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RESUMEN

QUIROGA HERNANDEZ CECILIA. Implementacion de la prueba de ELISA para la deteccion
de anticuerpos, contra mananas de Candida spp, en el suero de leche de vacas sanas y con
mastitis subclinica y clinica.

(Bajo la direccion de: Dr. Roberto A. Cervantes O. y Dra. Carolina Segundo Zaragoza)

La mastitis es una inflamacion de la glandula mamaria, considerada como una de las
enfermedades mas complejas y costosas del ganado lechero. Las levaduras estan involucradas
de un 1-4% de las mastitis subclinicas y en 2-3% de las mastitis clinicas, siendo Candida el
género con mayor nimero de aislamientos.

La pared de las levaduras esta principalmente constituida por manoproteinas que son el
principal reactivo antigénico y por ello es la que se utiliza frecuentemente en las pruebas
seroldgicas.

En el presente estudio se evaluaron 188 muestras de leche, positivas al aislamiento de levaduras
del género Candida, de las cuales 58 provenian de vacas sanas, 22 de vacas con mastitis
subclinica y 108 de vacas con mastitis clinica.

La extraccion de las mananas se realiz6 por hidrolisis alcalina, a partir de un cultivo de 48 h en

medio de extracto de levadura y dextrosa (YEPD) de una cepa de C. albicans ATCC 10231,
obteniéndose un rendimiento de 10 mg/ml. La deteccion del titulo de anticuerpos antimananas
presentes en las muestras evaluadas se determind mediante la técnica de ELISA indirecta
(Enzyme-Linked Inmunosorbent Assay), encontrandose que a partir de la dilucion 1:8000 es
posible diferenciar entre las leches de vacas sanas y las de mastitis subclinicas y
clinica (P= < 0.05).



1. INTRODUCCION

1.1 Generalidades. Mastitis micotica.

La mastitis es una inflamacion de la glandula mamaria que se produce como respuesta
al dafio causado por microorganismos y sus toxinas, productos quimicos, traumas,
temperaturas extremas, entre otras causas '. Es considerada como una de las
enfermedades mas complejas que afectan a la industria lactea, su distribucion es
mundial y ha sido catalogada como una de las enfermedades mas costosas que afectan
al ganado lechero #*,

Para el tratamiento de la mastitis se considera como primera etiologia a las bacterias y
por ello se aplican antibidticos de amplio espectro que han favorecido el desarrollo de
levaduras que provocan una enfermedad de dificil diagndstico y que hace que el
tratamiento especifico se retrase hasta el momento en que es imposible recuperar tanto
el tejido mamario como la produccién lactea® > ©. La mastitis puede manifestarse en dos
formas, la forma subclinica que no presenta signos macroscopicos de inflamacién y
pasa desapercibida a pesar de ser 20 a 50 veces mas frecuente que la forma clinica, la
cual presenta evidentes signos de inflamacién como tumefaccion, rubor, dolor, cambios
notables en la secrecion y eventualmente signos sistémicos. En las infecciones cronicas
que no responden a los antibiéticos se recomienda la eliminacién de los animales .

En paises como EUA, Bélgica y Brasil en los cuales se han revisado casos de mastitis
micdtica se estima que el porcentaje de prevalencia es del 2.7%, 6% y 12% °
respectivamente. En México no han sido reportados estudios epidemiologicos de este
padecimiento pero es posible considerar que existan valores cercanos a los de Brasil ya
que se considera que el medio ambiente de México es mas parecido a este . Las
levaduras estan involucradas en el 1-4% de las mastitis subclinicas y en el 2-3% de las

2, 8

mastitis clinicas , siendo los géneros aislados méas frecuentes Candida spp vy



Cryptococcus spp ademas de un microorganismo que por su morfologia al Gram y la de
su colonia en Sabouraud Dextrosa Agar, se confunde con las levaduras y que en
realidad es un alga llamada Prototheca zopffi. Estos patdgenos son asociados a mastitis
en vacas con una reduccion en la produccion lactea, secrecion acuosa y grumos blancos
lo que puede ir sequido de la atresia del cuarto afectado >& °*°.

Del género Candida hay un gran nimero de especies que se han aislado de leche de
vacas con mastitis, como son C. krusei, C. glabrata, C. parapsilosis,

C. pseudotropicalis, C. norvergica, C. membraefaciens, C. pelliculosa, C. solani entre

otras 8.

1.1.1 Factores predisponentes de mastitis micotica.

La mastitis micotica se ha asociado con defectos en la barrera mucosa o cutanea
(solucion de continuidad, abrasiones), defectos en la inmunidad mediada por linfocitos

10 defectos en la inmunidad celular

T o0 defectos en la funcion de neutrofilos
relacionada con la infancia y prefiez y a factores como la dieta, iatrogenia, tratamientos
largos con antibacterianos, tratamientos hormonales y falta de higiene en las maquinas

de ordefio o en el ordefador & & 1!,

1.2 Caracteristicas de Candida spp.

El género Candida pertenece al reino Fungi del filum Ascomicota, subfilum
Ascomicotina, clase Ascomicetes, orden Saccharomicetales, familia
Saccharomiceteceae 2. Es de las levaduras con mayor importancia médica, y en
mastitis bovina es la que se aisla frecuentemente. En condiciones adecuadas de
temperatura, humedad y nutrientes estas levaduras crecen en su fase logaritmica por

gemacion multilateral (blastoconidias) que pueden ser desde ovales a alargadas y



pueden medir entre 2-5 por 3-7 um. En medios sélidos producen colonias cremosas a
blanquecinas. A excepcion de C. glabrata todas producen pseudomicelio, C. albicans y
su subespecie C. stellatoidea producen tubo germinal en presencia de suero y

C. albicans es capaz de producir clamidoconidios % 1315,

1.2.1 Factores de patogenicidad de C. albicans.

La patogenicidad y la relacion con los factores de virulencia de Candida han sido
estudiadas principalmente en C. albicans, incluyen la formacion de micelio, la adhesién
a células y tejidos del huésped, produccién de enzimas extracelulares *° como ejemplos:
la enzima proteolitica (acido carboxil proteinasa) que parece ser un factor de
diseminacion, la N-acetil-galactosaminidasa (NAGasa) y la L-prolina aminopeptidasa
cuyos sustratos son el 4-metilumbeliferil-N-acetil-B-D-galacatosaminida y el
4-metilumbeliferil-N-acetil galactosaminida prolina-p-nitroanilida respectivamente *';
ademas de que sus fenotipos estan asociados a diferentes antigenos, es decir, que es
dificil tener una memoria inmune; incluso se considera que inhibe la fagocitosis de
neutréfilos e induce su apoptosis * 2.

En una infeccion por Candida primero ocurre la adherencia de la levadura a la
superficie del huésped y después la proliferacion, y en esto contribuye la formacion de

la pseudohifa %, durante este proceso se ha considerado que los primeros antigenos

presentes son sus componentes de pared de Candida, entre ellos las mananas (Figura 1).



S :._" Manoproteinas

L. ALK ' .— Membrana
- 18 W E - Citoplasmatica

Figura 1. Pared de C. albicans. Modificado de Calderon 1991.

1.3 Generalidades de las mananas.

Las pruebas seroldgicas se han enfocado en la estructura antigénica de la pared de
Candida, la cual estd constituida en un 80-90 % de polisacaridos de los cuales la
mayorfa son glucanas y mananas *® y una pequefia porcién de quitina, esta Gltima, para
el caso de C. albicans, varia segun la forma en que se encuentre aumentando su
concentracion cuando forma pseudohifas. Las mananas siempre estan en asociacion con
proteinas (mananoproteinas); el término mananas se utiliza para los componentes
solubles inmunodominantes de la pared y que representan entre el 15.2-22.9 % del
extracto seco de la levadura y el 40% del total de los carbohidratos ** %,

Los estudios actuales se han encaminado a determinar la estructura de las mananas y su
importancia en el estimulo de la respuesta inmune, se les ha determinado la propiedad
de ser un factor de adhesién y un antigeno comdn a todas las especies de Candida & 2.

Con base en su estructura quimica y sus epitopos, las mananas han sido agrupadas en

dos serotipos: A 'y B * 8 Se ha determinado que cualquier cambio en su estructura



disminuye los niveles de adherencia # y que la expresion del antigeno depende del tipo

1

de candidiasis, ya sea superficial o invasiva *, y de las condiciones de cultivo

(temperatura, nutrientes proporcionados, pH, entre otras) % %.

Por su cualidad de ser un buen antigeno, se han utilizado a las mananas para pruebas de
inmuno doble difusion, aglutinacion con particulas de latex y con pruebas de ELISA
(Enzyme Linked Inmunoabsorbent Assay), la mayoria de las cuales son encaminadas a
la deteccion de anticuerpos contra mananas para el diagndstico de candidiasis sistémicas

en humanos ** %3,

1.4 Diagndstico de mastitis.

Para el diagnostico de mastitis, se procede a realizar una inspecciéon inmediata de la
ubre considerando tamario, forma e integridad, de igual forma para los pezones. En
tanto que para la inspeccién mediata se utiliza la prueba de tazén de fondo oscuro. Para
el diagndstico se han disefiado otras pruebas de laboratorio como son la determinacién
de cloro en leche, que aumenta en casos de mastitis; el pH, que se alcaliniza;
determinacion de albumina sérica; la prueba de California que detecta células somaticas
y es posible detectar que vacas con cuentas mayores a 500 000 células/ml cursan con

mastitis subclinica 2.

1.4.1 Diagnostico microbioldgico

El diagndstico de mastitis en ocasiones se dificulta ya que los signos clinicos son
variados y el aislamiento de levaduras no siempre implica una infeccién ' *°. Para la
identificacion de Candida spp se ha empleado el método microbioldgico, basdndose en
la morfologia y pruebas bioquimicas; las herramientas moleculares y las pruebas

seroldgicas *.



Los casos de mastitis clinica resultan faciles de reconocer y el diagnostico se realiza
mediante cultivo microbiologico de la secrecion lactea. Para los casos subclinicos se
requiere aplicar pruebas especiales a fin de confirmar el proceso inflamatorio y el
agente causal de igual forma puede ser identificado por cultivo microbiologico. Las
desventajas son la laboriosidad, el tiempo que consume, el requerimiento de personal
entrenado y el elevado costo ®.

Generalmente la identificacion de levaduras consta de un cultivo en agar Sabouraud
dextrosa (SDA) incubado a 37° C y examinado a las 24, 48 y hasta 72 horas.
Posteriormente los aislados pueden ser identificados utilizando sistemas comerciales
como el microsistema APl 20C AUX (bioMérieux) o Uni-Yeast-Tek (Remel) en
conjunto con hidrdlisis de la urea y el analisis morfologico, pruebas que van orientadas
a identificar levaduras patdgenas. Pueden agregarse pruebas como la asimilacion de
nitritos, asimilacién y fermentacion de carbohidratos, induccion de ascosporas y el

crecimiento en SDA a 420 C 2>,

1.4.2 Diagnostico molecular

En esta area se han desarrollado nuevas técnicas basadas en el analisis del ADN como
ejemplo de éstas tenemos la hibridacion de ADN-ADN, electroforesis del cariotipo,
polimorfismo de longitud en los fragmentos de restriccion del ADN cromosomal,
polimorfismo del ADN mitocondrial, analisis de microsatélites y polimorfismo del

25 Desafortunadamente estas herramientas

ADN aleatoriamente amplificado
encaminadas a la identificacion y diferenciacion del agente involucrado en la
enfermedad aln no pueden utilizarse para la diferenciacion entre una infecciéon o una

colonizacion 8.



1.4.3 Diagnostico serologico

Se sabe que en la respuesta inmune en contra de hongos participan tanto la respuesta
inmune humoral (los anticuerpos) como la respuesta inmune celular, sin embargo es la
titulacion de anticuerpos contra antigenos inmunodominates como las mananas, la
herramienta més utilizada en el diagnéstico de candidiasis %'.

Se considera que la inmunidad mediada por anticuerpos en contra de C. albicans puede
contribuir en la defensa del huésped por una actividad candidacidal, previniendo su
adherencia, abasteciendo de opsoninas para una mejor fagocitosis, neutralizando las
proteasas extracelulares o inhibiendo la transicién de levadura a micelio %°.

Los primeros antigenos utilizados en el diagnostico serologico de la candidiasis
invasora fueron las mananas, y hasta ahora han resultado ser eficaces para poder
diferenciar entre una colonizacion y un proceso de enfermedad ocasionada por cualquier
especie del género Candida .

Para la evaluacion de la respuesta seroldgica de la ubre, se ha medido la presencia de
inmunoglobulinas especificas en el suero de la leche mediante inmunodifusion, ya que

los anticuerpos persisten durante el periodo seco y hasta la siguiente lactacion 2.

1.5 ELISA indirecta

El total de inmunoglobulinas de las clases Ay G (IgA e 1gG) pueden ser determinados
por ELISA indirecta. En animales previamente inmunizados con C. albicans se han
encontrado en muestras de suero de leche titulos de anticuerpos mas altos (P< 0.001)
que en animales control (McConell, 2006). Normalmente la concentracion de
anticuerpos es baja pero en la mastitis aumenta la permeabilidad y puede encontrarse

una concentracién de hasta 80 mg/ml %°.



En otro estudio por Hodkinson et al. 2007, midieron las concentraciones de 1gG y de
IgG1, en productos lacteos provenientes de animales hiperinmunizados y se encontro
que las 1gG1 responden en contra de C. albicans ** .

En ensayos por Rogesler et al. 2001, con P. zopffi demostraron que al medir las
concentraciones de IgA y de IgG en el suero de la leche la sensibilidad obtenida para
diferenciar entre un animal enfermo y uno sano fue del 96% y el valor de corte mas
bajo fue de 1 unidad ELISA. También se pudo observar que cuando se miden las
concentraciones de IgG es posible discriminar entre los animales con mastitis aguda y
cronica. Ademas fue posible diferenciar entre un animal cronicamente infectado con
cultivo positivo y uno no infectado (P< 0.05) cuando fue utilizado el suero de la leche y
que en sueros de leche de animales no infectados no fueron detectados anticuerpos
especificos %.

Por lo anterior en el laboratorio de Micologia del departamento de Microbiologia e
Inmunologia de la Facultad de medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM, se
propuso el uso de la prueba de ELISA indirecta para determinar el titulo de anticuerpos
presentes en el suero de leche de animales sanos y con mastitis subclinica y clinica que
tuvieron aislamiento de levaduras del género Candida. Ademas se decidio realizar la

prueba en la muestra de leche completa para determinar si los componentes de la leche

modificaban los resultados.
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2. HIPOTESIS.

La prueba de ELISA indirecta sera util para la deteccion de anticuerpos contra mananas
de Candida spp en los sueros de leche y en la leche proveniente de vacas sanas, con

mastitis subclinica y clinica.
3. OBJETIVOS.

3.1 Obtener mananas a partir del cultivo de una cepa de referencia de Candida albicans
ATCC 10231.

3.2 Implementar la prueba de ELISA indirecta para detectar anticuerpos contra mananas
de Candida spp en sueros de leche de vacas sanas y con mastitis subclinica y clinica.

3.3 Implementar la prueba de ELISA indirecta para detectar anticuerpos contra mananas
de Candida spp en la leche de vacas sanas y con mastitis subclinica y clinica.

3.4 Analizar los datos obtenidos para conocer las tendencias de las muestras por su
estado sanitario.

3.5 Comparar las absorbancias obtenidas de las muestras de leche con las obtenidas de
suero de leche para saber si pueden utilizarse indistintamente.

3.6 Observar si existen diferencias en los titulos de anticuerpos por la especie de

Candida aislada.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1 Cepa de referencia.

El laboratorio de Micologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
UNAM, proporcion6 el material, las instalaciones y los bioldgicos necesarios para la
realizacion de este trabajo. La cepa de Candida albicans ATCC 10231 fue sembrada en dos
matraces con 20 ml de caldo peptona-dextrosa-extracto de levadura (PDY. BD Bioxon,
Becton Dickinson de México) a 37° C en agitacion a 130 revoluciones por minuto (rpm)
por 24 horas para preparar el pre-indculo el cual fue transferido a dos matraces con 1 L de
PDY cada uno, para incubarse a 37° C/48 horas en agitacion a 130 rpm y al final se
centrifugo a 1 800 x g /10 min para obtener la biomasa. Finalmente la pastilla fue lavada
dos veces con solucion salina fisioldgica (J.T. Baker, México) al 0.8% para retirar restos

del medio de cultivo 233,

4.2 Extraccion de mananas.

La biomasa se someti6 a hidrdlisis con hidroxido de sodio (J.T. Baker, México) al 6% a
80° C por tres horas. Se centrifug6 (centrifuga Bekman A-17, EUA) a 5 600-7 600 x g por
15 min. El sobrenadante se ajustd a un pH de 5 con acido acético glacial (J.T. Baker,
México). Se centrifug6 (Universal 32R, Hettich, Alemania) a 5 600-7 600 x g/15 min. Las
mananas se precipitaron de el sobrenadante con la solucion de Fehling (Hycel de México)
vol. /vol. y se centrifugo a 5 600-7 600 x g por 15 min. La pastilla obtenida se resuspendio
con &cido clorhidrico (HCI J.T. Baker, México) 3N. Las mananas se precipitaron con
metanol (J.T. Baker, México) a 4° C y se centrifugo a 1 800 x g/10 min. Se lavo el

precipitado con acetona (J.T. Baker, México) 3 veces y, cuando se evaporo la acetona, la
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pastilla se resuspendio en 1 ml de agua destilada. A cada ml de muestra se le agregaron
0.4 ml de regulador salino de glicina (Caledon Biotech Reagent, Canada) 0.1 M pH 7.4 con
EDTA (United status biochemical, Cleveland) 0.1 M y se coloco en ebullicion por 5 min
para solubilizar las mananas. Se centrifugd a 1 910 x g/20 min. El sobrenadante se conservo

a -20° C hasta la cuantificacion de mananas .

4.3 Cuantificacion de mananas. Método de Dubois.

Se tomaron 200 pl de la muestra y se le agregaron 200 pul de solucion de fenol (J.T. Baker,
México) al 6% y rapidamente se agregaron 1800 pl de &cido sulfarico (J.T. Baker, México).
Se dejo a temperatura ambiente por 10 minutos para después incubar por 30 minutos a
30° C y leerse a 490 nm en un lector de ELISA (Biotek Instruments EL-800, USA)
comparando con una curva estandar de manosa (Merck AG Darmstadt, Alemania) y

dextrosa (BD Bioxon, Becton Dickinson, México) (Figuras 2 y 3) 3.
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Figura 2. Curva Estandar de Dextrosa
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Absorbancia
(A 490 nm)

o
<

0 2 4 8 12 16 20

mg de Manosa

Figura 3. Curva Estandar de Manosa

4.4 Extraccion del suero de leche de vacas sanas y con mastitis subclinica

y clinica.

En un estudio previo fueron colectadas 1,095 muestras de leche de vacas mayores de 24
meses de edad de la raza Holstein-Friesian, alojadas en sistemas de produccién intensiva de
los estados de México, Querétaro, Hidalgo, Puebla y Distrito Federal. Las muestras se
agruparon en tres categorias con base a su estado sanitario determinado en campo mediante
la prueba de California dividiéndose en sanas, subclinicas y clinicas. De las muestras
mencionadas, en 285 se obtuvieron aislados de levaduras y se les realiz6 la caracterizacion
bioguimica para determinar el género y especie. Para el presente estudio se evaluaron 188

(188/285) muestras mediante la técnica de ELISA indirecta (Cuadro 1) *'.

A cada muestra se le realizo la prueba de ELISA indirecta para determinar los titulos de

IgG a partir de la leche completa y del suero de la misma.
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La obtencion del suero de leche se realizo colocando 1 ml de la muestra en un tubo
Eppendorf y se centrifugo por 10 minutos a 11 000 x g para separar la grasa y la caseina; se
colecto la fraccion clarificada y se transfiridé a un tubo nuevo, repitiendo el procedimiento
en caso necesario. Finalmente la muestra se conservé a —20° C para su posterior analisis

mediante ELISA indirecta .

4.5 Obtencion de sueros control.

Como controles positivos se emplearon sueros hiperinmunes donados por el laboratorio de
Micologia que se produjeron en conejos hembra de la raza Nueva Zelanda de 2.5 kg de
peso aproximado con el siguiente protocolo: se inoculé 1 ml de células completas de
Candida albicans inactivadas por calor a una concentracion de 2 X 10°® células/ml cinco
veces por semana hasta que se obtuvo un titulo de aglutinacion en placa de 1:1024. Al
obtenerse los titulos requeridos se sangré en blanco a los conejos por puncion cardiaca.
Para obtener la fraccion globulinica del suero hiperinmune contra C. albicans se siguio el
método de precipitacion con sulfato de amonio®. El suero control negativo fue un suero de
conejo adsorbido con gldébulos rojos de bovino para retirar hemoaglutininas inespecificas,
donado por el laboratorio de Serologia del Departamento de Microbiologia e Inmunologia

de la Facultad.
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Cuadro 1. Identificacion bioquimica de las muestras de leche de vacas sanas y con mastitis

subclinica y clinica.

Especie de Candida | SANAS | SUBCLINICAS | CLINICAS | Total de muestras
C. krusei 5 1 46 52
C. glabrata 38 0 12 50
C. intermedia 1 0 1 2
C. albicans 0 2 3 5
C. macedoniensis 1 0 0 1
C. kefyr 1 0 0 1
C. norvergica 1 0 0 1
C. sloofii 1 1 0 2
C. viswanathii 1 0 0 1
C. zeylanoides 2 2 0 4
C. cantarelli 0 1 0 1
C. incomunis 0 1 0 1
C. viswanathii 0 1 0 1
C. claussenii 0 0 10 1
C. kefyr 0 0 2 2
C. lambica 0 0 1 1
C. lusitaniae 0 0 1 1
C. parapsilosis 0 0 3 3
Candida spp 7 13 38 58
Total de muestras 56 24 108 188
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4.6 Implementacion de la prueba de ELISA indirecta.

Para probar la calidad del antigeno extraido, se realizo una prueba de ELISA indirecta con
dos soportes de poliestireno (NUNC, EUA) de 96 pozos, una sensibilizada con el antigeno
extraido de C. albicans y otra mas con mananas de Sacharomyces cerevisiae (Sigma,
EUA), ambas con una solucion a una concentracion de 10 pg/ml del antigeno. Se probaron
con los sueros control positivo y negativo de conejo. El procedimiento para la realizacion
de la prueba fue igual al que se describe, a continuacion.

Se prepard una dilucién en la solucién de carbonatos pH 9.6 con mananas, para obtener
una concentracion de 10 pg/ml del antigeno extraido. Se sensibilizd el soporte de
poliestireno con 96 pozos de fondo plano, con las mananas extraidas colocando 100 pl de la
solucion en cada uno de los pozos y se incubd toda la noche a 4° C. Los antigenos no
fijados, se eliminaron mediante cinco lavados con amortiguador salino de fosfatos
(PBS)-Tween 20 al 0.05% agitando la placa manualmente. Los sitios no ocupados en la
placa se bloquearon colocando 200 pl/pozo de leche descremada (Difco, Francia) al 5% y
se incubo a 37° C/ 30 min. Nuevamente se repitieron los lavados como ya se describio. Se
colocaron 100 ul de diluciones dobles del suero de leche de vaca, o la leche comenzando
con una dilucion 1:1000 hasta 1: 64000 y en la dltima fila de la placa se colocaron los
sueros controles de conejo, y se incubaron a 37° C/2 hrs. Se repitieron los lavados para
eliminar los anticuerpos que no hubieran reaccionado. A cada pozo se adicionaron 100 pl
de una dilucion 1:1000 de anti IgG conjugados con peroxidasa (anti 1gG de bovino y de
conejo JAKCSON respectivamente) y se incubaron a 37° C/2 hrs. Para eliminar los anti-
IgG marcados que no hubieran reaccionado, nuevamente se lavaron las placas. Se

adicionaron 100 pl/pozo de ortofenilendiamina (Sigma-Aldrich, Alemania) al 0.04 % sobre
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el que fue capaz de actuar la enzima marcadora. Se dejé actuar a la enzima por cinco
minutos a 37° C y se detuvo la reaccién agregando 100 ul/pozo de &cido sulfurico 2N para
posteriormente llevar a cabo la lectura en un lector de ELISA (Biotek Instruments EL-800,

EUA) a 490 nm (Diagrama 1) *.

4.7 Analisis estadistico.

El analisis estadistico se realizo con el programa SPSS version 11, que nos permitio hacer
un Analisis de varianza (ANOVA) de dos vias para calcular las diferencias significativas

(P=<0.05) entre los diferentes grupos formados y compararlos entre sf *°.
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DIAGRAMA 1.
Metodologia de ELISA indirecto
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A\ 4
Se lleva a cabo la lectura en lector de ELISA a 490 nm
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5. RESULTADOS

Las mananas extraidas fueron cuantificadas mediante la técnica de Dubois y se obtuvo una
concentracion de 10 mg/ml.

La calidad del antigeno obtenido se compard con un antigeno comercial (S. cerevisiae
SIGMA) mediante ELISA indirecta, observandose absorbancias similares con ambos
antigenos al ser utilizados para conocer los titulos de anticuerpos antimananas en los sueros
de conejos empleados como controles positivos y negativos (Figura 4).

Los datos obtenidos de las muestras de leche y suero de leche de las vacas sanas y con
mastitis subclinica y clinica mediante ELISA indirecto se representaron considerando la
media de las absorbancias (Figuras 5y 6). Se observd que los valores generados de las leches
de vacas con mastitis clinica no superaron a los valores del suero control positivo mientras
que los obtenidos de las leches de vaca sana superaron al control negativo.

Por otro lado, los resultados a partir de las muestras de leche completa son semejantes a los
obtenidos en el suero de la leche, permitiendo la deteccion de anticuerpos de la dilucién
1:1000 hasta 1:64000, atn en los casos de vacas sanas.

Para el analisis de varianza las muestras se dividieron por el estado sanitario encontrandose
que se consigue distinguir entre las muestras de vacas sanas y clinicas y a su vez entre
subclinicas y sanas a partir de la dilucion 1:8000 (P = < 0.05); en tanto que no se aprecia
diferencia entre clinicas y subclinicas (Cuadros 2 y 3).

De igual forma se graficaron las medias de las absorbancias, de los titulos de anticuerpos de
las muestras, con base en la especie de Candida aislada (Figuras 7-10); en este caso no se
llevd a cabo el anélisis estadistico por la disparidad en el nimero de muestras que compone

cada uno de los grupos.
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En los aislados de C. krusei, especie identificada en mayor nimero en las muestras de los
casos de mastitis clinicas, se detectaron titulos de anticuerpos mas altos que en los aislados
provenientes las muestras de vacas sanas (Figura 7).

Para los aislados de C. glabrata, se observd que los titulos de anticuerpos son mas altos en
las muestras de vacas con mastitis clinica que en las de vacas sanas (Figura 8).

Con relacidn a los aislados identificados solo hasta género (Candida spp), se observé que los
titulos de anticuerpos en las muestras con mastitis subclinica son méas altos que en las
muestras de animales sanos y con mastitis clinica (Figura 9a, 9b).

Por lo que se refiere a los aislados de C. albicans, los titulos de anticuerpos detectados en las
muestras de vacas con mastitis subclinica son mas altos que en las muestras de mastitis
clinica. Por otro lado los resultados de ambos estados sanitarios estdn por debajo de las
medias obtenidas en los mismos estados sanitarios, cuando el aislado corresponde a C. krusei

o C. glabrata (Figura 10).
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1:1000 1:4000 1:16000 1:64000
Dilucion

Figura 4. ELISA para comprobar la calidad del antigeno obtenido y titulacion de sueros
control.
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Figura 5. ELISA indirecto para la determinacién de anticuerpos antimananas, en las muestras de leche de vacas sanas, con mastitis subclinica y
clinica. Con una concentracion de 10 ug/ml de antigeno, se grafican las medias de los valores de absorbancia.
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Figura 6. ELISA indirecto para la determinacion de anticuerpos antimananas, en las muestras de suero de leche de vacas sanas, con mastitis
subclinica y clinica. Con una concentracion de 10 ug/ml de antigeno, se grafican las medias de los valores de absorbancias.
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Cuadro 2. Valores del ANOVA de las absorbancias obtenidas a 490 nm en las pruebas
de ELISA indirecta de las muestras de leche para la deteccion de anticuerpos
antimananas. Las muestras se encuentran agrupadas por el estado sanitario.

Dilucién Estado Media de
Sanitario minimos Error
N cuadrados estandar
1:1000 Clinicas 61 0.874 0.084
Subclinicas 7 0.915 0.150
Sanas 37 0.646 0.049
1:2000 Clinicas 55 0.698 0.069
Subclinicas 7 0.772 0.074
Sanas 35 0.447 0.038
1:4000 Clinicas 54 05772 0.058
Subclinicas 7 0.630 " 0.085427
Sanas 36 0.208 ° 0.028965
1:8000 Clinicas 50 0.487° 0.054265
Subclinicas 7 0.557 2 0.076291
Sanas 34 0.221° 0.024624
1:16000 Clinicas 46 0.419% 0.046132
Subclinicas 7 0.518°% 0.071893
Sanas 33 0.174° 0.025701
1:32000 Clinicas 43 0.372°% 0.046941
Subclinicas 7 0.482 2 0.074437
Sanas 30 0.121° 0.022945
1:64000 Clinicas 38 0.304° 0.041102
Subclinicas 7 0.432°2 0.076056
Sanas 21 0.110° 0.023538

Diferentes literales significan diferencia en las medias de las absorbancias (P= < 0.05)
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Cuadro 3. Valores del ANOVA de las absorbancias obtenidas a 490 nm en las pruebas
de ELISA indirecta de las muestras de suero de leche para la deteccion de anticuerpos
antimananas. Las muestras se encuentran agrupadas por el estado sanitario.

Dilucién Estgdo_ Media de
Sanitario minimos Error
N cuadrados | estandar
1:1000 Clinicas 59 0.726 0.076
Subclinicas 7 0.927 0.174
Sanas 36 0.566 0.044
1:2000 Clinicas 53 0.611 0.067
Subclinicas 7 0.842 0.171
Sanas 35 0.412 0.035
1:4000 Clinicas 49 0.566 2 0.062
Subclinicas 7 0.638% 0.077
Sanas 35 0.288" 0.033
1:8000 Clinicas 48 0.483 % 0.067
Subclinicas 7 0.580°2 0.077
Sanas 34 0.220° 0.026
1:16000 Clinicas 45 0.446 2 0.066
Subclinicas 7 0.540° 0.083
Sanas 32 0.169° 0.025
1:32000 Clinicas 43 0.374% 0.053
Subclinicas 7 0.505 2 0.075
Sanas 26 0.155" 0.027

Diferentes literales significan diferencia en las medias de las absorbancias (P= < 0.05)
En el grupo de las muestras de mastitis clinica, no se obtuvieron lecturas en las dilucién
1: 64000, y no se compararon los grupos.
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Figura 7. ELISA indirecto para la determinacion de anticuerpos antimananas, en las muestras de vacas (leche y suero de leche) con aislados de
C. krusei.
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Figura 8. ELISA indirecto para la determinacion de anticuerpos antimananas, en las muestras de vacas (leche y suero de leche) con aislados de
C. glabrata
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Figura 9a y 9b. ELISA indirecto para la determinacion de anticuerpos antimananas, en
las muestras de vacas con aislados de Candida spp. Para visualizar claramente los
resultados se grafican por separado los valores obtenidos de la leche (a) y del suero de
leche (b).
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Figura 10. ELISA indirecto para la determinacidn de anticuerpos antimananas, en las muestras de vacas (leche y suero de leche) con aislados de
Candida albicans.
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6. DISCUSION.

En el presente estudio, la calidad y pureza de las mananas (manoproteinas) obtenidas,
se determin0 en principio para los carbohidratos presentes, por medio del método de
Dubois, mientras que para la deteccion de proteinas se realizé un gel de poliacrilamida.
Aln cuando se han disefiado una serie de metodologias laboriosas y costosas para la

purificacion y obtencion de carbohidratos libres *%2%

, para efectos de este estudio solo
se empleo la precipitacion con licor de Fehling y metilica, sin embargo el antigeno
obtenido se compar6 con uno comercial encontrandose una respuesta muy semejante en
los ensayos de ELISA indirecto.

Asi mismo se confirmd que las mananas son componentes altamente antigénicos para el

género Candida 2* 2

, ya que al ser utilizados en la prueba de ELISA indirecta se
detectaron anticuerpos en las muestras de leche y suero de leche sin relacionarse con la
especie aislada. Es importante mencionar que aun cuando S. cerevisiae es un modelo
para el estudio en la investigacion en levaduras, no se le ha relacionado con infecciones
y no es un comensal de mucosas como Candida, por lo que los titulos obtenidos no se
relacionan con una reaccion cruzada. Hasta el momento solo se sabe de reacciones
cruzadas con mananas en infecciones por Serratia marcenscens y Salmonella thompson
cuando se realizaron pruebas seroldgicas en suero sanguineo de bovinos*'.

Debido a que el aislamiento de Candida a partir de muestras clinicas no siempre es
significativo, se han realizado numerosos estudios utilizando diversos marcadores
fangicos o midiendo los titulos de anticuerpos para diferenciar cuando las levaduras
estdn como colonizadoras o como causantes de infeccion. La mayoria de estos trabajos
se han llevado a cabo en el suero sanguineo de pacientes humanos con candidiasis
sistémica 2 *® ¥ En casos de mastitis bovina se ha evaluado el titulo de anticuerpos

28, 32

contra P. zopffi en el suero de leche de los animales afectados 0 inoculados con
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C. albicans por via intraperitoneal o intramamaria. Ademas de que como antigeno para
la sensibilizacién de las placas se ha utilizado antigeno somatico, hasta donde llega
nuestro conocimiento, esté es la primera vez que se utiliza un antigeno especifico como
son las mananas de Candida para la deteccion de anticuerpos en muestras de leche de
vaca que cursan por un proceso de mastitis.

En los trabajos realizados por Rogesler 2001, con P. zopffi se observo que la deteccién
de anticuerpos de las clases IgG1l e IgA es mejor en muestras de suero de leche que
cuando son evaluados en suero sanguineo. En este trabajo se observé que la deteccion
de anticuerpos de la clase 1gG es indistinta si se utiliza leche completa o sélo el suero de
la misma, al no registrarse variacion significativa en los datos obtenidos.

Las muestras analizadas fueron colectadas durante el periodo de lactancia y no existi
una mastitis previa por levaduras del género Candida, por lo que se podria suponer que
el titulo de anticuerpos obtenido corresponde a una primera infeccion de tipo agudo en
el caso de las muestras de mastitis clinica y subclinica.

Con relacion a las muestras de leche de vacas con mastitis subclinicas respecto a las de
vacas con mastitis clinica no se encontr6 diferencia significativa en el titulo de
anticuerpos. Debe considerarse que en los casos clinicos el curso de la enfermedad es de
tipo agudo entonces los anticuerpos se encontraran bajos porque en una infeccion
temprana los anticuerpos disminuyen al unirse a las levaduras para que estas sean
eliminadas, hasta que comienza una nueva produccion de anticuerpos de ahi que es
importante tomar muestras pareadas, como sucede en el suero sanguineo 2.

Para los aislados de C. krusei y C. glabrata a partir de muestras de leche de vacas con
mastitis clinica, el titulo de anticuerpos se encontr6 mas alto en comparacion a lo

observado en las sanas, lo cual puede considerarse como una enfermedad en proceso.
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En el grupo que corresponden a Candida spp, se observd que los titulos de anticuerpos
en las muestras de vacas sanas y con mastitis clinica son similares a los obtenidos en los
grupos de C. krusei y C. glabrata. Sin embargo, en las muestras de vacas con mastitis
subclinica se observé que el titulo de anticuerpos es mayor que lo observado en los
casos clinicos. De acuerdo a Sendid et al.2002, la infeccion puede estar dada por
diferentes especies de Candida y entonces los titulos se ven aparentemente elevados al
comparar subclinicas con clinicas, o0 que como menciona Pontén 2006, los titulos varian
dependiendo de la especie de Candida ya que entre ellas las concentraciones de
mananas son diferentes. Aunque también cabe la posibilidad de que en los casos
clinicos, Candida secrete proteasas que destruyen tanto a IgA como IgG, y que por ello
sus titulos sean menores *°.

Por lo anterior, se considera que ademas de detectar anticuerpos contra mananas seria
conveniente buscar en las muestras de leche al antigeno (mananas), asi como utilizar
otros antigenos. Es util tomar muestras seriadas que permitan observar los cambios en
los titulos de antigeno y anticuerpos 2% .

Si bien no hay un consenso sobre que pruebas deben combinarse, se ha visto que la
suma de pruebas incrementa la posibilidad de un buen diagnéstico?’.

En las muestras donde el aislado corresponde a C. albicans, fue inesperado encontrar
titulos de anticuerpos mas bajos que cuando el aislado corresponde a C.krusei o
C. glabrata; debido en parte a que C. albicans por un buen tiempo habia sido
considerada la especie patdgena aislada con mayor frecuencia en diversos procesos
infecciosos en animales y de acuerdo a los resultados obtenidos en el presente estudio,
estd ocurriendo una situacion semejante a la que actualmente ocurre en humanos, donde
los aislados de otras especies del género Candida estdn en aumento. Asimismo es

motivo de estudio, determinar que factores influyen en que las diferencias de los titulos
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de anticuerpos hayan sido dependientes de la especie aislada, como se observo en
C. glabrata y C. krusei con relacion a C. albicans.

En este trabajo se observé que Candida es un microorganismo capaz de estimular una
respuesta inmune ain cuando se encuentre como comensal en la glandula mamaria, y
que es posible distinguir de acuerdo a los titulos de anticuerpos entre vacas sanas de

vacas con mastitis subclinica y clinica.
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7. CONCLUSIONES.

1. Con la extraccion de las mananas por hidrolisis alcalina se obtuvo un rendimiento de
10 mg/ml.

2. Los titulos de anticuerpos antimananas detectados mediante ELISA indirecto
permitio diferenciar entre las muestras de leche de vacas sanas de las de mastitis
subclinica y clinica.

3. Se consideraba como patégeno principal a C. albicans, pero nuestros resultados

muestran que otras especies de Candida pueden estar involucradas en mastitis bovina.
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8. PERSPECTIVAS.

Entre los trabajos propuestos para la continuacién de este trabajo se encuentran:

1. Encontrar una metodologia de extraccion de antigeno con mayor rendimiento.

2. Uniformar los grupos de muestras por su estado sanitario, para poder determinar si existe
una diferencia en los titulos de anticuerpos entre las muestras de leche de vacas
subclinicas y clinicas.

3. Uniformar los grupos de muestras por el tipo de aislamiento obtenido, para poder
determinar si existe una diferencia en base a la especie de Candida aislada.

4. Realizar la prueba con muestras de leche de vaca sin historia previa de mastitis por
levadura, o sin aislamiento de estas.

5. Probar diferentes antigenos para determinar la especificidad de la prueba.

6. Implementar otras herramientas seroldgicas como el Western blot.

7. Trabajar con muestras de suero sanguineo de los mismos animales a quienes se toman
muestras de leche, para determinar si lo que ocurre con P. zopffi se repite con Candida, en

lo que respecta a la deteccion de vacas positivas en periodo seco.
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9. APENDICE.

Soluciones para la obtencion de biomasa

e Caldo peptona-dextrosa-extracto de levadura (PDY)

209 Dextrosa

20 ¢ Peptona bacterioldgica
109 Extracto de levadura
1L agua destilada

e Solucidn salina fisiologica (SSF) 0.8%

80 Cloruro de sodio (NaCl)
1L agua destilada
Soluciones para la extraccion de mananas

e Hidroxido de sodio (NaOH) 6%

69 NaOH
100 ml agua destilada

e Acido clorhidrico (HCI) 3N

e PBS de fosfato de sodio

0.7¢9 Glicina

1.38¢ Fosfato de sodio mono-béasico (Na; HPO,)
2.70 9 Fosfato de sodio di-basico (Na H,PO,)
100 ml agua milliQ

Una vez que las sales estan disueltas el pH se ajusta a 7.4.

e Requlador salino de Glicina 0.1 M pH 7.4 con EDTA0.1 M

3.72¢ EDTA
100 ml PBS de fosfato de sodio

Una vez que la sal esta disuelta el pH se ajusta a 7.4.
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Soluciones para la determinacion de carbohidratos. Método de Dubois

e Solucién de fenol al 5%

59 fenol
95 ml agua destilada
Soluciones para la ELISA indirecta

e Amortiquador de carbonatos 0.15 M pH 9.6

3.18¢ carbonato de sodio (Na,COz3)
5.86 g bicarbonato de sodio (NaHCO,)
800 ml agua destilada

Ajustar el pH a 9.6 y aforar a 1000 ml con agua destilada.

e Solucién de fosfatos. PB 10 X

2.62 ¢ fosfato de sodio monobéasico monohidratado
1159 fosfato de sodio di-basico anhidro
200 ml agua destilada

De ser necesario utilizar calor para disolver y aforar a 1000 ml con agua destilada.

e Solucidn salina de fosfatos 0.01 M, NaCl 0.15 M, pH 7.2. PBS

100 ml PB 10X
8.75¢ NaCl
800 ml agua destilada

Ajustar el pH a 7.2 y aforar a 1000 ml con agua destilada.

e Amortiquador de lavado. PBS-Tween 20 al 0.05%

1000 ml solucion salina de fosfatos pH 7.2

0.5ml Tween 20
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e Solucién de bloqueo (leche descremada al 5%)

5¢ leche descremada en polvo
100 ml PBS Tween 20
Debe prepararse hasta su uso.

e Acido citrico 0.1M

2.19 acido citrico
100 ml agua destilada
Almacenar a 4° C.

e Citrato de sodio 0.1 M

2.941¢ citrato de sodio
100 mi agua destilada
Almacenar a 4° C.

e Solucién de cromdgeno/sustrato para peroxidasa

4 mg orto-fenilendiamina

5ml acido citrico 0.1 M

5ml citrato de sodio 0.1 M

4ul perdxido de hidrégeno (H20,) al 30%

Debe prepararse hasta su uso.

e Solucién de acido sulfurico 2N

98.08 ml acido sulfarico (H,SO,)

Aforar a 1000 ml con agua destilada.
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