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@ Resumen:

Antigenos manoprotéicos de choque térmico de Can-
dida albicans y su empleo en el diagnéstico de la
candidiasis. Se han identificado y caracterizado an-
tl'%enos manoprotéicos que se expresar en la pared
celular de las fases levaduriforme y micelial de Can-
dida albicans durante la infeccién por Candida albi-
cans o durante su cultivo in vitro a 37°C, pero no
durante su cultivo in vitro a 25°C. Estos antigenos
son manoproteinas de pesos moleculares de 180-200
kDa, 130-150 kDa, 90-110 IcDa y 60-70 kDa, pue-
den reaccionar con la slgA presente en las secreciones
orales y vaginales de pacientes con candidiasis oral
y vaginal, resFectivamente, y reaccionan con la IgA
presente en el suero de pacientes con diversos tipos
de candidiasis. Estos antigenos pueden ser utilizados
para el diagndstico de las candidiasis.
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DESCRIPCION

Antigenos manoproteicos de choque térmico
de candida albicans y su empleo en el diagndstico
de la candidiasis
Campo de la invenciéon

Esta invencion se refiere a la identificacién y
caracterizacién de antigenos de naturaleza mano-
proteica expresados por las fases levaduriforme y
micelial de Candida albicans sometida a diver-
sos estimulos ambientales que pueden aplicarse
al diagnéstico de las candidiasis y a la proteccién
frente a las infecciones producidas por este hongo.
Antecedentes de la invencién

En los ultimos anos se viene observando un in-
cremento en la incidencia y mortalidad provoca-
das por las infecciones producidas por los miem-
bros del género Candida. Estas infecciones son
fundamentalmente de dos tipos: superficiales, que
afectan a la piel y las mucosas, y profundas, en
las que pueden verse afectados una gran canti-
dad de tejidos y 6rganos. Las candidiasis afec-
tan fundamentalmente a pacientes que presen-
tan un compromiso en los mecanismos defensi-
vos inmunolégicos, como los que presentan en-
fermedades hematoldgicas malignas, los que han
sido sometidos a cirugia abdominal, tratamien-
tos con farmacos citostaticos inmunosupresores o
corticoides y aquellos que tienen el sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA) [MEUNIER,
REW. INFECT. DIS. 2 (1987) pags. 408-416].

Los miembros del género Candida asociados a
infecciones graves en el ser humano son: Can-
dida albicans serotipo A. Candida albicans se-
rotipo B, Candida albicans variedad stellatoidea,
Candida tropycalis, Candida guillermondii, Can-
dida krusei, Candida parapsilosis, Candida kefyr
(Candida pseudotropicalis) y Candida (Torulop-
sis) glabrata. De todos ellos, el més importante
es Candida albicans, que se considera un patégeno
oportunista ya que puede encontrarse en el tracto
digestivo del 10-50% de las personas sanas. Si se
produce un descenso en los mecanismos defensi-
vos inmunoldgicos, estos microorganismos pueden
proliferar de forma importante, invadir los tejidos
y pasar al torrente circulatorio, diseminandose
por todo el cuerpo humano. En estos casos, un
diagndstico precoz y un tratamiento antifingico
apropiado son de vital importancia.

Las candidiasis superficiales mas importantes
son las que afectan a las cavidades oral y va-
ginal. En esas localizaciones Candida albicans
puede encontrarse como comensal formando parte
de la denominada flora normal del cuerpo humano
y por tanto el crecimiento del hongo se encuen-
tra controlado por los mecanismos defensivos del
huésped. Entre los diferentes mecanismos de con-
trol que existen en las mucosas oral y vaginal des-
taca, por su importancia, la inmunoglobulina A
secretora (slgA) que juega un papel importante
inhibiendo la adhesién del hongo a la superficie
de las células epiteliales de estas cavidades. Sin
embargo, cuando existen algunas condiciones que
alteran el equilibrio entre el hongo y los meca-
nismos defensivos puede producirse un sobrecre-
cimiento del hongo que da lugar a manifestacio-
nes clinicas y hace necesario la instauracién de un
tratamiento antifiungico apropiado. En este sen-
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tido, se ha puesto de manifiesto que los paciente
con SIDA presenta un déficit de sIgA en la saliva,
lo que se ha relacionado con la mayor frecuencia
de infecciones orales que presentan estos pacien-
tes [MULLER et al., CLIN. EXP. IMMUNOL.,
83 (1991) pags. 203-209].

El diagnéstico de la candidiasis se basa fun-
damentalmente en la observacién clinica del pa-
ciente, el cultivo del microorganismo a partir de la
sangre o los tejidos (biopsias) y su demostracién
en los tejidos invadidos. Sin embargo, el éxito
de este diagnéstico depende del tipo de candidia-
sis. Mientras que en las candidiasis superficiales
no suelen presentarse problemas en la mayoria de
los casos, el diagnostico precoz de las infecciones
profundas, que permitiria realizar un tratamiento
eficaz, es extremadamente dificil en muchos en-
fermos. ya que el cultivo de este hongo a partir
de muestras sanguineas es negativo en mas del
60% de los pacientes y sdlo suele ser posible la
confirmacién diagnostica post-mortem, mediante
necropsia [HOPWOOD Y WARNOCK, EUR. J.
CLIN. MICROBIOL., 5 (1986) pags. 379-388].

Estos problemas han potenciado la buisqueda
de marcadores tempranos de la infeccién por Can-
dida albicans. Entre ellos se encuentran la capaci-
dad para producir largos filamentos denominados
micelios, la produccién de ciertas enzimas o la
capacidad para producir cambios fenotipicos que
pueden permitir al hongo invadir diversos tejidos,
expresar nuevos antigenos o hacerse resistente a
los fArmacos antifingicos. Recientemente, se ha
demostrado que Candida albicans se encuentra re-
cubierta de slgA en las mucosas de los pacientes
con infeccién oral o vaginal mientras que cuando
el microorganismo se encuentra en estas locali-
zaciones como comensal no esta recubierto por la
sIgA. Estos datos indican que cuando Candida al-
bicans pasa de comensal a patdgeno, es decir se
ha roto el equilibrio entre los mecanismos defen-
sivos del ser humano y la multiplicacién excesiva
del hongo, se produce una expresiéon de nuevos
antigenos, o un aumento en su expresion, que son
reconocidos por la slgA [POLONELLI et al MY-
COPATHOLOGIA., 116 (1991) pégs. 105-112].

El diagnéstico serolégico de las infecciones
producidas por Candida se basa en el estudio
de una muestra sérica del paciente con el ob-
jeto de detectar la presencia de componentes del
microorganismo (denominados antigenos) o de la
respuesta humoral del paciente que se produce
frente a esos antigenos (denominados anticuer-
pos). Sin embargo, a pesar de que se han uti-
lizado practicamente todas las técnicas desarro-
lladas, tanto para la deteccién de antigenos como
de los anticuerpos que se producen contra ellos
durante la infeccién candididsica, no existe una
técnica serolégica de utilizacién general en la ma-
yoria de los laboratorios [JONES, CLIN. MICRO-
BIO. REV. 3(1990) pags. 32-45].

Existen varios antigenos de Candida poten-
cialmente utiles en el diagndstico serolégico. Sin
embargo, basicamente son tres los antigenos que
se pueden detectar mediante técnicas comercia-
les: (i) el manano, (ii) un antigeno citoplasmico
de 48.000 daltons y (iii) un antigeno de naturaleza
desconocida.

En cuanto a la deteccion de anticuerpos,
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cuando se han realizado estudios con diferentes
antigenos del hongo, incluyendo tanto pacientes
hospitalizados con y sin candidiasis como contro-
les sanos, la mayoria de las técnicas han mostrado
una especificidad variable y ha sido practicamente
imposible determinar un titulo de anticuerpos que
sea indicativo de la infeccién invasiva por Candida
albicans.

Varios estudios han mostrado que la admi-
nistracion intraperitoneal o intravenosa de Can-
dida albicans vivas o muertas producia cierto
grado de proteccién en animales de laboratorio
frente a la inoculacién intravenosa posterior con
células vivas. FEfectos similares se han logrado
vacunando a los animales con ribosomas y ex-
tractos de la pared celular del hongo. Sin em-
bargo, algunos estudios no han observado tales
efectos [ODDS, “Candida and Candiddosis” 1988,
Bailliere Tindall, pdgs. 274-275]. En el ser
humano se ha utilizado una vacunacién intra-
vaginal con una mezcla de antigenos secretados
por Candida albicans durante su crecimiento, de-
mostrandose la produccién de una respuesta IgA
contra los antigenos utilizados [WALDMAN et al
J. IMMUNOL., 109 (1972) pags. 662-664].

Los trabajos realizados en el campo de la can-
didiasis han demostrado claramente la necesidad
de identificar nuevas moléculas de Candida albi-
cans que permitan entender las sutiles modifica-
ciones que ocurren en el equilibrio entre los me-
canismos defensivos del ser humano y la multipli-
cacion del hongo y que conducen al desarrollo de
la enfermedad, asi como el desarrollo de pruebas
que permitan el diagnéstico precoz de estas infec-
ciones y su utilizacién como vacunas que logren
la proteccién frente a la candidiasis.
Descripcion detallada de la invencién

La presente invencién tiene por objeto la iden-
tificacién y caracterizacion de antigenos de Can-
dida albicans de naturaleza manoproteica que
reaccionan con la sIgA.

De acuerdo con la invencién, los antigenos
identificados se caracterizan por ser manopro-
teinas que se expresan durante la infeccién por
Candida albicans o durante el cultivo in vitro del
hongo a 37°C pero no durante el cultivo in vitro
a 25 °C.

De acuerdo con la invencién, los antigenos
identificados se caracterizan por presentar pesos
moleculares de 180-200 kDa, 130-150 kDa, 90-110
kDa y 60-70 kDa.

De acuerdo con la invencién, los antigenos
identificados se caracterizan por reaccionar con
la sIgA presente en las secreciones orales y va-
ginales de pacientes con candidiasis superficial y
con la IgA presente en el suero de pacientes con
candidiasis superficial.

De acuerdo con la invencién los antigenos
identificados no estdn relacionados con las
proteinas de choque térmico convencionales. En
general, las proteinas de choque térmico son
aquellas proteinas que se expresan a temperatura
elevada, por ejemplo a 37°C, pero no a baja tem-
peratura, por ejemplo a 25°C. En este sentido,
los antigenos proporcionados por esta invencién,
presentan una comportamiento similar pues se ex-
presan a 37°C pero no se expresan a 25°C. Sin em-
bargo, a diferencia de las proteinas convenciona-
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les de Candida albicans, que bioquimicamente son
proteinas, los antigenos de esta invencién son ma-
noproteinas, es decir, son proteinas unidas a res-
tos de manosa y, por tanto, son diferentes de las
proteinas convencionales. El hecho de ser mano-
proteinas es lo que, precisamente, distingue a los
antigenos de esta invencién de otros antigenos y
proteinas conocidos de Candida albicans. CRAIG
et al, en MICROBIOLOGICAL REVIEWS, 57,
(1993), pags. 402-414. incluyen una relacién de
tales proteinas convencionales de choque térmico.

El método descrito se comprendera mejor con
la ayuda de los siguientes ejemplos. Se entiende
que los ejemplos se presentan inicamente a titulo
de ilustracion de la invencién descrita y no cons-
tituyen una limitacion de ésta.

Ejemplos
Ejemplo 1.
Obtencion de los antigenos.

Candida albicans en fase levaduriforme se ob-
tuvo por cultivo del microorganismo en placas
de agar glucosado de Sabouraud incubadas a
25°C durante 24-48 h. A continuacién, los mi-
croorganismos en fase levaduriforme fueron reco-
gidos de la placa de cultivo lavando su superfi-
cie con solucién salina tamponada (PBS) y pos-
teriormente se centrifugaron a 2000 rpm durante
10 min., siendo lavados tres veces de la misma
forma. Las levaduras lavadas fueron inoculadas a
la concentracién de 2x107 levaduras/ml en medio
de liquido de LEE [SABOURAUDIA, 13 (1975)
pags. 148-153] e incubadas a 25 6 37°C durante
30 min.

Los microorganismos asi obtenidos se utiliza-
ron para la preparacién de portaobjetos de in-
munofluorescencia o para la extraccién de los
antigenos.

a) Preparacion de portaobjetos para inmuno-
fluorescencia

Las levaduras cultivadas en el medio de
LEE(citado anteriomente) fueron lavadas
con PBS frio como se ha descrito anterior-
mente y suspendidas en PBS a la concen-
tracién de 1x10° levaduras/ml. Diez mi-
crolitros de esta suspension se colocaron en
cada uno de los pocillos de portaobjetos
para inmunofluorescencia, permitiendo que
se secasen a temperatura ambiente para lo-
grar su fijacién.

b) Marcaje de los antigenos con metionina 35S

Las células de Candida albicans en fase leva-
duriforme fueron cultivadas a 25 6 37°C en
un medio de LEE sin metionina al que se la
habia afadido metionina marcada con 3°S
(300.000 cpm), segtin la técnica descrita por
MARMIROLI y LODI [CUR. GEN, 8(1984)
pégs. 429-437].

¢) Extraccion de los antigenos

Las levaduras cultivadas en el medio de
LEE (citado anteriormente) fueron lavadas
con PBS frio como se ha descrito anterior-
mente y a continuacién fueron extraidas
segin la técnica descrita por YAFFE y
SCHATZ [PROC. NATL. ACAD. SCIL
USA, 81(1984) pégs. 429-437].
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Un volumen que contenia 4x10° células se in-
cubé6 con 0,5 ml de NaOH 1,85 M que contenia
2 (B-mercaptoetanol al 5% La solucién fue agi-
tada y se mantuvo 15 minutos en bano de hielo.
A continuacién, se anadié un volumen idéntico
de acido tricloroacético 0,5 M y se incubé en las
mismas condiciones durante otros 15 minutos. La
suspensién fue centrifugada y el sedimento se lavo
tres veces con tampén TRIS 1 M pH 11 y se resus-
pendio6 en 0,1 ml de tampdn de tratamiento para
electroforesis en gel de poliacrilamida, hirviéndose
durante 5 minutos. Tras una nueva centrifugacion
a 10.000 rpm, el sobrenadante se analiz6 por elec-
troforesis en gel de poliacrilamida.

Ejemplo 2.
Ezpresion de los antigenos en células de Candida
albicans cultivadas in vitro.

La expresion de los antigenos de naturaleza
manoproteica en células de Candida albicans cul-
tivadas in vitro se estudié mediante una prueba
de inmunofluorescencia indirecta utilizando por-
taobjetos preparados segin el ejemplo anterior
incubados con diferentes muestras clinicas de pa-
cientes con IgA anti-Candida albicans. Para ello,
20 pl de los lavados vaginales, saliva o suero
de pacientes con vulvovaginitis candididstica fue-
ron depositados en los pocillos de los portaobje-
tos y se incubaron durante 1 hora a 37°C. Tras
la incubacién, se lavaron con PBS y, a conti-
nuacién, se volvieron a incubar con 20 pl de anti-
inmunoglobulina A humana marcada con biotina
diluida 1:100 en PBS durante 1 hora a 37°C. A
continuacidn, los portaobjetos se lavaron como se
ha descrito anteriormente y se incubaron con es-
treptavidina marcada con isotiocianato de fluo-
resceina durante 15 minutos a 37°C. Tras ser la-
vados de nuevo, los portaobjetos fueron prepara-
dos para ser observados mediante microscopia de
fluorescencia.

Una reaccién positiva, es decir, que las IgA
presentes en las distintas muestras clinicas estu-
diadas reaccionaban con los antigenos de la super-
ficie de la pared celular de Candida albicans, se
relacioné en todos los casos con el crecimiento del
hongo a 37°C (Figura la, 1c, 1d y le). Las células
cultivadas a 25°C fueron siempre negativas (Figu-
ras 1b y 1f) El cambio de temperatura de cultivo
influia en la reactividad de las levaduras con la
IgA, ya que si las levaduras cultivadas a 37°C, y
por tanto reactivas con la IgA, eran cultivadas a
25°C, desaparecia la reactividad con la IgA, para
volver a aparecer de nuevo si las levaduras eran
vueltas a incubar a 37°C.

En algunos experimentos, se incubaron células
de Candida albicans con células HeLa 229 (Labo-
ratorios Flow, U.K.). Para ello, las células HeLa
fueron tratadas con tripsina y suspendidas en me-
dio minimo esencial (Flow) que contenfa 10% de
suero bovino fetal (Flow). Las células se conta-
ron al microscopio y se ajusté su concentracién
a 1x10° células/ml. Tres ml de la suspensién
celular se depositaron en pocillos de 35 mm de
didmetro de placas de microtitulacién en los cua-
les se habian depositado previamente cubreobje-
tos de 22 mm de didmetro. Tras 24 horas de in-
cubacién a 37°C en atmdsfera con 5% de COs se
produjo una monocapa semiconfluyente de células
que se lavd tres veces con PBS. Las monocapas
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fueron inoculadas con 3 ml de una suspensién de
levaduras de Candida albicans a la concentracién
de 1x107 células/ml de PBS, levaduras que habian
sido obtenidas cultivando el hongo en placas de
agar glucosado de Sabouraud a 25 6 37°C durante
24 horas. Tras la inoculacién, las monocapas fue-
ron incubadas durante 30 minutos a 37 6 25°C
y a continuacion, los pocillos fueron lavados con
PBS y fijados con metanol durante 10 minutos.
Los cubreobjetos fueron incubados con saliva que
contenia IgA tal como se indicé en la técnica de
la inmunofluorescencia indirecta.

La Tabla 1 muestra los resultados obtenidos
al incubar células de Candida albicans y células
HeLa a diferentes temperaturas. De nuevo, las
manoproteinas que reaccionan con la IgA sélo se
expresaron cuando las células de Candida albicans
se habian cultivado a 37°C en medio de Sabou-
raud, en presencia de las células HeL.a o en ambos
€asos.

Tabla 1
Reactividad con la slgA de células Candida
albicans y células HeLa a diferentes temperaturas

Cultivo de Candida Reactividad
albicans en en IFI
AS a 37°C + HeLa 37°C + + +
AS a 37°C + HeLa 25°C + 4
AS a 25°C + HeLa 37°C + + +

AS a 25°C + HeLa 25°C -
IFI: Inmunofluorescencia
indirecta.

AS: Agar glucosado de
Sabouraud.

HeLa: Células HeLa.

Ejemplo 3.
Caracterizacion de los antigenos.

a) Electroforesis en geles de poliacrilamida con
SDS

La electroforesis en geles de poliacrilamida
con SDS (SDS-PAGE) se realizé segun la
técnica descrita por LAEMMLI [NATURE
(London) 256(1970) péags. 495-497] en un
aparato de electroforesis vertical Bio-Rad.
Los extractos antigénicos se separaron en un
gel homogéneo de poliacrilamida al 12,5%
durante 18 horas a 15 mV. Después de la
electroforesis, los geles fueron fijados con
metanol, acido acético, y formaldehido al
37% y agua (50/12/0,05/38%) durante 1
hora y tenidos con una tincién de plata o
sometidos a autorradiografia con una expo-
sicién de 3 dias a -70°C.

La Figura 2 muestra la electroforesis en ge-
les de SDS-PAGE de extractos de Candida

albicans cultivada a 25 y 37°C. Aunque la
mayoria de las bandas se observaban a las
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dos temperaturas, las bandas de 200, 130,
90 y 70 kilodaltons (kDa) se encontraban
mds expresadas a 37°C (calle B) que a 25°C
(calle A).

Cdlculo de los pesos moleculares

Los pesos moleculares de las bandas obser-
vadas en los geles se calcularon siguiendo
el método de LAEMMLI (citado anterior-
mente) comparando la movilidad electro-
forética de cada banda con la de los marca-
dores de peso molecular conocido. La mo-
vilidad relativa de las bandas se calculé di-
vidiendo la distancia de emigraciéon de la
banda estudiada entre la distancia de emi-
gracién del frente del gel. A continuacién,
se calculé matematicamente la ecuacion de
la recta resultante de representar el loga-
ritmo del peso molecular de los marcadores
utilizados y su movilidad relativa. El peso
molecular de las bandas se calculé introdu-
ciendo en la ecuacién anterior la movilidad
relativa de cada banda.

Identificacion de los antigenos reconocidos
por la sIgA

Los componentes del extracto antigénico
separados en geles de SDS-PAGE fue-
ron transferidos a ldminas de nitrocelulosa
bésicamente segun la técnica de TOBWIN
[PROC.NATL.ACAD.SCI.USA,76(1979)

pags. 4350-4354] durante 18 horas a 20 V
y 4°C. La nitrocelulosa fue bloqueada con
tampo6n Tris 20 mM, NaCl 0,1 M, pH 7,4
que contenfa 5% de leche descremada, la-
vada con PBS y cortada verticalmente en
tiras. Cada una de las tiras fue incubada
durante 18 horas a 4°C con las diferentes
muestras bioldgicas que contenian anticuer-
pos (lavados orales, vaginales o una dilucién
1: 100 del suelo de pacientes con vulvovagi-
nitis candididsica). Tras la incubacién, las
tiras fueron lavadas e incubadas con anti-
IgA humana marcada con biotina o con an-
tisuero de ratén anti-componente secreto-
rio humano. Los anticuerpos marcados con
biotina se revelaron con estreptavidina mar-
cada con peroxidasa y posteriormente con 4-
cloro-1-naftol o estreptavidina marcada con
1251 para realizarse posteriormente una au-
torradiografia. El anticomponente secreto-
rio humano se revel6 con un antisuero anti-
ratén marcado con biotina y posteriormente
con estreptavidina marcada con peroxidasa.

La Figura 3 muestra los antigenos reco-
nocidos por la IgA presente en un lavado
oral. Los antigenos reconocidos eran com-
ponentes de naturaleza polidispersa de pe-
sos moleculares 180-200, 130- 150, 90- 110
y 60-70 kDa que se encontraban mas ex-
presados en los extractos de células culti-
vadas a 37°C (calle B) que a 25°C (calle
A). Resultados similares se obtuvieron con
los anticuerpos presentes en lavados vagi-
nales o en el suero de pacientes con vul-
vovaginitis candididsica, asi como al reve-
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lar la reaccion antigeno-anticuerpo con anti-
componente secretor humano.

d) Demostracion de la naturaleza polisacdrida
de los antigenos reconocidos por la IgA

En algunas experiencias, las tiras de nitro-
celulosa obtenidas segun el apartado an-
terior, se incubaron con Concanavalina A
marcada con peroxidasa (suspendida a la
concentracién de 1 mg/mly diluida 1: 1000
en tampon Tris) y la reaccion se revel6 como
en el caso de la deteccién de la IgA. En
otros casos, las tiras de nitrocelulosa con los
antigenos transferidos fueron tratadas con
metaperiodato sédico 10 mM en tampoén
acetato 100 mM, pH 5,5 durante 20 minu-
tos a temperatura ambiente. Tras ser lava-
das con PBS, se procedié a la incubacién
con las muestras clinicas que contenian IgA
como se ha descrito anteriormente.

La Figura 3 muestra también la reactividad
de los extractos de Candida albicans cultivada a
25y 37°C con la Concanavalina A, observdndose
que los componentes de naturaleza polidispersa
de pesos moleculares 180-200, 130-150, 90- 110 y
60-70 kDa presentan manosa y por tanto, reac-
cionan con la Concanavalina A. La reactividad
era mayor en el extracto de las células cultiva-
das a 37°C (calle F) que a 25°C (calle E) y los
componentes que reaccionaban con la Concanava-
lina A eran sensibles a la oxidacién con periodato
sodico, ya que tras el tratamiento no se producia
una reaccién con la IgA (Figura 3. calles C y D).

Una prueba complementaria de la naturaleza
polisacarida de los antigenos reconocidos por la
IgA se obtuvo al calentar a 100°C durante 5 minu-
tos células de Candida albicans cultivada a 37°C.
Tras el tratamiento, las células fueron lavadas
con PBS y fijadas en portaobjetos para inmuno-
fluorescencia segun lo indicado en el Ejemplo 1.
Este tratamiento, que elimina la reactividad de
los antigenos proteicos presentes en la pared ce-
lular, no afect6 a la reactividad de la IgA.
Ejemplo 4.
Ezpresion de los antigenos en células de Candida
albicans procedentes de pacientes con candidiasis.

Para el estudio de la expresion de los antigenos
manoproteicos en células de Candida albicans
procedentes de pacientes con candidiasis se uti-
liz6 una prueba de inmunofluorescencia directa o
la prueba de inmuno-fluorescencia indirecta ex-
puesta en el Ejemplo 2. Para la prueba de la
inmunofluorescencia directa se fijaron a portas
de inmunofluorescencia células de Candida albi-
cans procedentes de muestras clinicas, fundamen-
talmente muestras vaginales y orales. Posterior-
mente, se anadieron a cada pocillo 20 ul de anti-
IgA humana marcada con biotina diluida 1:100
en PBS y se incub6 a 37°C durante 45 minutos
en una cdmara himeda. Tras la incubacion, los
portaobjetos se lavaron con PBS y se incubaron
con estreptavidina marcada con isotiocianato de
fluoresceina durante 15 minutos a 37°C. Tras ser
lavados de nuevo, los portaobjetos fueron prepa-
rados para ser observados mediante microscopia
de fluorescencia.
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Las células de Candida procedentes de la ma-
yoria de los pacientes con, infeccién se encontra-
ban recubiertas por anticuerpos de la clase IgA,
lo que indicaba que habian expresado las mano-
proteinas que eran reconocidas por la IgA. Si la
muestra clinica de donde se obtuvieron las células
de Candida albicans para realizar la inmuno-
fluorescencia directa se cultivaba en medio de Sa-
bouraud a 25°C, las células de Candida albicans
obtenidas ya no expresaban las manoproteinas
que reaccionan con la IgA.

Las mismas manoproteinas se pudieron obser-
var en célula, de Candida albicans procedentes de
un hemocultivo de un paciente con infeccién por
Candida albicans. Sin embargo, la expresion de
estos antigenos era en este caso mayor, ya que el
subcultivo repetido de las células de Candida albi-
cans en medio de Sabouraud a 25°C no conducia
a la desaparicién de las manoproteinas que reac-
cionan con la IgA, siendo capaces las células de
Candida albicans del séptimo subcultivo de reac-
cionar por inmuno-fluorescencia indirecta con la
IgA.

Ejemplo 5.
FEzpresion de los antigenos en células de Candida
albicans procedentes de animales con candidiasis.

Para el estudio de la expresion de los antigenos
manoproteicos en células de Candida albicans
procedentes de animales con candidiasis se uti-
liz6 una prueba de inmunofluorescencia directa
similar a la expuesta en el Ejemplo 4.

En estos experimentos se inocularon intrave-
nosamente 6 ratones con 1x10° levaduras de una
cepa de Candida albicans que, por haber sido sub-
cultivada multiples veces en medio de Sabouraud
a 25°C, no expresaba las manoproteinas que reac-
cionan con la IgA. Cuando los animales mostra-
ron signos de infecciéon aguda fueron sacrificados
y los rinones disgregados para liberar las células
de Candida albicans presentes en el tejido renal.
Diez microlitros de la suspensién celular asi obte-
nida se fijaron a un portaobjetos y se realizé una
prueba de inmunofluorescencia indirecta de forma

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

similar a lo expuesto en el Ejemplo 1.

La infeccién experimental en el ratén produjo
la expresién de las manoproteinas que reacciona-
ban con la IgA, ya que las levaduras de Candida
albicans aisladas del rinén de los animales infecta-
dos reaccionaban con la IgA presente en lavados
vaginales u orales de pacientes con candidiasis su-
perficial.

Ejemplo 6.

Diferenciacion de los antigenos de naturaleza ma-
noproteica de las proteinas de choque térmico con-
vencionales.

La posible relacién entre las manoprotreinas
que reaccionan con la IgA y las proteinas de cho-
que térmico convencionales fue estudiada incu-
bando las tiras de nitrocelulosa obtenidas segin
el Ejemplo 2 con un anticuerpo monoclonal de
rata anti-familia génica HSP-70 (suministrado
por Alma Research). El anticuerpo monoclo-
nal anti-HSP 70 es un anticuerpo especifico de
proteinas de choque térmico, [Heat Shock Pro-
teins o HSP], que se expresan a 37°C pero no a
25°C, de 70 kDa de peso.

En la Figura 4 se presentan los resultados de la
incubacion de los extractos de células de Candida
albicans con el anticuerpo monoclonal anti-HSP-
70. El antigeno reconocido era un componente de
peso molecular de 70 kDa que se encontraba mas
expresado en los extractos de las células cultiva-
das a 37°C (calle B) que a 25°C (calle A) y cuya
reactividad no desaparecia tras la oxidacién con
periodato sddico (calles C y D).

El método descrito en la presente invencién
proporciona una descripcién y una caracteri-
zacién de las manoproteinas de Candida albicans
que reaccionan con la slgA. Debe entenderse que
si bien esta invencién ha sido descrita respecto
a la modalidad referida, serdn evidentes diversas
modificaciones de la misma para los expertos en
esta materia, a partir de la lectura de esta des-
cripcion, quedando tales modificaciones cubiertas
por el alcance de las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Antigenos manoproteicos de choque
térmico de Candida albicans caracterizados
porque se expresan durante la infecciéon por Can-
dida albicans o durante el cultivo in vitro a 37°C,
pero no durante el cultivo in vitro a 25°C.

2. Antigenos manoproteicos de choque
térmico de Candida albicans segun reivindicacion
12, caracterizados porque son manoproteinas
de pesos moleculares de 180-200 kDa, 130-150
kDa, 90-110 kDa y 60-70 kDa.

3. Antigenos manoproteicos de choque
térmico de Candida albicans segun reivindicacion
12, caracterizados porque reaccionan con la
sIgA presente en las secreciones orales de pacien-
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tes con candidiasis oral.

4. Antigenos manoproteicos de choque
térmico de Candida albicans segun reivindicacion
12, caracterizados porque reaccionan con la
slgA presente en las secreciones vaginales de pa-
cientes con candidiasis vaginal.

5. Antigenos manoproteicos de choque
térmico de Candida albicans segun reivindicacion
12, caracterizados porque reaccionan con la IgA
presente en el suero de pacientes con candidiasis
vaginal y otros tipos de candidiasis.

6. Empleo de los antigenos manoproteicos de
choque térmico de Candida albicans segun reivin-
dicaciones 12 a 52, para el diagnéstico de las can-
didiasis.
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