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RESUMEN.

A partir de la cepa de Candida albicans ATCC 10232, se realizaron tratamientos con
vortex y sonicacion a fin de obtener y liberar las proteinas constifutivas de esta levadura.
De los tratamientos mencionados anteriormente se obtuvd una concentracién de
proteinas de 1.29 y 1.38 mg/ml respectivamente, por lo que a lo largo de éste estudio se
opté por emplear el tratamiento con vortex, ya que este resulta ser mas rapido de realizar
y los resultados obtenidos en ambos tratamientos son muy similares.

Las proteinas obtenidas fueron identificadas mediante electroforesis SDS-PAGE al 10%,
demostrandose la presencia de la enzima Enolasa, la cual posee un peso molecular de 48
kDa y presenta un corrimiento electroforético similar a la Enolasa de Saccharomyces
cerevisiae la cual se empleo como control de referencia.

Con la finalidad de realizar la semipurificacién de la enzima Enolasa se emplearon
diversas precipitaciones con sulfato de amonio a diferentes concentraciones para
finaimente someter la muestra a cromatografia de exclusion molecular, empleando dos
tipos de Sephadex el G 100-120 y G 25. '

Resulté asi que la concentracién de proteinas obtenida después de las precipitaciones
con sulfato de amonio fue de 51.13 ug/100u mostrando en la prueba de actividad
enzimatica 20.0 pmol de producto formado/minuto/2ml, ademds de que se mantiene
presente en el camrimiento electroforético una proteina con un peso molecular de 48 kDa.
En el caso Sephadex G 25 se observa una aceptable separacién de proteinas, lo cual se
observa en la grafica en donde se registran los valores de absorbancia de cada fraccidn
cromatografica leidos a una longitud de onda de 280 nm, las fracciones que presentaron
mayores lecturas de absorbancia se agruparon y se les determiné actividad enzimatica las
cuales mostrar6n una lectura inicial de 0.028 umol de producto formado/minuto/10pl y una
final de 0.018 umol de producto formado/minuto/10ul. En el Sephadex G 100-120 no se
observa la misma separacién en la grafica donde se registran los valores de absorbancia
de cada fraccién cromatografica lefdos a una longitud de onda de 280 nm, las fracciones
que presentaron mayores lecturas de absorbancia se agruparon y se les determind
cuantificacion de proteinas presentando un valor inicial de 87.94 pg/100 ul y una final de
43.24 ng/100 pl, en la determinacion de la actividad antigénica la cual fue realizada por
Wastem-blot con sueros hiperinmunes anti-Enolasa se observa la presencia de bandas de
reconocimiento antigénico, en el comimiento electroforético SDS-PAGE 10% tiflendo con
Nitrato de plata se mantiene presente una proteina con un peso molecular de 48 kDa.

Se realizd la estandarizacion de la prueba de ELISA indirecta empleando el paquete
diagndstico ELISA-MATE, con los sueros hiperinmunes producidos contra la enzima
Enolasa en ratén (1:64) y anticuerpos anti-raton marcado con peroxidasa a una dilucién
6ptima de 1:6 de una concentracion de 100 ug/ml, ambos en un volumen de 50 ul.

Se empleo el suero de cuatro pacientes sospechosos a candidosis sistémica, en donde se
identificé a la enzima Enolasa en el suero da tres pacientes con candidosis sistémica, un
suero de paciente con criptococosis, empleandose como controles positivos a la enzima
Enolasa de Sacharomyces cerevisiae y la de Candida albicans semipurificada en el
prasente trabajo. Las controles positivos presentan un valor de 1.88 mg de Enolasa/S0pul y
1.46 en la enzima semipurificada. Se diagnosticé a los tres primeros pacientes candidosis
sistémica, los cuales mostraron un valor cada uno de 1.577ug de enzima Enolasa/S0pul,
1.349ug de enzima Enolasa/50ul, 0.805ug de enzima Enolasa/50ul ademas de aislarse en
hemocultivo c¢élulas levaduriformes de Candida albicans respectivamente y el cuarto
suero no presento a la enzima Enolasa pero en el hemocultivo se aislé a Cryptococcus
neoformans diagnosticandose criptococosis.



1.INTRODUCCION

1.1 GENERALIDADES DEL GENERO Candida.

El género Candida se encuentra formado por hongos que presentan la forma
unicelular (levadura) como fase predominante y por algunas especies que pqeden
llegar a presentar una fase pluricelular (micelio verdadero), pasando por una etapa
intermedia denominada tubo germinativo, son aerébias, se reproducen por gemacion
y en cultivo se observan como colonias cdncavas, cremosas, de color blanco o café

segun sea el medio empleado. (Campos,1991; Salas, 1995).

El género Candida presenta las siguientes caracteristicas taxonémicas (Arenas,

1993; Salas, 1995):

Reino: Fungi.
Phylum: Deuteromycota.
Clase: Blastomycetos.

Familia: Cryptococcaceae.

Candida albicans (C. albicans) se ha dividido en varios biotipos, y por sus
caracteristicas antigénicas, en los serotipos A y B; el primero esta relacionado con

Candida tropicalis y et segundo, con Candida stellatoidea, que algunos consideran



2. INFECCIONES CAUSADAS POR Candida albicans
(CANDIDOSIS). |

2.1 Datos historicos:

Candidosis es la infeccion causada por especies del género Candida. La
enfermedad fue introducida inicialmente en 1751 dentro del género Monilia, que se
asocio con el algodoncillo a fines del siglo XIX. En 1887 Plaut aislé a partir de
madera un hongo semejante a una levadura retacionandolo con el algodoncillo en
traqueas de pollos considerando su aislamiento idéntico a Monilia candida. En 1890
Zopf nombré al hongo del algodoncillo como Monilia albicans, nombre que
permanecié por varias decadas y que describia como moniliasis a las infecciones

causadas por el hongo del algodoncilio (Kwon-Chung, 1992; Salas, 1995).

Langenbeck en 1839 demostré la presencia de un hongo levaduriforme en las
lesiones de aftas bucales en un caso de tifo, aunque nombré errbneamente como el
agente causal de esta enfermedad. En 1846 Berg fué el Aprimero en describir
completamente la relacion entre el hango y las lesiones bucales. En 1892 D. Gruby
describié ante la Academia de Ciencias de Paris al hongo del verdadero algodoncilio
en nifios, colocando al hongo aislado por Langenbeck en el género Sporotrichum,
Robin, en 1853 lo denomind Qidium albicans. En 1868 Quinquad propuso el nombre
Syringospora robinii y en 1877 Reess nombro al hongo como Saccharomyces

albicans (Salas, 1995).



Finalmente la clasificacion taxonomica de Candida fue esclarecida en 1923 por
Berkhout quien sugirié el nombre genérico de Candida, adoptado formalmente a
nivel intemacional. A principios de este siglo Castellani realizé extensivas
investigaciones de las micosis siendo el primero en sugerir que las especies de
levaduras involucradas en la patogenesis de la candidosis son distintas a la Monillia

albicans (Odds, 1879, Chaparro, 1993).

2.2 Cuadros clinicos:

C. albicans puede producir infeccion en el organismo cuando los mecanismos de
defensa se encuentran deteriorados originando una candidosis, la cual puede ser
localizada y en ocasiones puede pasar a sistémica. Algunos factores que
desencadenan ésta infeccion pueden ser el uso de antimicrobianos de amplio
espectro y por largos periodos de tiempo, drogas inmunosupresoras, pacientes con
deficiencia inmune celular (SIDA), etc. (Krick et. al., 1981); o también a
congecuencia de cambios fisiolégicos de la flara normal, por ejemplo durante la
instalacion de la flora normal en recién nacidos o eliminacién de la flora bacteriana
normal; por cambios en el metabolismo de carbohidratos, pacientes con diabetes;
incluso se origina por una dermatitis irritativa iniciada por oclusién cuténea. (Arenas,

1983).

Las infecciones causadas por C. albicans se pueden manifestar en diversos grados

de severidad que pueden ser desde un problema superficial de piel, una infeccion



3. PATOGENESIS DE Candida albicans.

Las infecciones causadas por el género Candida surgen como una serie de pasos,
en donde inicialmente ocurre la adhesién a una superficie de células epiteliales y
posteriormente la colonizacién. En situaciones en donde el hongo es habil para
penetrar a la circulacion sanguinea es necesario que exista la expresion por parte
de éste de ciertos factores los cuales evadan las defensas celulares por parte del

hospedero (Agabian et al., 1994),

Se han realizado varios estudios para lograr definir los mecanismos patogénicos
realizados por C. albicans, resaltando los multiples factores predisponentes del
hospedero que le permite a ésta levadura causar infeccion, la mayoria de las veces

se origina de manera endégena, atribuyendose a los siguientes procesos:

i) Desequilibrio de la flora normal microbiana ocasionado por un incremento en la
presencia de levaduras como Candida que puede deberse a cambios de pH,
acumulos de nutrientes como glucdgeno y disminucidn de la flora normal bacteriana

por la administracién de antibioticos.

i) Por enfermedades o procesos que influyen en la respuesta inmune, sobre todo a
nivel celular, como es el caso de disminucién en la cantidad y actividad de

polimorfonucleares (PMN), células T y B. Experimentaimente se ha observado en



ratones atimicos e infectados con C. albicans que la actividad anormal de linfocitos
y macrofagos favorece la resolucién de las lesiones po.r otro lado, cantidades
adecuadas de células fagociticas funcionalmente activas, especialmente neutréfilos
parecen ser importantes en la prevencion de la diseminacion del hongo, asi como su
proliferaciéon en tejidos durante la infeccion. Se ha encontrado que aun en ausencia
de linfocitos T funcionales y una flora normal bacteriana normal el hospedero
presenta resistencia a una candidosis diseminada (Bonifaz, 1990; Lee et al., 1983).
Cuando Candida se encuentra en torrente sanguineo, el principal mecanismo de
defensa se relaciona con la actividad de los linfocitos palimorfonucleares, ocurriendo
un marcado progreso y diseminacion de la infeccion en ausencia de un numero
adecuado de neutréfilos (neutropénia), o bien retardo en su movilizacion como es el
caso de terapias con corticosteroides, y deficiencia en la actividad normal de células
fagociticas (Salas, 1995).

Por otro lado, se menciona que existe una resistencia natural a la infeccion, pero no
estd bien definida, quizd dependa de factores de inhibicion inespecificos,
concentraciones séricas elevadas de hierro, potenciales de odxido-reduccion y
competencia entre levaduras por nutrimentos (Arenas, 1993).

Los casos exdgenos siempre se inician por el ingreso al organismo de grandes
cantidades de levaduras, por ejemplo por cateterismo o drogadiccion, ya que en ésta
forma se inoculan directamente los microorganismos al torrente sanguineo. Como en
los pacientes hospitalizados, el uso de drogas antibacterianas, inmunosupresoras y

citotdxicas incrementan la incidencia de candidosis invasiva (Deventer et al., 1894).



Por otro lado, se ha atribuido la patogenicidad de C. albicans a la actividad de
algunos productos fungicos como enzimas proteoliticas, metabolitos, los cuales se
encuentran circulando en el torrente sanguineo de pacientes que presentan

infecciones sistémicas (Sundstrom et al., 1994).

Para que se lleve acabo la infeccion por C. albicans en el hospedero es necesaria
la adhesi6n de la levadura a su tejido. La adhesion es compleja ya que se involucran
procesos multifactoriales como la presencia de un factor de virulencia con
caracteristicas protéicas de manoproteina el cual se localiza en la capa externa
fibrilar de C. albicans (Critchley et al., 1987), asi como la caracteristica propia de
hidrofobicidad; desencadenando finaimente en la implantacion de la levadura en el
tejido del hospedero (Douglas, 1987; Kennedy et al,, 1992). La adhesion a células
epiteliales bucales se ve disminuida por la presencia de agentes antifingicos los
cuales pueden inhibir la formacién de tubo germinal, sugiriendose la presencia de un
factor que une al fibrinégeno fuertemente con la superficie de los tubos germinales e
- hifas (Bouali et al., 1987); también se ha encontrada que las levaduras tienen una
gran capacidad de unirse a la fibronectina por Io que se sugiriere la présencia de
ésta proteina como un factor importante en el caso de endocarditis (Calderone et al.,
1985).

Después de la entrada, adhesion e implantacion de C. albicans a las células de la
mucosa del hospedero, si las situaciones son apropiadas ocurrira la diseminacion a
partir de lesiones en las mucosas infectadas o bien el aumento en la pablacion de

levaduras presentes a nivel intestinal o bien la eliminacién de microorganismos



4. DIAGNOSTICO DE C. albicans.

Se ha observado que las infeccionés nosocomiales sistémicas causadas por C.
albicans se han incrementado presentando una alta morbilidad y mortalidad, la
candidemia es la cuarta causa mas comun de septicémias nosocomiales en los
Estados Unidos de América en donde el 8% de los pacientes hospitalizados
adquieren ésta infeccién (Kotaro et al., 996). El rango de mortalidad entre pacientes
con candidemia es mayor que las infecciones bacterianas comunmente encontradas

(Matthews, 1998).

Para realizar un diagndéstico de laboratorio de candidosis es necesario establecer el
tipo de muestra la cual dependera de la presentaciéon de ésta infeccion pudiendo ser
exudados, escamas, sangre, esputo, orina, liquido cefalorraquideo, etc. a partir de la
cual se realizara el aislamiento y diversas pruebas de identificacion de la levadura

(Bonifaz, 1990).

En el caso de una candidosis de tipo sistémico es dificil establecer un diagndstico
rapido y certero. Los métodos empleados en el laboratorio para la identificacion de
la levadura se basan principalmente en la prueba de tubo germinal, produccién de
clamidosporas y la habilidad de asimilar y fermentar carbohidratos (auxonograma y
zimograma respectivamente); las dos uUltimas pruebas tardan de 2 a 3 dias, por otro
lado el tubo germinal y la produccion de clamidosporas se realiza en dos y 24 horas
respectivamente; sin embargo, es importante considerar que las cepas de C.

albicans no formadoras de tubo germinal representan del 1-2% del total de

12



5 JUSTIFICACION

Debido al incremento en las infecciones sistemicas causadas por Candida albicans,
un diagnéstico temprano y preciso surge como una necesidad cada vez méas
importante.

En la actualidad los métodos usados en el laboratorio clinico para la identificacion de
Candida albicans se basan principalmente en tubo germinativo y ia observacion al
microscépio mediante la tincién de Gram. La identificacion anterior puede llegar a
tardar de 2-3 dias dependiendo de la dificultad que se tenga para realizar el
diagndstco, por otro lado, aparecen las pruebas 'inmunolégicas como nuevas
alternativas para el diagndstico se ha basado en la deteccion de dos clases de
antigenos uno abil al calor (glucoproteina) y el otro estable (mananas).

La determinaciéon de la enzima Enolasa en el suero de pacientes con candidosis
sistémica mediante el desarrollo de una prueba altamente sensible y especifica como
lo es la prueba de ELISA, permitird un diagnéstico temprano de la enfermedad lo que

resultard en un tratamiento clinico oportuno.

16



6.OBJETIVO GENERAL

& Detectar la presencia de la enzima Enolasa de Candida albicans en el suero de

pacientes con candidosis sistémica, mediante la pruebé diagnostica de ELISA.

610OBJETIVOS ESPECIFICOS

< Obtener, identificar y semipurificar a la enzima Enolasa a partir de la cepa de

referencia ATCC 10232 de Candida albicans.

Yy
0.0

Estandarizar la prueba para determinar la actividad enzimética de la enzima

Enolasa.

\)
<

Producir suero hiperinmune anti-Enolasa.

& Desarrollar la prueba diagnéstica de ELISA para determinar la presencia de la

enzima Enolasa en el suero de pacientes con candidosis sistémica.

17




7.MATERIAL Y METODOS

7.1 IDENTIFICACION DE LA CEPA DE REFERENCIA DE Candida
albicans ATCC 10232.
A continuacion se describen las pruebas de laboratorio que se realizaron a la cepa

de referencia para confirmar como Candida albicans (C. albicans), se utilizo como
control negativo en cada determinacién una cepa de Candida krusei (C. krusei).
Ambas cepas fueron donadas por el laboratorio de Micologia Médica de la

Coordinacién de Posgrado de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitién, UNAM.

7.1.1 Produccién de Tubo germinativo: Esta prueba ayuda a diferenciar
especies de Candida. Se tomé una pequefia asada de levaduras de C. albicans y se
suspendié en 0.5 ml. de suero de equino. La mezcla se incubd a 37 C por 3
horas, pasado este tiempo se tomd una pequefia muestra y se observd al

microscopio (Segundo, 1991).

7.1.2 Produccion de Clamidosporas: La produccion de clamidosporas (esporas
esféricas de doble pared), es una caracteristica de especies de Candida
principalmente de albicans. La cepa se sembr por la técnica de rasgado o sandwich
en agar Czapek Dox adicionado de Tween 80. Se incubo a 28 C revisando al
microscopio cada 24 horas hasta observar la formacion de estas estructuras

(Segundo, 1991).

18



7.1.3 Tolerancia a pH &cido: Esta prueba permite diferenciar a C. albicans de otras
especies, ya que el rango de crecimiento de esta levadura es en pH 1.2-1 5. Para
realizar ésta prueba se prepararon tubos con caldo Czapek Dox a pH 1.1, 1.3y 1.5,
los cuales fueron inocuiadbs suspendiendo una pequeiia asada de levaduras en
cada tubo, se incubd a 37 C durante 24 horas, transcurrido este tiempo se observo el

crecimiento (Segundo, 1991).

7.1.4 Auxonograma y Zimograma: Estas pruebas ayudaron a la identificacién de
género y especie de C. albicans.

Para los auxonogramas se prepard un medio base peptonado (sin carbohidratos), los
cuales fueron colocados posteriormente en forma de sensidiscos empleando D-
Glucosa, Galactosa y Maltosa a una concentracién de 2%; se incubaron a 25 G, 5

dias; los carbohidratos utilizados fueron D-Glucosa, Galactosa y Maltosa.

Para el zimograma se preparé medio Ifquido (sin carbohidratos), se adiciond rojo de
fenol y los carbohidratos D-Glucosa, Maltosa, Galactosa a una concentracién de 3%,
en cada tubo se empled un tubo Durham, y se incubé 37 C por 2 dias (Segundo,

1991).

7.2 OBTENCION DE LA ENZIMA ENOLASA.

Partiendo de un crecimiento de 24 horas en medio de Agar Dextrosa Saboraud

(SDA) (ver apéndice 1) de células levaduriformes aisladas e identificadas como C.

19



albicans se procedié al crecimiento en medio de Yeast Extract Peptone Dextrose
(YEPD) (ver apéndice 1), incubando 37 C durante 24 horas en agitacién constante de
200 r.p.m. Transcurrido éste tiempo el medio fue centrifugado a 2,000 rom durante 10
min., se descarto en cada una el sobrenadante y guardé la biomasa en refrigeracion.
Posteriormente todas las células obtenidas fueron lavadas 2 veces con agua
destilada estéril. A la biomasa se le realizaron los tratamientos de vortex y sonicacion

para obtener la enzima Enolasa (Franklyn, et al., 1990).

7.2.1 Tratamiento con vortex: En un tubo de plastico estéril se agregé 1 ml. de
amortiguador lisis pH 7.4 (ver apéndice 1), se adicion6 2 ml. de levaduras de C.
albicans con una concentracion de 10" células, ademas un volumen de perlas de
vidrio; esta suspension anterior fue sometida a la accion del vortex por periodos
cortos hasta acumular un total 4 horas a 4 C. Finalmente toda la suspensidén se
clarificéd centrifugando a 3,000 rpm en una centrifuga de aita velocidad Beckman
Optima modelo LE8S8OK durante 10 minutos, se deseché la pastilla y guardo el
sobrenadante en refrigeracion después de ser dializado contra TBS pH 7.5 a 4 C (ver

apéndice 1), éste Ultimo se etiqueté como BIOMASA (Franklyn, et al., 1990).

7.2.2 Tratamiento con sonicacion: Se prepardé una suspension de 2 ml
levaduras de C. albicans a una concentracion de 10 células, las cuales se lavaron
tres veces con agua destilada estéril y se centrifugaron a 1,500 g durante 10

minutos. El paquete celular obtenido al final de estos lavados fue disuelto con 20 mi
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(S. cerevisiae) E.C.4.2.1.1, SIGMA, USA), marcadores de peso molecular (Gibco
BRL) y células completas de C. albicans con los tratamientos respectivos para cada
una de las muestras.

Las biomasas de C. albicans obtenidos de ambos tratamientos y el control de
referencia se diluyeron en una relacion 1:4 con la solucién digestora sometiendolos 5
minutos a ebullicion en bafio maria, colocandose 20 pl de cada muestra en los
pozos. Los marcadores de peso molecular no recibieron ningun tratamiento previo; se

colocaron 20 pl-de muestra al pozo.

Marcadores de peso molecular empleados:

Miosina (200 Kda) Fosforilasa B (97.4 Kda)
Albumina sérica boviné (68 Kda) Ovoalbumina (43 Kda)
Anhidrasa carbdnica (29 Kda) B-Lactoglobulina (18.4 Kda)
Lisozima (14.3 Kda)

Las condiciones de corrimiento fueron a un voltaje constante de 180 volts durante 45

minutos.

Posterior al corrimiento se tifieron las bandas de proteinas presentes en el gel, para
lo cual se colocaron en la solucién tefiidora | (ver apéndice I) durante 3-4 horas,
desués se destifieron con la solucidn destefiidora | (ver apéndice 1) durante 1-3
horas; finalmente el gel se sumergié en la solucién desteridora Il (ver apéndice 1)

(Laemmii, 1970).
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Para determinar el peso molecular de las proteinas observadas en el gel del
corrimiento electroforético se construyé una curva estandar con los datos de las
proteinas de marcadores de peso molecular, para lo cual se determiné el coeficiente
de movilidad relativa (Rf) de cada proteina contra Log 10[SEVM1] del peso molecular

de cada una en KiloDaltons (KDa) (ver gréfica 1).

Distancia de migracion de cada proteina

Movilidad relativa =
Distancia total del frente de corrimiento

Los pesos moleculares de 48 kDa determinados tanto en las biomasas como en &l

control positivo se obtuvieron interpolando cada uno de los Rf sobre la curva

estandar, el antilogaritmo del valor resultante fue el peso molecular de la proteina.

7.4 SEMIPURIFICACION DE LA ENZIMA ENOLASA MEDIANTE

CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION MOLECULAR.
A partir de la biomasa obtenida por el tratamiento con vortex se realizo la siguiente

metodologia para la precipitacion de proteinas:

a) Se preparé una solucién saturada de (NH,),S0, y ésta fue adicionada a la biomasa
en una relacion de 50% volimen/voldmen (v/v), agregando gota a gota a 4 Cyen
agitacién constante; la suspension obtenida se sometid a centrifugacion a 18,000
rp.m. durante 1 hora, el precipitado obtenido se descartd y el sobrenadante se

conservo.

b) Se prepard una solucion de (NH,),S04 al 67% agregéndose al sobrenadante

obtenido en una relacion 50% viv, gota a gotay 4 C. La suspension obtenida se
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centrifugd a 18,000 r.p.m. durante 1 hora. Se descartd el precipitado obtenido y el

sobrenadante se conservo.

c) Se prepar6é una solucidn de (NH.);SO, al 33% adicionando gota al Gltimo
sobrenadante en relacion 50% viv a 4 C. La suspension obtenida se centrifugd a
18,000 r.p.m. durante 1 hora; se descart6 el sobrenadante obtenido y la biomasa se

sometio a didlisis con TBS-HCI pH 7.5 (ver apéndice 1) a 4 C durante 24 horas.

Se empaquetaron dos columnas cromatografica una con Sephadex G 100-120 y la
otra con Sephadex G-25, (ambas de Pharmacia LKB). Después de la dialisis se
adiciond a la columna 2 mi de la biomasa obtenida a partir de las precipitaciones con
(NH.).S04 suspendida en TBS pH 7.5 (ver apéndice 1). Se realizé el corrimiento
cromatogréfico, recolectandose en ambas columnas 1.5 ml por cada fraccion y se

registraron las absorbancias de cada una a 280 nm.

Las fracciones obtenidas a partir de anbas columnas cromatograficas y que
mostraron mayor cantidad de proteinas se sometieron a electroforesis a las
condiciones anteriormente descritas tiiendo con AgNOQ; ademés de realizar la
prueba de actividad enzimética. Para cada una de las determinaciones se ocupé

como control positivo la enzima Enolasa de S. cerevisiae (E.C. 4.2.1.1, SIGMA).
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La tincion con AgNQ; se realizé con la siguiente metodologia:
1.- Se sumergid el gel electroforético en metanol 50% durante una hora.

2.~ Se tifio el gel con la solucion tefiidora (ver apéndice 1) durante cinco minutos en

agitacioén constante.

3.- Se lavo el gel con agua desionizada durante cinco minutos en agitacion

constante.

4.- Se realiz6 el revelado de proteinas presentes en sl gel sumergiéndolo en la

solucién reveladora (ver apéndice 1) de 10-15 minutos.

5.- El gel se conservé en agua desionizada para posteriormente medir los Rf, y

correlacionar con los marcadores de peso molecular.

7.5 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA
ENZIMA SEMIPURIFICADA.

La actividad enzimética se realizd a las fracciones obtenidas a partir de cada
corrimiento cromatografico las cuales mostraron mayor cantidad de proteinas
totales, ademés del control positivo de la enzima Enolasa de S. cerevisiae E.C.

4.2.1.11.

Metodologia:

Se colocaron en una cubsta de cuarzo 50 pl de amortiguador Tris 50 mM pH 7.5 (ver
apéndice 1), 100 pl. de Cloruro de magnesio 0.01 mM, 275 ul de agua desionizada,

100 ul de &cido-2-P-D-glicérico y 25 ul de enzima Enolasa, se mezclaron y
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répidamente se realizd la lectura en el espectrofotbmetro; tomando lecturas
subsecuentes a una longitud de onda de 230 nm durante 1 minuto en un
Espectrofotdmetro Philips analitico UV/isible modelo PU8710. La lectura final es el
promedio de las lecturas en donde se observa un comportamiénto lineal. El
resultado de estas lecturas se expresa como pmol de producto formado/minuto (Mc

Alister, et. al.,1982).

7.6 PRODUCCION DE SUEROS HIPERINMUNES ANTI-ENOLASA.

7.6.1 En ratén:

Se utilizaron tres ratones machos con un peso de 18.5 gr. cada uno, uno fue utilizado
como control y los dos restantes fueron inoculados con la enzima Enolasa de
Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) E.C. 4.2.1.11, siguiendo el siguiente

protocolo de inmunizacién (Gavilondo, 1995).

< Dia cero: Inoculacion de 0.5 mg de enzima mas 0.25 ml. de Adyuvante Completo
de Freund (A.C.F.). Via subcutanea.

% Dia 8: Inoculacion de 0.5 mg de enzima. Via subcutanea.

< Dia 16: Inoculacion de 0.5 mg de enzima. Via subcutanea.

% Dia 20: Toma de muestra sanguinea raton control e inoculados.
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7.6.2 En conejo:

Se utilizé un conejo macho de la raza Nueva Zelanda de 2.0 Kg de peso al cual se le
inoculd la enzima Enolasa de referencia de S. cerevisiae (3mg/ml), con el siguiente
protocolo de inmunizacién (Gavilondo, 1995):

0
%

*

Dia cero: Titulacién de suero. Inoculacién de Q.5 ml. de la suspensién de enzima

més 0.5 ml. A.C.F. por via intramuscular.

& Dia 15: Inoculacién de 0.5 ml. de la suspensién de enzima mas 0.5 ml. de
Adyuvante Incompleto de Freund (A.LF.) por via intramuscular.

< Dia 30: Titulacidon de suero.

& Dia 46:; Titulacién de suero. Toma de muestra por puncion cardiaca.

La presencia de anticuerpos anti-Enolasa tanto en ratbn como en conejo se
determind mediante inmunotransferencia y su titulacion mediante la prueba de Dot~

ELISA.

7.7 PRUEBA DE DOT-ELISA PARA LA TITULACION DE LOS SUEROS

HIPERINMUNES. .
Se cortaron pequefios circulos de membrana de nitrocelulosa No. N-2764 SIGMA del

tamafio de los pozos de la placa de ELISA, los necesarios para cada titulacion.

1.- Se dejo adsorber durante 24 horas a 37 C 20 pl de antigeno en papel de
nitrocelulosa.
2 . Se realizaron 3 lavados a la membrana de nitrocelulosa con 100 ul de TBS pH 7.5

(ver apéndice 1), esperando 10 minutos entre cada lavado.
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3.- Se blogueo durante 1 hora a la membrana de nitrocelulosa con leche descremada
al 5% (ver apéndice l).

4.-Se realizaroh 3 lavados a la membrana de nitrocelulosa con 100 pl de TBS pH 7.5
(ver apéndice 1), esperando 10 minutos entre cada lavado.

5.- Se adicioné 50 ul de suero hiperinmune (anti-Enolasa de conejo y raton)
incubando a 37 C durante 2 horas.

6.- Se realizaron 3 lavados a la membrana de nitrocelulosa con 100 pl de TBSpH7.5
(ver apéndice 1), esperando 10 minutos entre cada lavado.

7.- Se adiciond 100 pl de Proteina A peroxidada, y se incubo a 37 C durante 1 hora.
8.- Se realizaron 3 lavados a la membrana de nitrocelulosa con 100 ul de TBS, y se
dej6 10 minutos entre cada lavado.

9.- Se adicion6 100 ! de la solucion reveladora (a-Cloronaftol) durante 30 minutos a
“temperatura ambiente o bien, a la aparicién de color. Finalmente se retird la solucion
reveladora y e enjuago con agua destilada.

10 - La identificacion del titulo de cada dilucién de los respectivos sueros se
determind mediante la visualizacién de la intensidad de coloracién desarrollada

(Gavilondo, 19935).

7.8 IDENTIFICACION DE ACTIVIDAD ANTIGENICA DE LA ENZIMA
ENOLASA SEMIPURIFICADA DE C. albicans MEDIANTE

INMUNOTRANSFERENCIA.
Se llevd acabo la electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% por el método de

Laemmli (Laemmli, 1970) a la enzima semipurificada por cromatografia de exclusion

28



a temperatura ambiente y en agitacién constante. Finalmente las tiras de
nitrocelulosa fueron reveladas con Perodxido de Hidrogeno (H.0:) y a-Cloronaftol (ver

apéndice 1) (Towbin, 1979).

7.9 PRUEBA DIAGNOSTICA DE ELISA INDIRECTO.

7.9.1 Optimizacién de anticuerpos (anti-Enolasa de ratén y anti-raton marcado
con peroxidasa).

Los reactivos utilizados tanto para la estandarizacién de la prueba de ELISA, como
para la cuantificacion de la enzima Enolasa en las muestras sericas fueron del
paquete diagnéstico “ELISAmate” (54-62-00) de Laboratorios Kirkegaard and Perry.

Cada una de las optimizaciones de anticuerpos se realizé por triplicado.
La metodologia empleada fue la siguiente:

1.- Se colocaron 50 pl de la enzima Enolasa (de referencia de S. cerevisiae E.C.
4.2.1.11., SIGMA) a una concentracién de 5 pg/ml para lo cual se disolvio en
albumina sérica bovina (ABS) (ver apéndice 1), se incubo durante 1 hora a 37 C,

transcurrido éste tiempo se desecho el liquido residual.

2.- Se adiciono 100 wl de ABS (ver apéndice 1). Se incubo durante 5 minutos a
temperatura ambiente y posteriormente se retird completamente la solucién residual.
3.- Se adicionaron 50 pl del anticuerpo de ratén anti-Enolasa el cual previamente fué
titulado mediante la prueba de Dot-ELISA la cual se describé anteriormente y en

donde se obtuvé un titulo de 1:128 y a partir del primer pozo de la placa se
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realizaron diluciones dobles como se muestra en la figura 1. Se Incub6 1 hora a 37
C, retirando completamente la solucién residual de anticuerpos.

4.- Se realizaron 4 lavados con la solucién de lavado, cada uno de 5 minutos en
agitacion constante.

5.- Se adicionaron 25 ul del anticuerpo de ratén marcado con peroxidasa el cual
forma parte del paquete diagndstico a una concentraciéon de 1 ugiml el cual forma
parte del paquete diagnéstico. Se incubaron por 1 hora a 37 C y se retir6
completamente la solucion restante de anticuerpos .

6.- Se realizaron 4 lavados como se indica anteriormente.

7.- Se adicionar 50 pl del que consiste en una solucion 50% de Sustrato de
peroxidasa 2,2 azino-bis(etilenbentiazolina-6-acidosulfanilico) (ABTS). Dejandose

reposar a temperatura ambiente hasta la aparicion de color.
8.- Se adicionaron 50 pl de solucién de detencién de la reaccién. La lectura se

realizd de acuerdo a la visualizacion de color.
La figura 1 indica la manera en que se realizaron las diluciones tanto del anticuerpo

de raton anti-Enolasa y del anticuerpo anti-ratén marcado con peroxidasa.

7.0.2 Curva estandar para la cuantificacion de la enzima Enolasa de C.
albicans.

Después de realizar la estandarizacion de los reactivos como de anticuerpos (anti-
Enolasa de C. albicans producido en ratén y anti-ratén marcado con peroxidasa) que
se utilizaron en la prueba diagnostica de ELISA se procedio a realizar la curva

estandar para determinar la concentacién de la enzima, que en este caso juega el

papel de antigeno tanto en las muestras séricas como en la enzima semipurificada.
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La metodologia empleada consistié en realizar diluciones dobles de la enzima
Enolasa de referencia de S. cereviseae partiendo de una concentracion inicial de 2.5
Hg/50 pl y los pasos siguientes son los mismos que se indican en la estandarizacion
de anticuerpos mediante la prueba de ELISA de tipo indirecto, empleando un pozo
de la placa como blanco.

Las lecturas se realizaron en un lector de ELISA modelo 450 BIO-RAD a una

longitud de onda de 405 nm.

7.10 IDENTIFICACION DE LA ENZIMA ENOLASA DE C. albicans EN

EL SUERO DE PACIENTES CON CANDIDOSIS SISTEMICA.
Se empleo la prueba diagnéstica de ELISA de tipo indirecto empleando los

anticuerpos a las concentracion que previamente se optimizaron (ver figura 2).

La identificacion se realiz6 a cuatro sueros de pacientes los cuales eran
sospechosos a candidosis sistémica, con la finalidad de comprobar la prugba de
ELISA se realizé hemocultivo a cada paciente, ademas de emplear un suero de
humano normal como control (-), el reactivo de referencia de la enzima Enolasa de
S. cerevisiae como control (+) y la enzima semipurificada de C. albicans; todas las

determinaciones se realizaron por triplicado.
1.- Se colocaron en cada pozo de la placa de ELISA 50 pl de cada una de las

muestras séricas, enzima control y semipurificada, se incubo durante 1 hora a 37Cy

se desecho el suero residual.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 PUREZA DE LA CEPA DE REFERENCIA DE Candida albicans
ATCC 10232.

Después de la identificacion de la cepa de referencia de C. albicans se confirmo que
se encontraba sin contaminacion alguna, mostrando los siguientes resultados en

cada prueba:

a) Células levaduriformes tefiidas como Gram positivas. b) En la prueba de tubo
germinativo se observa la presencia de filamentos cortos denominados “tubos
germinales’. c) Presencia de estructuras esféricas y refringentes denominadas
“clamidosporas”. d) Tolerancia a pH &cidos (1.1, 1.3, 1.5) con enturbiamiento del
respectivo medio de cultivo lo que indica el desarollo de la levadura. e)
Auxonograma: Se determiné que la cepa en esta prueba asimila los carbohidratos
Glucosa, Galactosa y Maltosa, en donde se observa crecimiento alrededor de cada
sensidisco. f) Zimograma: La cepa fermenta los carbohidratos Glucosa, Galactosa y
Maltosa y se observa el cambio de color del indicador, de rojo a amarillo, ademas de

la produccion de gas.

Los resultados anteriores se presentan en el cuadro 2 donde se muestran también

los del control negativo que fue C. krusei

Cuadro 2: Pruebas de identificacion de cepas de C. albicans y C. krusei.
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importantes para establecer una identificacién entre especies que conforman el

género Candida, ya que cada una de ellas muestra comportamientos caracteristicos.

8.2 OBTENCION DE LA ENZIMA ENOLASA .
8.2.1 tratamiento con vortex y sonicacion.

A las biomasas obtenidas por ambos tratamientos se les realizé cuantificacion de
proteinas por el método de Bradford, obteniéndose los siguientes resultados:

Tratamiento con vortex: 1.29 mg/mi.
Tratarniento con sonicacion: 1.38 mg/mi.

Como se observa, los resultados en cuanto a la concentracion de proteinas son muy
similares en ambos tratamientos; considerarando que las cuantificaciones se
realizaron por triplicado y el resultado que se muestra es un promedio de todas
estas. En 1990 Franklyn y colaboradores realizaron el mismo método de obtencién
de la enzima Enolasa por el tratamiento de vortex y en 1991 Zoller propone el
tratamiento de sonicacién; sin embargo, ninguno de ellos reporta resultados en
cuanto a cuantificacién de proteinas; por otro lado, en 1997 Montes de Oca y
colaboradores realizan ambas metodologias y sus resultados son los mismos,
debido a que no se cuenta con datos previos, en cuanto a los tratamientos
empleados en este trabajo para se consideran Optimos para la obtencion de la

enzima Enolasa.
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Comparando los resultados en la cuantificacién de proteinas obtenidos en ambos
tratamientos anteriores se optév por realizar el tratamiento con vortex por ser de fagil

realizacion y emplear menos reactivos y material de laboratorio.

8.3 IDENTIFICACION DE LA ENZIMA ENOLASA A PARTIR DE LAS

BIOMASAS MEDIANTE ELECTROFORESIS SDS-PAGE.
La figura 3 y 4 muestran los patrones electroforéticos obtenidos de las biomasas de

los tratamientos con sonicacién y vortex, en donde sé observa una gran diversidad
de proteinas constitutivas de C. albicans resaltando la presencia de una proteina de
48 kDa la cual es comGn en ambos extractos, la determinacién de éste parametro se
realizd mediante el célculo del coeficiente de movilidad relativa (Rf) de la banda
protéica e interpolando en la curva esténdar de marcadores de peso molecular (ver
figura 5). Al relacionar los resultados del comrimiento electroforético de los
marcadores de peso molecular y por otro lado la banda que representa a la enzima
Enolasa 4.2.1.11 de S. cerevisiae usada como control positivo, se comprueba que la

banda indicada corresponde a la enzima Enolasa con un peso molecular de 48 kDa.

Por otro lado, se observa que tanto el tratamiento con vortex propuesto por Franklyn
en 1990 como el de sonicacién propuesto por Zoller en 1991 empleados en la
obtencién de la enzima Enolasa son eficaces, sin embargo se optd por realizar el
primero, debido a que el tiempo empleado en la realizacién es menor, lo cual facilita

obtencion de la enzima.
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Figura 3: Gel de poliacrilamida mostrando a la
enzima Enolasa de Candida albicans.
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Figura 4: Gel de poliacrilamida 10%
mostrando a la enzima Enolasa en
diversas muestras.
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1= Marcadores de peso molecular.
2, 3 = Control de referencia de la enzima Enolasa de S.

cerevisiae.
4 , 5 = Extracto crudo de Tratamiento con vortex.
6 , 7 = Extracto crudo de Tratamiento con sonicacion.
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8.4 TITULACION DE LOS SUEROS HIPERINMUNES ANTI-ENOLASA.
Las titulaciones de los sueros se realizaron por la prueba de Dot-ELISA.
8.4.1 En raton.

Dia 20: Positivo 1:128.

8.4.2 En conejo.
Dia cero: Negativo.
Dia 30: Positivo 1:1024.

Dia 46: Positivo 1:2048. Toma de muestra por puncién cardiaca.

8.5 SEMIPURIFICACION DE LA ENZIMA ENOLASA DE C. albicans
MEDIANTE CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION MOLECULAR.

A las biomasas obtenidas después de ser precipitadas con (NH.).SO4 , dializadas,
pasadas a través de las columna de Sephadex G 100-120 en un caso y por otro en
Sephadex G-25 y determinando a cada fraccién la concentracion de proteinas
mediante el registro de sus lecturas de absorbancia a una longitud de onda de 280
nm (ver grafica 5 y 6). En la grafica 5, donde se empled el Sephadex G 100-120 se
observa que el fraccionamiento de proteinas no es adecuado, ya que Unicamente se
observa un solo pico en las lecturas de absorbancia de la curva lo que indica que la
purificacién no fue satisfactoria; sin embargo, al analizar la curva obtenida con el
Sephadex G 25 esta presenta lecturas muy variadas de absorbancia, con lo cual se

determina que el fraccionamiento de las proteinas presentes en el precipitado
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obtenido a partir de las células de C. albicans es mds satisfactorio que con la otra

columna cromatogréfica.
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En lo que respecta a las precipitaciones con {NH,),;S0, se puede observar en el
cuadro 3 que conforme se realiza cada precipitacién va disminuyendo tanto la
concentracion de proteinas como la actividad enzimdtica, lo anterior se puede
relacionar en el corrimiento electroforético (ver figura 8), en donde se observa las
bandas protéicas van eliminédndose al realizar las precipitaciones; sin embargo,

permanece presente la banda protéica con un peso molecular de 48 kDa.

Cuadro 3: Determinacién de la actividad enzimética y cuantificacion de
proteinas de las precipitaciones con (NH,).S0, de la enzima Enolasa de C.
albicans.

MUESTRA PROTEINAS 1g/100ul ACTIVIDAD ACTIVIDAD
ENZIMATICAPOR  ENZIMATICA TOTAL
UNIDAD (pmol de producto
(umol/minuto/10ul) formado/minuto/2ml)
CONTROL POSITIVO 5.00 0.895
1er. SOBRENADANTE
SOLUCION 78.73 0.140 28.0
SATURADA (NH,),SO;4
20, SOBRENADANTE 73.36 0.113 22,6
(NH,);80, 67%
" 3er. SOBRENADANTE 54.18 , 0,102 20.4
(NH,)2S04 33%
BIOMASA DIALIZADA 51.13 0.100 20.0

Se realiz6 la agrupacién de las fracciones cromatograficas obtenidas a partir de las
dos columnas cromatogréficas a las cuales se les realizaron diversas pruebas que

ayudaron a comprobar Ia presencia de la enzima Enolasa.

En la cromatografia de Sephadex G 100-120 al realizar la cuantificacion de

proteinas y determinacion de actividad enzimatica (ver cuadro4) se observa que al
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disminuir la cantidad de proteinas disminuye también la actividad enzimatica,

permaneciendo constante la banda protéica de 48 kDa.

Cuadro 4: Fracciones cromatograficas de la biomasa que presentaron mayor
concentracion de proteinas totales, Sephadex G 100-120.

ACTIVIDAD ENZIMATICA
FRACCION PROTEINAS (nmol de producto
(1g/100 p) formado/minuto/10ul)
MARCADORES DE PESO 0.00 0.00
MOLECULAR

CONTROL, POSITIVO 5.00 0.895
FRACCIONES (1-5) 87.94 0.180
FRACCIONES (6-10) 43.24 0.030

Al relacionar los resultados anteriores con el corrimiento electroforético se determina
que en las fracciones cromatograficas 44-51 se eluye el total de las proteinas

presentes en el extracto, por lo que la separacion protéica no es satisfactoria.

En el caso de la cromatografia en Sephadex G 25 se realizé la prueba de actividad
enzimética (ver cuadro 5) y corrimiento electroforético tifiendo con AgNQ; en donde
se observa que el pico que representa a la fraccion cromatogréafica 20-26 presenta
un valor mayor de actividad enzimédtica de 0.116 pmol de producto
formado/minuto/10pl, ol cual es el mayor en esta separacion cromatogréfica; lo
anterior también se puede comprobar en el gel cromatogréfico en donde esta
fraccién presenta la banda mas clara y separada que en los carriles sobrantes; lo

anterior se es un parametro importante de purificacién enzimatica.



Cuadro 5: Fracciones cromatogréficas de la biomasa que presentaron mayor
concentracion de proteinas, Sephadex G 25 .

ACTIVIDAD ENZIMATICA (mol de producto
FRACCIONES formado/minuto/10ul)
CONTROL POSITIVO 0.895
FRACCION (4-10) 0.028
FRACCION (20-26) 0.116
FRACCION (46-48) 0.050
FRACCION (54-567) 0.022
FRACCION (65-70) 0.018

Respecton a la actividad antigénica Unicamente se observa reconocimiento
antigénico entre la enzima semipurificada y los antisueros anti-Enolasa de raton y
conejo asi como con la enzima Enolasa control de S. cerevisiae, lo cual es un indicio
* de que la banda presente en la electroforesis y que posteriormente se transfiri6 al
papel de nitrocelulosa en verdad es de la enzima Enolasa ya que de lo contrario no
se observaria ninguna banda de reconocimiento pues los antisueros empleados

tanto de ratén como de conejo son especificos para la enzima (ver Figura 12).

Los resultados anteriores dan un indicio de que la metodologia propuesta en este
trabajo para realizar la semipurificacion de la enzima Enolasa de C. albicans es
aceptable, sin embargo es importante considerar que al comparar las figuras 4y 5
se observa una diferencia muy marcada en cuanto la separacién de proteinas, por lo
cual se sugiere que para trabajos posteriores de purificacion de esta enzima se
emplee Sephadex G 25, ademés de otras metodologias, las cuales ayuden a la
purificacién completa de esta enzima, y realizar pruebas complementarias que

confirmen la purificacion.
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Al comparar los resultados de ambas columnas cromatogréficas con lo que realizé
Deventer et al, en 1894, en donde emplean Sephadex G 25, realizan
precipitaciones con (NH,),SO, ademés de emplear columnas cromatograficas dé
alta afinidad y los resultados en cuanto a la purificacion de la enzima Enolasa es
mayor ya que el empleo de este tipo de metodologias asegura una mayor
purificacién, aunado a lo anterior ellos logran obtener datos en cuanto al rendimiento
reportandolo como 5 mg de enzima Enolasa pura de C. albicans a partir de 2 Lt de
medio de cultivo, parametro que en esta trabajo no se logré realizar ya que las
cantidades que se obtuvieron fueron muy pequefias y no era parte del objetivo

principal de este proyecto.
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C B A D E

Figura 8: RESULTADQS ELECTROFORETICOS DE LAS PRECIPITACIONES
CON (NH4);SO, A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE LA BIOMASA
OBTENIDA EN EL TRATAMIENTO CON VORTEX DE LAS LEVADURAS DE
Candida albicans..

A: Biomasa dializada. B: Segundo sobrenadante, (NH4).SO4 67%. C: Primer
sobrenadante, solucion saturada de (NH4)2SO4 D: Control de referencia de la
enzima Enolasa de S. cereviceae. E: Marcadores de peso molecular.

A B C

Figura 9: RESULTADQS ELECTROFORETICOS DE LA CROMATOGRAFIA
EMPLEADA EN LA SEMIPURIFICACION DE LA ENZIMA ENOLASA DE
Candida albicans EN COLUMNA DE SEPHADEX G 100-120.

A: Marcadores de peso molecular. B: Control de referencia de la enzima Enolasa
de S. cereviceae. C: Fracciones cromatograficas 44-51.
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A B C D

Figura 10: RESULTADOS ELECTROFORETICOS DE LA SEMIPURIFICACION
DE LA ENZIMA ENOLASA Candida albicans EN COLUMNA DE SEPHADEX G

25.
A: Control de referencia de la enzima Enolasa de S. cereviceae. B: Fraccion

cromatogréfica 4-10 C: Fraccién cromatografica 20-26 D: Fraccion cromatografica
46-48.

Figura 11: RESULTADOS ELECTROFORETICOS DE LA SEMIPURIFICACION
DE LA ENZIMA ENOLASA DE Candida albicans EN COLUMNA DE

SEPHADEX G 25.
A: Control de referencia de la enzima Enolasa de S. cereviceae. B: Fracciones

cromatograficas 54-57 C: Fracciones cromatograficas 65-70.
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Figura 12. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIGENICA DE LA ENZIMA
ENOLASA (CONTROL DE REFERENCIA Y SEMIPURIFICADA) DE Candida
albicans CON LOS SUEROS HIPERINMUNES ANTI-ENOLASA DE RATON Y
CONEJO.

200

97.4

68.0

o= || = — |

e 29.0

e 18,4
__-Ju.s

kDa
A B C D E F G H i

A: Marcadores de peso molecular tefiidos con negro de amido. B: Control de
referencia de la enzima Enolasa de S. cereviceae vs Suero hiperinmune anti-
Enolasa de conejo. C: Control de referencia de la enzima Enolasa de S. cergviceae
vs Suero negativo de conejo. D: Control de referencia de la enzima Enolasa de S.
cereviceae vs Suero positivo anti-Enolasa de raton. E: Control de referencia de la
enzima Enolasa de S. cereviceae vs Suero de ratén negativo. F: Enzima Enolasa
semipurificada de C. albicans vs Suero hiperinmune anti-Enolasa de conejo. G:
Enzima Enolasa semipurificada de C. albicans vs Suero negativo de conejo. H:
Enzima Enolasa semipurificada de C. albicans vs Suero hiperinmune anti-Enolasa de
ratén. I: Enzima Enolasa semipurificada de C. albicans vs Suero negativo de raton.
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8.6 PRUEBA DIAGNOSTICA DE ELISA DE TIPO INDIRECTO.

Tanto los volimenes como concentraciones éptimas de las soluciones que se
emplearon en la prueba diagnéstica de ELISA de tipo indirecto para la identificacion
de la enzima Enolasa de C. albicans en el suero de pacientes con candidosis.
sistémica se muestran en el cuadro 6, estos valores son el promedio de tres
determinaciones, asi como de los anticuerpos, lo cual es importante considerar para

posteriores determinaciones, ya que con esto se lograré obtener 6ptimos resultados.

Cuadro 6: Concentraciones y volimen 6ptimo de soluciones necesarias en la

prueba de ELISA.
VARIABLES CONCENTRACION VOLUMEN ul
Solucién de cubierta (ver 10 pg/mi 100
apéndice 1)
Albamina sérica bovina (ver 10 pg/mi 100
apéndice |)
Enzima Enolasa (antigeno) {ver 2.5 pa/mi 50
apéndice [)
Anticuerpo de ratén anti- Dilucion 1:64 50
Enolasa (ver apéndice l)
Anticuerpo anticatén marcado
con Peroxidasa (ver apéndice 1) | 100 pg/ml, Dilucion 1:8 50

La curva estandar para la cuantificacion de la enzima Enolasa se muestra en la
figura 13, esta gréfica ayudo a determihar la concentracién de esta enzima presente
en el suero de cuatro pacientes sospechosos a candidosis sistémica causada por
levaduras de C. albicans. De los sueros antes mencionados tres presentaban la

enzima Enolasa, el cuarto no, estos resuitados se discutiran mas adelante.
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ABSORBANCIA.
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Figura 13. CURVA PATRON PARA LA DETERMINACION DE
LA CONCENTRACION DE LA ENZIMA ENOLASA DE C.
albicans EN MUESTRAS SERICAS
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La introduccién de la prueba diagndstica de ELISA (Enzyme-linked immunosorbent
Assay) como una técnica sensible tanto para la identificacién como cuantificacion de
anticuerpos y antigenos flingicos es muy viable. Las ventajas que la prueba de
ELISA sobre pruebas serodiagnosticas existentes en micologia médica incluyen el
empleo de punto final asi como también la rapidez de la prueba; por otro lado, el

equipo necesario para la realizacion de ésta prueba es simple y accesible.

Diversas investigaciones describen la aplicacion de la prueba de ELISA de tipo
indirecto en la deteccion de anticuerpos somaticos o antigenos metabolicos de C.
albicans en donde se ha encontrado una correlacién aceptable entre ésta prueba y
otras pruebas serclégicas en donde los antigenos que se han empleado son
similares. Por otro lado, los métodos de aglutinacion y precipiiacién que se han
establecido fallan en distinguir entre pacientes con infecciones superficiales o
profundas, en el caso de la prueba de ELISA para la deteccién de fa enzima Enolasa
si es posible identificar si se trata de una infeccion sistémica o localizada

(Richardson, et al., 1983).

8.7 IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE LA ENZIMA ENOLASA
DE C. albicans EN EL SUERO DE PACIENTES CON CANDIDOSIS
SISTEMICA.

Los resultados de la cuantificacion son los que se muestran en el cuadro 7 en donde
se indica el promedio de las determinaciones realizadas por triplicado a cada

muestra.
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Cuadro T: Cuantificacién de la enzima Enolasa de C. albicans en el suero de

pacientes con probable candidosis sistémica.

AISLAMIENTO
PACIENTE ABSORBAN g DE ENZIMA DIAGNOSTICO HEMOCULTIVO
: CIA ENOLASA/50 pl
Nifio (7 aitos de 0.470 1.577 Candidosis Candida albicans
edad) sistémica
Niito {3 aftos de 0.450 1.349 Candidosis Candida albicans
edad) sistémica
Adulto (38 aios 0.321 0.605 Candidosis Candida albicans
de edad) sistémica
Adulto (37 afios 0.000 0.000 Cryptacocosis Cryptococcus
de edad) neoformans
Control {+)
Enzima Enolasa 0.540 1.94
do S. cereviseae
(E.C.4.2.1.11.)
Adulto (23 aiios) Negativo a
Control (- 0.000 0.000 candidosis Negativo
sistémica ‘
Enzima Enolasa 0.493 1.86
de C. albicans Semipurificacion  No aislamiento
semipurificada

Las muestras séricas probadas de los pacientes sospechosos de candidosis
sistémica se diagnosticarén como positivos a C. albicans excepto el suero No. 4 ya
que en éste no se detecto enzima Enolasa, siendo el resultado de hemocultivo un
aislamiento de Cryptococcus neoformans (C. neoformans); lo anterior es muy
importante ya que la levadura de C. neoformans podria ser causa de obtener
resultados falsos positivos lo que no sucedié en ésta prueba por lo cual se elimina

un factor importante que pudiera alterar los resultados.

A los pacientes sospechosos también se realizé su aislamiento en hemocultivo en

donde se aislé e identifico a C. albicans en tres de los sueras, a partir de las

53




colonias aisladas se les realizd tincion de Gram en donde se observan células
ovoides tefiidas como Gram positivas ademés de realizar la prueba de tubo
germinativo siendo este positivo, el auxonograma presento resultados positivos en el
caso de Glucosa, Galactosa y Maltosa para el zimograma fueron positivos
Gnicamente a Glucosa y negativos para Galactosa y Maltosa; también se observd
crecimiento a pH &cido. Las pruebas anteriores confirman el diagnéstico de
candidosis sistémica causada por C. albicans. El hemocultivo del cuarto paciente
presenta en su aislamiento Cryptococcus neoformans, se realizé la tincion con tinta
china, observandose células redondas y rodeadas por una cépsula, por lo cual éste
paciente se diagnostico con criptococosis. |

El éuero control (-) no presentd ningin aislamiento tanto micolégico como
bacteriano, ya que se trata de un paciente sano.

Por otro lado, se observa que la muestra de la enzima Enolasa purificada muestra

un valor similar al del controt positivo que es la enzima Enolasa de S. cerevisiae.
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9.CONCLUSIONES

Se logré realizar la semipurificacién de la enzima Enolasa de Candida albicans
embleando una metodologia mas répida y sencilla que la que anteriormente era
propuesta; sin embargo, es imporiante considerar que de los dos tipos de Sephadex
empleados en los corrimientos cromatograficos el que mostré buenos resultados fue
el G 25 ya que como se menciona en el apartado de resultados mostro una
aceptable separacion de proteinas, por otro lado es importante el considerar que la
finalidad de este trabajo no era el obtener la enzima Enolasa de C. albicans en
grandes cantidades ya que de ser asi se tendria que proporcionar datos de
rendimiento; sin embargo, para cuestiones de este trabajo Gnicamente se requeria la
enzima lo mas pura posible y en cantidades que permitieran el desarrolio de la
prueba diagnostica de ELISA de tipo indirecto lo cual si se logro realizar.

Por lo anterior se observa que el método prapuesto en este trabajo facilita la
semipurificacién de esta enzima ya que los resultados .en cuanto a corrimiento

electroforético, actividad enzimética y antigénica la confirman.

La prueba diagnostica de ELISA de tipo indirecto empleada para la identificacion y
cuantificacién de la enzima Enolasa de Candida albicans es de gran utilidad en el
proceso de diagnostico de una candidosis sistémica causada por Candida albicans
ya que los resultados muestran gran confiabilidad, pues concuerdan con el

hemocultivo el cual es un método tradicional de diagnéstico de esta enfermedad,
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considerando que la rutina empleada para este tipo de diagnostico resulta tardada
es importante el considerar la prueba de ELISA propuesta en este trabajo, ya que su
es aproximadamente de 5 haras y en el caso de aislamiento por hemocultivo puede

tardar de 2 a 3 dias.

Para un futuro resultara importante el llevar acabo la validacién de la prueba de
ELISA empleando una mayor cantidad de sueros, ademas de emplear muestras que
presenten microorganismos que puedan interferir en la prueba y con esto se
reporten resultados falsos positivos. Por lo cual es importante el considerar llevar
acabo la estandarizacion de la prueba para lograr obtener la sensibilidad y
especificidad requeridas y sea difundida a los laboratorios de diagnostico clinico de

diversos hospitales.
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1MAPENDICE |

A. MEDIOS DE CULTIVO.

AGAR DEXTROSA SABOURAUD (SDA).

Mezcla de peptonas 10.0 gr.
Dextrosa 40.0 gr.
Agar 15.0 gr.
Agua destilada 1000.0 mi.

Suspender 65 gr. del medio de cultivo deshidratado en un litro de agua destilada.
Remojar de 10-15 minutos. Mezclar bien hasta que se obtenga una suspension
uniforme. Calentar agitando frecuentemente y hervir durante 1 minuto. Esterilizar
a 121 C, 15 Ib. durante 15 minutos.

AGAR CZAPEK-DOX MAS TWEEN 80.

Agar Czapek-Dox 50.0 gr.
Tween 80 (Polisorbato) 10.0 ml.
Agua destilada 1000.0 mi.

Suspender 50 gr. del medio de cultivo deshidratado en 1 litro de agua destilada y
mezclar: adicionar 10.0 mi. de Tween 80 y mezclar, calentar por 1 minuto.
Esterilizar 121 C, 15 Ib durante 15 minutos.

AGAR CORN MEAL MAS TWEEN 80.

Agar Corn Meal 17.0 gr.
Tween 80 10.0 mi.
Agua destilada 1000.0 mi

Suspender 17.0 gr. del agar Corn Meal en 1 litro de agua destilada y disolverio
completamente. Esterilizar 121 C, 15ib durante 15 minutos.

CALDO EXTRACTO DE LEVADURA, PEPTONA Y DEXTROSA
(YEPD).

Mezcla de peptonas 20.0gr.
Dextrosa 20.0 gr.
Extracto de levadura 10.0 gr.
Agua destilada 1000.0 ml.
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Suspender las cantidades antes mencionadas en 1 litro de agua destilada,
calentar suavemente y- agitar hasta disolver cada uno de los componentes.
Esterilizar 121 C, 15 Ib durante 15 minutos.

B. SOLUCIONES.
SOLUCION SALINA FISIOLOGICA 0.85% (S.S.F.).

Cloruro de sodio 0.85 gr.
Agua destilada 100.00 mi.
AMORTIGUADOR DE LISIS.

PMSF (Metilsulfonilfluorido) 1 mM
g-mercaptoetanol 10 mM
EDTA 1 mM
PBS,pH 7.4 1000 mi.

C. SOLUCIONES EMPLEADAS EN LA ELECTROFORESIS.
AMORTIGUADOR DE FOSFATOS (PBS) 0.1 M, pH 7.4

Solucion A (Fosfato de sodio monabasico 0.2 M).
Disolver 27.6 gr. de Fosfato de sodio monobdésico monohidratado, aforando a 1
litro de agua destilada.

Solucién B (Fosfato de sodio dibésico heptahidratado 0.2 M).

Disolver 53.65 gr. de Fosfato de sodio monobasico heptahidratado, afaorando a 1
litro de agua destilada. .

Mezclar 95 ml. de la solucién A mas 405 ml. de la solucién B y 500 ml. de agua
destilada.

REACTIVO DE BRADFORD.

Azul brillante de Coomassie R-250 50 mg.
Etanol al 95% 25 mi.
Acido o-fosférico al 85% 50 mi.

Agua destilada aforando a 500 ml.
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AMORTIGUADOR TRIS (HIDROXIMETILAMINOMETANO)-HCI 1.5M.

Tris-base , 18.75 gr.
Agua destilada : 80.00 mi.

Ajustar a pH 8.8 con HCI 1N, lievar a 100 ml. con agua destilada y almacenar a 4 C.

ACRILAMIDA-BIS (SOLUCION STOCK 30%).
Acrilamida 29.2 gr.
Bis-acrilamida ' 0.8 gr.

Llevar a 100 mi. con agua destilada, filtrar y almacenar a 4 C en frasco ambar.

PERSULFATO DE AMONIO 10%.

Persulfato de amonio 0.1%
Agua destilada 1.0 ml.
SDS 10%.

Dodecil sulfata de sodio (SDS) 10.0 gr.
Agua destilada 100.0 ml.

SOLUCION AMORTIGUADORA STOCK DE CORRIDA PARA
ELECTROFORESIS.

Tris-base 0.123 M
Glicina 0.960 M
SDS 0.017M
Agua destilada 600.000 mi.

Almacenar a 4 C, calentar a 37 C antes de usar, si se forma algtin precipitado diluir 60 ml. de
solucién con 240 ml. de agua destilada.

ST TESIS MR WERE
SAR BE LA BiBLieTRGA
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BUFFER MUESTRA.

Tris-HCI 0.5 M pH 6.8 0.0625 M
Glicerol : 10.0%
SDS 0.346 M
2-B-mercaptoetanol 0.716 M
Azul de bromofenol 0.056% 0.2 ml
Agua destilada 40 ml.

Diluir la muestra por lo menos a 1:4 con buffer muestra y calentar a 95 C durante 5 minutos.

SOLUCION STOCK AZUL BRILLANTE DE COOMASSIE R-250 1% .

Azul brillante de Coomassie R-250 1% 2.0gr.
Agua destilada 200.0 ml.
Agitar y filtrar. :

SOLUCION DE COOMASSIE PARA TINCION DE GELES

ELECTROFORETICOS.

Solucién stock Azul de Coomassie R-250 1% 62.5 ml.
Metanol - 250.0 ml.
Acido acético 50.0 ml.
Aforar con agua destilada 500.0 ml.

SOLUCION DESTENIDORA | PARA GELES ELECTROFORETICOS.

Metanol ’ 125.0 ml.
Acido acético 25.0 ml.
Aforar con agua destilada 250.0 mi.

SOLUCION DESTENIDORA Il PARA GELES ELECTROFORETICOS.

Metanol 12.5 ml.
Acido acético 17.5 ml.
Aforar con agua destilada 250.0 mi.
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SOLUCION SALINA-TRIS 20 mM, TRIS-NaCl (TBS) pH 7.5.

-
Tris-base 4.84 gr.\|
Cloruro de sodio 58.48 gr.'
Ajustar a pH 7.5 con HCI 1N ’
Aforar con agua destilada 2000.00 ml.

D. SOLUCIONES EMPLEADAS EN INMUNOTRANSFERENCIA.

SOLUCION BLOQUEADORA PARA TRANSFERENCIA.

Leche descremada en poivo 1.25gr.
TBS 25.0 ml,

SOLUCION AMORTIGUADORA PARA CORRIDA DE TRANSFERENCIA.

Tris-base 0.025 M
Glicina 0.019 M
Metanol 20%
Disolver con agua destilada, ajustar a pH 8.3

Aforar con agua destilada 1000.000 ml.
SOLUCION REVELADORA.

SOLUCION A:

a~Cloronaftol 30.0 mg.
Metanol 10.0 ml.
SOLUCION B:

Solucion A 5.0ml.
TBS ’ 25.0 mi.
Peréxido de hidrégeno 30% - 250l
SOLUCION NEGRO DE AMIDO.

Negro de amido 100.0 mg.
Metanol 44.0 ml.
Acido acético 1.0 ml.

Agua destilada 45.0 ml.
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SOLUCION ESTANDAR DE ALBUMINA SERICA BOVINA 0.01% (ASB).

Albumina sérica bovina 10.0 gr.
PBSpH 7.4 100.0ml.

SOLUCION “A” PARA TENIR GELES CON AgNO;.

Nitrato de plata 0.8qr.
Agua desionizada 4.0 ml.

SOLUCION “B” PARA TENIR GELES CON AgNOs.

Hidréxido de amonio 0.36% . 21.0mi.
Hidréxido de amonio 14.8 M. 1.4 mi.

SOLUCION “C” (SOLUCION TENIDORA) PARA TENIR GELES CON AgNO;.

Afiadir gota a gota la solucién “A” en la solucion “B”, ésta debe usarse durante los cinco muni
siguientes.

SOLUCION REVELADORA PARA TINCION CON AgNO;,

Acido citrico 1% -~ 25ml
Formaldehido 38% 05ml.
Agua desionizada 500.0 ml.

E. SOLUCIONES EMPLEADAS PARA DOT-ELISA Y ELISA.

SOLUCION DE CUBIERTA
Carbonato de sodio 1.504g.
Carbonato acido de sodio 2.93 gr.

Agua desionizada 1000 ml. 62




SOLUCION DE BLOQUEO

Solucion de Albumina sérica bovina
Agua desionizada

SOLUCION DE LAVADO

PBS-Teewn 20

Cloruro de sodio

Fosfato diacido de potasio
Fosfato acido de sodio
Cloruro de potasio

Tween 20

Agua desionizada

Ajustar a pH= 7.4

SUSTRATO DE LA ENZIMA.

Prepararlo antes de su uso.
Sustrato de peroxidasa (ABTS)
Peroxidasa

' SOLUCION DE DETENCION DE REACCION.

Acido sulfurico 2.5 M.

5.0ml
45.0 ml.

0.05%
8.0 gr.
0.2 gr.
1.28 gr.
0.2gr.
0.5 mi.
1000.0 mi.

5.0ml.
50 ml.
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