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ABREVIATURAS. 

Ag Anti geno. 

EDTA Acido Etilen Diamino Tetraacético 

IM Intramuscular. 

kD Kilodaltones. 

PM Peso Molecular. 

PMSF Fenil-metil-sulfonil-fluorido. 

Rf Coeficiente de Movilidad Relativa. 

SDA Agar Dextrosa Sabouraud. 

SDS-PAGE Electroforesis el Gel de Poliacrilamida Dodecil Sulfato de 

Sodio. 

SIDA 

TBS 

VIH 

YEPD 

Síndrome de Inmunodeficiencia Hwnana. 

Buffer Tris Salino. 

Virus de la Inmunodeficiencia Humana. 

Medio Extracto de levadura, Peptona y Dextrosa. 



RESUMEN. 

A partir del estudio de extractos crudos obtenidos de 49 cepas de Candida 

albicans aisladas de hwnanos (59.3%) y animales (bovinos) (40.7%), se 

identificó electroforéticamente una proteína de peso molecular de 48 kD, la 

cual presentó las mismas características electroforéticas con la proteína enolasa 

de Saccharomyces cerevisiae utilizada como control positivo en la prneba de 

identificación. 

La producción de sueros hiperinmunes positivos en conejo contra Candida 

albicans auxiliaron satisfactoriainente en la identificación de un antígeno de 48 

kD de Candida albicans mediante la prueba de Western blot, así mismo los 

sueros producidos en ratón contra la enzima enolasa de 48 kD de 

Saccharomyces cerevisiae comprobó la reactividad antigénica de esta enzima 

con la proteína de 48 kD de Candida albicans. Por consiguiente, al igual que 

las rnannanas de la pared celular de este hongo, una proteína de 48 kD se ha 

detectado específicamente en el suero de pacientes con infecciones sistémicas 

por Candida albicans (28,37), lo cual, además de damos alguna idea de su 

posible papel en la virulencia de este microorganismo., la proteína identificada a 

partir de las cepas de Candida albicans pudiera ser la enolasa. 
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l. INTRODUCCION. 

La Candidosis es una infección rnicótica que puede ser primaria o secundaria 

la cual es causada por diferentes especies del género Candida. La infección 

puede ser aguda o crónica, superficial o profunda y su espectro clínico es 

amplio ( Cuadro 1 ) (15). 

FORMAS CLINICAS DE CANDIDOSIS. 

CANDI DOSIS SUPERFICIAL. 

Infección cutanca. 

Infección mucocutanca. 

Onicomicosis. 

lníccción omf'aringca. 

Vulvovaginitis. 

Queratitis. 

Conjuntivitis. 

CANDIDOSJS PROFUNDA. 

A) Inoculación local. 

Esofagitis. 

Candidosis gastrointestinal. 

lrúccción del tracto urinario. 

Peritonitis. 

B) Infección diseminada hemato¡:énica. 

Candidcmia. 

Candidosis diseminada crónica (Hcpat~plénica). 

Flebitis supurativa. 

Kwon-Chung & Bennett, 1992. 
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Las infecciones por este género son micosis frecuentes y muy extendidas. 

El aumento dramático de casos de Candidosis en los últimos años es debido a 

la aparición del Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH), siendo esta 

infección rnicótica la más común en aquellos pacientes infectados por este virns 

que han desarrollado el Síndrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA} 

(Cuadro 2) (7). 

En su presentación sistémica. la Candidosis tiene alta mortalidad en 

comparación de una septicemia bacteriana, llegando a ser del 38 al 59% (u). 

Lo anterior puede ser debido a las dificultades que existe en el diagnóstico y 

tratamiento oportuno para esta micosis; debido a que la mayoría de los 

pacientes con Candidosis sistémica no demuestran algunas de las 

manifestaciones clínicas comunes .. por lo cual esta infección puede ser atribuida 

a otras causas de una pirexia común; asociado a lo anterior. los hemocultivos 

no son confiables en el diagnóstico llegando a ser negativo en wt 56% de 

pacientes con Candidosis diseminada (4). Debido a los largos periodos de 

incubación que ofrece un hemocu1tivo y a los métodos actuales del laboratorio 

clínico para la identificación del género y especies de Candida (11,:u); el tiempo 

para conocer la etiología de la infección puede ser de 2-5 dias; llegando esto a 

ser fatal para los pacientes (23). Por ello, es de gran interés de ofrecer nuevas 

alternativas al diabrnóstico de la Candidosis sistéz:t1ica, siendo en la actualidad 

las pruebas serodiagnósticas una buena alternativa en su diagnóstico (21), entre 

estas se estudian: la evaluación de antígenos específicos (32).. prnebas 

serológicas basadas en la detección de antígenos circulantes (zs.Jo) y 

determinación del valor diagnóstico de anticuerpos contra antígenos 

inmunodominantes (3). 
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El género Candida fue denominado así por Berfhout en 1 923 e incluye más de 

150 especies. pero solamente algunas de ellas pueden ser patógenas y 

desarrollarse a temperatura de 37ºC (1,.25). 

Clasificación: 

CLASE: 

SUBCLASE: 

ORDEN: 

FAMILIA: 

GENERO: 

ESPECIE: 

Deuteron1ycetes 

B/aston1ycctidiae 

Criptococa/ 

Criptocaceae 

Candida 

albicans 

El principal agente etiológico causante de esta infección es Candida 

a/bicans (21) el cual es un microorganismo eucariótico que presenta una 

reproducción 

blastosporas. 

asexual manifestándose la lonnación de clamidosporas y 

es un hongo dimórfico, comensal oportunista que habita 

normalmente en membranas cutánea y mucosates particularmente del tracto 

digestivo del hombre y animales (31). y probablemente es albergada por la 

mayoría de los individuos en algún estado de su vida. 
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Infección Porcentaje( o/o) 

Candidosis oral. 40-90 

Candidosis esofügica. so 
Criptococosis. 3-33 

Histoplasmosis. 5-30 

Coccidiodomicosis. Rara. 

Aspcrgilosis pulmonar. s 
Esporotricosis cerebral. Rara. 

Hialohifomicosis. Rara. 

Dcmm.tofitosis. 20-90 

Ellis, 1994 

Candida albicans ha tenido en los últimos años una incidencia muy 

elevada debido a los diversos factores que predisponen a una infección por este 

hongo (23) (Cuadro 3); además, la susceptibilidad al tipo de iníección depende 

de los deficiencias especificas de defensa del huésped (•). Por otra parte, 

Candida albicans tiene factores que contribuyen a su habilidad para 

comportarse como un microorganismo patógeno, algunos de estos son: 

adhesión (2•). variantes genotípicos y fenotípicos (3o), proteínas de choque 

ténnico (22) y enzimas (14.23). 
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CANDIDOSIS PRESENTACIONES FACTORES 

Superficial 

Candidosis mucocutanca 

crónica. 

Sistémica. 

COMUNES 

Oral 

Vaginal 

Candidosis mucocutá.nca 

crónica af"cctando múltiples 

sitios superficiales. 

Uso indiscriminado de 

antibióticos de amplio espectro 

en pacientes 

inmunosuprimidos. 

Antibióticos. 

Embarazo. 

Diabetes Mellitus. 

lníccción con VIH. 

Función granulocitica defectuosa. 

Muchas veces fiuniliar. 

Defectos en la inmunidad mediada. 

por células con desórdenes 

cndócrinos. 

Leucemia aguda. 

Linfoma aguda. 

Quimioterapia citotóxica. 

Corticosteroidcs. 

Antibióticos de an1plio espectro. 

Transplantcs de órganos. 

Quemaduras severas. 

Cirugia gastrointestinal mayor. 

Matthews. 1994. 

En el aspecto enzimático, numerosos reportes indican la presencia de una 

enzima inmunogénica dominante en la serología de pacientes con Candidosis 

sistémica (19.21), siendo un determinante antigénico que se encuentra en el 

citoplasma del hongo tanto en su forma micelial como levadurifonne (20). Por 

otro lado diversos reportes referentes al aislamiento y purificación de este 

antígeno (s). determinación de su actividad enzimática (18.36), reactividad 

cruzada con un antígeno conocido de Saccharon1yces cerevisiae (11) y 
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secuencia de aminoácidos (s,34), concluyen que se trata de la enzima glucolítica 

ENOLASA. la cual tiene un peso molecular de 48 kD. 

Como se menciona anteriormente, la enolasa ( 2-fosfo-D-glicerato hidroliasa. 

EC 4.2.1.11), es una enzima que pertenece a la clase de las liasas que está 

presente en el ciclo biológico de la glucólisis (6), y cataliza la deshidratación 

del 2-fosfo-D-glicerato generando fosfoenolpiruvato en presencia de iones 

divalentes metálicos Mg2+ • Mn2 • o zn2•. además cataliza la reacción de manera 

reversa durante la gluconeogénesis (10)~ la enolasa es inhibida por iones 

fluoruro porque forma un complejo con el magnesio eliminando así 

eficazmente este cofactor de la reacción enzimática. Los iones calcio la inhiben 

competitivamente (3). 

CH20H-CHOP-COO 

2-fosfo-D-glicerato 

enolau ' CH2=CO-P-COO 

Fosfoenolpiruvato 

A'-= 240 mµ 

A partir de ciertos valores obtenidos por métodos analíticos se concluye que la 

enzima enolasa contiene 8 átomos de sulfuro y que un átomo de mercurio unido 

con la molécula proteica. Presumiblemente la proteína activa tiene un átomo de 

magnesio unido (3). 
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La enolasa es una proteína enzimática,. constituida por dos subunidades 

estructurales de clase a,. la cual su peso molecular varia dependiendo de su 

origen; comprendiendo un rango de 82-1 00 kD siendo el peso para la enolasa 

aislada a partir de levaduras en íorma dimérica de 92 kD. Solo en esta forma la 

enolasa és enzimáticamente activa. El peso molecular de las subunidades varia 

según el origen de su aislamiento. comprendiendo un rango de 44-50 kD (6). 

Para las especies del género Candida, la enolasa es una enzima glucolítica 

constitutiva, y la especie Candida albicans la libera en el proceso de inlección 

mucocutáneo a sisté1nico, siendo un componente irununogénico en suero de 

pacientes con esta infección pudiendo ser detectada antigenicamente en forma 

monomérica con un peso molecular de 48 kD (12.24). 
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11. JUSTIFICACION. 

La previa identificación de antígenos irununodominantes de origen proteico, es 

uno de los pasos a seguir en la búsqueda de marcadores específicos para el 

diagnóstico de enfermedades micóticas como la Candidosis sistémica o 

invasiva. siendo la enolasa de 48 kD de Candida a/bicans quien pudiera cubrir 

estas expectativas. 
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111. HIPOTESIS. 

Si la proteína de 48 kD de Candida albicans es constitutiva e 

irununogénica. entonces podrá ser aislada y posteriormente identificada 

mediante electroforesis e Irununotransfercncia. respectivamente, en las cepas 

de Candida albicans aisladas a partir de humanos y animales. 
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IV. OBJETIVO GENERAL. 

Identificar mediante las técnicas de Electrofbresis e Inmunotransf"erencia, Ja 

presencia de una proteína antigénica de 48 kD en cepas de Candida albicans 

aisladas en muestras clínicas de hwnanos y bovinos. 

12 



OBJETIVOS PARTICULARES. 

1 . Obtener muestras clínicas de tipo exudados y urocultivos en pacientes con 

Candi dosis. 

2. Aislar e identificar a Candida a/bicans a partir de las 

muestras clínicas obtenidas. 

3. Obtener extractos crudos de las cepas de Gandida albicans en su f"ase 

levadurifonne. 

4. Identificar elcctroforéticarncnte la proteína de 48 kD a partir de Jos extractos 

crudos 

S. Producir suero hiperinmune en conejo contra Candida a/bicans. 

6. Producir suero hipcrinmune en ratón contra la enzima enolasa. 

7. Identificar mediante inmunotransfcrencia la proteína antigénica de 48 kD en 

Candida a/bicans. 

13 



V. CUADRO l\IETODOLOGICO. 

Obtención de muestras clínicas de pacientes con Candidosis. 

l 
Aislamiento de las levaduras. 

j 
Identificación de Candida albicans. 

Producción de suero 
hiperinmune. 

Obh:nción de extracto 
crudo de antlgenos somáticos 

de Candida albicans. 

l 
Identificación electroforética de 

la proteína de 48 kD 

Identificación por Inmunotransferencia del antigeno de 48 kD. 

14 



MATERIAL Y METODOS. 

l. OBTENCION DE MUESTRAS CLINICAS. 

Las muestras clínicas (Exudados y urocultivo) fueron obtenidas de 42 casos 

clinicos de origen humano en el laboratorio de análisis clínicos de la ENEP 

I=taca/a, UNAM. 

Se utilizaron 40 cepas de Candida spp de origen bovino donadas por la 

cátedra de Micología de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia en 

Ciudad Universitaria, UNAM. 

2. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE Cat1dida a/bica11s. 

Las muestras clínicas obtenidas fueron sembradas en Agar Dextrosa 

Sabouraud (SDA) y fueron incubadas a 37ºC durante 24 horas para su 

aislamiento. 

Los métodos utilizados en el laboratorio para la identificación del género y 

especie de las cepas obtenidas fueron los siguientes: 

a) Tinción de Gram. Con el objeto de identificar las levaduras (33). 

b) Formación del tubo germinal. Candida albicans produce un filamento 

hifal que da origen al tubo germinativo cuando las levaduras fueron incubadas 

en suero de equino a 37ºC durante 3 horas (33). 



c) Producción de Clamidosporas. Candida albicans tiene la habilidad 

de fbnnar esporas esíéricas de doble pared llamadas Clamidosporas cuando 

una muestra de células se sembraron por la técnica de rasgado o Sandwich en 

agar Czapek Dox o agar Corn Meal más 1 % de Tween 80. Se revisó al 

microscopio cada 24 horas para identificar las estructuras (33). 

d) Tolerancia a pH ácido. Candida a/hicans tiene la habilidad de crecer 

a pH de 1 .2-1 .5 en medio Czapek Dox (33). 

e) Auxonograma y Zimograma. Pruebas de asimilación y .fermentación 

de carbohidratos, respectivamente (ver cuadro 4) (17). 

Para cada prueba realizada para la identificación de Candida albicans, se 

dispuso de la cepa de referencia Candida albicans (ATCC-10232) como 

control positivo y Candida krusei como control negativo. 
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. ÉLEMENTOS ¿(,¡,¡ CARBO;¡. 
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· '>.f{!f:Lfr:-.;; .:;··,:.¿:.; ':;ComJ.f_f1a~9Jk.lca~J:_ 
Prueba 

Au•onoa:;rama 

Zimoa:;rama 

Carbohidrato 

O-glucosa 

maltosa 

sacarosa 

O-galactosa 

lactosa 

ra.finosa 

inositol 

cclobiosa 

D-xilosa 

trchalosa 

L-arabinosa 

adonitol 

2-ccto-gluconato 

mctil-0-glucósido 

mclczitosa 

N-acctilglucosamina 

O-glucosa 

maltosa 

sacarosa 

+ 

V 

V 

V 

+ 

V 

Mariat & Drouhet, 1996 
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3. OBTENCION DE UN EXTRACTO CRUDO A PARTIR DE 

CELULAS DE Ca11dida albicans EN SU FORMA LEV ADURIFORME. 

Condiciones de crecimiento de la levadura. 

A partir de un cultivo de Candida a/bicans crecidas a 37ºC durante 24 horas 

en medio SDA (26), las levaduras fueron recolectadas y crecidas nuevamente en 

caldo YEPD (Extracto de levadura, Peptona y Dextrosa) (ver anexo 1) a 37°C 

durante toda la noche con agitación constante. 

Preparación de un extracto crudo de antígenos somáticos. Método I 

VORTEX(a). 

Las células fueron concentradas por centrifugación a 1~ 500 x g durante 10 

minutos y lavadas tres veces con agua destilada. Las blastosporas (10 9 células) 

fueron resuspendidas en 1 mi de bufTer lisis (ver anexo 1 ). Un volumen 

equivalente de 0.4 mm de perlas de vidrio fueron adicionadas y las células se 

rompieron por acción del "~vortexn a 4ºC. El sobrenadante fue decantado en un 

tubo limpio y las perlas de vidrio fueron lavadas dos veces con 1 mi de Buffer 

lisis conteniendo 0.1°/o de dodecil sulfato de sodio. El sobrenadante fue 

clarificado por centrifugación a 1 O. 000 x g durante 20 minutos. 

18 



Preparación de un extracto crudo con antígenos somáticos. Método 11 

SONICACION (36). 

Las células fueron concentradas por centrifugación a 1, 500 x g durante 1 O 

minutos y lavadas tres veces con agua destilada. El botón final fue disuelto en 

20 mi de agua destilada conteniendo 1 mM de fenil metil sulfonil fluorido 

(PMSF) • como inhibidor de proteasas. Las células fueron sonicadas. por seis 

ciclos de 6 minutos cada WlO con un sonicador a un poder de 75 W. Los restos 

celulares fueron removidos por centrifugación a 2. 000 x g durante 20 minutos. 

El sobrenadante fue recuperado y centrifugado a 100, 000 x g durante 1 hora a 

lOºC, posteriormente el sobrenadante fue dializado con TBS (ver anexo 1) 

hasta obtener un volwnen aproximado de 1 .O rnl. 

Fracción soluble. 

El sobrenadante obtenido por los dos métodos descritos anteriormente, 

representan la fracción soluble de antígenos somáticos de Candida albicans y 

la concentración de proteínas fue medido por el método de Bradford (2) 

(Anexo 2). 
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-· 4. ELECTROFORESIS DE LOS EXTRACTOS CRUDOS DE Candida 

albica11s. 

Se realizó la electroforesis en gel de poliacrilantida duodecil sulfato de 

sodio (SDS-PAGE) al 10% por el método descrito por Laemmli (16) como se 

indica a continuación: 

Preparación del gel de separación al 10% •• 

LS M Tris (Hidroximetilaminometano)-HCI. pH 8.8 

Dodecil sulfato de sodio (SOS) 

Acrilamida (30% acrilamida y 0.8% bis-acrilamida) 

Persulfato de amonio (10%) 

Agua destilada 

TEMED 

Volumen total 

2.5 mi 

100.0 µ1 

3.3 mi 

50.0 µ1 

4.04ml 

JO.O µ1 

JO.O mi 

La mezcla anterior se vertió rápidamente a Ja cámara de corrimiento 

electroforético,. guardando una muestra para observar el momento de Ja 

polimerización 
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Preparación del gel de concentración al 4°/o. 

0.S M Tris-HCI. pH 6.8 

Dodecilsulfato de sodio 

Acrilamida (30% acrilamida y 0.8% bis-acrilamida) 

Persulfato de amonio (10%) 

Agua destilada 

TEMED 

Volumen total 

2.5 mi 

100.0 µJ 

1.3 mi 

so.o µJ 

6.1 mi 

JO.O µI 

10.0ml 

Se adicionó la mezcla anterior con cuidado y ra¡)idez sobre el gel de 

separación ya polimerizado en la cámara de electroforesis. guardando una 

pequeña porción para observar el momento de la polimerización .. se colocó un 

peine de diez dientes el cual se retiró cuando el gel de condensación se 

polimerizó. dejando de esta manera los pozos formados. Posteriormente se 

adicionó a la cárnara eJ buffer de corrimiento y se realizó un precorrimiento a 

120 volts durante 20 minutos para eliminar de esta manera posibles impurezas 

en el gel. 
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Preparación de las muestras. 

Los extractos crndos de antlgenos somáticos de las cepas de Candida 

a/bicans. se diluyeron en una relación de 1 :4 con buffer muestra o solución 

digestora (ver anexo 1). 

Corrimiento electroforético. 

Se realizó el corrimiento electroforético de la fracción soluble de antígenos 

somáticos de la cepa de referencia Candida albicans obtenida por los métodos 

de vortex y sonicación; a los extractos crudos de las cepas de Candida albicans 

problema obtenidos por el método de vortex, a los marcadores de peso 

molecular así como al control positivo de la prueba la enzima enolasa (E.C. 

4.2.1.11) de Saccharomyccs cercvisiae. 

Preparado el gel electroforético, se adicionó las muestras pre"1'iamente 

digeridas en tas cuales había 20-40 µg de proteínas. Las muestras se 

adicionaron con una jeringa Hamilton, una en cada pozo, este último con 

capacidad hasta 20µ1. Los marcadores de peso molecular utilizados fueron: 

Miosina (200 KDa). Fosforilasa B (97.4 KDa), Albúmina sérica bovina (68 

KDa). Ovoalbúmina (43 KDa). anhidrasa carbónica (29 KDa), J3-lactoglobulina 

(18.4 KDa) y lisozima (14.3 KDa) (Gibco BRL,USA). 
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Condiciones de corrimiento. 

La condición de poder de corrimiento para una resolución óptima con un 

mínimo de distorsión térmica en las bandas proteicas fue a 180 volts con 

voltaje constante. con un tiempo aproximado de corrimiento de 45 minutos. 

Tinción de las proteínas en el gel. 

Las proteínas en el gel fueron teñidas durante 3-4 horas con la solución azul 

de Coomassie (ver anexo 1) y desteñidas con una Solución desteñidora 1 la cual 

es una mezcla de metano), ácido acético y agua (5: 1: 1.25) (ver anexo 1) 

durante 1-3 horas. Para eliminar el exceso de colorante. el gel se sumergió 

posteriormente a una solución desteñidora 2 la cual está formada por mezcla de 

metano), ácido acético y agua ( 1: 1.4: 1 7 .6) (ver anexo 1 ). 

Determinación del peso molecular de las proteínas presentes en el gel. 

El peso molecular de las proteínas observadas en el gel fue calculado 

mediante una curva estándar de proteínas con peso molecular conocido. Esta 

curva estándar de proteínas se realizó trazando el coeficiente de movilidad 

relativa (Rf) de cada proteína estándar contra Log10 de su peso molecular en 

kD. El peso molecular de la proteína a identificar de las muestras así como del 

control positivo de la enzima se determinó calculando sus Rf sobre la cwva 

estándar e interpolando el valor del Log10 del peso molecular. El antilogaritmo 

de ese número es el peso molecular de la proteína. 
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Rt': desplazamiento que tiene una muc1tra cun re•peclo a la dbl•ncla tot•l q~ recor~ la muealr. ( r~nte de 

corrimiento). 

5. PRODUCCION DE SUEROS HIPERINJ\IUNES. 

Preparación de la suspensión de levaduras de Ca11dida albicans. 

La cepa Candida albicans ATCC-10232 de referencia fue crecida en 

200 mi de YEPD por toda Ja noche; posteriormente fueron centrifugadas a 

1, 500 x g durante 15 minutos. Las células se lavaron dos veces con agua 

destilada y el botón resultante se inactivó con formaldehído al 0.25% durante 

24 horas a 4ºC. Las levaduras fueron lavadas dos veces con agua destilada y se 

resuspendierun en solución salina fisiológica estéril hasta obtener una 

concentración de 2X 108 células por mi. 

Producción de suero hipcrinmunc contra levaduras de Candida albicans en 

conejo .. 

Se utilizó un conejo macho raza Nueva Zelanda de 2.5 Kg. de peso con el 

siguiente protocolo de inmunización: 2 ml de una emulsión que contenía 1 mi 

del Adyuvante Completo de Freund más 1 mi de la suspensión de levaduras 

fueron inyectados vía intramuscular (lm). 14 días después se inoculó 2 rn1 de 

una suspensión que contenía 1 mL del Adyuvante Incompleto de Freund más 1 

rnL de la suspensión de levaduras por vía Im. Después de 28 días se volvió a 

inocular 1 mi de la suspensión de levaduras. Para el día 40 se dio un refuerzo 
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de 1 ml de la suspensión de levaduras por la misma vía de inoculación hasta 

obtener un titulo de aglutinación en placa de 1: 128. La aglutinación en placa se 

realizó de la siguiente forma: en un pozo de la placa se colocaron 50µ1 de 

suero realizándose diluciones dobles y 50µ1 de una suspensión de levaduras al 

2%. se mezclaron y agitaron a 160 r.p.m. durante 10 minutos a temperatura 

ambiente y se prosiguió a leer los resultados. Como control negativo se utilizó 

suero normal del conejo. 

Producción de suero hiperinmune contra la enzima enolasa en ratón. 

Se utilizaron dos ratones a los cuales se les aplicó el siguiente protocolo de 

inmunización: se les inoculó 0.5 mg de la enzima enolasa (E.C. 4.2.1.11. 

Sigma) de Saccharomyces cerevisiae disuelta en 0.5 rnl de Solución Buffer de 

fosfatos (PBS) (ver anexo 1) pH 7 .4 más 0.5 mi del Adyuvante completo de 

Freund., vía subcutánea (SC). Veinte días después se inoculó la misma dosis en 

0.5 mi del PBS vía SC. El dia veintitrés se les tomó la muestra a los ratones 

inmunizados y al ratón control negativo no inoculado. 
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6.COMPROBACION DE LA PRESENCIA DE LA PROTEINA 

ANTIGENICA DE 48 kD MEDIANTE INMUNOTRANSFERENCIA. 

La transferencia se realizó por el método descrito por Towbin y Col. (35). 

Inicialmente se realizaron electroforesis en geles de poliacrilanUda a) 10% 

de las siguientes muestras: los extractos crudos de antígenos somáticos de 

Candida a/bicans ATCC-10232 de reforencia. de la enzima enolasa ( E.C. 

4.2.1.11. Sigma) de Saccharomyces cerevisiae; siguiendo Jo anteriormente 

descrito. 

Montaje y condiciones de transferencia. Se cortó un trozo de membrana de 

nitrocelulosa y dos de papel filtro al tamaño del gel obtenido en la 

electroforesis. Se humedeció la membrana y el papel filtro en buffer de 

transferencia. Se ensambló el gel electroforético, Ja membrana de nitrocelulosa 

y papel filtro como se indica en la figura 1. 

Se colocaron las partes anteriores en Ja cá.nlara de transferencia cuidando que la 

membrana de nitrocelulosa quedara del lado del electrodo positivo. 

La transferencia se corrió a 18 volts durante 24 horas con flujo de agua 

constante para evitar un posible calentruniento. Una vez terminada Ja 

transferencia se desmanteló el aparato y el .. Sandwich". Se marcó la membrana 

mostrando la orientación del gel. 
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Para corroborar Ja transferencia se ti11ó tanto el gel de poliacrilarnida con azul 

de Coomassie como se indica anteriormente~ así como la primera y la última de 

las tiras de nitrocelulosa previamente cortadas con solución Negro de Amida 

(ver anexo 1). 

Bloqueo de los sitios de unión inespecificos. Las tiras cortadas se sumergieron 

en una solución bloqueadora (ver anexo J) durante 2 horas a temperatura 

ambiente. Posteriormente se realizaron tres lavados en Buffer Salino Tris (TBS) 

(ver anexo 1) durante 15 minutos cada uno. 

FIGURA l. 

ACRILICO 

FIBRA 

PAPEL FILTRO 

GEL DE POLIACRILAMIDA 

MEMBRANA DE NITROCELULOSA 

PAPEL FILTRO 

FIBRA 

ACRILICO 
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Detección de las proteínas transferidas. Se sumergieron las tiras de 

nitrocelulosa durante 4 horas a temperatura ambiente en tubos de ensaye previa 

y debidamente etiquetados que contenían por separado los siguientes sueros: 

suero de conejo anti-Candida a/bicans positivo a una dilución 1: 128. suero de 

ratón antienolasa sin diluir. suero de conejo y ratón sin inocular como controles 

negativos. Posteriormente las tiras se transfirieron a tubos de ensaye que 

contenían TBS con el fin de realizar tres lavados de 15 minutos. En seguida., las 

tiras se enfrentaron con la Proteína A peroxidasa diluida 1:100 durante 3 horas 

a temperatura ambiente con agitación constante. Se realizaron tres lavados 

como se menciona anteriormente. Finalmente las tiras son reveladas con una 

solución que contiene peróxido de hidrógeno y a-cloronaftol (ver anexo 1). 
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VI. RESULTADOS. 

1. Obtención de las muestras clínicas. 

Se obtuvieron las siguientes muestras clínicas: 

Ex.Faríngeo 25 16 

Urocultivo 4 2 

Ex. vaginal 12 10 

Ex. uretral 

Bovino Mastitis 40 20 

Total 82 49 

2. Aislamiento e identificación de Candida albicatis. 

Después de la incubación en medio SDA de las 42 muestras de estudios en 

humano. se obtuvieron un total de 4 1 cepas, una de ellas no creció; de las 

cuales 29 cepas fueron positivas a las pruebas del laboratorio realizadas para la 

identificación de Candida albicans. De la misma forma. de las 40 cepas de 

Candida spp de origen bovino. 20 cepas se confirmaron como Candida 

albicans. Por lo consiguiente se trabajo con un total de 49 cepas de Candida 

albicans. de estas últimas un 59.3°/o fueron de humano y un 40.7% fueron de 
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bovino. Las pruebas realizadas a la cepa de Candida krusei (control negativo) 

resultaron negativas a las pruebas de identificación de Candida a/bicans. 

3. Obtención de los extractos crudos de Candida a/bicans. 

Se obtuvieron los extractos crudos con antígenos de Candida a/bicans ATCC-

10232 de referencia mediante los métodos 1 vortex y II sonicación; los cuales 

presentaron una concentración final de proteínas muy similar, siendo de: 

Método 1 

1.29 mg/ml 

Método 11 

1.39 rng/ml 

4. Electroforesis de los extractos crudos de Gandida a/bicans. 

Se corrió un gel discontinuo de poliacrilamida duodecil sulfato de sodio (SDS

PAGE) al 10% del extracto crudo con antígenos somáticos de Candida 

a/bicans ATCC-10232 de referencia obtenidos por .. vortex .. (método I) y por 

..,sonicación ... (método 11) descritos anteriormente,. Jos cuales mostraron una 

gran similitud en el perfil de bandeo proteico (datos no mostrados). 

Por otra parte se corrieron los geles electrofor~ticos al 10% de los extractos 

crudos de las 49 cepas de Candida albicans de origen diverso obtenidos 

mediante el método 1 uvortex"", los cuales muestran una considerable 

heterogeneidad en su contenido proteico; un total de 33 bandas fueron 

detectadas en el patrón electroforético a partir de los extractos obtenidos de las 

levaduras aisladas de humano y bovino (figura 2). 
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El contenido de una proteína de 48 kD es común en todos los extractos crudos 

analizados. incluyendo el extracto crudo de la cepa Gandida a/bicans 

ATCC-10232 de referencia (figura 3). 

Por otra parte, la enzima enolasa ( E.C. 4.2.1.11, Sigma) de Saccharomyces 

cerevisiae usado como control positivo., muestra un coeficiente de movilidad 

relativa idéntico a la proteína identificada de 48 kD en todas las muestras 

analizadas de Candida a/bicans. 
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FIGURA3. 

Presencia de la protelna de 48 kD de Candida albicans aislada a partir de 

humanos y bovinos en geles de poliacrilamida al 10%. 

1 2 3 4 5 6 7 
200--

97.4 -- -
68 .,...,,;. --· 

~, ;. ~ -;-r. 
43 --- -~ "'*~ ~ 29 ' 18.4 -- t'~ 14.3 --

Patrón elcctrororético de los c1tractos proteico• de cepa• de Condlda albicans. Uncu: t. Marcadore11 
de peso molecular (kD); 2 y J., rnuestru duplicadu de la enzima enolua (E..C. 4.2..1.11) de 
Saccluuomyces ~revlslae de 48 kD como control poslth:o; 4., cstracto proteico de la cepa de rercrencla 
de Condlda alblcans; S y 6 cstractos proteicos de lu ccpu de Candida olbicans abladu a par11r de 
humanos. y 7 cstracto1 de Candida albicans ai!llada de bovino. 

S. Comprobación de la presencia de la proteína antigénica de 48 kD 

mediante Inmunotransferencia. 

Las proteínas en los geles transferidas a papel de nitrocelulosa fueron 

enfrentadas con los sueros hiperinmunes producidos, observando en la figura 2 

el siguiente perfil de bandeo identidad. 
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FIGURA 3. 

INMUNOTRANSFERENCIA. 

1 2 3 4 5 6 
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Jnmunotransf'c.-cncla del e1tracto con ancigcnos de Cundida ulblcans de rcfcrrncia fraccionadoa con 
SDS-PAGE. Lineas: 2. Tran11fcrcncia de proteínas de 111 cepa Cundida alblcans ATCC-10232 de 
referencia.. enfrentado con el suero de conejo anti-Cundida albicans. l\fuc11tra diferentes band .. de 
identidad antizioica. notándoac la presencia del antígeno proteico de 48 kD de Candida alblcans; "'• 
Transferencia de protcin .. de la cc11a de Candida albican.s de referencia enfrentadas con suero de 
ratón anticnot .. a de Saccharo,,.,yi:-es cer.n>islae. mostrlindoae una banda de identidad contra el anticcno 
48 kD; s. Transferencia de la enzima cnolasa (E.C. 4.2.1.11. Sigma) de Saccharo"'>'ce3 ~w~ 
enfrentada con suero de conejo anti-Cundida alblcans posili,·o. ldcntinciindosc una banda de Identidad 
a un antiecno de 48 kD en c•d• tlr•; 1 y 3. Tran•fcrcnc:I• de la enzima enolasa de Saccharowtycrs 
cerrP~ enfrentad• con suero de conejo y ratón no inoculados como controle. ncgatlvoa. 
respec:ti"·amcntc. No ae obscnran bandas de identidad. y 6. Transferencia de las protcin .. de c-düla 
alblca.ns de referencia enfrentad.a con suero normal de conejo. No se obscn·an band .. de identidad. 

El análisis de la inmunotransferencia del suero anti-Candida albicans en 

conejo. demostró una respuesta a una proteína con peso molecular a;iarente de 

48 kD. además de mostrar una reactividad especifica hacia el antígeno 

enzimático enolasa (E.C. 4.2. J. 11, Sigma) de Saccharomyces cerevisiae de 
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peso molecular similar (Fig. 2). Por otra parte el análisis de la 

inmunotransferencia del suero anti-enolasa de ratón. indicó una banda de 

identidad a una proteína con peso molecular de 48 kD de Candida a/bicans, lo 

que posiblemente confirme la identificación inmunogénica de Ja proteína 

enzimática enolasa de Candida albicans (Fig. 2). 
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VII. DISCUSION. 

A partir de Jos resultados obtenidos se establece que Jos métodos de 

vortex y sonicación (métodos 1 y II, respectivamente), utilizados en Ja 

extracción de antígenos somáticos de la cepa de Candida albicans A TCC-

1 0232 de referencia, mostraron un bandeo proteico muy semejante al comparar 

su patrón electroforético; así mismo., una proteína de 48 kD es común en ambos 

métodos de extracción. La concentración final de proteínas en los extractos 

crndos obtenidos por los dos métodos antedichos., resultó muy similar. Por lo 

consiguiente, la obtención de los antígenos somáticos para las cepas de 

Candida a/bicans problema, se realizó por el método 1 descrito por Franklin, 

K.M. y Col.(a) puesto que ofrece una metodología más rápida. sencilla, 

económica con respecto a Ja metodología II descrita por ZClller, L y Col.(36). 

Por otra parte,. los corrimientos electroforéticos realizados a Jos extractos 

crudos de antígenos somáticos de las cepas de Candida a/bicans en su fase 

Jevaduriforme de origen humano y animal, muestran entre si gran 

heterogeneidad en el contenido de proteínas; empero,. la presencia de una 

proteína de 48 kD • está presente en las 49 cepas de Candida a/bicans 

revisadas ( figura 1 ). 

La confirmación electroforética precisa de la banda de 48 kD en las 

diferentes cepas de Candida a/bicans,. se realizó mediante la comparación de 

su coeficiente de movilidad relativa y peso molecular con la banda control 

positivo de Ja enolasa (E.C. 4.2.1.11, Sigma) de Saccharoinyces cerevisiae, Ja 

cual muestra un peso molecular calculado de 48 kD y un coeficiente de 
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motilidad relativa idéntico a la protelna estudiada de los extractos crudos antes 

mencionados. Por lo tanto, se demuestra que la protelna de 48 kD en los 

extractos crudos de las cepas de Candida a/bicans aisladas a partir de humano 

y animal, asl como la enzima enolasa (E.C. 4.2.1.11, Sigma) de Saccharomyces 

cerevisiae usada como control positivo tienen las mismas características 

electroforéticas. 

Actualmente se ha reportado la presencia del antígeno inmunodominante 

enolasa en el suero de pacientes con Candidosis sistémica (2s) .. además. la 

identificación de anticuerpos específicos hacia un antígeno inmunodominante 

de 48 kD presentes en pacientes infectados con VIH que desarrollaron la 

enfermedad del SIDA (s). Debido a la importancia de su posible aplicación 

corno futura herramienta para el diagnóstico de Candidosis sistémica. la previa 

identificación del antígeno enolasa de 48 kD de Candida a/bicans es de gran 

importancia en la búsqueda de 1narcadores específicos para esta infección. El 

uso de sueros hiperinmunes de conejo y ratón inmunizados contra las levaduras 

de este hongo y la enolasa (E.C. 4.2.1.11, Sigma) de Saccharomyces 

cerevisiae. respectivamente,. confirma el exitoso aislamiento e identificación de 

ta proteína antigénica de 48 kD, además de verificar su reactividad antigénica 

con ta proteína enolasa de Saccharon1yces cerevisiae. En este último aspecto, 

se necesitará de realizar pruebas especificas con esta proteina de 48 kD de 

Candida a/bicans para confirmar la idea de que pudiera tratarse de la enzima 

enolasa; la prueba de actividad enzimática y/o la purificación de la enzima 

serían opciones valio~as .. 
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VIII. CONCLUSIONES. 

1. Los métodos de obtención de los extractos crndos de antígenos de 

antigenos somáticos de Candida albicans resultaron satisfactorios de manera 

cualitativa como cuantitativa en su contenido proteico. Sin embargo,. el método 

vortex fue el empleado para todas las cepas problema de este hongo por 

presentar una metodologia rápida y económica,. lo que le permite emplearlo con 

seguridad para posteriores investigaciones donde se trabaje con proteínas de 

este origen. 

2. Se identificó etectroforéticamente la proteína constitutiva de 48 kD en las 

cepas de Candida albicans de origen hwnano y bovino como Ja cepa de 

referencia. 

3. Se demostró la presencia de la proteína antigénica de 48 kD en la 

cepa Candida a/bicans de referencia mediante inmunotransferencia 

comprobándose su reactividad antigénica con la enzima enolasa de 

Sacharon1yces cerevisiae. 

4. Se logró la estandarización en la obtención e identificación de la proteína 

constitutiva y antigénica de 48 kD a partir de las cepas de Candida a/bicans 

con lo cual permitirá realizar investigaciones enfocadas a desarrollar técnicas 

de diagnóstico especifico para poder detectar de manera pronta la Candidosis 

sistémica. 
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ANEXO 1 

PREPARACION DE SOLUCIONES Y MEDIOS DE CULTIVO. 

Medio agar dextrosa Sabouraud (SDA). 

Fórmula aproximada por litro. 

Mezcla de peptonas. 

Dextrosa. 

Agar. 

10.0 g 

40.0 g 

15.0 g 

Suspender 65 g del medio deshidratado en un litro de agua destilada. Remojar 

de 1 O a 15 min. Mezclar bien hasta que se obtenga una suspensión uniforme. 

Calentar agitando frecuentemente y hervir durante un minuto. Esterilizar a 

12 lºC a 15 lb y 15 minutos por autoclave. 

Medio caldo extracto de levadura, peptona y dextrosa (YEPD). 

Fórmula aproximada por litro. 

Mezcla de peptonas. 

Dextrosa. 

Extracto de levadura. 

20.0 g 

20.0 g 

10.0 g. 

Suspender las cantidades antes mencionadas en un litro de agua destilada. 

Agitar hasta disolver los elementos del medio. se puede Calentar si es 

necesario. Esterilizara 12IºC. 15 lby 15 minutos por autoclave. 
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Agar de Czapek Dox + Tween 80. 

Agar Czapek-Dox. 

Agua destilada. 

Tween 80 (polisorbato). 

so.o g 

1000 mi 

10ml 

Suspender 50 g del medio deshidratado en 1000 mi de agua destilada y mezclar 

vigorosamente. Adicionar 10 mi de Tween 80 y mezclar. Calentar por un 

minuto. Esterilizar por autoclave. Enfriar y vaciar a cajas petri. 

Agar Corn JMeal + Tween 80. 

Agar Com Mea!. 

Agua destilada. 

Tween 80. 

17.0 g 

1000 mi 

lOml 

Adicionar el agar Corn Mea! al agua destilada y mezclar. Calentar hasta lograr 

que se disuelva totalmente el agar. Esterilizar en autoclave. Enfriar a SOºC y 

vertir en cajas petri estériles. 

Solución salina fisiológica ni 0.85°/o. 

Cloruro de sodio. 

Agua destilada. 

0.85 g 

lOOml 
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Solución buffer de fosfatos (PUS) O.JM pH 7.4 

Solución A (Fosfato de sodio monobásico 0.2M). 

Disolver 27 .6 g de fosfato de sodio mono básico monohidratado en agua 

destilada. aforando a un litro. 

Solución B (Fosfato de sodio dibásico heptahidratado 0.2M). 

Disolver 53.65 g de fosfato de sodio monobásico heptahidratado en agua 

destilada aforando a un litro. 

Mezclar 95 mi de la solución A + 405 mi de la solución B + 500 mi de agua 

destilada. Se obtiene de esta manera PBS pH 7.4 

Reactivo de Bradford. 

Azul brillante de Coomassie R-250. 

Etanol al 95%. 

Ácido O-fosfórico al 85%. 

.Aforar a 500 mi. 

Buffer lisis. 

PMSF (inhibidor de proteasa). 

13-mercaptoetanol. 

EDTA. 

PBS. pH 7.4 

50mg 

25 mi 

SOml 

lmM 

IOmM 

lmM 

1000 mi 
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Amortiguador Tris ( Hidroximetilaminometano)-HCI 1.5 M 

Tris-base. 18.75 g 

Agua destilada. 80 mi 

Ajustar a pH 8.8 con HCI IN. Llevar a 100 rnl de agua destilada y almacenar a 

4ºC. 

Amortiguador Tris-HCI 0.5 1\1 

Tris-base. 

Agua destilada. 

6.0 g 

60 mi 

Ajustar a pH 6.8 con HCI IN. Llevar a 100 mi con agua destilada y almacenar 

a4°C. 

Acrilamida/BJS (30 o/o stock). 

Acrilarnida. 

Bis-acrilarnida. 

29.2 g 

0.8 g 

Llevar a 1 00 mi con agua destilada. Filtrar y almacenar a 4 ºC en obscuridad. 

Persulfato de amonio 10% 

Persulfato de amonio. 

Agua destilada. 

0.1 g 

1.0 mi 
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SDS IOo/o 

Dodecil sulfato de sodio (SOS). 

Agua destilada. 

JO.O g 

100 mi 

Solución amortiguadora de corrida (Electroforesis) stock 

Tris-base. 

Glicina. 

sos. 
H20 destilada 

0.123 M 

0.96M 

0.017 M 

600 mi 

Almacenar a 4° C. calentar a 37 ºCantes de usar si ocurre precipitación. Diluir 

60 mi de esta solución stock con 240 mi de agua destilada para hacer una 

electroforesis. 

Buffer muestra. 

Agua destilada. 

Tris-HCI 0.5M pH 6.8 

Glicerol. 

sos 
2-J3-mercaptoetanol. 

Azul de bromofenol 0.05o/o 

4 mi 

0.0625 M 

10% 

0.346M 

0.716M 

0.2ml 

Diluir la muestra al menos 1 :4 con el buffer muestra y calentar a 95° C durante 

S minutos. 
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Stock de azul brillante de Coomassie -R2SO 1 O,:, 

Azul brillante de Coomassie-R250 2.0 g 

Agua destilada. 200 mi 

Agitar y filtrar. 

Solución de tinción para geles electroforéticos. 

Solución stock azul de Coomassie R-250 1 o/o 62.5 mi 

Metanol. 250 mi 

Ac. acético. 50 mi 

Aforar a 500 mi con agua destilada. 

Solución para desteñir 1 

Metano l. 

Ac. acético. 

Aforar con agua destilada a 250 mi. 

Solución para desteñir 2 

125ml 

25 mi 

Metano l. 

Ac. acético. 

12.5ml 

17.5 mi 

Aforar con agua destilada a 250 mi. 
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Sol. salina-Tris 20ml\.t Tris-NaCI (TBS) pH 7.5 

Tris-base. 

NaCJ. 

4.84 g 

58.48 g 

Aforar a pH 7 .5 con HCI l N y aforar a dos litros con agua destilada. 

Solución bloqueadora para transferencia. 

Leche descremada en polvo. 

TBS. 

1.25 g 

25 mi 

Solución amortiguadora de corrida para transferencia. 

Tris-base. 

Glicina. 

Metano!. 

0.025 M 

0.19M 

20% 

Disolver con agua destilada, ajustar a pH 8.3 y aforar a un litro con agua 

destilada. 

Solución reveladora. 

Solución A 

a-cloronaftol. 

Metano!. 

30.0 mg 

10 mi 

45 



SoluciónB 

Solución A. 

TBS. 

Peróxido de hidrógeno 30%. 

Solución negro de amido. 

Negro de amida. 

Metano l. 

Ac. acético glacial. 

Agua destilada. 

5ml 

25 mi 

25 µI 

100.0mg 

44 mi 

1 mi 

45ml 

Solución estándar de albúmina sérica bovina (ASB) 0.01 % 

Albúmina sérica bovina. 

PBS. pH 7.4 

10.0mg 

JOOml 
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ANEX02. 

DETERMINACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE 

BRADFORD (2). 

TABLA 1 

Preparación de la cwva de calibración. 

Sol. 

Stand. 

ASB mi 

agua 

dcst. 

mL 

Rcact. 

Brad· 

fon! 

mi 

Extrae. 

crudo. 

Absor. 

Obten.A 

-s9S 

0.9 

s s 

o 0.098 

ASB• Albúmina si:rica bovina. 

D- Diferente para c.11da ..._.tra. 

0.8 0.6 0.4 0.2 

s s s s 

0.17 0.332 0.471 0.613 

0.99 

s s 

JO 

0.735 D 
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CRAFICO DE LA DETERMJNACION DE PR.OTEJNAS POR EL 

METODO DE BRADFORD 

Absorban el• 

0.5~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 

0.45 

0.4 

0.35 

0.3 

0.25 

0.2 

0.15 

0.1 

o.os 

o 20 40 "º 80 100 

JJ.K de proteínas 

Valor de linealidad 60 r'"' es 0.9950 
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