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INTRODUCCION

Los‘ hon3os se encuentran ampxiarr.e.nte distribuidos en 'l‘a
natura'leza.recurxnciendnse was de 253,008 especies entre ‘las
cuales de S0 a 100 sor patigenas.la patogencidad de  estos
microorganisnos es de naturaleza multifactarial b las
caracteristices que ' deben de reunir para ejercer sus efeclos
.patbgenoa sobre el huesped son los siguientes!

a) Calonfzar las superficies de la plel.

bl Penslrar a los tejidos del huesped.

c? Propagacitn en el av.‘.bic'n\e;”‘isular- del huesped.

d) Resistir o interferir con los necanisnos de defensa del

. hY
huespad buscando reémover 1os o destruirlos,

Cuando la introduccibtn es directa dentro de los tejidos ael
huesped, se nanitiesta en patngeni:ida.d.La perdida de la habilidad
de 1los microorganismos para llevar a cabo cualquiera de estos
pasos causan pirdida de la viruler;cia(sq) «Los hongos a diferencia
de la bacterias‘ presentan dirorfiszsnn o© Eleﬁu‘nr.\ur(isr.\a cuya
wanifestacién depende de la especie,medio y del estado del
huesped, Existen .en ia naturaleza una variedad de honjos
patdgenos para el honbre.Los g&neros que han  recibido wayor

atencidon han sido Cryplocpzous, fSoccitioides, Baratoteidinides,
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Blestomyees, Hisloolasud, £:pergillas ¥ Candida. Para nosotros ol
T gdnero mhs  interzzante sin lugar a dudes es el de Lapndida.la
candidbsis ec ura de las enfernzdades nictticas wis auplisnerte
_dlstribuidas ¥ prevalentes en el ser humano.la candiddisis pueds
presentarse  en varias fornas clinices,estas s2 pueden dividic &u
tres categorlas! cutdnea, nmucocutanea, ¥y sistémica.La candiddsis
cutanea tiene une variedad de forwas cllinicas que van desde 1la
candidéasie cong&nita, onlguia, pérunlquia, Vgemtal b2 la
intertriginosa.la candidbsis intertriginqsal e85 una  enferms=dad
frecuentemente m:upet:lnnal,.Exister- otros {factores gue pre‘dlﬁbnnen
esta {forwn de candidésis que 504 la u.lc-ridad VA la diabet—ﬁ.an;u !
¢l diagnbstico de esta wmichsis es frecuenumeutc ’Hﬂcil,' debxdo’
a que las levaduras que pueden estar presenteas en. L,la,.muektl‘a
podrian ser infecciones  secundarias ié jiaf l lesibn..La
identificecion del agente ctioitgico radica en el aiclamlante e

i'ag,,,

Cidentiticacitn de su morfologla y sus reat‘.:xones_b@gg\

La candidbsis mucocutanea es una forma de candidosis: de ?mucdsé\‘
oral Yy vaginal siends las tej idos mas {recucntemeute

Anvolucrados, el diagndstico ce basa en la pre:encna de ievaduras

gemando que son ovales.lLa candiddsis mur.ucuta.nea cr, bnica es "uri

de las formas de cnfermadad mas deamdticas Y d=vastadof-as Lus

victinas de estag nicosis son individuos con una® gran valiedad de-

defectos gendticos, Imvolucra {recuentamenter la_pxel de tode el




:Qerpn, cuttas, ' membranas mucosales con hiperqueratinizacl{on e
iﬁflamacihn grerulonatesa crénica.gl diagndstico se hace coh la
demostracidn de citlulas levaduriforues y elementos miceliales en
raspados de piel.la candiddzie sisténica invade la wayoria de los
¢rganns del  cuerpo humano, uncs ejenplos: de estgs infecti&n
éistémtca &s la candidésis pulmonar, - endocarditis, fungémia,K vy

nefritis(12,19),

Dgntrane\ ganero Cﬂnﬂiﬂa-se,pre$entag siete especies importanties
eﬁ me#in&na las cuales sbhtn; tropizalis, C. pseudntropicalin, S
;aﬁapéilnaizé‘ [ auiilies sandli, €. uLL-.A& Co stelletoidea v Lo
alhi:an;,que“sgﬁ' lugar & dudas ee ta nis importantes.Por las

’CalaLlEP\SiiCmS 'ecélia{cas,biolbgica 7 worfolagicas de (Qagpdida

’!hi:anﬁ,\a haC réerrﬁn*ﬁicrcnraanlﬁmn anico.Candida sgp prescnta

la hablxidr( de ploducir Jpseudohifa en ciertos mnedios de

cultlvu,mxentra uE C>41Lﬂa alkicans pucde presentarse no  sdblo

connrfblasturpn duhlfa,sln couno una hita verdadera (esto

cuando Jée nosuerpl 'y como una clamidospora  grande ¥

"refringénl

\ico comp microprganlisno 1o hace ser una

wuy  importante.fandida albizans es una

:comensal en &1 hombre,sprovechandose de jos
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desordenes 'y dv_-bilidades del huesped cau.sandu daho en una dmplia
gana’ de_~ tejldc La a,p:sisi:ibn de ms twunanos a esta levadura
sucede: en’veilyr,'::nento del parto cuando se atravieza por el t.:ar-al
vagir.sl._nevr.tr“c; de  la especie de Landida alkicans,ewxisten d-;.;
sev*otipﬁs el y ei B cl:siﬁ:ado: en base a su resiastenciz a
anfnter(cina B (43). Eeta Iwadura crece ¢n los medips liquidns ¥
sﬁ!x#n;.Se m\.-.ltipl(:a primarisnente por la producciéin  de

“‘Blostosporas ;. ovoides.E! tamafto gue presenta la blastospva

L raracteriza-a

E 1a especie(as),
Los : ur‘géne rntné:eld!area de Canpsada albicens son tlpica;s de
Tl et\er'_;ni'bt’icas ern genzral y de levaduras @en
' encontrado en Landida albleans
'6’)_:, mitocondrias con una doble membrana tlpica,
"qtne cn\'nt.ierien a veces cuerpos lipldicos vy

‘,’pnufnsféto ¥ un nucleo con una doble membrana en los

‘granulcs d

Jge encuentran las estructuras interrnas como son los

cuaies

Hrcil:cimn A5 Est:i;tdios' recientes han revelado la presencia de wun

g‘m\r_.rsq ﬁéﬁtfél “an algunas secciongs tanto de las hitas a nivel de
unibn ,’:asi ;:urnn en las blastosporas madre e hija.La pared_ celular
- asl tm_no ,tbdas las partes de la cdélula levaduri{formes sufren de
‘ca.v.{trni\us metabdlicos durante su crecimiento active y diviaida
:_el»u.!a.lj.Es‘('.va tiene dos funciones tnicas en la cédlulal mantener '!a

farma’ de ‘1a c&lula y es el punto d= contacto entre la célula v,



el medin anzblente,

Estas furic—iows son de gram inportanciaen la patognesis vy
gerodianGrsticn de ta candidésis,la pared czlular de  Candida
albhicans w 3csta al saicroscoplo <slectrini co wmuestra una estructura
raltilani mnari? 13y, 1a cual presenta wvarlaciones dependiendu'de
12 edad y lanrfiologla de la célula.En estudics realizados, |[bs
investign <t ores sugirieron que los cat;bicos gan €1 resultado de lzs
alteraciorses e aun no se conocen.Ptesto que 1a pared celular 4_&
Candids =lbicans en fase estacionar;a es mhs resistente a las
hidrdlis & = enzindticas que aquellas c» Iwlas que se entuentran én
crecinievy %o, parece ser gue las uninnes de 1os policachrides de

paraed ce X walar se vuelven mds cerrados con la edad(?,44) .

Existen dos estud ios relativcts al an&ligis de la conposicion de
la pree<d celulear  de f2ndida allicanstld28).  Aunque  existen
diferencc = as en  cuanto al andlisie ernpleadd siendo €mn  uno oy
complic&aclo y sofisticado ¥y &1 otro Eencil'lu,. ambos coincidan efn'
que la pared celular esta :umpueﬁtal pril‘.cipal‘nente :Y=14
polisac & x{dos aiar.do. las mananas ¥y g2 ucanas y en um2nor porcentaj
quitina. , protelnas v 1lpidos.la presencia de glucosa y wanpsa &n
los pe 1l jsabridos de Candide albicang han  sido wn hallat'zén
constars e aun en andlisis de sxtractos de pared celular may

conplics =dostld, 26, 27,59), Las glucavas y mananas han sido.



frecuentenmente encontradas combinadas can proteilnas en forina Jde
" glucoprotelna, manoproteina y glucowanoproteinas (28,29).%5e¢ han
encontrado wmwaolédculas quinica y antigénicamente similares,cuando
se " han realizado filtradas de cultives y fracciones solubles en
c&lulas mechnicanente destrualdas de Jandida albicans,lo cual
sugiere que probablenente se originaron en pared(38,40).Por lo
cualyse cree que-la -pared celuwlar de Candida ablicans contiene

ura estru:tqré arquitectdnica glucoproteica,

iles de extraer (47), de esta manera se
una  mezcla de mnacromoliculas amorfas
: hiﬁl‘nsﬂlub}is;En J‘vésytudios realizados (4) revelan que la

estructura pnlimﬁrfic_a de las wmananas contribuye con informacidn
impartante acerca Vde la especificidad de especie.las
preparaciones de mananas de las levaduras son heterogéneas, con
ranjos de peso molecular que varn de 25,0008 a 1,000,800 de daltons
(29). E1 principal carbohidrato de las mananas son la D-manosa,
pero sin duda no es €l 4nico azucar involucrado,;se han encontrado
otros monpsacaridos en las mananas 1os cuales incluyen D-g{ucnsa..

D-galactasa, D-xilosa, D-&cido glucurdnico, L-arabinosa, L-fucosa
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tieuen prinhipalmghte enlaces ¢ (1--6) y

facv(i'_ : i e m:napiranns: ¥y €n menar purcentaje'

fbsforo’ (5,25 nbs autores han sncontrada enlaces  poco

- eomunes: .de 1a5 unidades de manusa ¢30). En las.

reviciones. he 4
de - 1asi manahas ‘un. ‘polisachrido  tiens como . esqueleta

Lodty1--2) pdcu comunss., La diferencia entre lné

serotipos. Qaud;;n ﬂlbliﬂﬁ-.esta en " la cant\dad “de

rami&iééc;nnés la_lnngitud de las :cadenss lgtenales, la puslclbn

aL (1--1) ‘31,&8).»La :bnéccibn qug

l 128 prntelnas xnvn!ucradaa es una

. tag1,

ilar de Czndida albicoss  san

La estructura qulmica de las

preci

sidn por lo gque las mananas,

fos filtrados

az! como

log 'extractos citoplasmaticos, som en general

ﬁreﬁaré:{ones crudas - que cantiensn una mezcla de colponentes

t48),  se nuestra un pandrana Seneral



anti{sstnicanznte actives.lLa 'especif(éﬂdad éntigéni:a de las
manaras de las levaduras se encucitra en dax V_chm'gitud cde " las
cadenas laterzles y en la naturaleza de las’ hexosas . de . ias

cadenas laterales.

Cendida albigans :omn.otrns wicroorganisnos tieasn wn fPaCio Ly
importante en la Inmunidad del hussped (51} La ‘defen§a “del
huesped contra >CjunL:a alhigans involucra tanto  la inmunidad
celular y la inmunidad huﬁural as] comp  un me:anlsmo: inmune
.inespeclfico (32) .Gandida albicans tiene la capacidad de. anducir
etectos inunencduladarss inespeclficos.Los pDILSACAridns de
Cendida albicans han sido est \iadas in vitro por sus efectos de

induccibn mitosdnica (49,50,51). Las wanznas atectan la inmunidad

celular y ia inmunidad hunoral asl como ia fagocitesis ide iy

ctlulas inespecl)ficas (32), las mananas;libr

presentacidr a lops linfociteos por los moﬁbﬁlt

Fischer et al (£,21} fueron los primerd

mananas pueder inhibir la proliferacioérn

inhiben a d&sis dependiente mieloperoxid&sq

existen tres receptores en la superfi:ié de

estan {nplicados en 1la defensa delrihQ'spedj édntra Candida

albicans, ellos son receplores glucpp(ulé{cos, manosilséucesil,

receptor Fc y receptor C3 (33},




Id
Las nananas puszden  depeimie la {agﬁditosis de dos wmaneras:
blogqusando los r-eceptc.res para gue las células levaturiformes o
sean opsonizades y no pusdan unirse al receptor o causando uwni
interrnslizacion del receptor manosil/fucosil; siendo c-i segundo

.

al parzcer 21 mas probable (29),

Las ’celulas levaduritormes conpletas v ics extractos de pared
celular activav"n ] la cascada del couplemento (L7,20). La
interaccidn con los con.ponentes del sistema de complemento es un
- at:.pe*‘to importante en la patog:nesis de Candjida albicans y es

extrictamente dependiénte de los cowponentes del conplemento.

“Lozg reportes proveen fuertes evidencias en los cuales se suglere
que: - la'via: alterna del complenento es el mecanlsno por el  cual

. lar.s:.; células . levasduriforros de (andida alhicans son opsonizadas

o 'L'a' ﬁa'éd ce 'U-l‘a ,~dé‘-yﬁamiu.a a.l.hl_;;ans es5 la estructura disponibic

ha:. demostrada que las uniones

‘scyl‘h dniones ester prnbableménte con

Nientras que los enlaces resistentes
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E - ) e
€3 134,351, En la candidesis la ausencia de iC2b sugicce que ia
: activacidy del cémplemento ﬁo esta Fesulada por los fsct.oresle =)
100433 .Prnbr:.:lv":.:ente la activacidén procede de una maner2 no
restringida hasta que sme satura la acumulacién de C3 en  la
superficie de la levadura.

Por 1o anteriorr.‘.ent.e mencionsado acerca de  iGs  GEeCanisnos - de
evasitn dz las células levaduriformey de fzndida albicans para no
ser elimjnadas es muy importante cov’?cer 10 que sucede con lus
pacientes que presentan candidosis sistémicas.La imnunosupresiﬁn
es relativamenie cawdn durante 217 curso severo de alguna
infeccitn micotica.Algunos investigadores .(l,C-), han notado que
estsa presente wun factor inhibitorio en suwero en pacientes con
candiddsis fucocutinea crénica el cual suprime las respuzstas a
los antlgenos de Qandida albicans in vitro e in vivo. 5Se ha
sugerido que este factor inhibitorio en el suera son las wananas,

las cualeg son los antigenos de superficie en Candida albicans.

La candidasis mucocutanea comp yYa se ha descrito anteriorwente es
una enfermedad poco conln, que se caracteériza por infecciones
recurrentes y persistentes de mucosas, ufas y piel por Qandida
albhicans. La incidencia de candidosis sistémica ha aunentado
alarmantenente (5%), 5e ha demostrada que las mananas se acumulan

en estos pacientes con infecciones activas de Candida albicans.
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‘,Es'ta‘rs. présenta.r; Qn efectd inhibitorfo ‘a la respussta celular a
“los_ antlgenos de Gandida albicens (19,300 .

‘ ‘;Se ha demostrado que las wmananas pueden activar a las eélulas 7T--
.supresoras al igual que el resto de los polisackridos de GCandida

~alhicens (19,36). La hipotésis que se plantea es que las mananas )
£oh la cause principal de lss deficiencias inmunes especlficas en

pacientes con canhdidésis swucocutanea crénica. For lo cusl,  se

requiere de una prueba diagndstica especléica y confiable,ya que

esta enfermedad permanece como un praoblema diagndatico,debido a

que no existen signos pataogreumdnicos de esta enfermnedad (53,59).

As! milsno, 1los’ herocultivos sonh negativos en gr;an A}.ﬂmero'.i»qe

pacientes, aungue existen nuchos métodos para diagrdsticar .1

ant{cuerpos en suera estos carecen. de::

contiabilidad psra emitir un prondstico (223

Las pruebas seroligicas basadas en lﬂa;dei

Eu(t ir-:andida, deberan ser. 'lp suficientenen

especificas para diferenciar entre la candi

presencia de Cantifa albiczns en sujetos”sanos.Be _‘e'ali;zado

muchas pruebas ssroldgices. para determirar: a.iiti:u'g-rpés en Ssuero

las : cualss son frecuentemente falso-negativos;” porgque  muchos
pRciente=s  con candiddsis extan ir.r.'-.ur-ocomprometidus" ¥y producen

pocos ant fcuerpos (16,38}, : . . .




For 1o cual, &l objetivo de nuestro trabajo Fue el de obtener un
antligens gque detzctara loz antizuerpos de pared €on una  alts
sensibilidad y resalucitn, con 2ste antiseno detectar pequefias
cantidsdes de anticuerpos - de fandida albigans con pequefras
muestras dz susro.Con lautilizacidn de la doble difusidn y  las
pruebas de pre:yip“.”'a’:‘ibri puede ezperarse que aamente la c'aliuad

del diagnbsti;o»;d;é,,ui\a \'ﬁéndidosis sistamica.
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_OBJETIVOS

~  Obtener la fraccibnimananaide a;;anéﬂ':&:c—lvulat‘ de Qandida
albicans ’ :

- Purificacion de mAr-aﬁas:pnr-;:-e—xy-tracc‘ién acido-alcalina.

ne’ par‘.a diagndstico de

cand idbsis
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MATERIAL Y METODOS
Hateriél Bin]bai:uf
Cay C}nc; congjos de raza Nueva 2elands. . S )
g é)éeLcépés;éelcandLna a2ihirans serotipo Ay Bli?ﬁ?fed?ﬁQEE;ﬁdé31; ‘

'nicﬁtecé de la Unidad de Posgrado de la Facultad ;? ééiﬁdibsﬂ

'sbperinres Cuautitlan,

Material de Labaratorio

al Tubos de cnsaye
b) Cajas de Petri

granataria’
. i

c). Balanza andlitica vy

d) Mechero

e) Centrifuga de camara fria

+1 Potencitmetro ri-Camarade’ Neubauer

'fli’eiéétrica-"

g) Espectofotbmetro

h) Fermentador ‘n“” Ei Piﬁetd automatica
i) Estuta bacterioldgica - iQ) Gfadil1as -
51 Re¢rigerador ' v Vortex

k) Vasos de precipitadas Cos T . w) Bistﬁrl

1} Matraces Volumbtricos R x)riéringasu
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Reactivos de Laboratorio

a) Acido Clorhldrico

b) Sulfato de cobre

c) Hidréxido d¢ sodio

d) Tartratc de sodio y potasia
e} Acido sulfdérico

f) Acido fosférico

g) Acido acético

h) Bicarbonata de sodio

1) Hidréaxido de amdnio

j} Fostata didcido de potasio

i} Fesfato 2cido de potasio

h})
11 Glucosa . : -‘A\/").’l":mey_é‘s:all' i
m) Mancsa 0 A o
n} Maltosa

o) Xilosa

p) Fructosa
q) Rafinosa
r) Arabinosa

s) Etanol
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Hedios y folu=iones.

Saboeraud Dexirosa Agar {Elorop) .

- De «trosa 43S g
- M=zcla de peptonas 103 g,
- Agua desti lada ! 1535, 2 wi.

El reactivo  se disuelve &n agua ¥ S& pors & hervir  durante  un
mirsto para disolver el agar, se esteriiiza en autoclave por 15
mimwatos a 121 ¢C . Posler}_crmenle se adicdrian if n\'..la cada tubo
0 4C nl, a cadacaja de Pe“t’ri.

.

tzmtora Blofriplama al 24 - DeAtLasa al £i S2ifcel
- FPeptona EBiotriptasa 43. 0 g,

- Dautrosa

-~ Agua dest ilada
Los irgredienles se disvelven zn agua, s

jarrs para 10 litros, s&  este 'Hi’ai"

durante 15 min,

He=biclate
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Solucifn de Ezhling

~ €4lfoto d: cokre prrbahiidrataln es.ﬁv S
~ Tartrats d:= sodio y potasio D 172,809,
- Hidroxido de =odio » 50.{6’9.13_

- Agua destilada 30006 i

Cada ingrediente se disuwelve por
destilada., Antes de utilizarse la salucibn se-
ingredientes y se conservan en un frasco cnlrur‘;a’mb?a.r}.;
Solucion Salina Edsinldsgica (3sE)
- Cloruro de sodio

- Agua destilada

Los ingredierntes se mezclan en un m;traz.

autoclave = 121 C  durante 15 nin.

fzac Buffer de Boratos

- Buffer de EBoratos : 1“07':’.1.0».1-11’

- Agar purificado (Rioxon! gy ST
- Agua desicnizada 190.3 ' ml.
- Azida d= sodio ’ a.2 3.

El agar se calienta en el agua hasta gue se disuelve y el buifer
.

de boratos,se calienta a 56 C en bafio marla,se adiciona azida de

sodio.La mezcia se vacla en cajas de Petri de 4.5 ¢m. adicionando

S ml. Al sclidificsr el agar se conserva a 4 € hasta su uso,
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Busfer de Boratcs nH = Bud ,

- Acido borico 7.7 9.
- Tetraborato discdico . “13.98 g,
- Agua destilada . 503.8 ml.

El agar se calienta a 78 C y los ingredienteé se disuelven

‘agitando,

Salipa Ruwiierada de Epsfatos (PE3)

- Clorurao de sodio, 8.08 g,
L Fosfato Acido de potasio 1.21 g,

- Fosfato diacido d¢ potasio . 8.34 g.

- Agua destilada 1EC0.00 wl.

Se pesan  todos los  ingredientes y.se wezulan- en cuncimatraz o
. . S . : :

abtenicnde de este manera la solucion.

Eluxenle gara Lpsiza 3 Larbohigratos

- = n-Propanal ) 280,98 ml

- Agua destilada LUsgigls
Se mezclan los reactivaos en proporcidn cohsvté\nt(é‘ 85/25.' “antes. de-

utilizarlos como eluyentes,
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Bzvelador Cronatagrifico :
- Anilina 2N 018028 .

- n-Butanol R 0. o8 el
- Acido Fosésrice ’ ST h 236,50 0,

La snillna se mezcia con el n-butanal'y se ahade el  acido

fosfbrico en propaorcién<de~1:27(vol/volls

Iineian de Eallsacteidos |

Snlucidn Tewnidora

*- Megro de Anido 1.0 gr. _ ’
-~ Etanol 253.8 ml.
- Agua destilada 658.4 wl. .

Se mezclan los ingredientes y se mantienen en un: $rasco’‘colar

ambar a temperatura ambiente.

Solucidn Dectefidora

~ Acido acético

- Etanol L 250:0 mli

- A3ua destilada : : ‘_féﬁd;ﬁ ﬁi. E

Se mezclan los ingredientes. ‘y.-se mantiéneﬁ";"pemperatura

anbiente.




Métcdos de Laboratorio,

- Brspavacdfn gzl dpbRuls azs ,—:.;m )
. 8e ‘senbrarbtn las cepas 7A 7 €E de Candida zlbicens por separado,
en. un medio de SDA. Después dz 24 horazs de crecimiento las

recolectad.s, adi:xonando S ml. del mnedio de

célulay

~fuaron.

Una -camara de KReubauer al
- ; 8

"micnnscﬂpic hssta 1legar a u =ibn de S5X106 cel/ml. .

ELnnanniﬁn da BRionasa

+ Para la prndu:cibn de ,ran cantidad de bictiasa se empled ~un

fermentador de narca Brunsui: 1Eﬁ 'lé jarra .o cubé del

fermentador so encontraba EL« mﬁdio de ‘peptona  biotriptasa-
'devtrosa provianente este:ilizada.; éﬂ‘b la_ cuba vy 5e:inu:ulb

1a cepa dzseada ad:conandu tanbién entxbibtlcu. Se mantuvieron

constantes las siguientes cnndicxunes d= la fernentacibn: 160% de

u a’37,c, pH = 6.4 y una agitacidn

saturzcidn de oxigeno, temper

de 209 - 2008 rpn., La fermenta;lﬁn se-detuvo a las 24 horas d=

trabajo.
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- Znpghivaciin de la Bicaesa :

Despuss d& terminada la fermentacién se inactivaron las células
utilizando el mnertiolate en una c;n:entra:icn de - {:10060. La
fnactivacidn fue de aproximadanente 26 horas. Al termiﬁﬂ de l;

fnactivacidn se centritugd el medio, separando asl las c&lulas,
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Hitpodo dz Extraccidn

Rignasa Oblenida

NaCH &%.a G 'C por-3: Hrs. '

.Centrifugar: :
S eORBO — DL epa ) 15w,

' Sobrenadante TPastilla.

se -ajuEi‘
‘o condcid

Cpastillal

Sobreradante T |‘ ’

suspender con HC1 3N :

“Precipitarila solucibn con metanol

Lavar-el precipitadn con ‘acetana § @ véce:!

M AHANAS
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Metodos de i dentificacisn

Bitodo de Carhalidratos ol ales. Exanl-tulfurice LL8)

Para lare=lizacidan de la curva patrony sé utilizaron reactivos
puros de na&rosa ¥ glucosa, Se util izd G/l g. de manosa y se llevd
a100gnle, lomismo sehi=d pra la glucosa para obtener de esta

nonera una concentracitn de 180,84 g./nl.

#.1 mi, de1 carbohidrate +

da agua” = 2.5 wlioo L@ _Mgiml.
8.2 ml, de1 carbohidrato + de égua.'= 2.5 m1. 28 Agrml.
#.3 nl, de 3 car—bohidz-ato‘*:_ “—:de agua. = 2.5 ml. 2 ugrml.
8.4 mi. de 1 carbohidrale deagua = 2.5 Wi, 40 _aafel,
8.5 ul. de1 carbohidralo 5wl . 58 _«ginl.
8.6 wl, d=1 carbuh.i/dur-ntf =725 w1, &0 _Mgful,

6.7 wl d=1 carbah idiata =205 ml, - 78 Kalmd..

#.& wl, de 1 carbohidras L= 250w, 89 ag/nl)

g.% nl, de1 carbohidrale - calil 98 4alnl.

1.0 wi, de1 carbokiidrato = F 2.5 ml. 198 _keinl.

A cada tubo que contenla 2,5 mi‘. s ”‘se"le‘adiciunb 6.1 w1 de {enol
al ggoh, luego se le 3re3zhsSnl o :ﬂe a;:ido sulturico concentrado.
Se mezcl aba enér‘gicamente'y;e dejaba r epnsar durante 38 nin.
Desputs de realizado 30 anterior, se protedla a hacer las

lecturas en un espectofotdnetro - a las longitudes de onda para



Ry e

lucosa 435 nn manosa 927 nm respectivanente, .
- v

E1 precipitado obtenids despuds de la extraccidn era sometido &
esta técnics = tomaba una pegquena cantidad de ﬁr-ecipitédn' {si
era nezesario sa haclan dilucicnes de esta) 'y 52 trabajaba cowne

fue nrncionado.

dalale de Cuestlflfacitn dz Broaboloaz. Uiioda de Loury 437

La curva ‘patron se réali:aba de- 13 manera ya descrita en el
mé&todo anterior, Vp.erbye‘r; 7iu9$r- dv'e utilizar un carbohidrato se
utilizd a\ﬁum‘r.a 5éric§"bn;\7ina y &¢ le did las nismas dilutiones.

Se tomoba 26 1, 'dev,é;éda; preparacibn y se le adicionaba 3 ml. de

una solucion & y bl s m 0 d‘e: ‘ai;'-l ml., d& bl., Se dejaba reposar

durante 19 min., ‘sé le‘au'i:i'bn'.abé P, ml. ‘de reactivo de Folin,

o

se agitaba v&gnruae'eh posar durante 28 win. La

2 vh‘\_a;l,ar a Ja longitud de onda de

va
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.M2todo de CronatozrAfis en Zapel

Para la realizacibn de& esta técni:; s¢ obtuvieron controles de
los az&cares que podlan estar involucrados en los probfemas. Se
calocaban las diferentes patrones de los azicares previamerge
hidrolizados con HCl concentrado. Las muestras se colocaban  en
papel  Whatmen ilo.!l, &n la parte altz del papel, se deslizaban
sobre la pared de la cubzta gue contenla el eluyente {(sujeto en
la parte alta del recipiente cerradol. A nedida que el- eluyente
se iba desplazando a lo largo del papel, los cowponentes de  la

muestra se extendlan y separaban por.zonas, 'gsté_proceso tards

aproximnadamente 18 hrs.

Los compbnentes sepsrados se tdentiticab "vel;dan;

Este se rocid scbra las tiras del paéél a‘un:horno

que tenia una temperatura de 115 C‘durahte 1 évelanab de

esta manzra los componentes involucradoszi-

Las nuestras de las .mananas tanhién fueron hidrotizadas
previahente, se colocaron sabre las tiras de papel Uhatman y-se,
dejaron correr los problewas revelando después de 18 hrs. los

azdcares involucrados en las wananas.
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“Matodes Inninolegicas
Catcsntrazitn

ananas se reaHZu 1lenando -tubos “de

b L-aI, cuncentracm

_dxhlhis 4 colu:andoln= verHcalm:r.'.e en’ un cuartn frio con wun

Hujn de aire cm.linuo dun-ur.te < dl:.:;.

Breparacidn v Estondavizacibn de les 4nilsenos a Xnoculare

"Para ‘la proparaclon de loE antlgencs ce senbraron las cepas 7A y:
8F de cads Landide albicans por sepacado on tubos de SDA a.37 € ..

durante 24 hrs, Después d2 29 hrs.  de crecimiento se procedlia a

tomar una muestra dc cads siembrs VAR-1) ohiervaron al micruscopln

para verificar su pureza, ; spc-ndian la células

r‘ur‘lat:- durantc- 36 hrs. Al

-en SFF esteril y se inactiva
termino de la inactivackblniu s:eiv;;’;_e_él;z‘a;nn_ dilucianes “de las
cdlulas y se estimd el nﬁlﬁernf'Ae cé]}élés ,‘con“l‘a utiltza':ibn de la
camara de Neubauer al micrns:o‘pjo}.i S'e‘nm.uvo comno concen(racidn

8 final 5410 cel/ml para amba; ﬁepas ‘r‘espectivamente.
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Protocolo de Invupizacidn

S Conejos raza Musva Zelanda

2 Conejos inoculados 2 Conej os incculados 1 Conejo cano
con la cepa 7A con la cepa BB control negativo

La via de. inmunizacibng
Intranuscular Frofunda

9.5 mnl. de adyuvante completo de Fr-eﬁﬁd~ L

mii  de ;él:ﬂ asdet acepa ainocular-

A~ las 2l de irmwnizacibn se les did & los conejos una dosis de
crefuerza, ,A los 8§ dlas del refuerzo se tomé una muestra de suot o
de ‘venz marginal de laoreja y este se enfrentd a las mananas

concentradas en una prueba de daoble di fusidn.

tétodo Serolagicn

Doble difusicn hidimensional L43)
Se #$undib el agar enr bafio mar-ia y se dzpositd el agar en cajas de
Petri coma ya se nencionb previawvente. E} agar tontenla un grosor

aproximado de 2 - 3 wnm. Despuds de Que ¢l agar estaba sdlido se
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-

o ol
procedid a hacer oradaciones. Se hizd un orificio en-el centro de

la placa y seis pozos equidistantes a ei. 3& llenaran los pnzd%
con . los antlgenos extraides y e} pozo central se llend con los
sueros hiperinmunes extraldos de 105 conejos. éstas placas

entonces se calocaron en una camara hineda a 37 C ﬁurante ééz.
hrs. Desputs del tiewpo indicado seé podlan observar las llneas de

precipitacitin ¥y se realizd el paso de tincién,

tirtedo de Ilncidn de Polisacdsidas fag@l i i
Las places de <doble difuisién gue presentaron llneéé de
precipjtacitn  {fuaron lavadaa.en la solucidn de FBé ‘durante 30
win. Las placas fueron poste. iormente sunerjidas en la salQC£bn
tehidora durante 15 - 20 min. Despuds de esto se procedid a

decolorar con la solucidn destefiidora haciendo lavados de S - 14

min.,, hasta gue se clinminara €1 exceso de colorante.
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RESULTADOS

8= efectuaron cuatro fermentacicnes, -er-.las caales se obtuviersd '

los ang(ehEes resultados de peso secH de Bi6m§a§‘
OBTENCION ‘DE BIOMASA

Cuadro-Mo;’ L

*FERMENTACION . CEFA - VoLUMEN. (181 S ‘:“,‘a_m:aﬁ i
i : - a g ‘:V S
’ e 8 19,5
S A el aseie
’ s gas.s

s MaNANAS

las diferenles extracciones presentaron

consistencias Zdj{eﬁéhtés,_ que “{ban de crehnsas a. polvosas. lLa

cplo#;ci&ﬁ ‘eixés era variada, . que iba de un color blanco a

e équ?yfvend,»
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_ METODO DE FENOLZZULFURICO. . -

~ cusdrotia.

CeEPAL L RENSIBADTOPTICA U CONCENTRACIGH
BARES So385 nie L4887 mn T Nanosa mg Glucosa g

7A (N/RTI¥ N -Lry 912

8B (la. Ext.)¥% 1,270 1400

28 (R, U111 % S 19754 1769

8B (Z2a. Ext(2))¥% - 7888 452

R (2a. Exzt(i))¥ 274308 2276

78 (R.2NET
(N/RT):
s, Ext,

R4

Segunda extraccisn .{'r-a's{:o;'No“.l S

ld2a0 EXRLNNE

ARG 2

".Retrabajedo frasco ha. 2
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© METODO DE LOWRY

“DENSIDAD GPTICA ‘CONCENTRACION: -
SRR 0BY nn i DE’FROTEINAS g

OERTI G ipEd e e Lol

Clas Extox

h-mleds : sie

CIA R UK g. 207 185, 00

-

COVIS2 &5

BT (2o Extezyre il

BR.(Za sExKCIIIRL L L 0,879 , 161,92 -
78 (RIAZIYR L g..57 S avriae

1

CRGHATOGRAFIA EN PAPEL
tuadro Mo. 4 -

PROFLEMA - R$ '
MANCSA GLUCOS

b33

78 (M/RT)¥ . 0.49% g.45
8B (la. Ext.)¥ . g.s68 ‘ g.43
78 (RO ¥ . 0.459 g.45
8B (2a. Ext(2)1% G. 500 g.94.

BB tZa. Extiln¥ . . g.489 U glag

LTAAR 2N E . 499 L gas
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INMUNODIFUSION. DOBLE

Figura 1.

Suero Hlperinmgne;de la ;e@a 8B

1.°. Antigerio de la cepa 8B .(Za. Ext.(2))
2. - Antlgeno 'de la cepa 78 (R, (1)) 07
- 3. Antlgeno de la cepa-8B (fa, Ext,) .-
4. Antlgeno de la cepa 8B (2a, Ext. (1)}

o, Solueidn salina fisicldgica U

-H Antlgeno de la cepa 7A (Elizatesh)
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Figura 2.

s0emo Hiperihmine de 1a Cepa BB -

1. Antlgeno ¥¢ la cepa B (2a. Ext (23
2. Antigeno de la cespa 7A (R, (L)) ;
3. Antlgeno de 1a cepa B (la. Ext.)

4. Antlgeno de la cepa &P (2a. Ext, (1))
5. Solucibn salina fisiolegica . 70 o
&, Antlgsno de la cepa 7A (Elizabeth) -




YR
CTFigurs e

. Guerh H ipyer‘(vmﬁne de. la cepa 7A

.
Mtlgeno de la cepa 8B €2a, Ext. (2))
Antlgeno de la cepa 740 €R, 1))
Antlgeno de la cepa 8B € a, Ext.)
Antigerno de le cepa 8F €Za, Ert . (1)}
=. Soluvcibn salina fisiuld<sgica ;
“S. Antiga=no de la cepa ?7A <Elizabeth)

Aoy
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Figura 4.

- suero’ Hiperinmune de la cepa.?A

1. Antlaaro 49 la cepa 8B (Za. Ext, (D)) i

2. Anticano 4 la cepa 2R (R, “(1)) .

3. Antlce-no dv 1a cepa BB . {la, Ext,}-

q. Antlceno de la cepa 8B (2a. Ext. (1))

S. Soluc &% salina fisioldgica :
rienn de la cepa 7AL {Elizabetl)




~:36

Figura 5.

Suero Hiperinmupe‘de’flya.vce‘pva 78 de Eitzabeth

1. Antlgeno de la cepa 8B (2a. Ext.l2)}
2. Antlgeno de la cepa 7A (R. (1))

3. Antigeno de la cepa B (la. Ext.)

4. Antlgeno de la cepa 8E (2a, Ext, (L))
S, Solucitn salina fisiocldgica

-8 Antlgeno de la cepa 7A (Elizabeth)



.Figura 6&.

..37;

Suern Hiperinmune de‘ lab‘ccpya.; Bs;Aﬁii-Cérndida .

1.

3.

do oz

S.-
L5

“Antlgzno

Antlg=ro
Antlgeno
Antigesno
Solucidn

SAntlgeno

de
de
de
de

1a
1a
1a
la

cepa 8B (2a, Ext,(20)
cepa 78 (R. (1))

cepa 8B (1a. Ext.)
cepa 8B (2a., Ext. (1))
salina fisioldgica g
de la cepa 78 (Elizobeth)



R

Figura 2.

suerc Hiperinmuns de la cepa 7A Elizabeth . -

1. Antlgeno de la cepa 8R (2a., Ext.(2)). ~
2 Antigerno de la cepa 7A (R. (1)) B

3. Antlgsro de la cepa 8B (ia. Ext.) :

3. Antlgero d& la cepa 8B (2a. Ext, (1))

S. Solucidn salina fisiolaégica ‘

&. . Antlgerno de la cepa 74 (Elizabeth)
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DISCUSION

Como seé pueds spreciarienie t . v 1os - biotipos dGe

Candide albicens A y B, Gtilizados en este

estudio produjeron

cantidades simllares d;:’,ib

7A y 1£.S 3/1t. para la cep )
obtenidos por Pe:ss =-t T
de 21,8 g/1t, gr :
.efectuar . una n;“ayn

reporten’ su’ pvudﬁ:’c ibn

Si’n""iuyg'_
ut#l‘iiaéé- .
car;ii'dald;,f
produccib'«f de ‘manana & 4, , l do. . Empieado

presente trabaj o di(» ieve

sencillu,

rapido- .y menos custoso. La.principal-variacisn consiste en 1a
cantidad © de tn‘at'amientoa que se&. efectuan -para- la  extraccién
siéndo en -nuestro ntiodo solawente dos alcanilizaciones y dos

acidificaciones.

'Hie»n:tr‘as'qure‘ ‘c-x"méto‘dc de Peal et al (47), consiste en una serie

de« a]calm zaciones = y acidificsciones ademss de- utilizar

reactiva:

:pstoso: Yy . difilciles de conseguir.



Llgen éltmananas). pracedimos por - otra
el cartonidratas, ' conocemos  por. ila
‘Cenpuestas iiprincipalsente . por

{dratos “(4,24;47,48) .

aiﬂéérés involucrados
_Fenol=suliirico (181,
ados yé’qqe puede detectar

todo-concierda con ' el

obtuvios: un bromediu de 37.7

/i de mananas para la




"El . cusdro Mo. " 8, huestra-ios ‘resultados del método de  Lowry
(571, que _n'u‘swl; E :

Muestros -.res presencia de peguehas cantidades

tessler el al (29) y Reiss et al

Kjeldahl para:.la determinacion

F 3 ‘cuadro:No,
S papels (20 “Ade Timestra |

Esta’”, prueba. ‘es un

investigadores (29, - &62)

resultados

obtenidos en “eluyentes b

reveladores | sinilares cificos’ para

carbohidratos.

Para la -parte protocolo  de

“inmund zacvibl"uf» ipel""i nMUnE  @s  muy

sinilar a l_a‘.emp"l adi q 38,_5‘46,52).




;:Qél'es el métndo
£5,49,55,56,58). En 1las
si&ebpreﬁipiiacibn, unas
‘9» difusas. Las bandas
135 .mananas  derowinadas
p{éﬁbdgiinidés qus sch debidas

~(5§$. éxiaten varios reportes que
dé*haéﬁa gfés arcos de precipitacion  en

156,55, 56,5680,

sultzdss © concuerdan - con’ilo

Esfidé@actgrlstiﬁaf

‘arcos d;ipre:inétaéig
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obtencién de bio:

El witodo de extrac

adecuado  que el emple?du o

proporciona mayores

grandes p&rdidas.

Lo obtencitn de. ek

contaninacidn porila

£1 método de-Fenol

gue puede detec

muestras’ en. las ¢

cantidades, "

La prusba serudxagnbrtica de la dnble dlqu!ﬁn demuestra ser
un método de eleccidn para-la det=cc|bn de antlgenus en el
estudio de los sueros hiperinmunes, sienda esta prueba

altamente especifica,
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