproteinas de
la pared celular de este hongo ha demostrade una gran
variedad compleja de componentes (6), como fracciones
especificas de la levadura (8,11,54) o de la pared del tubo
germinativo (5,41,51,54). Es hasta fechas recientes que se
caracterizé una proteina inmunodominante, de 48 kbDa
reconocida por sueros de pacientes con candidesis invasiva,
reportada como enolasa (enzima glicolitica), presente en
ambas formas del hongo y que no reacciona con concanavalina
A (32). Ssin embargo, estos diferentes estudios implican una

tecnologia sofisticada y costosa gque no estd al alcance de
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los laboratorios de serodiagnéstico rutinario. Por ello es
importante el tener caracterizada una cepa de C albicans, a
partir de la cual se pueden obtener antigenos de bajo costo
Y 4gue sean una herramienta Gtil), para las pruebas

inmunolégicas de diagnéstico de la candidosis sistémica.

Como conclusién de este estudio, se recomienda la cepa
EH-155 para la produccién de los diferentes antigenos, que
se utilizan en las pruebas inmunolégicas de diagndstico de
la candidosis sistémica Yy para la prueba de
intradermorreaccién, para medir la respuesta inmune celular
tanto en la poblacién normal como en pacientes
inmunocomprometidos. Esta misma cepa ya caracterizada, podr&
servir en trabajos futuros para la obtencién de sueros
hiperinmunes, que sean utilizados en 1la deteccién de

antigeno circulante en fluidos corporales de pacientes.
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ANEXO

MEDIOS Y REACTIVOS UTILIZADOS.

1)_Med e _co cib
Este medio de bajo contenido de glucosa fue utilizado
para la conservacién de las cepas utilizadas.
Glucosa 0.2%
Peptona 1.0%
Agar 1.5%

Esterilizar a 121°C y 15 lb de presién por 15 min.

2) Medjo de agar de Sabouraud

Peptona 10.0g
Dextrosa 10.0g9
Agar 15.0g
Agua destilada 1000ml

pH final 5.6

Esterilizar a 121°C y 15 1b de presién por 15 min.

3)_Medjo de mantenimjento para auxanograma
Reactivo cantidad (g/1)
NH4504 2.0
KHPO, 1.5
Mgso, 0.28
Thiamina 1078
-6

Biotina#* 10



4)

-6

Acido nicotinico 10
Pantotenato de calcio 1076
Piridoxina 108
Agar 20.0
Solucidén de Berthelot»* 1.0 ml

Llevar a 1 1 de agua destilada.

Esterilizar en autoclave 15 min a 110°C y 6 lb de

presién.
* Esterilizar por filtracién.

** Solucién de Berthelot:

Fe2(504)3.8H20 50.0
Mn504.7H20 2.0
CaSO4.2H20 0.5
Niclz.GHZO 0.05
CoC12.5H20 0.05
T12504.H20 0.2
Zn504.7H20 0.1
CuSO4.5H20 0.05
GlSO4.4820 0.01
H3803 0.05
HZSO4 concentrado 1.0

Filtrar sobre papel.

SCO! a uxano ama.

Solucién base para impregnar los

ml

discos:
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5)

6)

Fuente de carbono 3.0 g

Agua destilada estéril 100 ml

Impregnar los discos de papel filtro estériles en la
solucién de azfcar.

AzGeares utilizados:

Glucosa, maltosa, sacarosa, lactosa, galactosa, inositol,
xilosa y dulcitol.

Los azficares deben ser esterilizados por filtracion.

dio liqu e Wicke ama .
Fuente de carbono* 5.09
Base nitrogenada (Difco) 7.5g
Agua destilada 100ml
NaOH 1N 2 6 3 gotas.
Indicador 1 6 2 gotas.

Esterilizar a 121°C y 15 1b de presién por 15 min.
* Esterilizar por filtracién.

Preparacién del indicador:

Rojo de fenol 0.01g

Agua destilada 100ml

Azlicares utilizados: glucosa, maltosa, sacarosa,

lactosa, galactosa, inositol,xilosa y dulcitol.

Medio_de aga e Sabouraud con a biéticos.

Peptona 10.0g
Dextrosa 10.0g
Agar 15.0g9
Cicloheximida 0;4g



7)

8)

Cloranfenicol 0.059
Agua destilada 1000ml
pH final 5.6 +/- 0.2

Esterilizar a 121°C y 15 1lb de presién por 15 min.

Medio de agar extracto de levadura, peptona, _glucosa
(EPG) .
Glucosa 1.0%

Extracto de levadura 0.3%
Peptona 0.5%
Agar 1.5%
Disolver en agua destilada

Esterilizar a 121°C y 15 lb de presién por 15 min.

Medio base _de Lee. (29)

K,HPO, 2.5qg
Mgso, . 7H,0 0.2g9
(NH,) 50, 5.0g
Nacl 5.0g9 pH 6.8
Prolina 0.05g
Biotinax* sSmg

Agregar glucosa al 1.25% para la fase de levadura y
n-acetilglucosamina al 1.25% para la fase de nmicelio.
Esterilizar a 110°C y 6 1lb de presién por 15 min.

* Esterilizar biotina por filtracién.
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9)

ar pa nmunodifusién en

Solucién salina de glicina pH 7.2

Agarosa 1.0%
Glicina 7.5%
Nacl 0.9%

Azida de sodio 0.1%

Ouchterlo



TABLA 1.

TABLA 2.

TABLA 3.

TABLA 4.

TABLA 5.

LISTA DE TABLAS

Resultado de las pruebas de identificacién del

género Candida sp. para las nueve cepas estudiadas.

Concentracidén de proteinas de antigenos metabdlicos
(Agm) y citoplasmicos (Agc) de 1levadura (L) y
micelio (M) de candida albicans.

Concentracién de carbohidratos de antigenos
metabblicos (Agm) y citoplésmicos (Agc) de levadura
(L) y micelio (M) de candida albicans.

Inmunodifusién de Ouchterleny con suero hiperinmune

anti-¢. albicans EH-153.
Prueba de intradermorreaccién con antigenos

metabbélicos (Agm) y citopléasmicos (Agc) de
€. albicaps.
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Tabla 1+ Patronts de aslaliacién (awxanagrama) y tersantacién (zimsgrams) dv nueve cepas e Candids
e

Cepas deTubos ger-  Clanido Asisilacidn Fermentacida (A/C)
Candide aimatives renidios qlu mal sac lac gal ino xi) dul  glu sal sac dac gal ino xil dal

EH-153 ¢ ‘ D T N | N LR AR R R AT S
EH-154 + + LI e LT 1 I TR SR SV IR P 2 2
EH-133 + + L O R T T T )

EH-180 + + ¢ 4 = b = & = AR AR f==fef- -]

EH-161 + + LI S ST T T 1 B TR B R 2 2

B2 - 4 L Y | B | I O T e A S
£H-163 + - I T T T | Y L 2R Y P B R I
Et-164 - - 4 = ~ = - - & - A Y T R

EH-163 ~ - L I R | e O S LT

cosay mal= salboray sacs sacarosay lac= lactosa, gal= galactesa, ine= imesitel, xil= xilal,
citoly A= dcide, Gs gas.
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Tabla 2
Concentracién de proteinas de antigenos metabSlicos (Agm)
y citoplésmicos (Agc) de levadura (L) y micelio (N)
de candida albicans

CONCENTRACION DE PROTEINAS pg/ml

CEPA LOTE
ANTIGENO AgnL AgmM AgcL AgcH
1 185 404 490 460
2 127 316 506 440
3 333 537 403 80
4 241 357 430 40
EH-153 5 190 323 450 397
6 333 504 590 206
7 369 447 ND ND
8 160 739 ND ND
9 273 614 ND ND
10 ND 674 ND ND
1 290 457 750 607
2 249 3as 421 390
3 229 435 390 440
4 229 435 696 486
EH-154 5 305 432 1111 492
6 60 432 ND 653
7 233 441 ND 603
8 230 357 ND ND
9 520 388 ND ND
10 ND 447 ND ND
1 690 491 721 300
2 288 208 356 831
3 361 233 500 620
4 594 323 813 1275
EH-155 5 393 260 802 1290
6 215 382 1324 946
7 269 732 ND 1135
8 269 977 ND 400
9 350 7865 ND 1240
10 253 717 ND ND

ND= No determinado



Tabla 3

Concentracién de carbohidratos de antigenos metabdlicos (Agm)
Y citopléismicos (Agc) de levadura (L) y micelio (M)

de candjda albicans
CONCENTRACION DE CARBOHIDRATOS ug/ml
CEPA LOTE
ANTIGENO AgmL AgmM AgcL AgcM
1 1266 153 3334 1331
2 735 88 401 566
3 764 484 717 421
4 398 121 621 554
EH-153 S 178 531 2189 1936
6 1342 454 454 1474
7 3561 324 ND ND
8 253 601 ND ND
9 3082 130 ND ND
10 746 ND ND ND
1 539 212 1015 1421
2 280 2250 525 1165
3 684 271 1190 517
4 802 233 826 854
EH-154 S 1426 673 1378 826
6 746 619 ND 934
7 601 316 ND ND
8 758 546 ND ND
9 520 587 ND ND
10 608 346 ND ND
1 41 168 1322 470
2 302 230 458 1362
3 134 143 1170 1546
4 178 550 864 1443
EH-155 3 107 45 1582 1867
6 291 36 1922 1314
7 245 684 ND 1443
8 3222 839 ND 5181
9 419 304 ND 1288
10 278 1344 ND ND

ND= No determinado
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Tabla 4
Inmunodifusién de Ouchterlony con suero
hiperinmune anti~-C. albjcans EH-153

ANTIGENOS LOTE NUMERO DE BANDAS CON C. albicans
ANTIGENO EH-153 EH-154 EH-155
1 1 2 2
Metabélicos 2 1 2 2
3 3 1 2
4 2 2 2
de S 2 - 2
6 2 2 2
7 1 2 2
levadura 8 - 2 2
9 2 2 2
10 ND ND 1
1 3 2 3
Citoplasmicos 2 3 3 3
de 3 2 3 3
levadura 4 3 3 3
5 3 2 2
6 3 ND 3
1 1 1 1
Metabélicos 2 1 3 2
3 1 1 2
4 1 2 1
de S 1 2 1
6 1 2 1
7 1 2 1
micelio 8 1 2 1
9 1 2 -
10 3 2 1
1 3 3 3
Citopléasmicos 2 3 3 3
de 3 2 2 3
micelio 4 1 3 3
5 2 2 3
6 2 3 3
7 ND 3 3
8 ND ND 2
] ND ND 2

ND="No determinado



Tabla §
Prueba de intradermorreaccién con antigenos
metabélicos (Agm) y citopl&smicos (Agc)
a

e C. albicans
CEPA LOTE INTRADERMORREACCION (mm)
ANTIGENOS AgmL Agm AgcL AgcM
1 11 13 - 9
2 5 10 5 10
3 11 7 ] -
4 18 18 9 7
EH-153 5 8 8 11 10
6 9 12 18 10
7 6 8 ND ND
8 10 12 ND ND
9 12 12 ND ND
10 ND 11 ND ND
1 15 6 8 8
2 11 9 8 13
3 9 9 11 6
4 8 [ 11 3
EH-154 5 6 13 11 6
6 - 9 ND 5
7 9 12 ND ND
8 4 9 ND ND
9 15 9 ND ND
10 ND 11 ND ND
1 7 10 15 7
2 13 9 11 9
3 6 9 12 10
4 6 11 19 7
EH-155 5 11 11 10 7
6 13 6 11 6
7 11 13 ND 15
8 9 15 ND -3
9 11 11 ND 12
10 11 6 ND ND

La reaccién se considerd positiva cuando el diédmetro
promedio de induracién fue _ a 5 mm.
ND= no determinado. L= Levadura M= Micelio
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de las cepas EH-153 y EH~154 de C. bjcans.

FIGURA § Y 7. Inmunodifusién de Ouchterlony de un pool de

sueros hiperinmunes anti- ¢. albjicans con
diferentes lotes de antigenos metabblicos y
citoplésmicos de la fase de levadura y micelio de

las cepas EH-154 y EH-155 de C. albjcans.
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Fig.l. Secuencia de la transicién de levadura a micelio de
la cepa EH-155: a) Clamidoconidios iniciales a las 0 horas.
b) Mezcla de levadura y pseudomicelio a 1las 4 horas.
c) Micelio verdadero a las 8 horas. d) El 90% de estructuras

miceliales a las 18 horas de incubacién. (400 X).
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Fig.4 Inmunodifusién de oOuchterlony de un pool de sueros
hiperinmunes anti-Candida albicans (A) con diferentes lotes
(N2) de antigenos metab&dlicos (Agm) y citoplasmicos (Agc) de
la fase. de levadura (L) y micelio (M) de las cepas EH-153 y
EH-154 de C. albjcans: Cepa EH-153: 1)AgmL(1l), 2)AgmM(1),
3)AgcL(1l), 4)AgeM(1), S)AgmL(2), 6)AgmM(2), 7)AgeL(2),
8)AgcM(2), 9)AgmL(3), 10)AgmM(3), 11)AgcL(3}, 12)AgcM(3),
13)AgmL(4), 14)AgmM(4), 15)AgcL(4), 16)AgcM(4), 17)AgmL(S),
18)AgmM(5), 19)AgcL(5), 20)AgcM(5), 21)AgmL(6), 22)AgmM(6),
23)AgcL(6), 24)AgcM(6), 25)AgmL(7), 26)AgmM(7), 27)AgmL(8),
28)AgmM(8), 29)AgmL(9), 30)AgmM(9), 31)-, 3I2)AgmM(10). Cepa
EH-164: 33)AgmL(1), 34)AgmM(1), 35)AgcL(l), 36)AgcM(1),
37)AgmL(2), 38)AgmM(2), 39)AgcL(2), 40)AgcM(2), 41)AgmL(3),
42)AgmM(3), 43)AgcL(3), 44)AgcM(3), 4S)AgmL(4), 46)AgmM(4),
47)AgcL(4), 48)AgcM(4), 49)AgmL(5), SO0)AgmM(5), S51)AgcL(S),
S52)AgcM(5), 53)AgmL(6), S54)AgmM(6).
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Fig.5 Inmunodifusién de Ouchterlony de un pool de sueros
hiperinmunes anti-candida albicans (A) con diferentes lotes
(N2) de antigenos metabdlicos (Agm) y citopl&smicos (Agc) de
la fase de levadura (L) y micelio (M) de las cepas EH-154 Yy
Eh-155 de C. albicans: Cepa EH-154: 55)AgcL(6), 56)AgcM(&),
S§7)AgmL(7), 58)AgmM(7), 59)AgmL(8), 60) AgmM(8), 61)AgmL(9),
62)AgmM(9) , 63)AgmL (10), 64)AgmM(10) . Cepa EH-155:
65)AgmL(1), 66)AgmM(1), 67)AgcL(l), 68)AgcM(l), 69)AgmL(2),
70)AgmM(2), 71)AgcL(2), 72)AgcM(2), 73)AgmL(3), 74)AgmM(3),
75)AgcL{3), 76)AgcM(3), 77)AgmL(4), 78)AgmM(4), 79)AgcL(4),
80)AgcM(4), B81)AgmL(S), 82)AgmM(5), B83)AgcL(5), 84)AgcM(S),
85)AgML(6), 86)AgmM(6), 87)AgcL(6), B88)AgcM(6), 85)AgmL(7),
90)AgmM(7), 91)AgcM(7), 92)}AgmL{8), 93)AGRL(9), 94)AgmM(9),
95)AgmL(10), 96)AgmM(10), 97)AgmM(8), 98)-, 99)AgcM(8),
100)-, 101)AgcM({9), 102)-.
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Fig.6 Inmunodifusién de Ouchterlony en un pool de sueros
hiperinmunes anti-candida albicans (A) con diferentes lotes
(N2; de antigenos metabdlicos (Agm) y citoplasmicos (Agc) de
la fase de levadura (L) y micelio (M) de las cepas EH-153 y
EH-154 de C. albicans: Cepa EH-153: 1)AgmL(1), 2)AgmM(1),
3)AgeL(1), 4)-, 5)~ 6)-, 7)AgcL(2), 8)AgcM(2), 9)AgmL(3),
10)AgmM(3), 11)AgcL(3), 12)AgcM(3), 13)AgmL(4), 14)AgmM{4),
15)AgcL(4), 16)AgecM(4), 17)AgmL(5), 18)AgmM(5), 19)AgmL(1),
20)AgmM(1), 21)AgcL(l), 22)AgcM1l, 23)AgL(2), =24)AgmM(2),
25)AgcL(5), 26)AgcM(5), 27)AgmL{6), 28)AgmM(6), 29)AgcL(&),
30)AgcM(6), 31)AgmL(7), 32)AgmM(7), 33)AgcL(7), 34)-,
JS)AgmL(8), 36)AgmM(8), 37)AgcL(8), 38)-, 39)AgmL(3),
40)AgmM(9), 41)AgcL(9), 42)-, 43)-, 44)AgmM(10),
45)AgcL(10), 46)-. Cepa EH-154: 47)AgmL(l), 48)AgmM(1),
49)AgcL(l), 50)AgcM(1), S1)AgmL(2), 52)AgmM(2), 53)AgcL(2),
54)AgcM(2), 55)AgmL(3), 56)AgmM(3), 57)AgcL(3), 58)AgcM(3),
59)AgmL{4), 60)AgmM(4).
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Fig.7 Inmunodifusién de Ouchterlony en un pool de sueros
hiperinmunes anti-gandida albicans (A) con diferentes lotes
(N2) de antigenos metabdlicos (Agm) y citoplasmicos (Agc) de
la fase de levadura (L) y micelio (M) de las cepas EH-154 y
EH-155 de C. albicans: Cepa EH-154: 61)AgcL(4), 62)AgcM(4),
63)AgmL(5), 64)AgmM(5), 65)AgcL(5), 66)AgcM(5), 67)AgmL(6),
68)AgmM(6), 69)-, 70)AgcM(6), 71)AgmL(7), 72)AgmM(7), 73)-,
74)Agc(7), 75)AgnL(8), 76)AgmM(8), 77)-, 78)=-, 79)AgnL(9),
80)AgmM(9), 81)~-, B2)-, 83)-, 84)AgmM1O), 85)-, 86)-. Cepa
EH~155: 87)AgmL(1), 88)AgmM(1l), 89)AgcL(l), 90)AgcM(1),
91)AgmL(2), 92)AgmM(2), 93)AgcL(2), 94)AgcM(2), 95)AgmL(3),
96)AgmM(3), 97)AdcL(3), 98)AgcM(3), 99)AgmL(4), 100)AgmM(4),

101)AgcL(4), 102)AgeM(4), 103) AgmL(5) , 104)AgmM(5) ,
105)AgeL(5), 106)AgcM(5) , 107) AgmL(6) , 108)AgmM(6) ,
109)AgcL(6), 110) AgcM(6) , 111)AgmL(7),  112)AgmM(7),

113)AgcL(7), 114)Agem(7).
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