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RESUMEN
La mastitis en rumiantes es una enfermedad que genera enormes pérdidas
econdmicas, generalmente estd asociada a bacterias y en menor porcentaje (4-13%) a
levaduras, siendo més frecuentes aquellas del género Candida.
La identificacion de levaduras se realiza por métodos micolégicos tradicionales que
requieren tiempo para su resultado e interpretacion. Entre las alternativas de
identificacion se encuentran las pruebas serolégicas como el ELISA indirecto que se
ha empleado para detectar anticuerpos antimananas de C. albicans en suero de leche
de vacas, logrando diferenciar entre vacas sanas de aquellas con mastitis. Otra
técnica empleada es el Western blot que detecta anticuerpos en suero de humanos
con candidiasis, contra manoproteinas que pesan 33, 49y > 60 kDa.
El objetivo del presente estudio, fue detectar anticuerpos contra manoproteinas de
C. albicans utilizando la prueba de Western blot en muestras de suero de leche de
rumiantes para diferenciar el estado sanitario. Se colectaron 611 muestras de leche de
cabras sanas de diferentes estados sanitarios. 596 muestras de 60 animales sanos
fueron obtenidas a los 15, 60, 105 y 150 dias de lactacién, mientras que 12 muestras
de leche de cabras con mastitis subclinica y 3 muestras clinicas se tomaron del medio
afectado.
A partir de las leches de cabra se aislaron e identificaron por la metodologia
micolégica tradicional a 4 aislados de C. parapsilosis, 2 de C. lipolytica y 1 aislado de
C. albicans. Asi mismo, el laboratorio de Micologia proporcion6 266 muestras de leche
de vacas (78 sanas, 45 con mastitis subclinica y 143 con clinica), de las que
previamente se habia realizado la identificacion micoldgica tradicional de 176 aislados
de diferentes especies de Candida.
Las mananas de C. albicans ATCC 10231 se obtuvieron por extraccion quimica con
B-mercaptoetanol y se purificaron por electroelucién obteniendo una concentracion de
577 pg/ml de antigeno. Para la prueba de Western blot, se utilizaron 150 pg/ml de
manoproteinas y diluciones de 1/50 de los sueros de leche de cabra y 1/800 de los
sueros de leche de vaca. Dicha prueba tuvo una sensibilidad del 85.9%, una
especificidad del 94.7%, un valor de predictivo negativo del 87.5% y un valor predictivo

positivo del 94% con la deteccién de manoproteinas de 53.2 kDa.

Palabras clave: C. albicans, levaduras, elucion, rumiantes, manoproteinas.



ABSTRACT

Mastitis in ruminants is a disease that results in high economic losses. Infectious
mastitis is often associated with bacteria and in a small percentage (4-13%) yeasts,
being the genus Candida the more frequently isolated. The identification of yeast is
made by traditional mycological methods, including morphological and biochemical
criteria which require time for results and interpretation. Among the identification
alternatives include serological tests as indirect ELISA that has been used to detect
antimannan antibodies of Candida albicans in whey from cow’s milk, sorting the
difference between healthy cows and those with mastitis. Another technique used is
Western blot which detects mannoproteins antibodies weighing 33, 49 and> 60 kDa, in
serum of humans with candidiasis.

The aim of this study was to detect mannoproteins antibodies of C. albicans using the
Western blot test in whey samples of milk from ruminant animals to differentiate the
sanitary status. The milk was obtained from 611 goats with different sanitary status.
596 samples from 60 healthy animals were taken at 15, 60, 105 and 150 milking days,
12 samples from goats with subclinical mastitis and 3 clinical samples from one of the
affected udder half.

From goat milk were isolated and identified by the traditional mycological methods 4
isolates of C. parapsilosis, 2 C. lipolytica and 1 isolate of C. albicans. Likewise, the
laboratory of Mycology provided 266 cow milk samples (78 healthy, 45 with subclinical
mastitis and 143 with clinical mastitis), of which previously had performed the
traditional mycological identification of 176 isolates of Candida species.

Mannans from C. albicans ATCC 10231 were obtained by chemical extraction with
B -mercaptoethanol and purified by electroelution getting an antigen concentration of
577 mg/ml. In the Western blot test, 150 pg/ml of mannoproteins were used and
dilutions of 1/50 of whey from goat milk and 1/800 whey from cow milk. This test had a
sensitivity of 85.9%, a specificity of 94.7%, negative predictive value of 87.5% and

positive predictive value of 94% with the detection of the 53.2 kDa mannoproteins.

Key words: C. albicans, yeast, elution, ruminants, mannoproteins.



1. INTRODUCCION

1.1 Generalidades de mastitis

Un padecimiento importante en medicina veterinaria es la mastitis en rumiantes, que
generalmente se presenta como respuesta a la invasion por microorganismos y sus
toxinas, trauma fisico, productos quimicos, temperaturas extremas, entre otras 1234
En vacas, la mastitis es un padecimiento de control dificil por la gran cantidad de
factores predisponentes involucrados: a) el estrés metabdlico al que estan sometidos
los animales por las grandes cantidades de leche que producen, b) la dilucion de los
elementos propios de la leche que confieren proteccién a la glandula, c)mal manejo del
ordefio, d) inmunosupresion del animal (por la edad, lactacion y el parto), e) deficiencia
de minerales y/o antioxidantes, f) desbalance energético, g) alimentacion con plantas
de alto contenido en fitoestr6genos, h) falta de higiene durante el ordefio y
) debilitamiento de la resistencia natural del conducto del pezén **°. En cabras es
poco lo que se sabe de los factores predisponentes de mastitis, s6lo se reconoce que
en un sistema de produccion intensivo o en donde exista la infeccidon previa por el virus
de la artritis-encefalitis caprina aumenta el nimero de casos ®’. Los problemas de
mastitis, tanto en vacas como en cabras, generan a nivel mundial enormes pérdidas
economicas debido a la disminucion de la produccion lactea, incremento en los costos
de servicios veterinarios, medicamentos y reemplazos de animales no planeados *®. El
diagnostico de mastitis en campo se realiza mediante la exploracion fisica, la prueba
de tazén oscuro y la prueba de California. Las dos ultimas pruebas basan sus
resultados en la presencia de células somaticas, las cuales varian en el tipo y cantidad
celular de acuerdo a la especie animal afectada, por ejemplo vacas (Cuadro 1) y

cabras (Cuadro 2) “9%°,

Cuadro 1. Conteo de células somaticas (SCC) de glandula mamaria de vacas sanas y

con mastitis.
SCC Composicion de SCC (%)
Cuarto (células/ ml | Neutréfilos | Macrofagos | Linfocitos Células
de leche) epiteliales
Sano < 200,000 0-11 66-88 10-27 0-7
Con >200,000 50-95 9-32 14-24 0-9
mastitis

Tomado de Paape et al 2001.




Cuadro 2. Conteo de células sométicas (SCC) de glandula mamaria de cabras sanas

y con mastitis.

SCC Composicion de SCC (%)
Medio (células/ ml | Neutrdfilos Macréfagos Linfocitos Células
de leche) epiteliales
Sano <280, 000 45-74 15-41 9-20 1
Con >1,690,000 71-86 8-18 5-11 6
mastitis

Tomado de Paape et al 2001.

Para la identificacion del agente causal de mastitis se cuenta con diferentes
metodologias como la microbioldgica tradicional, pruebas seroldgicas y moleculares
1411121314 "ga sabe que a partir de muestras de leche de vacas con mastitis es posible
aislar e identificar bacterias como Escherichia coli, Serratia marcescens,
Corynebacterium bovis, C. pseudotuberculosis, Staphylococcus spp, ** Streptococcus

spp, Pasteurella haemolytica y Mycoplasma spp. °

asi como levaduras del género
Candida y Cryptococcus ademas de hongos filamentosos como Aspergillus spp *° y
Trichosporon sp *°,

En mastitis en cabras se han reportado aislados de bacterias como Staphylococcus
aureus, Staphylococcus cuagulasa negativos, Clostridium spp, Streptococcus
agalactiae, S. uberis, S. dysgalactiae, C. pseudotuberculosis, Mycoplasma spp y
coliformes ®*. Con relacién a hongos, los aislados son escasos y se presentan los
Mismos géneros que en vacas.

Debido a que la proporcién de mastitis causada por bacterias es mayor a cualquier
otro agente casual, generalmente se proporcionan tratamientos con antibacterianos,

siendo un factor predisponente para la presentacion de casos de mastitis micética .

1.2 Mastitis micotica

Los casos de mastitis micética en vacas varian del 2 al 13%, lo cual esta relacionado
con el clima, la regién y las condiciones sanitarias del sistema de produccién donde se
haya realizado el estudio por ejemplo, en climas tropicales la prevalencia se ha
reportado hasta en un 13%, mientras que en sistemas europeos no rebasa el 4%
2161819 - Ademéas del tratamiento prolongado con antibacterianos, otros factores
relacionados a la mastitis micética en vacas son: a) la infeccion previa con otros
microorganismos, b) mal manejo del ordefio, ademas, se ha observado una
estacionalidad con aumento de casos de mastitis micética en primavera *°>. Como se

menciond, a partir de leche de vacas con mastitis micética, se han aislado levaduras

2




del género Candida y en menor medida a Cryptococcus neoformans, Rhodotorula spp

4,8,16,18

y hongos filamentosos Entre las especies del género Candida, C. krusei,

C. kefyr y C. tropicalis se aislan con frecuencia en muestras de leche de vacas con

4,8,16,19

mastitis , €n tanto que en muestras de leche de vacas sanas se ha aislado con

mayor frecuencia a C. glabrata 2

. Estas levaduras pueden causar una signologia
inespecifica con dolor, fiebre prolongada, inflamacion de los ndédulos linfaticos
supramamarios, caida en la produccién de leche, secrecién con aspecto viscoso,
mucoide y de color blanco—grisdceo y generalmente es una mastitis resistente a
antibidticos, pero que puede resolverse satisfactoriamente con la aplicacién de
yoduros *?°, En casos de mastitis cronica por C. maltosa en vacas, se ha observado
en la necropsia, tejido glandular con multiples focos de necrosis, tejido de granulacion,
levaduras rodeadas de neutréfilos y células gigantes .

Por otro lado, y con relacién a otra especie animal afectada por levaduras, se ha
observado que a partir de leche de cabras sanas (y sus derivados) es posible aislar
C. parapsilosis, C. tropicalis y Pichia guilliermondii . De manera experimental se ha
demostrado la capacidad de Candida albicans de producir mastitis, la cual curs6 con
agalactia, secreciébn mucopurulenta, inflamacion de los nddulos supramamarios,
secrecion sanguinolenta y neutrofilia; microscopicamente se hallaron granulomas de

22 También se han realizado

células gigantes que rodeaban a las levaduras
infecciones de manera experimental con C. stellatoidea, C. parapsilosis,
C. guilliermondi, C. tropicalis ?* y Cryptoccocus neoformans ?*, en todos los casos se
tuvieron presentaciones clinicas semejantes a la descrita en la infeccion por

C. albicans.

1.3 Diagnéstico de mastitis micotica

1.3.1 Diagnéstico tradicional

El diagnostico de mastitis micética estd basado en la observacion directa de las
muestras ademas del cultivo, al igual que en otras micosis el diagnéstico se enfrenta a
la problematica de no poder relacionar la presencia del microorganismo con una
colonizacion 6 un proceso de enfermedad, por lo tanto su diagnéstico debe ser
realizado por un conjunto de pruebas y basado en evidencias clinicas *?*?°. Para la
identificacion de levaduras, suele utilizarse la metodologia microbiol6gica tradicional
basada en una combinacion de criterios morfolégicos y bioquimicos que permiten la
diferenciacion de especies. Estas pruebas involucran las caracteristicas del cultivo, la
formacion de estructuras de reproduccion asexual, presencia o ausencia de
estructuras sexuales y sus caracteristicas bioquimicas y fisiolégicas (asimilacion y

fermentacion de carbohidratos, ureasa, sensibilidad a la ciclohexamida y produccién

3



de pelicula en caldo Sabouraud). Sin embargo, esta metodologia requiere mucho
tiempo para concluir la identificacion. Es posible encontrar pruebas comerciales como
Uni-Yeast-Tek (Remel), CHROMOagar Candida (CHROMOagar) * 6 APl 20C AUX
system (Bio Mérieux, France) '® dichas pruebas proporcionan una identificacion
confiable que requieren de tiempo y no pueden identificar a todas las especies de
Candida * ni determinar si se encuentran como comensales o como causantes del

proceso de enfermedad '*%°.

Por lo anterior, se han disefiado herramientas
moleculares y serologicas répidas para la identificacibon de Candida, a partir de
muestras que sean de relevancia clinica y epidemioldgica 2. Para el disefio de estas
pruebas se han empleado factores de patogenicidad de C. albicans como: enzimas
(fosfolipasa, acido carboxil proteasa, hemolisinas), adhesinas que pueden inhibir la
fagocitosis o suprimir la respuesta inmune humoral y celular (manoproteinas) y la

formacion de seudohifas 22728,

1.3.2 Diagnéstico molecular

De las herramientas moleculares disefiadas para la identificacion rapida y precisa de
levaduras del género Candida se cuenta con la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), el analisis de diferencias cariotipicas electroforéticas y polimorfismos en la

12,29,30,31,32 y Southern blot 3,

longitud de fragmentos de restriccion gendmica (RFLPs)
Estas pruebas se basan en la detecciébn de diferentes genes blanco para la
identificacion de especies basadas en la variacion genética, siendo eficientes en la
diferenciacion de las principales especies de Candida involucradas en procesos
clinicos, por ejemplo: C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata y C. krusei.
Sin embargo, estos métodos han sido disefiados para el diagnéstico de candidiasis en

humanos a partir de diversas muestras clinicas 2%

y se desconoce de una
metodologia implementada para detectar el ADN de estas levaduras a partir de
muestras de origen animal. Con las herramientas moleculares se ha logrado
determinar la presencia de Candida, aunque no de una forma cuantitativa y aun no
pueden diferenciar entre una colonizacién y un proceso de enfermedad .

Con el afdn de lograr ésta diferenciacion, se han disefiado diferentes pruebas

seroldgicas *2.

1.3.3 Diagnéstico serolégico
La deteccion vy titulacion de anticuerpos en infecciones por Candida son una
herramienta Gtil en su diagndstico, aun cuando el papel que desempefian los

anticuerpos no es claro, se ha observando su capacidad para inhibir la adherencia de



la levadura a la célula huésped, inhibicién del desarrollo del tubo germinal y una
actividad anti Candida directa **.

Actualmente se emplea la deteccion y titulacion de anticuerpos antimananas de
Candida ?°, logrando en algunos trabajos con candidiasis humana, diferenciar entre
una colonizacién y un proceso de enfermedad *°.

En animales se han utilizado pruebas como ELISA indirecta y Western blot, para
evaluar la respuesta seroldgica de la ubre empleando el suero de la leche 13343303738
debido a que durante un proceso de mastitis se incrementa la permeabilidad de los
vasos sanguineos de la ubre y los anticuerpos pueden encontrarse en la leche en una

concentracion de hasta 80 mg/ml *

, estos anticuerpos persisten durante el periodo
seco e incluso en la siguiente lactacion *°. Se han determinado inmunoglobulinas IgA e
IgG en suero de leche de vacas hiperinmunizadas con C. albicans, encontrandose que
las 1gG1 responden de manera especifica contra las manoproteinas *. En otro estudio
se utilizaron las mananas de C. albicans en la técnica de ELISA indirecta logrando
detectar concentraciones de anticuerpos en suero de leche de vacas de la cual se
aislaron C. krusei y C. glabrata, los titulos de anticuerpos permitieron diferenciar
animales sanos de animales con mastitis subclinica y clinica .

Por otro lado, la prueba de Western blot se ha empleado experimentalmente para
detectar anticuerpos antimananas en el suero sanguineo de conejos hiperinmunizados

con diferentes especies de Candida “**°

, Y se logré determinar que comparten una
banda de manoproteina con un peso mayor a los 200 kilo Daltones (kDa) cuando el
extracto es de la fase micelial o del tubo germinal 40,43 Asf mismo, se han observado
bandas de manoproteinas que van de 30 a 200 kDa *, en particular bandas de 33, 49
“1y > 60 *® kDa que son obtenidas de la fase levaduriforme, siendo la banda de 33 kDa
comin a todas las especies del género Candida excepto en C. parapsilosis **. La
prueba de Western blot ha sido utilizada en casos clinicos de humanos que cursan con
una candidiasis sistémica y se ha logrado la deteccion de anticuerpos en muestras de
sangre, contra manoproteinas de Candida con un peso de entre los 47 a 48 kDa *. En
animales la prueba de Western blot se ha usado para detectar anticuerpos a partir de
suero de leche de vaca, en el diagnéstico de mastitis ocasionada por una alga

conocida como Prototheca zopffi *.

1.3.3.1 Caracteristicas y métodos de obtencién de manoproteinas

Como ya se menciond anteriormente, para el diagndstico seroldégico de procesos
infecciosos por levaduras del género Candida se han estudiado diferentes propiedades
y componentes de Candida. Los mejor conocidos son los componentes de la pared

celular, como los complejos de carbohidratos de manosa (mananas) unidos a

5



fosfolipidos (fosfolipomananas, con un peso de entre 14-18 kDa) ¢ unidos
covalentemente a proteinas (manoproteinas, con un peso de entre 30-200 kDa)
(Figura 1). Se realiz6 una comparacion en los titulos de anticuerpos contra ambos
antigenos y se observo que los titulos de anticuerpos en individuos sanos son mas
altos en contra de fosfolipomananas mientras que, en individuos enfermos aumentan
los titulos de anticuerpos contra manoproteinas *, por lo que estas Gltimas son el
principal antigeno utilizado en estudios seroldgicos.

Alun cuando las manoproteinas estan presentes en casi todas las células, existen
diferencias importantes entre cada una de ellas. Esto puede observarse en las
manoproteinas de Saccharomyces cerevisiae, C. albicans y C. neoformans (Figura 2)
47_Cuando se producen sueros hiperinmunes con manoproteinas de C. albicans se ha

27,28,48

observado que son mas eficientes para estimular la respuesta inmune que las

manoproteinas obtenidas de C. neoformans “°.
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Las manoproteinas son un componente altamente antigénico de la pared de las
levaduras del género Candida y el estudio sobre su funcién y estructura se ha
realizado en C. albicans por considerarse la principal especie involucrada en procesos
infecciosos en humanos. Las manoproteinas componen del 20 al 23% del extracto
seco de la levadura y se considera que estas proteinas estan unidas a mas de 150

13,46

unidades manosiladas , son un factor de adhesion importante para Candida,

ademas de inducir la produccién de citocinas al tener una interaccion con TLR4

(receptores tipo Toll) de macréfagos **°*

. Con base en la respuesta con sueros
hiperinmunes de conejo inoculados con manoproteinas de la pared celular de
C. albicans se determin6 que existen los serotipos A y B. Al emplear dichos sueros
hiperinmunes contra aislados de diferentes especies de Candida recuperados de
casos clinicos de candidiasis en humanos, se determiné que especies consideradas
patégenas como C. krusei y C. tropicalis pertenecen al serogrupo A mientras que
aquellas consideradas como oportunistas pertenecen al serogrupo B “°“,

Por otra parte se ha demostrado que es de suma importancia conservar la
conformacion natural de los dominios antigénicos de las manoproteinas para la
fabricacion de sueros monoclonales y policlonales *2, por lo que se deben considerar

las siguientes condiciones para su obtencion y purificacion:

1) Produccién de biomasa. La conformacién de las manoproteinas puede cambiar
en condiciones de estrés para la levadura, se sabe que cuando Candida esta
involucrada en un proceso de enfermedad los cambios en las manoproteinas
permiten superar a la respuesta inmune. Esta misma capacidad de cambio de las
manoproteinas puede controlarse en el cultivo de la levadura, modificando
algunos parametros como temperatura de crecimiento, composicion del medio de

4
H 34,53

cultivo y p , los cuales estan involucrados con la transicion de levadura a

micelio. Dependiendo de la fase de desarrollo de la levadura se han descrito

manoproteinas de diferentes pesos moleculares 043444,

2) El método de extraccién. Se han empleado diferentes métodos como la hidrélisis
alcalina y la precipitacion con solucién de Fehling, los cuales pueden modificar la
estructura de los carbohidratos. En aquellos estudios donde se ha realizado la
extraccion de manoproteinas mediante el uso de enzimas, se tiene el
inconveniente de degradar las glicoproteinas y como alternativa se han utilizado
las extracciones quimicas empleando mercaptoetanol, etilendiamida o ditiotreitol
gue han mostrado que conservan la estructura original de los dominios

antigénicos 2.



3) El método de purificacion. Se ha descrito la utilizacién de la enzima zimolasa
que tiene un costo elevado aunque con esta metodologia las manoproteinas
interactGan con otros componentes de la pared y cambian sus caracteristicas *.
También estan los métodos de Cetavlon, las columnas con Con-canavalina A 3 y
la electroelucion, todos estos permiten seleccionar especificamente a las
manoproteinas, sin embargo, el empleo de columnas es costoso y requiere
experiencia. El método de electroeluciébn en comparacion a los otros métodos
mencionados tiene la ventaja de ser de menor costo y facil realizacion " %3,

En el diagnéstico veterinario se desconoce qué antigenos pueden ser Utiles para

el disefio de una prueba serologica eficiente que permita la diferenciacién entre

una colonizacién y una mastitis ocasionada por Candida, por lo que en el presente
estudio se utilizaron las manoproteinas de Candida con la prueba de Western blot
para detectar anticuerpos antimananas en el suero de leche de vacas y cabras

gue permitan diferenciar el estado sanitario.
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2. HIPOTESIS
Mediante la prueba de Western blot se detectaran anticuerpos antimananas de
Candida albicans, en suero de leche proveniente de vacas y cabras, que permitiran

diferenciar entre los estados sanitarios (sanas y con mastitis subclinica y clinica).

3. OBJETIVOS

1. Aislar y caracterizar levaduras a partir de leche de cabras con diferentes
estados sanitarios por métodos bioquimicos para conocer la microbiota
micética en este tipo de muestras.

2. Obtener manoproteinas de C. albicans ATCC 10231, C. glabrata ATCC 2001 y
C. krusei ATCC 6258 por extraccion quimica con B-mercaptoetanol.

3. Purificar manoproteinas de C. albicans por el método de electroelucion para su
uso en la prueba de Western blot.

4. Detectar anticuerpos contra manoproteinas de C. albicans ATCC 10231 en
suero de leche de vacas y cabras sanas y con mastitis, mediante la prueba de

Western blot para diferenciar estados sanitarios.

11



4. MATERIALES Y METODOS
4.1 Aislamiento y caracterizaciéon de levaduras
4.1.1 Coleccién de muestras de leche de cabray vaca
Se colectaron 611 muestras de leche de cabra a partir de 60 animales, dichas
muestras fueron tomadas a los 15, 60, 105 y 150 dias de lactacion, ademéas de dos
calostros provenientes del Centro de Ensefianza, Investigacion y Extension en
Produccion Animal en Altiplano (CEIEPAA) y la “Granja del Carmen”, ambas en
Tequisquiapan, Querétaro. Otras 13 muestras de leche de cabra fueron
proporcionadas por el Centro Nacional de Investigacién Disciplinaria en Microbiologia
Animal del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias
(INIFAP),12 de ellas provienen de 11 animales con mastitis subclinica y una muestra
de una cabra con mastitis clinica.
El laboratorio de Micologia de la FMVZ proporcioné 266 leches de 266 vacas
provenientes de un estudio previo®, de las cuales 78 eran de vacas sanas, 45 con

mastitis subclinica y 143 con mastitis clinica (Cuadro 3).

Cuadro 3. Muestras de leche colectadas.

Especie Sanas Subclinicas Clinicas Total
Vacas 78 45 143 266*
Cabras 596 12 3 611

Total 674 57 146 877

*muestras proporcionadas por el laboratorio de Micologia.

En ambos tipos de muestras, el estado sanitario se determind con la prueba de
California y el examen clinico y el muestreo se llevé a cabo previo al ordefio,
despuntando, lavando los pezones con agua clorada, desinfectando con yodo al 3% y
un posterior secado. Se colectaron 15 ml de leche en recipientes herméticos y
estériles y se enviaron en refrigeracion al laboratorio de Micologia de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ), donde se mantuvieron a -20°C hasta su

procesamiento .

4.1.2 Aislamiento de levaduras de leche de cabra

Las muestras de leche se descongelaron a 4° C toda la noche y posteriormente se
incubaron a 37°C/15 min, transcurrido ese tiempo se inocularon 500 ul en caldo
Sabouraud pH 3.5 y se incub6 a 37°C/10 dias. Al final de la incubacion se tomaron

50 pl del medio y se sembré en placas de agar dextrosa Sabouraud adicionado con
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cloranfenicol, incubandose a 37° C /72 h. El crecimiento de colonias de levaduras fue
confirmado mediante la tincién de Gram.

4.1.3 Identificacién tradicional de levaduras

La caracterizacion mediante metodologia tradicional, incluy6: a) morfologia
macroscopica, b) estructuras de reproduccion asexual (blastoconidias,
clamidoconidias), c¢) asimilacion y fermentacion de carbohidratos (glucosa, sacarosa,
lactosa y maltosa, trehalosa, galactosa, xilosa, celobiosa, rafinosa), d) produccién de
ureasa, e) sensibilidad a ciclohexamida y f) produccion de pelicula en caldo Sabouraud
1418 "E| aislamiento e identificacion de levaduras de la leche de vaca fueron realizados

en un estudio previo*.

4.2 Obtencidn del suero de leche para su empleo en la prueba de Western blot

La extraccion del suero de leche se realizé tomando 1 ml de la leche y centrifugando a
1900 x g por 10 min. La fraccion clarificada (suero) se conservd a —20°C para su uso
posterior en el Western blot 3.

4.3 Obtencién de manoproteinas

4.3.1 Produccion de biomasa

El laboratorio de Micologia de la FMVZ de la UNAM, proporcioné cepas de referencia
de Candida albicans ATCC 10231, C. glabrata ATCC 2001 y C. krusei ATCC 6258 que
se inocularon a una concentracion de 10° células/ ml en 10 litros de caldo dextrosa
Sabouraud e incubandose a 25°C por 48 h en agitacion constante. Al término de la

incubacion, se centrifugd y la pastilla se lavé dos veces con agua destilada “°%%%°.

4.3.2 Rompimiento mecanico y obtencion del extracto crudo de pared celular
Por cada gramo de células se adicionaron 2.5 ml de regulador de lisis (solucion
reguladora de fosfatos 0.2M, metilsulfonilfluorido 0.001M, B-mercapto-etanol 0.001M) y
7 g de perlas de vidrio (425-600 micrones, SIGMA). Esta suspension se sometié a 20
ciclos de un minuto en homogeneizador, alternando con un minuto en hielo *°.

La solucion se centrifugd a 10 000 x g/20 min para eliminar las células intactas, se
recuperé el sobrenadante y este fue centrifugado a 25 000 x g/30 min para retirar los
restos celulares, colectandose nuevamente el sobrenadante, el cual se almacené a
-20°C °3,

4.3.3 Determinacién de proteinas por el método de Bradford
La curva tipo se realizé en microplaca, para la que fueron preparadas soluciones de

0.5 a 10 mg de albumina, de estas soluciones, asi como de las muestras se tomaron
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5 ul de cada una y se adicionaron 5 pl de regulador de Tris-acetato y 200 pl de
reactivo de Bradford. Se incubd por 5 min y se realizé la lectura a una absorbancia de
595 nm, en un lector de ELISA (Biotek Instruments EL-800, USA) °’.

4.3.4 ldentificacion de manoproteinas. Gel de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes con duodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) 5%

El extracto crudo de pared celular de cada una de las cepas de referencia se sometié
a electroforesis en geles de poliacrilamida SDS-PAGE 5%, en camara Mini-protean Il
Cell (BioRad), a una concentracion de 20 pug/ml de proteina, con el fin de revisar el
perfil electroforético del extracto y buscar la presencia de las bandas ya reportadas
como manoproteinas de C. albicans ****%. El extracto crudo se solubilizé6 en una
solucion reguladora de corrida 2X (Tris- HCI pH 6.8, SDS 10%, glicerol, azul de
bromofenol 0.2%, 2-mercaptoetanol 10%) a 100°C/5 min. Las condiciones de la
electroforesis fueron para geles de 0.75 mm, 10 mA/ 50 volts/ 1.5 h/ 4°C. El gel se tifid
durante dos horas con azul de Coomasie y luego se decolor6 con una solucién de

metanol, agua destilada y &cido acético glacial (5:5:1) **°®8,

4.3.5 Purificacibn de manoproteinas de C. albicans por el método de
electroelucion

Las manoproteinas son consideradas un antigeno comun entre especies del género
Candida y han sido estudiadas primordialmente en C. albicans, por esta razén es que
se purificaron las manoproteinas extraidas de la cepa de referencia de esta especie.
Con relaciébn a los métodos de purificacion de las manoproteinas se utilizé la
electroelucién, por ser un método de bajo costo y sencillo de realizar.

Para la electroelucion se utilizaron geles preparativos (1.5 mm de espesor) SDS-PAGE
5%, las condiciones de la electroforesis del extracto crudo de la pared de C. albicans
ATCC 10231 fueron 15 mA/ 60 volts/1 h 40 min/4°C *°. Posteriormente el gel se
sumergio en una solucion de cloruro de potasio 20 mM por 20 minutos, para visualizar
las bandas de las manoproteinas y con base en el marcador de peso molecular se
cortaron las bandas con un peso molecular de entre 49 a 62 kDa. Estas bandas se
sometieron a electroelucion en una camara Mini-protean Ill Cell a 10mA/ 200 V/ 2.5 h
por cada tubo de electroelucion empleado *®. Al producto de electroelucién se le
determind la concentracion de proteinas por el método de Bradford. Para verificar la
presencia de las bandas puras de manoproteinas, el producto de electroelucion fue
sometido a electroforesis en un gel de SDS-PAGE 5%, tomando 20 ug/ml de proteina

y tifiendo el gel como se describié con anterioridad.
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4.4 Western blot

4.4.1 Inmunotransferencia de los extractos crudos de pared celular

Se empled la prueba de Western blot para identificar manoproteinas en los extractos
crudos de pared celular de las cepas de referencia (C. albicans ATCC 10231,
C. glabrata ATCC 2001 y C. krusei ATCC 6258). Estos extractos fueron sometidos a
electroforesis SDS-PAGE 5% utilizando geles preparativos de 0.75 mm y una
concentracion de proteina de 150 pg/ml, la inmunotransferencia se realiz6 en
membranas de nitrocelulosa (HYBOND ELC) en regulador Tris 25 mM, glicina 192 mM
y metanol al 20% pH 8.3, a 0.01 A/ 100 V/ 1 h. Al finalizar la transferencia, la
membrana se coloco en un recipiente con solucién de rojo de Ponceau para detectar si
las proteinas se transfirieron con éxito y los sitios no ocupados se bloquearon con
leche descremada al 3 % (Difco) a 4°C toda la noche. Se lavé tres veces con PBS
(NaCl 0.9% y Tris 10 mM, pH 7.4) y Tween 20 al 0.1%, cada lavado fue de 5 min *.
Las membranas se cortaron en tiras de 3 mm y se conservaron a -20°C hasta su
uso %,

Para la inmunoreaccion, la membrana de nitrocelulosa se incub6 a 37°C/ 2 h con siete
sueros de leche de vaca, de las que se obtuvieron aislados de diferentes especies de
Candida (Cuadro 4), y el suero hiperinmune de conejo contra C. albicans, todos
diluidos a 1/200 en solucion salina de fosfatos (PBS) y leche descremada al 3%.
Después se lavo tres veces con PBS y Tween 20. Posteriormente se incubaron a
25°C/1 h con una dilucién 1/1000 de anti IgG conjugado con peroxidasa de bovino y
conejo (Jackson) respectivamente. Las tiras se lavaron y se adicion6 la solucion
reveladora de ortofenilendiamina (Sigma-Aldrich) al 0.04% hasta la aparicion de las
bandas, con un Ultimo lavado con agua destilada y dejando secar a temperatura

ambiente 3%,

Cuadro 4. Sueros de leche de vaca utilizadas en la prueba de Western blot con los

extractos crudos de pared de las cepas de referencia.

Candida aislada Estado sanitario

Sana Subclinica Clinica
C. albicans 1 1
C. glabrata 1 1
C. krusei 1 1 1
Total 2 3 2

15



4.4.2 Inmunotransferencia del producto de electroelucién

Una concentracion de 150 pg/ml de proteina del producto de electroelucion fue
transferido a membranas de nitrocelulosa, siguiendo el protocolo descrito para
inmunotransferencia.

Con la intencién de conocer la dilucién éptima que permitiera diferenciar entre los
estados sanitarios, se realizd6 la inmunotransferencia con las manoproteinas
purificadas, utilizando diluciones de 1/100 hasta 1/1600 *® de los sueros de leche de
vacas, se decidido considerar dos muestras de leche de mastitis clinica, dos con
mastitis subclinica y dos de vacas sanas, en todos los casos con aislamiento de
levaduras. De las muestras de leche de cabras se utilizaron diluciones de 1/50 hasta
1/200 de dos muestras con mastitis subclinica (una con aislamiento de levaduras) y
dos de cabras sanas (una con aislamiento de levaduras).

Una vez conocida la dilucién 6ptima para cada tipo de muestra, se realizd el Western
blot a todos los sueros de leche de vaca (78 sanas, 45 con mastitis subclinica y 143
con clinica)(Cuadro 3). De los sueros de leche de cabra sanas se decidi6 emplear las
muestras obtenidas durante el periodo de lactacion de animales en los que se obtuvo
el aislamiento de levadura y como control las muestras de un animal en las mismas
condiciones de produccion, asi mismo, se emplearon todas las muestras de animales

con mastitis (12 con mastitis subclinica y 3 con clinica) (Cuadro 3).

4.5 Andlisis estadistico

La prueba de Western blot, se validé calculando la sensibilidad y la especificidad
mediante el teorema de Bayes, ademas, se realizd un analisis de contingencia para
conocer las tendencias de las muestras agrupadas por los diferentes estados

sanitarios *°.
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5. RESULTADOS
5.1 Aislamiento e identificacion de levaduras
A partir de las muestras de leche de cabra se obtuvieron 6 aislados (6/596) de
animales sanos y 1 aislado (1/12) de cabras con mastitis subclinica. El porcentaje de
aislados de levaduras a partir de las muestras de leche de cabra fue del 1% (6/596)
en cabras sanas, 8.33% (1/12) en mastitis subclinicas y ningun aislado de mastitis
clinica (0/3) (Cuadro 5 a).

Cuadro 5 a. Aislados obtenidos de leche de cabra.

_ _ Estado sanitario _
Especie de Candida , , Total de aislados
SANAS | SUBCLINICAS | CLINICAS
C. parapsilosis 4 0 0 4
C. albicans 1 0 0 1
C. lipolytica 1 1 0 2
Total de aislados 6 1 0 7

De las muestras de leche de vaca proporcionadas por el laboratorio de Micologia, en
un estudio previo se obtuvieron 48 aislados de leche de vacas sanas (48/78), 15 de
vacas con mastitis subclinica (15/45) y 113 de vacas con mastitis clinica (113/143)
(Cuadro 5 b). EI mayor numero de aislados de leche de vacas sanas corresponde a
C. glabrata (62.5%), seguido de C. krusei (10.4%) y Candida spp. (10.4 %) y en vacas
con mastitis clinica corresponde a C. krusei (40.7%), seguido de Candida spp (30 %),
C. glabrata (10.6 %) y C. claussenii (8.8 %).

17



Cuadro 5b. Aislados obtenidos de leche de vaca en un estudio previo.

_ _ Estado sanitario Total de
Fepecie de Candida SANAS SUBCLINICAS | CLINICAS Alslados
C. krusei 5 1 46 52
C. glabrata 30 0 12 42
C. intermedia 1 0 1 2
C. albicans 0 1 3 4
C. claussenii 0 0 10 10
C. kefyr 1 0 2 3
C. norvergica 1 0 0 1
C. sloofii 1 1 0 2
C. viswanathii 1 0 0 1
C. zeylanoides 2 1 0 3
C. cantarelli 0 1 0 1
C. incomunis 0 1 0 1
C. macedoniensis 1 0 0 1
C. lambica 0 0 1 1
C. lusitaniae 0 0 1 1
C. parapsilosis 0 0 3 3
Candida spp 5 9 34 48
Total de aislados 48 15 113 176

5.2 Obtencion del extracto crudo de pared y determinacion de proteinas

A partir de los 10 L de caldo dextrosa Sabouraud, se obtuvieron 160 g de biomasa de
cada una de las cepas de referencia. De esta biomasa se obtuvieron 100 ml de
extracto crudo de pared de cada una de las cepas de referencia con una
concentracion de proteinas de 119 mg/ ml de C. albicans ATCC10231, 93.8 mg/ml de
C. glabrata ATCC 2001 y 77 mg/ml de C. krusei ATCC 6258 (Cuadro 6).

18



Cuadro 6. Determinacion de proteinas por el método de Bradford del extracto crudo

de pared de las cepas de referencia.

Cepa de referencia

Concentracioén de proteinas mg/ml

C. albicans ATCC 10231 119
C. glabrata ATCC 2001 93.8
C. krusei ATCC 6258 77

5.3. Deteccion de manoproteinas en el extracto crudo. Gel de SDS-PAGE al 5%

En el perfil electroforético del extracto crudo de pared celular de cada unas de las

cepas de referencia (Figura 3) se observaron bandas de proteinas entre 38 y 70 kDa

que estan reportadas como manoproteinas.

kDa 1 2
70 il
55

Bandas de

10 . -——— - 38a70kDa.

————
38

Figura 3. Perfil electroforético de los extractos crudos de
pared, tefiido con azul de Coomasie. Carril 1: marcador de
peso molecular de 170 kDa, carril 2: C. albicans ATCC 10231,
carril3: C. krusei ATCC 6258y carril 4: C. glabrata ATCC 2001.

5.4 Purificacion de manoproteinas por el método de electroelucion

Del extracto crudo de pared celular de C. albicans ATCC 10231 se eluyeron las

bandas de 49.7, 53.22 y 62 kDa, obteniéndose una solucién con una concentracion de

577 pg/ml. Se emplearon 20 pg/ml de proteina del producto de electroelucion para

visualizarlo en un gel SDS-PAGE 5% y poder compararlo con el extracto crudo de

pared (Figura 4).
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Figura 4. Manoproteinas purificadas por
electroelucion, tefiido con azul de Coomasie.
Carril 1: marcador de peso molecular de 170 kDa,
Carril: 2 extracto crudo de pared de C. albicans y
Carril 3: producto de electroelucion .

5.5 Western blot

5.5.1 Inmunotransferencia de los extractos crudos de pared celular

Todas las muestras de leche de vaca, independientemente de la especie de Candida
aislada, fueron reactivas a las manoproteinas entre los 38 y 70 kDa de C. albicans, el
mismo grupo de bandas fue observado en la inmunotransferencia del extracto crudo

de C. glabrata y el de C. krusei (Figura 5).
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Figura 5. Western blot con extracto crudo de pared celular de especies de
Candida. (a)C. albicans, (b)C. glabrata, (c)C. krusei. Carril 1: marcador peso
molecular de 170 kDa. Carriles 2 y 3: sueros de leche de vacas con aislados de
C. albicans. Carriles 4 y 5: sueros de leche de vacas con aislados de C. glabrata.
Carriles 6, 7 y 8: sueros de leche de vacas con aislados de C. krusei.

5.5.2 Inmunotransferencia del producto de electroelucion
Al emplear 150 pg/ml del producto de electroelucion, se determind que la dilucion
Optima del suero de leche de vaca que permitié diferenciar los estados sanitarios es de
1/800 (Figura 6) y en el caso de las leches de cabra fue de 1/50 (Figura 7).
55 -%
/|

I 3 II I |I—|—| ”| IAQ.7kDa
40

Figura 6. Western blot de diluciones de suero de leche de vaca.
Carril 1: marcador de peso molecular 170 kDa. Carril 2: suero
hiperinmune de conejo contra C. albicans. Carriles 3-6: diluciones del
suero de leche de vaca sana. Carriles 7-10: diluciones del suero de leche
de vaca con mastitis.
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Figura 7. Western blot de diluciones de sueros de leche de cabra. Carril 1:
marcador de peso molecular de 170 kDa. Carril 2: suero hiperinmune de conejo
contra C. albicans. Carriles 3-5: Diluciones del suero de leche de cabra sana.
Carriles 6-8: Diluciones delsuero de leche de cabra con mastitis .

Se realizd el Western blot con los sueros de leche de vaca clasificadas por el estado

sanitario, incluyendo si fue posible 0 no el aislamiento de levaduras. (Cuadro 7).

Cuadro 7. Western blot con sueros de leche de vaca, con y sin aislamiento de

levaduras.
Estado sanitario Con Sin Total
aislamiento aislamiento
Sanas 48 30 78
Subclinicas 15 30 45
Clinicas 113 30 143
Total 176 90 266

En las muestras de vacas sanas, sin aislamiento de levaduras pudo detectarse la

banda de 49.7 kDa (30/30) (Figura 8). Mientras que, 48 de las muestras de vacas

sanas con aislados de levaduras se detect6 la banda de 49.7 kDa (48/48) y s6lo en

tres de ellas (3/48) fue posible observar las bandas de 53.2 y 62 kDa (Figura 9).
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Figura 8. Western blot de sueros de leche de vacas sanas sin aislamiento de

levaduras. Carril A: marcador de peso molecular de 170 kDa, carril B: control positivo
de suero hiperinmune de conejo contra C. albicans, carriles 1-30: sueros de leche.

- l

kDa

70
55
40

10 11 12 13 14

I;-’”
| [ 49,7 kDa
1 |

‘B 16 17 18 19 20 21 22 23 24 2526 27 28 29 30 3

—

100 g 00‘4 >

' L___62kDa
70 vl o
f—i |__53.2kDa
55 i |
40 | i]d. B N BN N BB B —49.7kDa
| |
1 |

-A B 323334 35 3637 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48

> B
55 : \

n, -1 — 49.7kDa

40 | |

. |

Figura 9. Western blot de sueros de leche de vacas sanas con aislamiento
de levaduras. Carril A: marcador de peso molecular de 170 kDa, carril B: control
positivo de suero hiperinmune de conejo contra C. albicans. Carriles 1-48 sueros
deleche. Carriles 25-27 se detectaron las tres bandas de interés.
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En las muestras de vacas con mastitis subclinica sin aislamiento de levaduras, se
detect6 en todas ellas la banda de 49.7 kDa y en tres de ellas (3/30) las bandas de
53.2 y 62 kDa (Figura 10). En las muestras en las que se obtuvieron aislados de
levaduras se detectd en 10 de ellas la banda de 49.7 kDa (10/15) y en las 15 muestras
las bandas de 53.2 y 62 kDa (Figura 11).

2 34 5 67 8 9 1011 12 13 14 15
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Figura 10. Western blot de sueros de leche de vacas con mastitis subclinica
sin aislamiento de levaduras. Carril A: marcador de peso molecular, carril B:
control positivo de suero hiperinmune de conejo contra C. albicans, carriles 1-30:
sueros de leche. Carrilles 20-22 se detectaron las tres bandas de interés.
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Flgura 11. Western blot de sueros de leche de vacas con mastltls subclinica
con aislamiento de levaduras. Carril A: marcador de peso molecular, carril B:
control positivo de suero hiperinmune de conejo contra C. albicans, carriles 1-15:
sueros de leche. Carriles 1-7y 11-13 se detectd labanda de 49.7 kDa.

En las muestras de vacas con mastitis clinica sin aislamiento de levaduras, se detect6
la banda de 49.7 kDa y s6lo en una muestra (1/30) se observaron las bandas de 53.2 y
62 kDa (Figura 12).
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Figura 12. Western blot de sueros de leche de vacas con mastitis clinica sin
aislamiento de levaduras. Carril A: marcador de peso molecular, carril B: control
positivo de suero hiperinmune de conejo contra C. albicans, carriles 1-30: sueros de
leche. Carril 28 se detectaron las tres bandas de interés.

Con el fin de clasificar los diferentes resultados obtenidos en las muestras de vacas
con mastitis clinica y con aislamiento de levadura, se formaron seis patrones con base
en la deteccibn de bandas de manoproteinas. El patrén uno corresponde a las
muestras en las que se detectdé la presencia de la banda de manoproteinas de
49.7 kDa, en el patrén dos se detectd la banda de 62 kDa, en el patrén tres se
detectaron las bandas de 49.7 y 53.2 kDa, en el patrén cuatro se detectaron las
bandas de 49.7 y 62 kDa, en el patrdén cinco se detectaron las bandas de 53.2 y 62
kDa, en el patron seis se detectaron las bandas de 49.7, 53.2 y 62 kDa, ademas de

aguellas muestras en las que no se observé ninguna banda (Cuadro 8) (Figura 13).

Cuadro 8. Bandas de manoproteinas detectadas en sueros de leche de vacas con

mastitis clinica y con aislado de levaduras.

# Patron Bandas detectadas (kDa) Muestras
1 49.7 35/113
2 62 1/113
3 49.7 y 53.2 11/113
4 49.7y 62 1/113
5 53.2y62 3/113
6 49.7,53.2y 62 54/113

Sin patron 8/113

Total de 113

muestras
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Figura 13. Western blot de sueros de leche de vacas con mastitis
clinica con aislamiento de levaduras. Carril A: marcador de peso
molecular de 170 kDa, carril B: control positivo de suero hiperinmune de

conejo contra C. albicans. Carriles 1-7: sueros.

Las muestras de leche de cabra fueron agrupadas con base en el estado sanitario, por

individuo y resultado del aislamiento (Cuadro 9).

Cuadro 9. Muestras de leche de cabra empleadas en el Western blot.

) o Dia de lactacion en que se colecto la
Estado Sistema de Identificacién del Total de
o 5 ] muestra
sanitario produccién animal muestras
Calostro | 15 60 105 | 150
1S 0 2 2 2 0 6
CEIEPAA
] 2S 2% % 2 2 2 10
mixto
3S 0 2% 2 2 0 6
Sanas
4S 0 2 2 2 2% 8
(S)
CEIEPAA 58S 0 2 2 2 0 6
estabulado 6S 0 2 2 2 1% 7
7S 0 2 2 2 2% 8
1SC 1
2SC 1
3SC 1
4SC 1
5SC 1
Subclinicas INIFAP
6 SC Sin dato 1
(SC) Estabulado
7SC 1
8 SC 1
9SC 2
10 SC 1
11 SC 1%
CEIEPAA 1C 2
Clinicas estabulado .
Sin dato
© INIFAP 2C 1
estabulado
Total 66

* Un aislado de levadura

% % Dos aislados de levaduras
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Puede observarse que, en las muestras de cabras sanas en las que no se obtuvieron
aislados de levadura, no se detectaron las bandas a excepcion del dia 15 de la
lactacion (Figura 14). Mientras que en las muestras de cabras sanas de las que se
obtuvieron aislados de levaduras se detectaron las bandas de 49.7, 53.2 y 62 kDa
durante todo el periodo de la lactacién de la cabra. (Figura 15, 16 y 17).

18 58
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Figura 14. Western blot de sueros de leche de cabras sanas sin aislamiento de
levaduras 1 Sy 5 S. Carril A: marcador de peso molecular de 170 kDa, carril B:

control positivo de suero hiperinmune de conejo contra C. albicans, carriles 1-12:
sueros deleche.
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Figura 15. Western blot de sueros de leche de cabra sana 2 S con aislamiento de
levadura. Carril A: marcador de peso molecular de 170 kDa, carril B: control positivo
de suero hiperinmune de conejo contra C. albicans, carriles 1-10: sueros de leche.* a
partirde esta muestra se obtuvo elaislado de levadura.
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Figura 16. Western blot de sueros de leche de cabras sanas con aislamiento de levaduras 3Sy
4S . Carril A: marcador de peso molecular de 170 kDa, carril B: control positivo de suero hiperinmune
de conejo contra C. albicans, carriles 1-14: sueros de leche. * a partir de esa muestra se obtuvo el
aislado de levadura.
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Figura 17. Western blot de sueros de leche de cabras sanas 6S y 7S con aislamiento de
levaduras. Carril A: marcador de peso molecular de 170 kDa, carril B: control positivo de suero
hiperinmune de conejo contra C. albicans, carriles 1-15: sueros de leche.* a partir de esta muestra se
obtuvo el aislado de levadura.

Asi mismo se tiene que, en las muestras de cabras con mastitis subclinica fue posible
detectar en 12 muestras la banda de 49.7 kDa (12/12). En la muestra que tuvo
aislamiento de levadura y en 4 negativas al aislamiento de levaduras se observaron
las bandas de 53.2 kDa y 62 kDa (5/12) (Figura 18).
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Figura 18. Western blot de sueros de leche de cabras con mastitis subclinica.
Carril A: marcador de peso molecular de 170 kDa, carril B: control positivo de suero
hiperinmune de conejo contra C. albicans, carriles 1-12: sueros de leche. * a partir de
esta muestra se obtuvo el aislado de levadura. Carriles 1,2,4,5,12 se detectaron las
tres bandas de interés. Carriles 9 y 10=muestrasde 9 SC.
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Finalmente, en las cabras con mastitis clinica alin cuando no se obtuvieron aislados de
levaduras, en dos muestras (2/3) fue posible detectar las bandas de 53.2 y 62 kDa,

cabe resaltar que pertenecen al mismo individuo (Figura 19).
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Figura 19. Western blot de sueros de leche de cabras con
mastitis clinica. Carril A: marcador de peso molecular, carril B:
control positivo de suero hiperinmune de conejo contra C. albicans,
carriles 1-3: sueros de leche. Carriles 1 y 2= muestras de 1C.

5.6 Andlisis estadistico

El analisis estadistico de la prueba de Western blot fue posible solo en el caso de los
resultados obtenidos de los sueros de leches de vacas, ya que en este caso se
cumplié con el numero de muestras suficientes para realizar el analisis, lo que no

ocurrié en el caso de las muestras de suero de leche de cabra.

5.6.1 Analisis por el teorema de Bayes
Para obtener la especificidad y sensibilidad del Western blot se emple6 el teorema de
Bayes. El andlisis se realizo considerando como resultados verdaderos positivos de la

prueba los sueros obtenidos de 128 leches de vacas con mastitis subclinica y clinica
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con aislamiento de levaduras y que cumplieran con alguna de las siguientes
condiciones:

1) Muestras de suero de leche en las que se detectaron dos bandas de
manoproteinas: 53.2 y 62 kDa.

2) Muestras de suero de leche en las que se detecté solo una banda de
manoproteinas: a) 53.2 b) 62 kDa.

3) Muestras de suero de leche en las que se detectaron una de dos bandas de
manoproteinas: a) 53.2 6 62 kDa. (Cuadro 10).

Como resultado negativo, en todos los casos (1, 2 y 3), se emplearon 30 muestras de
cada estado sanitario sin aislamiento de levaduras (Cuadro 10).

La banda de 49.7 kDa fue detectada por todas las muestras y no fue util en la
evaluacién de la prueba.

El mejor resultado se obtuvo de la condicién al detectar la banda de 53.2 kDa con una
sensibilidad del 85.9% y una especificidad del 91.7%, con un valor predictivo positivo
de 94% y un valor predictivo negativo del 81.3%, seguido de los resultados obtenidos
de las combinaciones de las bandas de 53.2 y 62 kDa en ambas condiciones (1 y 3)
(Cuadro 10).

Cuadro 10. Resultados del analisis del Western blot por el teorema de Bayes.

Condicion
Peso de la banda (kDa) 1 2 3
53.2y62 | 53.2 62 53.26 62

Sensibilidad de diagndstico 72.1% 85.9% | 35.2% 56.9%
Especificidad 97.5% 91.7% | 97.6% 92.2%
Eficiencia global 86.5% 88.3% | 60.1% 68.1%
Valor predictivo positivo 95.7% 94.0% | 95.7% 94.1%
Valor predictivo negativo 82.1% 81.3% | 50.0% 49.7%

5.6.2 Andlisis de contingencia

Se realiz6 el andlisis de contingencia a la prueba de Western blot, clasificando las
muestras de suero de leche de vaca por estado sanitario y banda detectada (Cuadro
11). Al considerar al Western blot como Unica prueba en el diagnéstico de mastitis
micotica, se observd que en las muestras de suero de leche de vacas con mastitis
subclinica (42.2%) y clinica (63.53%) se detecto la banda de 53.2 kDa, la cual no fue
detectada en las muestras de suero de leche de vacas sanas (Cuadro 11) (Figura
20a).
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Cuadro 11. Deteccion de manoproteinas por Western blot en muestras de suero de

leche de vacas con diferente estado sanitario.

Muestras Banda detectada (kDa)
Estado sanitario de suero
53.2 62
de leche
Sanas 78 0 (0 %) 0 (0 %)
Subclinicas 45 19 (42.22 %) | 16 (35.56 %)
Clinicas 143 98 (63.53 %) | 31 (21.68 %)
Total de muestras 266 | e | e

P < 0.05.
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Figura 20a. Andlisis de contingencia de la deteccion de anticuerpos contra manoproteinas de
53.2 kDa en sueros de leches de vacas por estado sanitario.

La deteccion de la banda de manoproteinas de 62 kDa también permitié diferenciar
entre los estados sanitarios, sin embargo, el porcentaje de deteccién fue menor al
encontrado con la banda de 53.2 kDa, con un 35.56% en los casos de mastitis
subclinica y un 21.68% en los de mastitis clinica (Cuadro 11) (Figura 20b).
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Figura 20b. Andlisis de contingencia de la deteccion de anticuerpos contra manoproteinas de
62 kDa en sueros de leches de vacas por estado sanitario.

En un segundo analisis de contingencia las muestras se clasificaron con base en el
estado sanitario, el aislamiento o no de levaduras y las bandas de manoproteinas
detectadas (Cuadro 12).

Cuadro 12. Deteccién de manoproteinas por Western blot de muestras de suero de

leche de vacas y aislado de levaduras.

Muestras de Aislamiento Banda detectada (kDa)
Estado sanitario
suero de leche 53.2 62
Con aislamiento 0/48 0/48
n=48 0% 0%
Sanas 78 _ i (©%) (0 %)
Sin aislamiento 0/30 0/30
n= 30 (0 %) (0 %)
Con aislamiento 13/15 14/15
n=15 (86.67 %) (93.33 %)
Subclinicas 45
Sin aislamiento 6/30 2/30
n= 30 (20 %) (6.67 %)
Con aislamiento 97/113 31/113
n=113 (85.84 %) (27.43 %)
Clinicas 143 _ i
Sin aislamiento 1/30 0/30
n= 30 (3.33 %) (0 %)
Total de
266 266 | e | e
muestras
P < 0.05.
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El porcentaje de deteccion de la banda de 53 kDa es mayor en las muestras de vacas
con mastitis subclinica con un 86.67% y en clinicas del 85.84% a partir de las cuales
se obtuvo algun aislado de levadura comparado con la proporcion de muestras sin
aislamiento de levaduras con un 20% en las subclinicas y 3% en clinicas (Cuadro 12)
(Figura 21).
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Figura 21. Analisis de contingencia de la deteccion de anticuerpos contra manoproteinas
de 53 kDa en sueros de leche de vaca por estado sanitario y aislamiento de levaduras.
A: muestras sin aislamiento de levaduras, B: muestras con aislamiento de levaduras.

Con la banda de 62 kDa se puede diferenciar entre estados sanitarios (Figura 22), tanto en
el caso de los sueros de leche de vacas con mastitis subclinica y clinica con aislado de
levadura (93.3% y 27.43% respectivamente) y sin aislado de levadura (6.67% y 0% en el

mismo orden) (Cuadro 12).
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Figura 22. Andlisis de contingencia de la deteccién de anticuerpos contra manoproteinas
de 62 kDa en sueros de leche de vaca por estado sanitario y aislamiento de levaduras.
A: muestras sin aislamiento de levaduras, B: muestras con aislamiento de levaduras.
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6. DISCUSION
Los casos de mastitis en cabras fueron considerablemente menores a los casos que

se reportan en vacas '®*°

, lo cual se atribuye de forma importante a la resistencia
natural de las cabras a este padecimiento. Se ha visto que las células de defensa en
casos de mastitis en vacas no les confieren la proteccion adecuada contra este
padecimiento, situacion contraria en las cabras, en las cuales se ha observado que la
cantidad de neutrofilos presentes en la ubre les confiere una adecuada proteccién
contra bacterias y hongos. Cuando los causantes de mastitis en cabras son los hongos
y en particular levaduras del género Candida, se ha reportado que la respuesta
inmune de neutréfilos con radicales superdxido es efectiva contra estas levaduras **°.
Lo anterior ha sido confirmado en estudios realizados en pacientes humanos con
inmunodeficiencias por neutropenias, donde se observé un aumento en la
predisposicién a infecciones por Candida *°. Ademas de la proteccién inmunolégica a
microorganismos causantes de mastitis, la secrecion lactea de tipo apécrino de las
cabras, permite un mayor ndmero de células de descamacién que favorecen el
arrastre de microorganismos y por lo tanto inhiben su proliferacion °.

Aun cuando se encontraron pocos casos de mastitis subclinica y clinica en cabras
para este estudio, estas muestras provenian de producciones con un sistema
estabulado que, de acuerdo a lo reportado por Sheaker et al ® este tipo de sistemas
incrementan los casos de mastitis en esta especie animal. Otra parte de las muestras
provenian de un rancho (CEIEPAA) donde se han detectado casos de artritis
encefalitis caprina ’ y es sabido que infecciones previas, por el virus causal de este
padecimiento, predisponen a la presentacion de mastitis °.

Con respecto a las vacas, el alto nimero en casos de mastitis en esta especie animal,
esta relacionada a numerosos factores predisponentes que han sido bien estudiados,
se sabe por ejemplo, que la seleccion genética para tener grandes productoras
favorece un estrés metabdlico relacionado con una baja resistencia a la mastitis,
ademas de que conforme aumenta el volumen de produccién de leche los elementos
que le confieren proteccibn contra microorganismos se diluyen. Existen factores
fisiolégicos que disminuyen la capacidad de la respuesta inmune de la ubre de las
vacas como son: la edad del animal, el nimero de parto y el tiempo transcurrido
después del parto, los primeros dias y el final de la lactacion. Como factores externos
al animal se han considerado: una alimentacion con plantas de alto contenido en
estrogenos !, un mal manejo en el ordefio *y se ha observado que en primavera y

verano aumentan los casos de mastitis °.
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Ademas de las diferencias ya mencionadas entre vacas y cabras hay que considerar
que el comportamiento de cada especie y su anatomia permite que la exposicion a los
microorganismos sea diferente *.

En cuanto al aislamiento de levaduras a partir de las muestras de leche de cabras, el
presente estudio es uno de los escasos trabajos en México enfocados a la
determinacién de levaduras en este tipo de muestras. El porcentaje de aislados de
levaduras a partir de las muestras de leche de cabra fue del 1% (6/596) en cabras
sanas, 8.33% (1/12) en mastitis subclinicas y ningln aislado de mastitis clinica (0/3).
La cantidad de aislados obtenidos de leche de cabras con mastitis subclinica fue

17

mayor a lo reportado por Misrha et al. =, en ese estudio obtuvieron 44 leches de

cabras con mastitis subclinica de las que aislaron un 2% (1/44) de levaduras. En otro

estudio realizado por Spanamberg et al. *®

, aislaron levaduras en un 59% (14/25) de
muestras de leche de cabra en tanque y subproductos lacteos.

Respecto a la identificacion de levaduras, el mayor nimero de aislados obtenidos
correspondié a C. parapsilosis 57% (4/7) seguido de C. lipolytica 28.57%(2/7) y
C. albicans 14.28% (1/7). Lo anterior concuerda con lo descrito por Spanemberg
et al *® quienes también aislaron a C. parapsilosis en un 12.5% (7/56) y C. lipolytica en
un 3.57% (2/56). El hecho de que no se presentara mastitis en la cabra de la cual se
recupero C. albicans se atribuye a la resistencia del sistema inmune de la ubre de la
cabra y a que se requiere de una cantidad elevada de levaduras para causar mastitis,

esto Gltimo fue observado por Singh et al %

en un ensayo experimental donde inoculd
60 X 10° células de C. albicans/ml, via intramamaria para causar mastitis clinica en 10
cabras. En cuanto a los aislados de C. parapsilosis y C. lipolytica de leche de cabras
sanas, aun no se establece la relevancia del aislamiento de estas levaduras, por lo
gue debe considerarse que ocurre algo semejante a lo observado en vacas, donde la
presencia de levaduras se atribuye a que se encuentran en diferentes sustratos del
ambiente (agua, suelo, plantas) que estan en contacto con los animales *.

Finalmente, el aislado de C. lipolytica obtenido de una leche mastitica se atribuye a
que ésta especie se considera un patégeno oportunista relacionado con la aplicacion
de antibacterianos de amplio espectro >,

La cantidad de aislados de levaduras obtenidos de leche de vacas, de un estudio
previo, se ha atribuido principalmente a tratamientos prolongados con antibacterianos
y la falta de higiene en el ordefio » *. A partir de las leches de vacas sanas y con
mastitis clinica, el mayor nimero de aislados correspondi6é a C. glabrata, C. krusei y
Candida spp lo que corresponde con varios trabajos en los que se han aislado estas
mismas especies de Candida (Kitamura et al en 1990 *°, Elad et al en 1995 *,

Bergonier et al en 2003 ®y Wawrov et al en 2010 ).

36



Con relacion al método de obtencién de las manoproteinas de los extractos crudos de
las cepas de referencia de Candida, se eligi6 una extraccion quimica, por resultar
econdmica, de facil realizacion y que ademéas no modifica la estructura del antigeno a
diferencia de otras metodologias como son la hidrdlisis alcalina y la precipitacion con
licor de Fehling *°3. Los patrones electroforéticos de los extractos crudos de pared de

cada una de las cepas de referencia, mostraron diferencias entre si, lo que
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corresponde a lo observado por Burnie et al * y Bikandi et al ™, quienes compararon
el perfil electroforético de C. albicans, C. glabrata y C. krusei entre otras. Asimismo, se
demostro la presencia de bandas ubicadas entre los 49 y 70 kDa, lo que corresponde
a las manoproteinas ya reportadas de la fase levaduriforme de C. albicans *****°. Con
estos extractos crudos de pared se realizé el Western blot con el que se detectaron
anticuerpos contra manoproteinas en el suero de leche de vacas, de las que se habian
aislado diferentes especies de Candida, lo que indicé una reaccion cruzada a
manoproteinas de este género, estos hallazgos se observaron en estudios donde se
titularon anticuerpos antimananas en suero sanguineo de conejo hiperinmunizados
con manoproteinas de diferentes serotipos de C. albicans que reaccionaron de manera
cruzada con sueros de conejo infectados con diferentes especies de Candida ****°,
ademas de un estudio previo donde se emplearon mananas de C. albicans en una
ELISA indirecta para la deteccién de anticuerpos en suero de leche de vacas, logrando
diferenciar entre los estados sanitarios *°.

Respecto a la purificacién de las manoproteinas a partir de los extractos crudos de
C. albicans, se eligieron las bandas de entre 49 a 62 kDa que ya se han descrito en
estudios previos ***°. Dichas bandas se purificaron por electroeluciéon y fue posible
separar las manoproteinas de interés con un rendimiento de 1.7 mg de manoproteinas
a partir de 119 mg de proteina del extracto crudo de pared, tal como lo reportd
Moragues et al 3% quienes lograron separar manoproteinas empleando una
metodologia similar aunque no reportd el rendimiento del antigeno obtenido. En el
presente estudio, el rendimiento del antigeno fue menor a lo obtenido por Farahnejad

et al >

(2.5 mg de manoproteina a partir de 30 mg de proteina del extracto crudo de
pared), en dicho estudio se emple6 cromatografia de intercambio idénico con columnas
de sefarosa con concanavalina A, una técnica muy especifica y con alto rendimiento.
Al comparar el método de electroelucion con otras metodologias para la obtencion de
manoproteinas, la cromatografia de intercambio i6nico con columnas de
concanavalina A o de sefarosa son muy especificas *® sin embargo, son muy costosas
y laboriosas, otras metodologias que emplean enzimas como la zimolasa o quimicos
como el ditiotreitol también son costosas y no tan especificas, ademas de que la

zimolasa puede alterar la conformacion de las manoproteinas °.
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Existen estudios donde se ha empleado la prueba de Western blot para la deteccién
de anticuerpos contra P. zopfii **, pero hasta donde tenemos conocimiento este es el
primer trabajo donde se detectan anticuerpos contra manoproteinas de C. albicans en
leche de vaca y cabra.

El andlisis estadistico de los resultados del Western blot se realiz6 a partir de los datos
obtenidos de las muestras de suero de leche de vacas, ya que con estos datos fue
posible formar grupos de analisis. En el caso de las muestras de leche de cabra no fue
posible realizar el mismo analisis debido a que el nimero de muestras no fue
homogéneo. Al realizar la inmunodeteccién de anticuerpos en el suero de leche de
vaca, la banda de 49.7 kDa fue detectada por todas las muestras independientemente
del estado sanitario de la leche o de si existié 0 no aislamiento de levaduras a partir de
la muestra. Este resultado hizo que la especificidad de la prueba, alin en combinacién
con las otras dos bandas (53.2 y 62 kDa), fuera baja. Lo anterior puede deberse a que

existen manoproteinas que se comparten con S. cerevisiae *

, una levadura que se
encuentra en el tracto digestivo de rumiantes y que ademas puede ser adicionada en
el alimento como probidtico, otra teoria, es que existen procesos de enfermedad por
Candida que pasan desapercibidas para el clinico y que sin embargo estimulan la
respuesta inmune *.

La banda de 53.2 kDa tiene una alta especificidad y sensibilidad, esto puede deberse
a que son manoproteinas especificas del género Candida y debido al método de
extraccion empleado con 2 mercaptoetanol el antigeno conservé su arreglo original, lo
que permiti6 que fuera reconocida en un mayor numero de muestras, lo que
corresponde a lo observado en el estudio ya mencionado de Farahnejad et al %, en el
que las manoproteinas fueron obtenidas por el mismo método de extraccion quimica y
determin6 que se conservaba la conformacién de epitopos importantes en las
manoproteinas, mediante la deteccidn con anticuerpos monoclonales.

La banda de 62 kDa tuvo una alta especificidad y una baja sensibilidad, lo que debe
estar relacionado al serotipo de la cepa de C. albicans ATCC 10231 empleada, no

hace reaccién cruzada con todos los aislados obtenidos de las leches de vaca lo que
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corresponde a lo observado por Bikandy et a y Calderone et al ™, quienes
determinaron que las especies que presentan reaccion cruzada con el serotipo A de
C. albicans no son las mismas que hacen reaccion cruzada con el serotipo B, ademas
de que las especies relacionadas a un mayor nimero de padecimientos en infecciones
en humanos pertenecian al serotipo A. Asi mismo, cuando se analizé la informacion
con base en la deteccidon de anticuerpos contra ambas bandas de manoproteinas

(53.2 y 62 kDa) disminuyé la sensibilidad de la prueba lo cual era un resultado
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esperado, considerando el bajo nimero de muestras que detectaron la banda de 62
kDa.

Cuando se realiz6 el andlisis de contingencia con base al estado sanitario de las
muestras, pudo observarse que todas las muestras provenientes de vacas sanas
detectaron anticuerpos contra la banda de manoproteinas de 49.7 kDa. Asi mismo, un
alto porcentaje de muestras de vacas con mastitis subclinica y clinica (82.2 y 97.2%
respectivamente) fueron inmunoreactivas contra dicha banda. Lo que demuestra
nuevamente que debe existir reaccidbn cruzada con las manoproteinas de
S. cerevisiae.

En este mismo andlisis, a partir de las muestras de vacas sanas no se detectaron
anticuerpos contra las bandas de 53.2 y 62 kDa. Un mayor nimero de muestras con
mastitis subclinica y clinica (42.2 y 63.53% respectivamente) presentd anticuerpos
contra la banda de 53.2 kDa, en comparacion con los casos detectados con la banda
de 62 kDa (35.56% en subclinicas y 21.68% en clinicas). Lo que indica una mayor
respuesta antigénica contra la banda de manoproteinas de 53.2 kDa.

Al analizar los datos considerando si se obtuvo aislamiento de levaduras de las
muestras se observo que, el porcentaje de leches mastiticas positivas a la banda de
53.2 kDa aumentdé cuando hubo presencia de levaduras confirmada por el cultivo
(86.6% subclinicas y 85.8% clinicas), que cuando no lo hubo (20 y 3.3%
respectivamente). Lo mismo ocurrié con la banda de 62 kDa cuando hubo aislamiento
de levaduras (93.3% subclinicas y 27.4% clinicas) y cuando no (6.6 y 0%
respectivamente).

Empleando las manoproteinas de 53.2 y 62 kDa, fue posible detectar con una alta
especificidad y sensibilidad anticuerpos en suero de leche que permitieron diferenciar
aguellas muestras en las que la presencia de la levadura implica un proceso
inflamatorio, por lo que se logré diferenciar entre estados sanitarios. Esto ya se habia
observado en un estudio previo donde se emplearon mananas de C. albicans en una
ELISA indirecta con la cual se diferencié entre vacas sanas de las que padecian

mastitis. Ademas, en otro estudio realizado por Roesler et al *°

observaron algo
semejante al emplear la prueba de Western blot para detectar anticuerpos contra
antigenos de P. zopfii a partir de sueros de leche de vacas, logrando diferenciar entre
vacas sanas y con mastitis.

Por otra parte, mediante el Western blot fue posible la deteccion de anticuerpos en
suero de leche de cabras, las cuales eran muestras seriadas de un periodo de
lactacion. La deteccibn de anticuerpos contra las bandas de manoproteinas de
49.7 kDa en muestras de suero de leches de cabras sanas y con mastitis clinica y

subclinica, impidié diferenciar entre los estados sanitarios.
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Con las bandas de manoproteinas de 53.2 y 62 kDa se detectaron anticuerpos en
aquellas muestras de suero de leche de cabras sanas de las que se obtuvo algun
aislado de levadura. Lo anterior hace suponer que estos anticuerpos se generaron de
una infeccion previa y que persisten durante todo el periodo de lactacion. En las
muestras de suero de leche de cabra con mastitis subclinica de la que se aislo
C. lipolytica también se detectaron anticuerpos en contra de las manoproteinas de
53.2 y 62 kDa, lo que se interpretaria como un proceso de enfermedad ocasionado por
la levadura, sin embargo, no se tienen suficientes muestras para que estos resultados

sean concluyentes.
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7. CONCLUSIONES

La presencia de casos de mastitis en cabras fue menor a lo observado en vacas,

atribuido a la resistencia natural de la especie a la mastitis.

C. parapsilosis fue la especie de Candida con mayor nimero de aislados de leche de
cabras seguida de C. lipolytica, que reflejan la tendencia de numerosos trabajos que
indican que C. albicans deja de ser el principal agente involucrado en procesos de

enfermedad.

En la prueba de Western blot, con la banda de manoproteinas de 53.2 kDa se logré
diferenciar entre los estados sanitarios de los sueros de leche de vacas con una
sensibilidad del 85.9% y una especificidad del 91.7%.

Los titulos de anticuerpos contra manoproteinas de Candida, presentes en leche de

vacas fueron mayores a los presentes en la leche de cabras.

Mediante el Western blot, la deteccibn de anticuerpos contra manoproteinas de
53.2 kDa, fue mayor en los grupos de sueros de leche de vacas con mastitis con

aislados de levaduras del género Candida.
En la prueba de Western blot con las bandas de 53.2 y 62 kDa se lograron detectar

anticuerpos en todo el periodo de lactacion en el suero de leche de cabras con

aislados de levaduras.
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8. PROPUESTA

La produccién del antigeno fue simple y econémica, sin embargo, se obtuvo un bajo
rendimiento, por lo que debe considerarse otro sistema de extraccion.

Del antigeno obtenido se observd la presencia de bandas de manoproteinas que
pueden ser de utilidad para implementar una prueba de diagnéstico, como lo es la
ELISA indirecta en la cual puede trabajarse un gran nimero de muestras con un
menor costo. Sin embargo, como se ha visto en trabajos anteriores, debe tomarse en
cuenta que el empleo de una sola técnica de diagnéstico es insuficiente para
determinar un proceso de enfermedad causado por Candida, por lo que las pruebas de
diagnéstico deben ser complementarias. Ademas de la deteccién de anticuerpos
puede incluirse la deteccidn de manoproteinas en el suero de leche, empleando
anticuerpos monoclonales generados con el antigeno obtenido en el presente estudio.
Asi mismo, es necesario colectar un mayor nimero de muestras de leche de cabra en

otros sistemas de produccién para conocer la prevalencia de levaduras.
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10. ANEXO

Electroforesis

Solucién Reactivo Cantidad
Tris hidroximenilaminometano | 18.17 g
Regulador Tris-HCI 1.5 M, pH 8.8 Agua destilada 50 mi
Ajustar con HCI 1 N
Aforar con agua destilada a 100 ml
Tris hidroximenilaminometano | 6.057 g
Regulador Tris-HCI 0.5 M, pH 6.8 | Agua destilada 40 ml
Ajustar el pH con HCI 1 N
Aforar con agua destilada a 100 ml
Solucion SDS(duodecil sulfato de | Duodecil Sulfato de Sodio 10g

sodio) al 10%

Aforar a 100 ml de agua destilada

Solucién de monémeros al 30.8 %
de
NEUROTOXICO

concentracion total.

Acrilamida 309
Bis acrilamida 0.8g
Aforar a 100 ml con agua destilada y

conservar en frasco ambar

Persulfato de amonio al 10 %. | Persulfato de amonio 0.1g
Preparar justo antes de usar Agua destilada Imi
Soluciéon Tris- HCI pH 6.8 1.25 ml
SDS 10 % 2ml
Regulador de corrida 2X _
Glicerol 1ml
Azul de bromofenol 0.2 % 250 ul
2- mercaptoetanol 500 ul
Tris hidroximenilaminometano | 3 g
Glicina 144 ¢
Amortiguador de corrida
SDS 1lg
Agua destilada 1L
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Solucion Reactivo Cantidad
Azul de Coomasie R-250 1.25¢
Colorante azul de Coomasie para | Agua destilada 227 ml
proteinas (500 ml) Metanol 227 ml
Acido acético glacial 45 ml
Metanol 455 ml
Solucién decolorante (1L) Agua destilada 455 ml
Acido acético glacial 45 mi
Lisis celular
Solucién Reactivo Cantidad
Solucion A fosfato de sodio monobasico 0.2M
Solucién de lisis Solucion B fosfato de sodio dibasico 0.2M
Metilsulfonilfluorido 0.001 M
B- mercaptoetanol 0.01 M
Acido etilendiaminotetracetico (EDTA) 0.001 M
Determinacion de proteinas. Método de Bradford
Solucién Reactivo Cantidad
Tris base 6.05¢g
Regulador de Tris acetato |"K¢iqq acético glacial 1.42 ml
0.05 M, pH 7.5 TR
Aforar a 1000 ml con agua destilada
Colorante azul brillante de Coomasie G- | 100 mg
250
Reactivo de Bradford Etanol 95% 50 ml
Acido fosforico al 85% 100 ml
Aforar a 1000 ml con agua destilada.
Conservar a 4° C
Transferencia
Solucion Reactivo Cantidad
Trizma 39
Solucién de Towbin Glicina 149
Metanol 200 ml

Aforar a 1000 ml con agua destilada
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Western blot

Solucién Reactivo Cantidad
Fosfato de sodio monobasico | 2.62 g
monohidratado
Fosfato de sodio di-basico anhidro | 11.5g

Solucion de fosfatos. PB 10 X :

Agua destilada 200 ml

De ser necesario utilizar calor para disolver y

aforar a 1000 ml con agua destilada.

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

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

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

destilada.
Amortiguador de lavado. PBS- | Solucion salina de fosfatos pH 7.2 | 1000 ml
Tween 20 al 0.05% Tween 20 0.5ml
Solucibn de bloqueo (leche | Leche descremada en polvo 39
descremada al 3%) PBS Tween 20 100 mi
Debe prepararse hasta su uso.
4-cloro-1-naftol 25 mg
Solucién cromégeno sustrato | Metanol absoluto 5ml
(30 ml) Una vez disuelto se agregan:
Se prepara antes de usarla PBS 25 ml
Perbxido de hidrogeno al 3% 25 ul

Electroelucién

El amortiguador es el mismo empleado para la electroforesis pero debe ser nuevo.

Antes de utilizar las membranas deben tratarse a 60°C/1 h y conservarse en

refrigeracion, en el amortiguador de corrida adicionado con 0.05% de azida de sodio.
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