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RESUMEN

El presente trabajo se realizé en el Instituto Nacional de Referencias
Epidemiolégicas (INDRE) de la Secretaria de Salud y el Laboratorio de
Inmunologia de la FES.Zaragoza. Las muestras fueron recolectadas en el
Hospital General de la Mujer, de exudados vaginales de mujeres de entre 16 y 50
afios de edad, con vida sexual activa, que no hubieran tomado madicamentos una
semana antes de tomar la muestra, sin aseo vaginal minime de 8 hrs y que
presentaran signos y sintomas de infeccidn. A cada una de las pacientes se les
tomo un frotis de las paredes vaginales y un lavado de la misma area. El frotis se
fijd y se tind por la técnica de Gram y el lavado vaginal se emplet en Ia
determinacion de IgA secretora especifica anti-Candida albicans por el ensayo

_inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA).

El antigeno de Candida albicans fue obtenido a partir de un vial puro
proporcionado por o] Laboratorio de inmunologia de la FES-Zaragoza, del cual se
obtuvo una cepa pura de Candida albicans. Posteriormente las colonias fueron
cosechadas y sonicadas para obtener el contenido antigénico de ia levadura en
estudio y realizar 1a determinacion de proteinas por el método de Lowry. Después
de saber la concentracién de protelnas se hizo la estandarizacion de la técnica
de ELISA empleando tres muestras positivas para Candida albicans a diferentes
concentraciones, asi como diferentes concentraciones del antigeno obteniendo
una mejor lectura con 10 microgramos por mililitros de! antigeno y 1a muestra sin

diluir.
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Despuies de realizar la tincion al Gram de fas muestras en estudio y de
obtener el titulo de 1gA secretora especifica anti Candida albicans para cada una
de las muestras; se realizé el andlisis estadistico , para el cual se formaron cuatro
grupos de acuerdo a los resultados obtenidos en 1a tincion de Gram, ademas de
tomar en cuenta ia presencia de flujo y dafio vaginal cbservados en la toma de
muestra, Al correlacionar los resultados obtenidos en la tincion al Gram y los
titulos de IgA secretora en ELISA nos damos cuenta de que existe una gran
concordancia entre una técnicay ofra, ya que el grupo | donde todas |as muestras
fueron positivas a la tincién al Gram el porciento de positividad para la t&cnica de
ELISA fué de un 78.5%, determinandose una no concordancia del 21.5%; esto lo
podemos explicar debido a que en una primo infeccion podemos tener presencia
de Candida albicans y una respuesta de IgA ausente. En el grupo |l donde
igualmente todas las muetras fueron positivas a la tincién al Gram, el porciento de
positividad para ELISA fué de 11.1% y en el grupo 1ll donde todas son negativas a
la tincién al Gram, el porciento de positividad para ELISA fué de un 64.7%; en
base a lo observado podemos decir que el porcentaje de positividad en la técnica
de ELISA aumenta cuando aumenta el flujo y dafio vaginal, ya que las pacientes
del grupo Il no presentaron estos signos y las del grupo 1il si lo manifiestan, esto
probablemente se deba a que las células plasmaticas productoras de IgA,
presentes en la submucosa, reciban més faciimente la sefial de los antigenos
locales (de Candida albicans) y la secrecion hacia la vagina, de las
inmunoglobulinas especificas sea también mas facil en presencia del dafio
vaginal. El grupo IV fué conciderado como testigo ya que todas las muestras
fueron negativas a la tincién al Gram, no se presentd flujo ni daiio vaginai aunque
el porciento de positividad fué del 6.5% para la técnica de ELISA, por lo que estas

muesiras podrian considerarse falsos positivos, es decir personas que tuvieron
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una infeccidn por Candida albicans reciente ya superada, como una respuesta de

memoria 0 como una infeccion subclinica,
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MARCO TEOQORICO

EPIDEMIOLOGIA

Aunque Candida albicans da lugar a una de las infecciones més
proteiformes que se conocen y puede proliferar, por lo general como invasor
secundario, practicamente en todo sistema def cuerpo humano, uno de los
problemas patolégicos que mds frecuentemente causa es la candidiasis vaginal.
La vagina viene a ser, por lo tanto, la fuente mas comin para el aisiamiento de
este microorganismo. (7) La colonizacién vaginal por especie de Candida,
principalmente Candida albicans es muy frecuente y mas adn durante el
embarazo, ya que casi el 30% de las mujeres embarazadas albergan dichos
hogos en la vagina, la mayor parte de {as veces sin molestias importantes.(8,9)
Los mecénismos por los cuales el embarazo estimula ia colonizacién son
camplejos. Algunos autores (8,10) atribuyen la aita frecuencia de colonizacion y
allos indices de ataque al incremento de contenido de glucégeno en el epitelio
vaginal bajo la estimulacién de las hormonas reproductivas. Sin embargo el
problema es méas complejo que fa disponibilidad de una fuente de carbono la cual
aumenta el crecimiento, muitiplicacion, adherencia y germinacién da la levadura.
Actualmente se ha reportado la presencia de receptores en el citosol de Candida
para estrogenos y progesterona junto con el efecto estimulatorio observado de
éstas hormonas, promueven el crecimiento de candida aumentando su virulencia.
No solamente Jas hormonas estan influyendo en el tracto vaginal, e} pH, y el
contenido de giucdgeno, ambos estan promoviendo a la levadura y

probablemente también a los sitios receptores y de adherencia de las células
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individuales del epitelio vaginal.

Durante el embarazo, el porcentaje de portadores de candida en vagina,
quienes manifiestan sintomas de abierta vaginitis es también considerablements
alto entre mujeres embarazadas que no embarazadas. En diferentes estudios
(8,11) la vaginitis sintomatica fue observada de un 30% a 60% de portadoras
vaginales embarazadas. De este modo la incidencia de Candidiasis vaginal sinto-

matica es alta en el embarazo y aumenta durante el curso de la gestacion.

La Candidiasis vaginal se desarrolla casi en el 10% de mujeres
embarazadas durante el primer trimentre. Ademds, los ataques frecuentes son
comunes en casi la mitad de mujeres sintomaticas, sugiriendo un segundo

episcdio durante el mismo embarazo.

Otro factor importante que influye en la predisposicién de Candidiasis
vaginal es el uso de anticonceptivos orales, aungue su mecanismo de accién no
esta bien definido, La mayaria de los estudios epidemiolégicos han reportado
coma minimo un rango de incremento en la colonizacién del 20 al 45%. Una vez
mas, et increments en los portadores es quizas el resultado de los efectos de las
hormonas femenimas o de la adherencia de células epiteliales o de la
receptividad, o del glucogeno y sustratos disponibles para e! microorganismo asi
como el efecto directo de los anticonceptivos orales sobre Ia virulencia de las

levaduras.

Los antibidticos también contribuyen en el establecimiento de la

candidiasis vaginal, ya que ademas de cumplir con su objstivo pueden reducir 1a



proteccién normal de la poblacién bacterial residente, particularmente las
especies de lactobacilos y disminuyendo la resistencia de la colonizacién normal.
Virtualmente ningun antibidtico esta inmune de esta frecuente complicacién; si
bien los agentes de amplio espectro como son: La tetraciclina, ampicilina y

cefalosporina aparecen como causantes comunes.

Hoy en dia, los antibidticos son responsables del frecuente incremento de
la colonizacién por Candida en mujeres; muchas pacientes notan el aumento de
sintomas de candidiasis vaginal durante el curso de la terapia con
antimicrobianos. La rapidez con que estos sintomas aparecen después de la
administracién de antibiéticos, sugieren no solamente que los mecanismos de
resistencia a la colonizacién vaginal esten suprimidos,sino posiblemente también

que esos antibidticos actualmente estimulen la proliferacion de levaduras.(12,13)

Una diabetes mellitus incontrolada acomﬁaﬁada con glucosuria e
incremento de concentraciones de glucosa en secreciones vaginales puede
propiciar una franca vaginitis sintomética. Algunas mujeres con candidiasis
vaginal recurrente atribuyen la recurrencia de ésta a las indiscreciones dietéticas,
por ejemplo el abuso en dulces y postres con alto contenido de azucares,

induciendo posiblemente una glucosuria transitoria.

Laropa y los habitos personales son otro de los factores que contribuyen a
la aparicion de candidiasis vaginal. Muchas mujeres usan ropa ajustada,
generalmente ropa intetior y pantimedias de nylon, los cuales provocan una pobre
ventilacion y un incremento en la temperatura humeda del perineo, estimulando la

proliferacién de levaduras. Igualmente, también un traje de bafio humedo puede



originar sintom_as; esto es probablemente debido al cloro de las albercas que
irritan la mucosa vaginal incrementan la posibilidad de desarrollar una candidiasis
vaginal. Muchas mujeres creen que los desodorante en aerosol, el papel de
tocador perfumado y las duchas comerciales actuan similarmente para exacerbar

los sintomas.(8)

Todos los factores anteriores pueden actuar sensibilizando la mucosa por
los mecanismos patogénicos de las levaduras residentes en la vagina e inducir

sintomas.

La candidiasis vaginal es considerada una enfermedad de transmision
sexual, ya que en muchos de los casos las pacientes no manifiestan sintomas
clinicos, por lo que pueden transmitir Ia infeccion- a su pareja sexual.
Desgraciadamente el tratamiento muchas de la veces no es en pareja, por lo que
apesar de que la infeccién se erradique en la mujer, el varén sigue actuando
como fuente de contagio. Este mal se resuelve con la curacién de la vaginitis en

" la mujer y la balanitis en el hombre en una pareja conyugal.(14)

Candida albicans es quizds uno de los agentes infecciosos mas frecuentes
que afligen al hombre. Sélo Ia sifilis presenta gran diversidad de cuadros clinicos
como los observados en las diversas candidiasis. Todos los tejidos y sistemas
organicos estén sujetos a invasién y la patologia provocada es tan variable como
los sintomas clinicos. Ademds de infeccién activa, Candida albicans esta
implicada también en varios transtornos alérgicos.

La candidiasis presenta diferentes cuadros clinicos de acuerdo con su

localizacion en el organismo, como se muestra en el cuadro |.
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1. Enfermedades infecciosas.
A. Afeccién mucocutdnea.
1. Bucal: muguet, glositis, estomatitis,
2. Vaginitis y balanitis.
3. Brogquial y pulmonar
4. Alimentaria: esofagitis, gastritis, peritonitis, enfermedad
entérica y perianal,
5. Candidiasis mucocuténea crénica

B. Afeccién cutanea
1. Candidiasis intertriginosa y generalizada
2. Paroniquia y onicomicosis
3. Granuloma por candidiasis

C. Afeccidn generalizada
1. Vias urinarias
2. Endocarditis
3, Meningitis
4. Septicemia
5. Diseminacidn a otros sistemas organicos.

Il. Enfermedades alérgicas.
A. Candidides
B. Eczema
C. Asma

Cuadro |. Cuadro clinico de candidiasis de acuerde a su localizacién en el organismo.
Fuante (Rippon, J.W 1891),
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SINTOMATOLOGIA

Una de las frecuencias clinicas de Candida albicans es la vaginitis, esta
invade conducto vaginal cundo hay una predisposicidn como las ya antes
mencionadas. La vaginitis se caracteriza por la presencia de secrecién espesa
amarillenta, lechosa y placas de seudomenbranas de color blanco-grisdceo que
se obsevan en |la mucosa vaginal. Estas placas con aspecto de leche cuajada son
similares en su aspecto a las que se ven en el muguet, que aparece en boca . En
la candidiasis esofagica y en la enfermedad bronquial e intestinal, las lesiones
varian desde ligera reaccién eccematoide con eritema minimo a un proceso
patoldgico grave con pustulas, escoriaciones y Ulceras. En la vaginitis toda el
area esta muy inflamada y por 1o regular el prurito es muy intenso. Se pueden
presentar lesiones papulares y rara vez ulcerativas pudiendose extender el
transtorno hasta afectar perineo, vulva y area inglinal completa. El prurito y el
dolor en introito y 1abios menores se puede agravar al orinar, en la relacién sexual
o en el examen ginecoldgico. Muchas pacientes presentan los sintemas después
de haber tomado un bafo caliente. Este estado puede ser imitado, o puede

coexistir con vaginitis por Trichomonas.(6,16,17)
CARACTERISTICAS.

Candida albicans es una levadura oval que produce seudomicelio en

cultivo en los tejidos y exudados.

En los frotis de exudados, Candida aparece como una levadura Gram

positiva en gemacion que mide 2 a 3 X 4 a 6 micromicras, estas levaduras



parecen células alargadas en gemacidn semsjantes a hifas (seudohifas). En agar
Sabouraud incubado a temperatura ambiente, se desarrollan colonias blancas,
color cremoso, que tienen olor a levadura. El desarrollo superficial consiste de
células ovales en gemacion. E! desarrollo sumergido esta formado por
seudomicelios, éste esta compuesto de ssudohifas que forman blastoesporas y

clamidiosporas.(1,18)

DIAGNOSTICO

Examen directo. El exudado de secreciones mucocutaneas se puede
examinar directaments, o bien empleando el colorante de Wright o el de Giemsa.
La Mezcla bastante caracleristica de los microorganismos en fase de levadura y
micelio, permite el diagnodstico rapido de esas infacciones, por ejemple esputo,

secracidn vaginal, muestras de orina y hecas, presenta mas dificultad.

Como Candida albicans es una levadura de la flora normal dei conducto
vaginal et solo hecho de encontrar levaduras en esos materiales no es de
importancia diagndstica. Por 1o tanto, unicamente debe examinarse muestras
frescas, debido a que Candida se multiplica con rapidez en esos medios y con
frecuencia se convierten en forma micelial con el tiempa. Esto podria dar origen a
una impresion errdnea respecto al numere de microorganismos presentes y

sugerir la posibilidad de colonizacidn establecida.

Cultivas. Para el cullive es indispensable que s6io se examinen las

muastras recien obtenidas. A temperatura ambiente los microorganismos crecen
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en forma rdpida y pueden dar una falsa impresion acerca del nimero inicial
existente. Puesto que la confirmacion del diagndstico de candidiasis, a menudo
depende del recuenic de las levaduras, esta precaucién es extremadamente
importante. Debido a errores inherentes a los métados del cultivo se daben
examinar mulliples muestras. Para Candida se recomienda agar Sabouraud con

antibidtico antibactetiano a fin da realizar el aislamiento directo.(17,18,19)

Para el diagndstico de Candida albicans una de las pruebas maés
frecusntemente usadas s la de fubo germinal, ésta prueba se realtza en no mas
de cuatro horas. Los tubos germinales se presentan como extensiones de las
células de las levaduras seamejantes a hifas que usualmente se producen sin una
constriccién en su punto de origen. En afios antericres se habla sefalado que
Candida stallatoidea también producia tubo germinal y por ello también debia

distinguirse de Candida afbicans.

La ultima edicion del texto "The Yeasts: A Toxomomic Study” de Kreger-
Van Rij(19), indica que Candida staflatoidea ya no es considerada una especie y
se considera como Candida albicans, en consecuencia la prusba de tubo

germinal es especifico para Candida albicans.

Owo método para identificacion de Candida afbicans se basa en la
prasencia de clamidosparas en agar harina de maiz con 1 por ciento de Tween 80
y Azul tripano incubada a temperatura ambiente durante 24 a 48 horas. Ademas,
el aspecto semejante a una arafia es tipico de las colonias de Candida albicans

en agar Eosina azul de metileno.(20}
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FUNCION Y ESTRUCTURA DE LA IgA.

Las inmunoglobulinas son un grupo notable de moléculas proteicas
efectoras de la rama humoral de la inmunidad; aunque no son simples moléculas
que se combinen con antigenos en forma de |lave y cerradura. Son proteinas muy
complejas con caracteristicas altamente especializadas, ademds de su capacidad

de combinarse con el antigeno.

Aunque la IgA es la segunda inmunoblobulina sérica més abundante, su
contribucién a la inmunidad del individuo se halla en el sistema secretor externo.
Esta importante inmunoglobulina secrelora se produce en concentraciones
elevadas por los tejidos linfoides que revisten las vias digestiva, respiratoria y
genitourinaria. En estas secreciones (p. g]. saliva, flujo vaginal y lagrimas) la IgA
esta combinada con una proteina denominada componente secretorio, que facilita
su fransporte penetrando en las secreciones y brinda a la molécula cierta
proteccion contra 10s efectos de enzimas proteoliticas que normalmente existen
en ofras regiones. La molécula de IgA no activa el complemente por via clédsica,

pero puede hacerlo por la via alternativa.

La IgA no cruza la barrera placentaria; sin embargo, contribuye a la
inmunidad del recien nacido en virtud de su elevada concentracion en el calostro.
Hay receptores para IgA en linfocitos,

polimorfonucleares y monocitos.(3,17)

La globulina IgA pueden existir en forma polimérica en el suero. La IgA del

suero, como la IgM, pueden polimerizarse por un residuo de sulfhidrilo cerca del



extremo carboxilo de la molécula con participacion de la cadena J y el

compenente secretor {otra globulina no inmunitaria) Para producir un componente

de alto peso molecular.

/u lll.)m\\

Lchain

Lechain

'a chains

Fig 1. Modelo de la molécula de IgA seccretora humana.

Fuente (Kleln, J. 1990).

La clasificacion de las globulinas IgA en dos subclases, IgA-1 e IgA-2,
basandose en diferencias de extructura antigénica y variaciones en la disposicion

de los enlaces disulfuro entre las cadenas. Al paso de que la IgA-2 es un



componente menor de ta IgA sérica, esta subclase es la forma que predomina en
las secreciones. Las globulinas IgA son sintetizadas como monémeros dentro de
las células plasmaticas, que también sintetizan cadena J, y estan en contiguidad
con células epiteliales que contienen el componente secretor. Después de atra-
vesar el epitelio, 1a IgA se recupera como dimero que forma complejo con el

componente secretor,

Ctlula plasmitica

Componentes
secreimtioy

Dimero de IgA
ton cadena §

g\ secretoria

* (dimeto 11S)

Fig 2. Representacidn esquematica de la formacién de IgA secretora.

Fuente (Bellanti, J.A. 1986).

La IgA secretora tiene actividad de anticuerpo contra diversos agentes

infecciosos o sus toxinas y enzimas. El mecanismo exacto mediante el cual la
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igA neutraliza o inactiva alin no se ha aclarado del todo, ya que la IgA no fija
complemento , cuando menos por la via clésica ni se fija células con actividad
fagocitica o con actividad citotdxica ; pero al igual que otras inmunoglobuiinas es
capaz de fijarse especificamente a agentes infecciosos y toxinas, impidiendo que
éstos se adhieran a los tejidos susceptibles y de ésta forma impedir a coloniza-

¢ién necesaria para establecer el proceso de la enfermedad.(3,17,21)
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ELISA (ENSAYQ DE INMUNOABSORBENTE LIGADO A ENZIMA).

Tradicionalmente e! diagndstico de las enfermedades infecciosas se ha
llevado acabo mediante el cultivo, aislamiento e identificacién del microorganismo
infectante en el cultivo puro, utilizando un sistema in vitro o un animal de laborato-
rio. Sin embargo hay situaciones en |as que e} cultivo directo de un
microorganismo a partir de una muestra clinica puede ser dificil de lograr lo
bastantemente répido como para ser Util en el tratamiento del paciete. Ademas, el
cultivo de algunos microorganismos requiere técnicas disponibles solo en labora-
torios centrales y/o de referencia. Considerando que, hay microorganismos
bacterianos y fungicos que, si bien pueden aislarse en cultivo puro, requieren
periodos prolongados para una identificacién exacta. Esto es particularmente
cierto para algunas cepas de micobacterias, anaeraobios, rickettsias y hongos

patégenos.(17)

El ensayo de inmunoabsorbente ligado-enzima "ELISA" ha incrementado
su aceplacién durante las ultimas decadas; es el método de eleccidn en el
diagndstico de numerosos estados de enfermedad, el principio basico de ésta
prueba es la combinacién ds| uso de antigeno o anticuerpo inméviles sobre una

fase solida con un antigeno o anticuerpo conjugado a una enzima.

El enzimoinmunoandlisis es también objetivo y automatizable; los reactivos
usados se conservan durante un tiempo muy prolongado. Estas consideraciones,
unidas al hecho de que sdlo se necesita un equipo sencilio y econémico, han
llevado al desarrollo reciente de numerosos enzimoinmunoandalisis, muchos de los

cuales son especialmente adecuados para su ufilizacién en laboratorios



pequefios y en paises en desarrolio.(5)

La idea caracteristica de una prueba de diagndstico es que sea rapida,
sensible, especifica, exacta, segura, de reactivos econémicos asi como de larga
vida, potenciaimente automatizable y ademas que tenga amplias aplicaciones. Ni
en el radioinmunoandlisis ni en la inmunofluorescencia encontramos todos estos
criterios. La busqueda de un sistema de ensayo en e} cual puedan encontrarse
estos criterios ha conducido a la investigacién de inmunoensayos homogéneos y

heterogéneos.(22)

En los andlisis homogéneos la enzima se conjuga con un hapteno. Cuando
este conjugado reacciona con anticuerpo, se altera la actividad enzimética. Lo
caracteristico de este tipo de ensayo es que no requiere separacién de
combinado libre, pero se halla restringido ha sustancias de bajo peso molecular.
Los andlisis heterogéneos, en los que la separacién del reactivo combinado
marcado con enzima del reactivo marcado libre, es una etapa esencial. Estos
ensayos, generalmente conocidos como andlisis por enzimas fijadas a
inmunoadsorbentes (ELISA), depende del hecho de que los anticuerpos o el
antigeno se pueda ligar a una enzima, reteniendo el complejo tanto la actividad

inmunolégica como enzimatica.

En estos ensayos, sl antigeno o anticuerpo se adosan usualmente a un
soporte de fase sélida para facilitar la separacidn de los reactivos libres y
combinados. Se ha hallado que antigenos y anticuerpos se pueden unir
covalentemente al material particulado, tal como celulosa y poliacrilamida, y que .

también se puede obtener una absorcion pasiva satisfactoria a tubos, perlas,
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discos o microplacas de nylon, poliestireno, polivinilo o polipropilenc. Una parte
esencial del inmunoensayo por enzimas es la conjugacion del anticuerpo (o
aniigeno) fijado a una enzima. Es necesario que la enzima sea capaz de unirse a
los inmunorreactivos en forma constante, constituyendo conjugados estables que
retengan una elevada proporcion de la actividad inmunoldgica y enzimatica
original de las moléculas marcadoras. Si bien un gran numero de enzimas
satisfacen estos requerimientos, hasta ahora la mayoria de los ensayos han
utilizado peroxidasa de rabano, fosfatasa alcalina y betagalactosidasa como
marcador enzimético. Estas enzimas se fijan eficientemente a los
inmunarreactivos por varios medios y se detectan en concentraciones de tan solo
10 12 molesflitro (aprox. 0.1 mg/mi), mediante instrumentos colorimétricos y en
concentraciones un tanto mas elevadas a simple vista por medios colorimétricos.
La enzima debe degradar al sustrato o) cual debe ser estable, ademas de un
producto facil de medir. Finalmente, las enzimas deben ser relativamente

econodmicas y ser obtenibles en una forma pura.(17)

Todos los enzimoinmunoandlisis implican la unién de enzimas con
inmuncrreactivos. En algunos casos esto se lleva acabo por enlace covalente
directo de las enzimas con las moléculas de inmunoglobulinas. Este enlace
covalente puede lograrse por uniones cruzadas de grupos epsilon-amino de
residuos de lisina de la enzima y las moléculas de inmunoglobulina mediante
reactivos bifuncinales como el glutaraldehido. Ademas en el caso de las enzimas
glucosiladas como la peroxidasa de rabano, el hidrato de carbono puede ser
oxidado por agentes oxidantes suaves y el enlace se forma mediante una unién
covalente entre los grupos aldehido de la porcion hidrocarbonada de ia enzima y

fos grupos amino libres de la inmunoglobulina.



Los métodos de conjugacién mencicnados pueden utilizarse para generar
conjugados estables enzima-inmunoglobulina. Sin embargo, la conjugacion
directa de la enzima con 'a inmunoglobulina puede producir un conjugado
macromolecular con actividades inmunolégica y enzimética disminuidas en
comparacién con las de las moléculas madres. Esta menor actividad es particu-
larmente problematica en situacionas en las que se forma grandes polimeros, ya
que éstos pueden exhibir una actividad disminuida en forma marcada debido al
bloqueo estérico de sitios activos dentro del polimero. Muchos de los problemas
inherentes a tal conjugacion pueden superarse mediante la unién de las
inmunoglobulinas con un marcador de bajo peso molecular. La reaccion pueds
luego cuantificarse mediante una posterior reaccion de este marcador con la
enzima. El uso de un marcador de bajo peso molecular tiene la ventaja de que es

improbable que se produzca ia potimerizacién.(5,17,22)

La eleccidn del sustralo es critica en el enzimoinmunoanalisis. Los
sustratos deben ser estables y deben ser solubles antes y después de la
degradacién. Los sustratos cromogénicos deben ser incoloros ihicialmente y
fuertemente coloreados tras la degradacion. Para los conjugados de fosfatasa
alcalina, es adecuado el p-nitrofeniliosfato; para los de peroxidasa, la o-

fenilendiamina ha probado ser satisfactoria.(5,22)

Las condiciones del sistema de ELISA son las mas faciles de estandarizar
de acusrdo con las titulaciones en general realizadas en bloques con los diversos
componentes de la prueba para determinar ta concentracion 6ptima, de cada uno

de los reactives. Estas concentraciones dependen del tiempo de incubacion asi



como de la temperatura. Experimentando con los tiempos de incubacién uno
obtiene razonablemente los rangos de libertad para la estandarizacién de la
prueba tal que ellos pueden ser realizados con un liempo estructural

praseleccionado con los deseados niveles de sensibilidad.(5)
ANALISIS DE ANTICUERPO
METODO INDIRECTO

El método indirecto es ampliamente utilizado para determinacién de
anticuerpo, ya que se necssita s6lo unos pocos conjugados (v. gr. antiglebulinas
humanas marcadas coh enzirnas) para analizar anticuerpos de una variedad de

enfermedades. La técnica es la siguiente,

1. Las concavidades de las placas de poliestireno para
microhemaglutinacién se sensibilizan por absorcién pasiva con el

antigeno pertinente, y luego se lavan.

2. Las muestras a ensayar se incuban en las concavidades y las placas
se lavan nuevamente; el anticuerpo presente reaccicna con el antigeno

inmovilizado enla superficie de las concavidades.

3. El conjugado de antiinmunaoglobulina humana marcado con enzima, se
incuba en las concavidades; éste reacciona con cualquier anticuerpo

"capturado” en el paso 2. El exceso de reactivo se lava.
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4, Se afade el sustrato enzimético y las placas se incuban; la velocidad
de degradacidn se indica por el cambio de color, que es proporcional a

fa concentracion de anticuerpo de la muestra del paso 2.

5. Se detiene la degradacion y el color se determina visulamente o en el

espectrofotémetro.(Fig.3)

1. ANTIGENO ADSORBIDO A LA PLACA

LAVAR

2, ANADIR SUERO,
ANTICUERPO ESPEC(FICO
SE UNE A ANTIGENO

“* LAVAR

3.ANADIR ANTIGLOBULINA
MARCADA CON ENZIMA
QUE SE UNE AL ANTICUERPO

- LAVAR

1 osasa
NITEL)
4. ANADIR o¢ oD
IR SUSTRATO MRS

CANTIDAD HIDROLIZADA = %
CANTIDAD DE ANTICUERPO I'RESENTE I

Fig 3. Método indirecto de ELISA en micropiacas para detecclén de anticuerpos.

Fuente (Rose NR, conway de Macario E, 1991).
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METODO COMPETITIVO

1. Ef antigeno se fija a la fase sblida.

2. Un conjugado de anticuerpo especifico (0 inmunoglobulina que
contiene el anticuerpo), ligado a una enzima, se mezela con la que
presuntamente contiene anticuerpo y se incuba con la fase sélida. Tras

la incubacién se fava ia fase sblida.

3. Se afade el susirato enzimatico. La diferencia en la degradacién del
sustraio entrg el conjugado solo y el conjugado mas la muestra

ensayada, es proporcional a la cantidad de anticuerpo de ésta

altima.(Fig.4)
1. AUSORBER ANTIGENG A SUPERFICIE
1

M LAVAR. *
21 ANADIR ANTICUERPO MARCADO CON 2 ARADIR ANTICUERPO
ENZIMA + ANTICUERPO DESCONOLIDO MARCADO CON ENZIMA

¢
22
LAVAR LAVAR

N »
ARADIR SUSTRATO ENZIMATICO M

Fig 4. Método competitivo de ELISA en microplacas para deteccién de anticuerpos. '

Fuente (Rose NR, Conway de Macario E. $991)
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ANALISIS DE ANTIGENOS
METODO COMPETITIVO
El método compatitivo es andlogo a la mayoria de los radioinmunoanalisis.

1. E! anticuerpo especifico (o inmunoglobulina que contiene anticuerpo

especifico) se fija a la fase sélida.

2. Un conjugado de antigeno marcado con enzima se mezcla con la
muestra que conliene presuntamente antigeno, y la mezcla se incuba

con la fase sélida, que luego se lava.

3. Se afiade sustrato enzimatico, La diferencia entre la degradacion del
sustrato entre el conjugado solo y el conjugado mds la muestra
ensayada, es proporcional a fa cantidad de antigeno de la

misma.(Fig.5)
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£, AUSORBER ANTICULRIO A SUPLKRICTE

-1
4 LAVAR 1
22 ANADIR ANTIGENO MARCADO 2b ANADIR ANTIGENC MARCADO
CON ENZIMA + ANTIGENO “DESCONOCIDG" CON ENZIMA

289 494

LAVAR LAVAR

HIDROLISIS DEL SUSTRATO & IANTIGENG] MARCADO

DIFERENCIA ENTRE Ja v Jb w [ANTIGENO) ~DESCONOCIDO™

Fig 5. Método competitivo de ELISA en microplacas para andlisis de antigenos.

Fuente (Rose NR, Conway de Macario 1881)
METODO "SANDWICH" DE DOBLE ANTICUERPO

1. El anticuerpo especifico (o inmunogiobulina que contiene anticuerpo

espacifico) se fija a la fase sdlida.

2. La muestra ensayada (que presumiblemente contiene antigeno) se

incuba con la fase solida, que luego se lava.
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3. Un conjugado de anticuerpo especifico (como en 1, o un anticuerpo
que reacciona con un sitio antigénico diferente) unido a una enzima se
incuba y luego se lava (en esta étapa se puede utilizar anticuerpo no
marcado, seguido de un conjugado de globutina antiasbecie marcada

con enzima).

4. Se afade susirato enzimdtico. La degradacidn es proporcional a la

POANTICURKIM NONCRERICI A 1) VA
A =
— po—
& ASAUIR ANTILENGY I IS0
tavay
3. ARADIR ANBUCULRINS (SPEC (TG {
. MARCADO CON ENSIMA b‘n
LAVAR
. g0l 0"
4. ANADIR SUSTRATO ENZIMATICU ofe e ': b
* ¢ "s 0
a '%
CANUDAD HIDROLISIS & CANTIDAD ANTIGENG PRESENTE ]
Fig 8, ELISA "sandwich" de doble anticuerpo en micropl pata deteccién y determinacién de

antlgenos.
Fuente (Rose NR, Conway de Macario 1991).
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METODO DE INHIBICION

1. El antigeno de referencia se fija a la fase solida.

2. Un conjugado de referencia de anticuerpo especifico marcado con
enzima se mezcla con la muestra que se presume contiene antigeno, y

la mezcla se incuba con la fase sdlida, que luego se lava.

3. Se afiade sustrato enzimético. La diferencia de degradacion entre las
pruebas con el conjugado de referencia solo y con el conjugado mas la
muestra ensayada, es proporcicnal a la cantidad de antigeno de la

misma.(23,24){Fig.7)



1. Placa cubicny con antigena | l

Lavarta phica

-
1. Muestra de pruebas Que e cree qué conlienes %
antigens medclado £on anticuerpo de referencia
rarcado
No hay antigeno Anligeno presents en mueslia
on la mutiin SEICCION CON ankcuepo en
Lavar 13 placs
0 o
3. Adadie wrstrata engvmitico (o) <© PP
a
Degradacion del sustato, No hay dexratacidn del sustrato
la Muesird no contrene anligena fa muritra conbiene antigeno

Fig 7. Método de inhibicién de ELISA en microplacas para anélisis de antigeno. La diferencia de
hidrélisis entre el anticuerpo de refencia marcado con la enzima y e! conjugado de
referencia méas la muestra. Es proporcional a la cantidad de antigeno de Ia muestra.

Fuente (Rose NR, Conway de Macario 1981).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Dado que Candida albicans es el mds frecuente e importante de los hongos
oportunistas come miembro de la flora normal de piel y mucosas, y muy
frecuentemente o encontramos como contaminante en exudado y olras muestras
tomadas de estas dreas, siendo normalmente un hango no patégeno en mujeres
sanas pero que puede mostrarse virulento en personas diabéticas, embarazadas
© en mujeres que ingieren anticonseptivos. Esto predispone a que se llegue a
establecer una infeccidn localizada en mucosa del aparato genital femenino
produciendo asi una vutvovaginitis que produce irritacién, prurito intenso con
secreciones vaginales frecuentes. Esta sintomatologia es realmente molesta para
las mujeres que la presentan y bien puede pasar que la candidiasis vaginal se
confunda Eon la vaginitis por Trichomonas, por lo que se requiere de un estudio

de laboratorio para su diferenciacién. (6)

Tomando en cuenta fo anterior, se considera importante identificar al
posible agente infeccioso para poder dar un fratamiento adecuado y no causar

més dafio a la mucosa vaginal.

Un prueba allemativa para el diagndstico de Candida albicans es el
anilisis por enzimas figadas a inmunoadsorbentes, conocida generaimente como
prueba de ELISA. Este método es muy competitivo e incluye estabilidad de los
reactivos, seguridad, una alta sensibilidad y facilidad de realizacién, pudisndose

manejar un nimero mayor de muestras con volumenes peguefios.



FUNDAMENTACION DE LA ELECCION
DEL TEMA
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FUNDAMENTACION DE LA ELECCION DEL TEMA

Los hongos mas comunes que infectan al hombre son los llamados
oportunistas que normalmente son no patégenos en el hombre sano pero pueden

mostrarse como virulentos en otros individuos.

La especie de Candida albicans esta frecuentenmente presente como
miembro de la flora normal de boca, garganta, intestino grueso, conducto vaginal
y piel, aunque es comun encontrarlo en personas cuyas inmunodefensas estan
suprimidas por la enfermedad o por los efectos secundarios de las drogas usadas
para su tratamiento, l1os que reciben terapia inmunosupresora o bien los que se
encuentran en otras situaciones clinicas, por ejemplo con diabetes o empleando
antibiéticos de amplio espectro. Este microorganismo de la flora normal puede
invadir los tejidos més profundos produciende severas infecciones que ponen en

peligro la vida. (1)

En infecciones vaginales se produce una elevacidn de anticuerpos de tipo
IgA secretor que son especificos para el agente etiol6gico que esta causando
dafio en dicha zona.(2,3) Un método inmunoenzimatico por el cual se puede
cuantificar la presencia de estos anticuérpos es el método de ELISA, que en las
Ultimas décadas ha tenido una gran aplicacién en el diagndstico de diferentes

enfermedades.(4)

En la actualidad tanto en los laboratorios de instituciones gubernamentales

camo en los de la iniciativa privada, la identificacion de Candida albicans se
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realiza por métodos microbiol5gicos como son los medios de cultivo, los cuales
requieren de tres a cinco dias para su identificacién; otro de ellos es la técnica de

tubo germinal que para su realizacidn se requiere de suero humano.

La técnica de ELISA nos ofrece ventajas sobre los métodos
microbiolégicos, ya que una vez estandarizada se puede trabajar con un nimero
mayor de muestras , ocupando volumenss pequefios de éstas; ademas de que el
tiempo de su realizacién es en no més de cinco horas y el casto de los ractivos y
del equipo utilizado no es alto, este método resulta a fargo plazo relativamente
econdmico puesto que se realiza un mayor nimero de determinaciones y los racti-

vos se conservan estables durante perfodos mas largos.

Por todo lo antes mencionado, se espera con este trabajo aportar una
técnica alternativa mas especifica y con una alta sensibilidad en el diagndstico de

Candida albicans .{4,5)



O8JETIVOS
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OBJETIVOS

1.- Obtencidn del antigeno de Candida albicans a partir de un cultivo puro.

2.- Estandarizacién del método de ELISA para determinar anticuerpos de

tipo IgA secretor anti-Candida afbicans.

3.- Correlacionar los resultados del examen ds microscopia (tincién de

Gram) con el método de ELISA.



HIPOTESLS
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HIPOTESIS

La presencia de Candida albicans en vagina debe inducir una respuesta
inmune local, prasentandose titulos elevados de anticuerpos de tipo IgA secretor

cuando més severa sea la infeccién.



DISENO DE INVESTIGACION
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DISENO DE INVESTIGACION

Tipo de estudio:  Observacional
Prospectivo
Transversal

Comparativo

Poblacitn: Mujeres de entre 16 y 50 afios de edad con vida

sexual activa.

Criterios de Inclusitn:
No tomar medicamento una semana antes de realizarles el
exudado vaginal.

Presentar sintomas y signos de infaccién.

No tener aseo minimo de B horas del area para la toma de

muestra,



MATERIAL Y EQUIPO
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MATERIAL

MATERIAL BIOLOGICO

Muestras de fluido vaginal

Conjugado Anti-ilgA Peroxidasa de rabano de Cappel! Labs,Waestchester ,Pa.
USA.

Antigeno protéico de Candida albicans

Albumina sérica bovina

REACTIVOS ESPECIFICACIONES
Colorante para Gram Monterray
Cloruro de Sodio. Monterrey
Cloruro de Potasio. . ‘ Marck.
Hidroxido de Sodio. * Monterrey.
Acido sulfarico. Merck.
Acido citrico. Merck.
Formaldehido. J.T. Baker,
Sulfato de Cobre. J.T. Baker.
Carbonato de sodio anhidro, J.T Baker
Tartrato de sodio y potasio, J.T, Baker
Reactivo de Folin-Ciocalteu. Sigma.
Fosfato de potasio monobasico, J.T. Baker,

Fosfato de sodio monobasico anhidro. " J.T. Baker.
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Fosfato de sodio dibasico dodecahidratado.
Peréxido de Hidrogeno.
Polisorbato tween 20.

Ortofenilendiamina.
MATERIAL
Espejos vapinales metdlicos

Espétula de acero inoxidable

Cajas de Petri de 10 cm. de didmetro.

Tubos de ensaya de 13X100, 12X75 y 18X150 mm

Tapones de hule para tubos de 13X100
Pipetas pasteur

Pipetas graduadasde 1,2,5y 10 ml.
Matraz balén de 500 ml.

Refrigerante.

Cabeza de destilacion.

Colector.

Placas de microtitulacién de 12.7X9.5 cm.
Pisetas de 500 ml.

Vasos de precipitado de 100, 250 y 500 ml.
Bulbos ds plastico para pipetas pasteur
Portaobjetos de 75X25 mm. Profesional.
Ceilda para espectrofotometro,

Tijeras

Soporte universal

J.T. Baker.
Monterrey,
Sigma,

Sigma

Coming y Pyrex.
Pyrox

Pyrex.
Pyrex.
Pyrex.
Pyrex.
Pyrex.

Cooke.

Pyrex.

B&L.
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Tripié metdlico

Pinzas de tres dedos

Gradilla de 20 y 36 tubos.

Tela de asbesto.

Papel parafilm

Papel aluminio

Algodoén

Aplicadores de madera

Mechero bunsen

Mechero Fischer. - Scientific Products.
Asas bacterioldgicas. '

Puntas para pipeta automatica.

EQUIPO

Termémetro -i0a200 G.
Balanza granataria. ’ Ohaus.
Balanza analitica. : Méttlar. H80.
incubadora. Riossa,EC
QOlla de presion de 10 litros. ' Presto.
Microscopio éptico. Carl-Zeiss
Bario de agua con temperatura controlada. Precission,
Agitador vortex. Genie.

Agitador magnético,
Parrilla de agitacion.

Refrigerador. Phillips 127-VCA
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Espectrofotémetro, B&L, Spectronic 20
Lector de ELISA Dynatech R 250
Estufa de incubacion Mapsa.

Sonicador

Micropipetas de 25 y 50 microlitros Cook.

Pipetas automaticas de graduacidn variable . Brad Germany.
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TECNICAS

RECOLECCION DE MUESTRAS

Las muestras se tomaron de exudado vaginal, por lo que se indicd a la
paciente se presentara sin aseo minimo de 8 horas. Para tomar la muestra se
utilizé un espejo vaginal previamente esterilizado, el cual fue introducido en la
vagina de fa paciente y una vez abierto se le hizo un raspado con un hisopo
estéril por las baredes vaginales y se realizd un frotis para tincidn de Gram.
Enseguida se tomd una pipeta pasteur estéril con bulbo y se depositaron 2
mililitros de una solucién amortiguadora de Fosfatos (PBS) estéril en la vagina de
la paciente; se dejo actdar cinco segundos y se recogid el lavado depositandoto
en un tubo de ensaye con tapdn también estéril. Posteriormente se guardo en el
refrigerador a menos 20 grados centigrados hasta reunir 180 muestras de
pacientes entre 16 y 50 afios de edad, con vida sexual activa, que no hubieran
ingerido medicamento una semana antes de tomarles el exudado vaginal y que
mostraban sintomas y signos de infeccion; que se presentaron al laboratorio del
Hospital General de la Mujer con la solicitud del médico para realizarles un

andlisis de exudado vaginal.
Todos los tubos y frotis recolectados fueron perfectamente etiquetados con
una clave que correspondia a el nombre, edad, y nimero de expediente de la

paciete a quien se le realizé el estudio.

Una vez obtenidas las 180 muestras de exudado vaginal se realizé la
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determinacioén de anticuerpos de tipo IgA secretora anti Candida albicans por el
método de ELISA

Se formaron cuatro grupos deacuerdo a la tincién al Gram para Candida

albicans tomando en cuenta la presencia de fiujo y dafio vaginal.

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE UNA CEPA PURA DE CANDIDA
ALBICANS.

La cepa de Candida albicans se cobtuvo a partir de un vial puro
proporcionado por el Laboratorio de Inmunologia de la FES-Zaragoza del cual se
tomS una asada y se pas6é un tubo con Caldo Tioglicolato en condiciones
estdriles, se agitd y se sembrd en dos placas con agér Sabouraud por estria
cruzada para su aislamiento, Se incub6d durante 72 horas. Una vez obtenido el
crecimiento se observaron las caracteristicas del cultivo,se realizaron frotis de las
colonias aisladas y se tifieron por el método de Gram, para observar la morfologia
microscbpica. Posteriomente se tomé una asada de dos a cinco colonias previa-
mente identificas como Candida albicans y en seguida se sembrd en un tubo de
ensaye de 13 X 100 que contenia 3 mililitros de suero humano, se incubo durante
3 horas a 37 grados centigrados y pasade ese tiempo se observé al microscopio
la praduccién de tubo germinal que es una de las caracteristicas de Candida

albicans
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TINCION DE GRAM

La coloracion de Gram es un método arbitrario que incluye cuatro etapas:
1) Coloracidn primaria con cristal violeta, que suele contener un mordiente como
oxalato de amonfaco; 2} Aplicacién de solucién yodurada diluida de lugol (1:15);
3) Decaloracion, casi siempre con alcohol etllico de 95 por 100 y 4) Coloracién de
contras.te con otro colorante, generalmente Safranina. Tifiendo bacterias con este
método se pueden separar en dos grupos: Las gram positivas, que conservan et
colorante primario y presentan color violeta obscuro, las gram negativas que se
decoloran y quedan ligeramente tefiidas por la coloracidn de contraste rosada en

caso de Safranina.(18,20)
COLORACION DE GRAM (MODIFICACION DE HUCKERY).(18)

1. Se prepard un extendido delgado det materil en estudio, se secd y se

fij6 a flama directa.

2. Se cubrié el preparado con el violeta cristal y se dejd en contacto

durante 10 segundos,
3. Se escurrid el colorante y se lavé con solucian de yodo.

4. Se escurrié con la solucidn de yodo y se dejé actuar como mordiente

durante 10 segundos.

§. Se lavé con agua corriente, sacudiendo el exceso.
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6. Se decolord con alcohol-acetona o alcohol al 95%, hasta no extraer
mas colorante. Usualmente esto demora unos 10 a 20 segundos

dependiendo del espesor del extendido.

7. Se colored con Safranina durante 10 segundos, luego se lavé con

agua.

8. Se secd dejando escurrir el exceso de agua y se examind con el

cbjetivo para inmersion.

EXTRACCION DEL ANTIGENO DE CANDIDA ALBICANS

Se han obtenido diversos antigenos de Candida albicans las cuales se
subdividen en dos tipos a y b, los que cruzan antigénicamente con las ofras
especies de Candida y excepcionaimente con T. glabrala y especies de

Salmonelia.

El antigeno principal de Candida albicans_ es un polisacarido de N-acetil
glucosamina el cual es empleado en intradermorreaccion (candidina) con varios
fines.(4)

PROCEDIMIENTO

Con una cepa pura de Candida albicans obtenida de un cultivo puro se

realizaron sembrados masivos en 6 cajas con agar Sabouraud y se incubaron a
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37 grados centigrados por 48 horas. Una vez obtenido el crecimiento se hizo lo

siguiente:

1. Se adicioné formalina al 0.6 % en las cajas sembradas con Candida

albicans para cosechar las colonias.
2. Se colocd la cosecha en un tubo de ensaye de 13 X 100.
3. Se centrifugaron los tubos a 3500 rpm. por 30 minutos.
4, Se decantd el liquido sobrenadante.
5. Resuspendiendo las células sedimentadas con formalina al 0.6%.

6. Se centrifugd a 3500 rpm. durante 30 minutos y se desechd el

sobrenadante.

7. Se resuspendio e! precipitado con formalina al 0.6 % y se dejé reposar
durante 48 horas, recolectando el contenido de todos los tubos en un

vaso de precipitado de 100 m. limpio.
SONICACION DEL ANTIGENO PROTEICO
Se resuspendié por agitacion lenta el contenido del vaso de precipitado

obtenido 48 horas antes en la extraccién del antigeno, colocandolo en un bafio de

hielo y se sometié a sonicacién durante 10 minutos efectivos con intervalos de 30
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segundo de descanso por minuto, durante los cuales se realiza un cambio del

bafio da hielo si es necesario.(4,27)

Una vez obtenida la fraccidn de antigeno somatico soluble de Candida

albicans se realizd |a cuantificacion de proteinas por el método de‘ Lowry.(25)
DETERMINACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE LOWRY

El cobre en solucién alcalina forma un complejo de color azul con las
protelnas el cual absorbe a 600 nm. La intensidad del color es proporcional a la

concentracién de proteinas presentes.

Se realizé una curva patrén colocando una serie de 10 tubos con solucién
de Ovoalbumina en concentraciones de 25, 50, 100... hasta 250 microgramos por
mililitro. (A partir de una solucién de 250 microgramos por mililitro en agua
destilada). Ei blanco se hizo con un mililitro de agua destilada. En otro tubo se

colocd un mililitro de la muestra problema.

A todos los tubos se les agregaron 3 mililitros del reactivo de Lowry
(preparado al momento). Se agitaron y se dejaron durante 10 minutos a
temperatura amabiente. Se adiciond 0.1-mililitro del reactivo de Folin-Ciocalteu y
se dej6 a temperatura ambiente durante 30 minutos, agitando ocacicnalmente. Se

tomo la lectura en un espectrofotémetro a 600 nm.(25)
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ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE ELISA

1. Se colocaron en una gradilla 8 tubos los cuales fueron etiquetados de
la A alaH, en el tubo A se depositaron 0.3 ml, de antigeno méas 3.075
ml. del amortiguador de recubrimiento, obteniendose una concentracion

del antigeno de 10 microgramos por mililitro.

2. En los tubos del B al G se colocé 1.5 ml. de amortiguador de
carbonatos y se realizaron diluciones al doble tomado con una pipeta
1.5 ml. del tubo A y vertiendolos al tubo B, asi sucesivamente hasta el
tubo G; éste tubo quedé finatmete con un volumen de 3 mf., mientras
que el tubo H solo quedd con 1.5 ml. de buffer de carbonatos. Fué
importante mezclar perfectamente bien todos los tubos de las

diluciones,

3. Se adicionaron en los pozos de la fila H de la placa de microtitulacion
100 microlitros del tubo H, se realiz6 lo mismo con el resto de los tubos

G, Fy por Gltimo el tubo A,

4. Sedejaron en camara humeda las placas de microtitutacién durante 18

horas a 4 grados centigrados.

5. Se desechd el sobrenadante y se bloqueé con 300 microlitros de PBS-
Albimina sérica bovina al +.0 % cada uno de los pozos. Se dejé

reposar durante 30 minutos a temperatura ambiente,
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El sobrenadante se desechd y se lavé 5 veces con PBS-Tween dejando
actuar por un minuto la solucidn de lavado antes de tirar el

sobrenadante.

Se escagieron tres muestras positivas de Candida albicans. En la hilera
1 de la placa de microtitulacion se adicionaron 100 microlitros de la
muestra nuimero 1 sin diluir, en 1a hilera 2 se adicionaron 50 microlitros
de la misma muestra y 50 microlitros de la solucién buffer de fosfatos,
obteniendo una dilucién de (1:2), en la hilera 3 se adiciond 25 microli-
tros nuevamente de la misma muestra y 75 microlitros de solucién
buffer de fosfatos, obteniendo upa dilucién (1:4). Se realizaron las
misma diluciones para las dos muestras restantes en las olras tres
hileras por cada una es decir, 6 hileras mas, utilizandose en total 9
hileras de la placa para las 3 muestras. A las hileras del 10 al 12 se les
adiciond Unicamente 100 microlitros por pozo de la solucidn buffer de

fosfatos.

La placa de microtitulacién se dejd 2 horas a temperatura amabiente en

camara humeda.

La placa se lavé cinco veces con PBS-Tween igual que en el paso 6.

Se realizd la dilucion 1:1000 de! conjugado anti-lgA con PBS
(previaments titulada).

Se adicionaron 100 microlitros del conjugado anti-igA a todos los pozos
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de la placa y se dej6 reposar durante una hora y media a 37 grados

cantigrados en camara humeda,
La piaca se lavé cinco veces con PBS-Tween igual que en el paso 6.

Se prepard el sustrato de Peroxidasa y se adicionaron 100 microlitros a

cada pozo.

La placa se incubd durante 15 minutos a 37 grados centigrados en

camara humeda.

Por dltimo la placa fue leida inmediatamente después a una densidad

Optica de 492 nm. en el lector para ELISA.

METODO DE ELISA PARA LA CUANTIFICACION DE lgA SECRETORA EN
MUESTRAS DE EXUDADO VAGINAL

1.

2.

Una vez realizada la estandarizacion de la técnica de ELISA se
selecciond la concentracién més adecuada de antigeno y anticuerpo

que did mejor lectura.

Antes de hacer la determinacion de ELISA de las muestras de exudado
vaginal fueron descongeladas en un bafio de agua a 37 grados

centigrados y centrifugadas a 3500 rpm. durante cinco minutos.

3. Se utilizaron dos placas de microtitulacién y se adicionaron 100
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migrolitras en cada uno de los pozes de una concentracion de 10

microgramas por mililitro de antigeno de Candida albicans.

Las placas se¢ dejaron en camara humeda durante 18 horas a 4 grados

centigrados.

Se desechd el sobrenadante y se bloquea cada uno de los pozos con
300 microlitros de PBS-Albumina sérica bovina al 1.0 % durante 30

minutes,

El sobrenadants se desechd y se lavd cinco veces con PBS-Tween,
dejando actuar un minuto la solucidn de lavade antes de tirar el

sabrenadante.

Se adicionaron 100 microlitros de cada una de las muestras por pozo
de la hilera A a ta H dejando el altimo pozo de ésta hilera sin muestra

solamete con PBS.

tas placas de microtitulacidn se dejaron 2 horas a temperalura

armbients en camara humeda.

9. Ef sobrenadante se desecho y se lavd cinco veces con PBS-Tween igual

que en el paso nimerc 6.

10. Se realizd una difucién 1:1000 del conjugado anti-lgA con PBS y se

adicionaran 100 micralitros de éste a tados los pozos.



14.

15,

- 57 -

. Las placas se dejaron reposar durante una hora y media a 37 grados

centigrados en camara humeda,

. Posteriormente se favaron cinco veces con PBS-Tween al igual que en

el paso nimero 6.

. Se prepard el sustrato de peroxidasa y se adicionaron 100 microlitros a

cada pozo de las dos placas.

Las placas se incubaron durante 15 minutos a 37 grados centigrados

en camara humeda.

Por ultimo las placas fueron leidas inmediatamente después a una

densidad dptica de 492 nm. en el lector de ELISA.
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DISENO ESTADISTICO

El criterio de positividad para la IgA especifica anti-Candida albicans
determinado por el método de ELISA se establecié mediante un primer corte. Este
se realizd tomando las lecturas de ELISA de los grupos | y Il deacuerdo a los

- resultados en la tincién al Gram considerandolos como positivos y a los grupos Il

y WV como negativos. Empleando la siguiente férmula:
0.5 (it + P)

Donde;
fi= La media de los resu'tados negativos.

P= La media de los resultados positivos.

De tal menera que aquel valor mayor 0 igual que el valor del corte fueron

los positivos fuertes de todos los grupos.

Con el valor del corte anterior se recalculd nuevamente la media de los
positivos fuertes de los cuatro grupos y la media de los negativos considerandose
unicamete los valores del grupe IV (grupo control), vy se aplicéd nuevamente la

férmula anterior.

En el grupo WV {grupo control) todos los valorss mayores o iguales a el

valor del corte anterior fueron los falsos positivos, por 1o que se eliminaron.



- 60 ~

En seguida se volvié a recalcular la media del grupo control descartando
los falsos positivos y finaimente a esta media se le sumaro dos desviacines

estandars de 1a misma.
Xc +2D8{Xc)

Donde:
Xc= Media del grupo control (grupo IV)

DS(Xc)= Desviacién estandar de la media del grupo control

Obteniéndose un valor de corte final de tal manera que las lecturas de
ELISA mayores o iguales al valor de corte se consideraron positivas vy las lecturas
menores fueron negativas en la determinacién de anticuerpos especifico anti-

Candida albicans .(29)
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RESULTADOS

Se procesaron un total de 180 muestras de pacientes sintomaticas y
asintomaticas de la consulta externa , del Departamento de Ginecalogia , de!

Hospital General de la Mujer, SS.

Se obtuvd el antigeno de Candida albicans mediante la técnica de

sonicacién apartir de un cultivo puro.

A cada una de las pacientes se les tomd un frotis para observacién en

fresco y la tincidn al Gram ademas de un lavado vaginal para fa técnica de ELISA.

Se formaron 4 grupos de acuerdo a la tincién al Gram para Candida
albicans, tomando en cuenta presencia de flujo y dafio vaginal aparente.

{Cuadro ll)

En la fig.8 del total de pacientes que acudieron al Servicio de Ginecologia
del Hospital General de la Mujer SS. Observamos que el grupo | representa un
porcentaje def 8.139%, mientras que el grupo Il el 10.46% , el grupo lll tiene un
porcentaje del 9.88% y el grupo IV que fué considerado testigo de! estudio nos

representa el 71.5%.

Como se puede observar en el cuadro . el grupo | de 14 muestras
positivas a la tincion al Gram 11 resultaron positivas a la técnica de ElSA lo que

nos da un porcentaje de 78.5% de positividad. Para el grupo Il con escasas
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levaduras , en 1a tincién al Gram y ausencia de flujo y dafio vaginal, de un total de
18 muestras resullaron 2 positivas o cual nos da un percentaje de 11.1 % de
positividad. Para el grupo Il donde no se observan levaduras en la tincién al
Gram ; pero hay presencia de flujo y daflo vaginal , tenemos que de 17 muestras
11 resultaron positivas a la técnica de ELISA especifica, lo cual nos da un
porcentaje del 64.7% de positividad. para el grupo testigo, grupo IV donde no
tenemos levaduras en la tincidn al Gram y no hay presencia de fiujo ni dafio
vaginal , de 123 muestras 8 resultaron positivas lo que nos da un porcentaje del

6.5% de positividad.

El cuadro IV nos representa el valor de las medias de absorbancias para

\a prueba de ELISA.

De acuerdo al andlisis estadistico realizado las muestras con valores de
absorbancia mayor o igual a 0.647 fueron posilivas y las muesiras menores al

mismo niGmero fueron negativas.



SERVICIO DE GINECOLOGIA.

® GRUPOS DE PACIENTES EN ESTUDIO PARA EL DIANOSTICO DE

Candida albicans.
® GRUPO 1.-SE OBSERVAN EN LA TINCION DE GRA_M ABUNDANTES
LEVADURAS Y HAY PRESENCIA DE FLUJO Y DANO VAGINAL.

® GRUPQ IL.- SE OBSERVAN ESCASAS LEVADURAS EN LA TINCION DE
GRAM Y NO HAY PRESENCIA DE FLUJO N1 DANO VAGINAL.

¢ GRUPQ I11.- NO SE OBSERVAN LEVADURAS EN LA TINCION DE
GRAM PERO LAS MUESTRAS SON SOSPECHOSASS PUES HAY PRESENCIA

DE FLUJO Y DANO VAGINAL,
® GRUPO 1V.- NO SE OBSERVAN LEVADURAS EN LA TINCION DE
GRAM NO HAY LESION APARENTE N1 PRESENCIA DE FLUJO.

® Cuadro 11

HOSPITAL GENERAL DE LA MUJER,SS.

- %g -
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-] {NUMERODE .| TINCION AL .- } " - METODO DE ELISA" *

U] -MUESTRAS . "GRAM - T e
L S o e Ipropereion.. porcentaje
1 14 14114 11114 78.5%
I} 18 18/18 2/18 11.1%
1] 17 onz 1117 64.7%
[\ 123 0/123 8/123 6.5%

Cuadro lil.- Resultados de los diferentes grupos a la tincién al Gram y a la técnica de ELISA

especifica anti-Candids albicans

A ERICR EEE .- Mediag del valorde -
S Grupos -} -Tincién al Gram - - absorbanciag poria -
RS N R L pruebia ds ELISA. - -

X=0.945
Grupo | Abundantes levaduras 05=0.389
: n=14
X=0.256
Grupo i Escasas levaduras Ds=0.289
n=18
No se observan levaduras; X=0.845
Grupo ifl pero son sospechosas porfa DS= 0.480
presencia de flujo. n=17
Negalivas a la tincién de X=0.427
Grupo IV Gram sin tesién aparente ni DS=0.468
fujo vaginal. n=123

Cuadro V. En la técnica de ELISA se determiné IgA secretara especifica antl- Candida afbicans.
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FORCENTAJE DE POSITIVIDAD.
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CUADRO V.Titulo de IgA secretora especifica anti-Candida albicans cuantificados

por ELISA.
GRUPO |
No. MUESTRA. ABSORBANCIA
30 1.270
32 1.251
36 1.263
44 0.628
47 1.245
62 1:100
67 1.297
94 0,675
100 0.022
130 0.410
132 1.109
133 0.902
134 . 0.787

174 1.2156
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GRUPO i

No. MUESTRA ABSORBANCIA
7 0618
12 0.262
19 1.205
22 0
28 0.906
37 0.266
45 0.223
64 0.074
75 0.265
81 0.180
84 0.428
95 0.339
99 0
131 0.018
136 . 0.081
160 0.021°
173 0.808

177 0.041
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GRUPO NI
No. MUESTRA ABSORBANGIA

125 0
129 0.062
142 1.193
144 1.280
158 0.103
164 0.328
165 0.579
169 1.227
85 0.516
‘93 . 1.226
120 . 1.003
114 1.087
69 1.273
61 1.305
58 1.194
91 1233

50 0.760
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GRUPO WV
No. MUESTRA ABSORBANCIA

65 0.264
17 0.480
21 0
23 0.027
26 0
33 a.185
34 0.031
43 0
56 0.030
59 0
63 0.216
68 0.070
70 0.261
73 ‘ 0.073
77 0
86 0.201
88 0
104 0.070
105 0
108 0.029
11 0.027
121 0.072
122 0.034

123 1.261
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GRUPO IV
. No. MUESTRA ABSORBANCIA
124 0.030
128 0.307
117 0.079
118 0.751
137 0.139

138 0

139 )

140 0.312
147 0.467
148 0.216
151 0.014
155 0.017
38 0

40 ' 0.481
41 0.772
48 0211
25 0.480
46 0.526
39 0.289
2 0

55 0,662
102 0.024
8 0038

162 0.059
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GRUPO IV
No. MUESTRA ABSORBANCIA

159 0.126
14 0.659
15 0.218
20 0.079
57 0.408
55 0.243
49 0.153
52 0.470
76 0.045
78 0
86 0.017
83 0.562
87 o
82 0.312
89 0.259
72 0.140
112 0
108 0.087
110 0.440
108 0.252
116 0.647
107 0
98 0.044

152 0.734
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GRUPO IV
No. MUESTRA ABSORBANCIA
170 0.015
143 0.004
149 0.195
166 0.502

127 0

182 0.028
167 0.269
153 0

126 0.414
181 0.345
161 0.294
141 0.660
150 0

145 0.302
176 0.013
175 0.841
179 0.379
180 0

163 0.006

157 0.113
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DISCUSION.

Los resultados observados en el grupo |, donde se presentan abundantes
levaduras , presencia de flujo y dafo vaginal, en relacién a la técnica de ELISA y
la tincién al Gram. Observamos un 78.5% de concordancia entre éstas dos
técnicas. El 21.5% de no concordancia lo podemos explicar en funcion de que la
IgA es una respuesta de tipo terciario , por lo tanto en una primo infeccion,
podemos taner presencia de Candida albicans en vagina y una respuesta de IgA
ausente. Por ofra parte, pudiera tratarse de levaduras diferentes a Candida
albicans_ las que se observan en la tincién al Gram y no detectarse por el ensayo

de ELISA especifico para Candida albicans,

En el grupo Il en donde tenemos la presencia de lavaduras escasas, $in
flujo ni dafio vaginal tenemos una positividad de 11.1%, mientras que si
observamos al grupo Il en donde no detectamos levaduras por la tincién al Gram
; pero tenemos presencia de flujo y dafio vaginal el porcentaje de positividad es
del 64.7%. En base a lo observado, podemos decir que el porcentaje de
positividad en la técnica de ELISA se aumenta cuando aumenta el fiujo y el dafio
vaginal, ésto probablemente se deba a que las células plasmaéticas productoras
de IgA , presentes en la submucosa ,reciban mas facilmente fa sefial de los
antigenos locales ( de Candida albicans ) y la secrecién hacia la vagina, de las
inmunoglobulinas especificas sea también mas facil, en presencia del dafo

vaginal.
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En el grupo IV que, es considerado como testigo, observamos un
porcentaje de positividad del 6.5% lo cual podriamos considerar como falsos
positivos, como personas que tuvieron una infeccidn por Candida albicans

reciente ya superada, o bién como una respuesta de memoria.
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CONCLUSIONES

1.~ Se obtuvd una concentracion 6ptima del antigeno de Candida albicans
por ef método de sonicacién, siendo muy parecido a el reportado en la

bibliografia revisada.

N
0

En la estandarizacidn de la técnica de ELISA se emplearon diferentes
concentraciones del antigeno y diferentes concentraciones de la
muestra, dando mejores lecturas con 10 microgramos por milititro def

antigeno y la muestra sin diluir.

w
]

Los tiempos de incubacién en el método de ELISA de dos horas a
media hora empleando la incubadora a 37 grados centigrados e
introduciendo recipientes pequefios con agua junto con las placas de

microtitulacién para ELISA.

N
Xl

La tincién de Gram se utilizé para la identificar levaduras, que en el
caso de este estudio la que mas comunmente se encuentra es Candida
albicans, ya que otras especies de Candida son poco frecuentes de
infectar vagina. El método utilizado para identificar Candida albicans es
el de tubo germinal, que nos revela la presencia de ésta sin importar la
cantidad de la misma y es muy probable que se encuentre Candida
albicans en vagina como parte de la flora normal; sin embargo, para

que se observen levaduras en una tincién al Gram debe de existir una

ESTA TESIS WO DEBE
SALIR DE LA BIBLIBTEC
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colenizacion abundante lo que nos puede advertir de un posible dafio
en el area infectada,permitiendo que tas células inmunocompetentes
locales se pongan en contéc.tq con los antigenos homologos y se
manifeste una elevacion en los titulos de anticuerpos especificos anti-

Candida albicans .

De acuerdo a los resultados obtenidos, observamos que existe una
gran concordancia entre el método de ELISA y la tincion de Gram por
lo que podemos considerar a ELISA como alternativa en el diagnéstico
de Candida albicans presentando una mayor sensibilidad y especificad

diagndstica.

El porcentaje de positividad de la técnica de ELISA aumenta cuando

tenemos flujo y dafio vaginal.
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ANEXOS

PREPARACION DE SOLUCIONES

AMORTIGUADOR DE RECUBRIMIENTO DE
BICARBONATO pH 9.6.

Bicarbonato de sodio 29g.

Carbonato de sodio 1.59g.

Llevar a un litro en agua bidestilada.

CARBONATO

Se puede almacenar a 4 grados centigrados por no mas de dos semanas.

SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS (PBS)-TWEEN pH 7.4.

Cloruro de sodio 80 g

Fosfato de sodio monobasico 02 g

Fosfato de sodio dibasico

dodecahidratado 29 g
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Cloruro de potasio 02 g.

Tween 20 0.5ml.

Llevar a un litro de agua bidestilada, almacenar a 4 grados centigrados.

SUSTRATO DE PEROXIDASA
Amortiguador de sustrato pH 5
Acido citrico 0.1 M 24.3 ml.

Fosfato de sodio monobdsico
anhidro 0.2 M. 257 ml.
A 50 ml. se le adiciona 20.microlitros de Perdxido de hidrégeno.
Para cada placa se toman 10 ml. de ésta mezcla y se adiciona 4 mg. de
Ortofenilendiamina, el sustrato se prepara inmedatamente antes de usarse, pues
se dafa con la luz.

SOLUCION FORMALIZADA AL 0.6% EN PBS.

1.5 ml de Formaldehido (39.7 % de pureza) en 100 ml. de PBS.



- 91 -

SOLUCION SALINA ISOTONICA

8.5 g. de Cloruro de sedio en un litro de agua destilada.

REACTIVO DE LOWRY.
Reactivo A*
Carbonato de sodio 20 %
Tartrato de sodio y potasio 0.02%
Hidréxido de sodio 01N~
Reactivo é‘
Suifato de cobre 05 %

Mezclar 50 ml. del reactivo A* con 1 ml. del ractivo B*,

Se conserva en refrigeracion.

PBS-ALBUMINA SERICA BOVINA EN 100 ml. DE PBS.

1 g. de Albumina sérica bovina en 100 ml. de PBS.
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PREPARACION DE COLORANTES PARA LA TINCION DE GRAM
(MODIFICADO POR HUCKER)

A) Solucién patrén de Cristal Violeta

Colorante de Cristal Violeta 85% 200 g.

Etanol al 95% 100 ml.

B) Solucidn patrén de Oxalato

Oxalato de Amonio 1.0g

Agua destilada 100 ml.

*Solucién de trabajo:

Diluir la soilucién patrén de Cristal Vicleta 1:10 con agua destilada y

mezclar 4 de soluci6n patrén de oxalato.

C) Solucidn de lodo.

Cristal de lodo 10g

loduro de Potasio 20g
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Disolver en 5 m! de agua destilada y adicionar 240 ml de agua destilada.
D) Decolorante
Etanol al 85 % 250 ml.
Acetona 250 ml.
E) Solucién patrén de Safranina® (contraste)
Safranina O 25g.
Etanol al 95 % 100 ml.
*Solucidn de trabajo.
D|;luir 1:5 0 1:10 con agua destilada,
MED!OS DE CULTIVO
CALDO DE TIOGLICOLATO
a) Suspender 28.59. enun litro de agua bidestilada.

b) Calentar con agitacién constante.
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c) Hervir durante un minuto.
d) Distribuir en cantidades de 8 ml. en tubos de tapén de rosca.

e) Esterilizar en autoclave a 121 grados centigrados (15 libras de presién

de vapor) durante 15 minutos.
AGAR SABOURAUD
a) Suspender 40 g. del polvo en 1 It. de agua bidestilada.
b) Mezclar bien hasta que se obtenga una solucién uniforme.
¢} Se calienta agitando frecuentemente y se hierve durante un minuto.
d) Distribuir en cajas de petri, cantidades de aprox. 2{0 ml. por caja.

e) Esterilizar en autoclave a 121 grados centigrados (No mas de 15 libras

de presién).
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