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RESUMEN

El objetivo de! presente trabajo fue de: a) obtener fracciones antigénicas de los hongos

Cnp neofc y Candida albicans, para desarrollar técnicas diagndsticas;

b) producir anticuerpos en animales de laboratorio (conejos), con el fin de obtener sueros
hiperinmunes para la prueba de deteccion de antigeno; c) estandarizar técnicas
diagnosticas empleando los antigenos obtenidos y los sueros hiperinmunes para Ia

deteccion de antigeno cir en ambas enfermedades. Se ob una cc

de carbohidratos de 40.09 pg/ml para las mananas de Candida albicans y de 6.42 pg/ml

y 4.96 pg/ml para el polisicarido de Cryp. neqformans var. neoformans y Cryp.

neoformans var. gatlii respectivamente. Se sensibilizaron por separado particulas de

latex de 0.81 um con sueros hiperi de ambas levad Los sueros se produjeron
en conejos, con diferentes p los de i igacion a partir de células completas hasta
alcanzar un titulo de 1:1024. Como | negativo se emplearon particulas de litex
sensibilizadas con suero hiperinmune de Der philt igolensis y como 1
positivo se utilizarén estuches comerciales contra ambas levad Los ltad

obtenidos en ¢ caso del polisscarido de Cryp. neoformans en cuanto a la concentracion
minima detectada mediante Ia prueba fue de 25 ng/ml, y 19 ng/ml para sus variedades
neoformans y gattii respectivamente; para la manana de C. albicans fue de 15 pg/ml
pero cuando se evalu6 con el espectrofotometro se lleg6 a determinar hasta 1 ug/mi. En
conlusién podemos mencionar que estas pruebas permiten el reconocimiento de los
antigenos en ¢! caso de infecciones sistémicas, dindole un uso diagnéstico como de
monitoreo de la enfermedad.
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1. INTRODUCCION

Las infecciones fungales en el humano ocurren principalmente en e! caso de pacientes
debilitados donde sus mecanismos normales de defensa estan afectados. Los organismos

involucrados son hongos cosmopolitas los cuales tienen una baja virulencia inherente. El

incremento en la incidencia de estas infecciones y la diversidad de los agentes fungales

causantes, la presencia del Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), el

desarrollo de cénceres mas agresivos, la pia post-transp , el uso de

antibiéticos y sustancias inmunosupresivas (corticosteroides) ocasionan una disminucion

de Ia resistencia del huésped. (Ellis, 1994)

Los ft que predisp el incr de la fi ia o severidad de las
infecciones fungales son tres:

1) Alteraciones de la barrera epitelial provocada por:

. Una antibioterapia multiple o de amplio espectro.

. Cateterizacion permanente,

. Diélisis peritoneal.

» Quemaduras, tlceras, incision quinirgica y trauma.

. Incremento en el pH gastrico, citotdxinas y radioterapia.

2) Defectos o disfuncion de neutréfilos, fagocitos mc 1 y otros granulocitos
causadas por:

. Radioterapia.

. Quimioterapia.

. Anemis aplistica.

. Enfermedad granulomatosa crénica.

o Diabetes Mellitus.



3) Defectos o disfuncién de inmunidad mediada por linfocitos -T causados por:
e SIDA.

o  Enfermedad de Hodgkin.

e  Transplantes.

. Quimioterapia.

¢ Radioterapia.

s  Leucemia.

e  Corticosteroides.

En pacientes neutropénicos virtualmente cualquier hongo puede crecer a 37 C y ganar ¢l

¢ 1
0!

infe diseminada. De hecho, la trilogia de

acceso al torrente una

1 40 d

la neutropenia, el dafio ido por la q y el uso de drogas

antibacterianas de amplio espectro ocasiona la remocion de la flora normal que es la

causa de infecci fungal ial Candidosis, en estos pacientes. (Cuadro 1).

- L2

Estas infecciones ocasionan un enorme problema en terminos del reconocimiento clinico
inicial, el diagnostico y fa identificacion en el laboratorio del agente causal. La
prevalencia de infecciones micoticas serias en pacientes neutropenicos se incrementa

constantemente, siendo de relevante importancia la Candidosis sistémica.



Cuadro 1. Incidencia de infecciones micéticas especificas en -
pacientes con céncer y transplante de organos.

Candidosis 44-830%
=andeons
| Aspergilosis 20-30%
Criptococosis | Ran
|
Histoplasmosis SRara
Coccidioidomicosis *Rany
Hialohifomicosis Rara
* Arcas Endémicas
Ellis, 1994

La aparici6n del SIDA ha provocado un aumento en la presentacion de enfermedades
miciticas (Anderson and May, 1992; Clement, 1994). Segin ¢l boletin semanal de fa
Organizacion Mundial de la salud, con fecha del 2 de Marzo de 1990, desde la aparicion
de la enfermedad hasta ahora, se han reportado 222 740 personas con SIDA en ¢l mundo
entero; 31 581 provienen de Europa (14.17 %), 588 de Asia (0.22 %), 147 159
(66.06 %) de America, 41 518 de Africa (18.63 %) y 1 894 de Oceania (0.84 %).

Al respecto México ocupa el nimero 11 a nivel mundial y es el tercer lugar en el
continente americano con 3944 casos, detris de Brazil (9 555) y de Estados Unidos de
Norteamerica (121 645).

En cuanto a la Mortalidad, de los 3944 casos registrados hasta la fecha en México, se
han reportado 2 080 personas aun vivas (52.7 %) y 1 586 fallecidas (40.2%). Se ignora

1a suerte de 278 enfermos { 7%).(Carrillo, 1990).

El Cuadro 2., muestra las diferentes micosis que afe a los paci con SIDA (Ellis,

1994).




Cuadro 2 . Porcerntaje de infecciones fungales en pacientes con SIDA

Candidosis Oral 40- 50 %
Candidosis esofigica 50%
Criptococosis 3-33%
Histoplasmosis *5-30%
Coccidiodomicosis * Rara
Aspergilosis pulmonar 5%
| Esporotricosis cerebral Rara
Hialohifomicosis Rara
Dermatofitosis 20-90%

* Areas endémicas

Ellis, 1994

ol q

El SIDA, ha sido responsable de un dramatico i en i Ine: por

hongos levaduriformes como Candida 'y Cryp , el p je de prevalencia de
ambas enfermedades, asi como el niimero creciente de individuos afectados por el SIDA
han aumentado el interés en e! estudio de los agentes etiologicos implicados en
Candidosis y Criptococosis, siendo a su vez necesarias las investigaciones que

Anlops + P P O

para su ) diag;

desarrollen




2. ANTECEDENTES

2.1. Género: Candida

La historia de las enfermedades causadas por Candida se r desde los pri

de la microbiologia. Siendo introducida en 1751 en la clasificacién de algunos hongos
aislados de 1a vegetacion, con el género Monilia, el cual se asocio con el algodoncillo a
fines del siglo XIX. Plaut, en 1887, aislo de la madera un hongo semejante a una fevadura,
el cual recordaba al algondoncillo oral en traqueas de potlos; fue asi, que considero a su
aislamiento identico a Monilia candida y en 1890 Zopf , nombro al hongo del algodoncillo

1

como Monilia albicans, este nombre per i0 por varias d

derivandose después
el nombre de moniliasis, el cual describia a las afecciones causadas por el hongo del
algodoncillo (Odds, 1979).

El descubrimiento inicial de! algodoncillo “trush” fue reportado por Langenbeck en 1839
cuando demostré 1a presencia de un hongo levaduriforme en las lesiones de aftas bucales
en un caso de tifo, aunque erroneamente o nombro el agente causal de esta enfermedad.
En 1846 Berg, fue el primero en describir completamente la relacion entre el hongo y las
lesiones bucales. En 1892 D. Gruby describi6 ante la Academia de Ciencias de Paris al

hongo able del verdadero algondoncillo en los nifios y colocoé al hongo de

L4

Langenbeck en el género Sporotrichum; para 1853 Robin lo d ind Oidium albi

0+ The

siendo el primero en utilizar el para esta especie. En 1868 Qui d

propuso el nombre Syringospora robinii y en 1877 Reess nombro al hongo
Saccharomyces albicans (Rippon,1982).
La posicion taxonomica de Candida fue esclarecida en 1923 por Berkhout, quien sugirio el

nombre generico de Candida, el cual fue adoptado formalmente a nivel internacional,



En 1984 se enlistaron en el género Candida 196 especies (incluyendo aquellos
previamente en el género Torulopsis), menos de 20 de estas especies han sido perad

de situaciones patoldgicas bien documentadas (Chaparro, 1993).

A Wilkinson (1849) se le acredita la primer descripcion de la candidosis vaginal y su
etiologia micitica y Haussmann demostrd en 1875 que el agente causal del algodoncillo
oral y vaginal era ¢l mismo microorganismo, La primer descripcion completa de otras
formas superficiales de candidosis no aparecié hasta los primeros afios del siglo XX,
aunque es probable que Ia candidosis cuténea haya sido conocida clinicamente mucho
antes (Smith,1989). La primera descripcion de candidosis profunda, fue hecha por Zenker
en 1861,en un caso de infeccion cerebral; en 1877 Parrot, describe al hongo en una
infeccion pulmonar y en un caso de infeccion diseminada fue descrito en 1890 por

or
¥ P

Schmorl. Mas tarde, Castellani hizod investigaciones ivas de las micosis a

de este siglo, el fue el primero en sugerir que las especies de levaduras involucradas en la
patogenesis de Ia candidosis son otras distintas a la Monilia albicans (Odds,1979). El
Cuadro 3 resume las diferentes formas de la candidosis y a quién se le acredita su

reconocimiento.(Odds, 1979)

2.2. GENERALIDADES

Candida es un hongo dimérfico, como levadura se considera comensal del tracto
gastrointestinal de individuos sanos y probablemente sea la levadura mas importante por
la frecuencia de su presentacion (Ashman, et al.,1990). So: varias las especies de Candida

que pueden estar etiologicamente involucradas en la Candidiasis, Ia més comin es C.

Ibicans y nte C. tropicalis, C. krusei, C. parapsilosis, C. guillermondii, C. kefyr
(C. pseudotropicalis)y y C. (Torulopsis) glabrata. En el cusdro 4 se describe en forma
sucinta ¢l nombre antiguo y el nombre actus! de las principal pecies de Candida de

importancia médica. (Odds, 1988)



Cuadro 3.

PRIMEROS REPORTES CONOCIDOS DE

LOS PRINCIPALES TIPOS DE
Candidosis
TIPO DE Fecha de la Autor
LESIONES primera
CAUSADAS acreditacion
POR Candida
| Algodongillo oral | 4th. A.C. Hipécrates
Osea 1835 Verén
Vaginal 1849 Wilkinson
Cerebral 1862 Zenker
Diseminada 1890 Schmori
Onicomicosis 1904 Dubendoprfer
Cuténea 1907 Jacobi
Mucocutanea 1909 Forbes
cronica
Artritis 1921 Goldring
Paroniquia 1925 Kingery y
Thienes
Cistitis 1927 Rafin
Osteomielitis 1928 Connor
Nefiitis 1931 Lunquist
Endocarditis 1940 Joachimy
Polayes
Endoftalmitis 1943 Miale
Corioamnionitis | 1958 Benershke y
Raphael

Odds, 1979.



Cuadro 4.

REVISION DE LA TAXONOMIA ACTUAL QUE AFECTA LOS
NOMBRES DE LEVADURAS DE AISLAMIENTOS CLINICOS

NOMBRE ANTIGUO NOMBRE ACTUAL
Candida brumptii Candida catenulata
Candida claussenii Candida albicans
Candida parakrusei Candida parapsilopsis
Candida paratropicalis Candida tropicalis
Candida pseudotropicalis Candida kefyr
Candida ravautii Candida catenulata
Candida stellatoidea Candida albicans
Torulopsis candida Candida famata
Torulopsis glabrata Candida glabrata

Odds, 1988,




Candida albicans forma parte del reino Fungi u hongo, phylum Deuteromycota, clase
Blastomycetes, familia Cryptococcaceae y género Candida (Campos, 1991).

El género Candida esta integrado por hong icelulares (levaduras) como fase
predominante y por algunas especies que pueden llegar a p una fase pluricelul
(micelio verdadero), pasando por una etapa int dia d inada tubo germi
(Segundo,1991).

Las levaduras son células ovales Gram positivas que miden de 2 a 8 um por 2.5 a 20

micras, segiin la especie, son aerébias cuya divi

cultivo presentan colonias concavas, cremosas, de color blanco 6 café segin sea el medio

2

es por g ion y en el medio de

empleado. Este género es capaz de formar una fase pseudomicelial fa cual es un conjunto
de blastosporas que dan Ia apariencia de un micelio que mide de 5 a 10 um de didmetro
con puntas redondesdas que se mantienen unidas como los eslabones de uns cadena.
Dentro del género Candida algunas especies p reproduccion sexual.(Odds, 1988)
{Cuadro 5 ).

Las principales caracteristicas de Candida albicans son:

a) La habilidsd para producir filamentos cortos lamados tubo germinativo, ha sido la
prucba tradicional especifica para identificar a C. albicans ya que ésta los produce en un
tiempo de 1 a 2 horss.

b) La capacidad de desarrollar estructuras esféricas refringentes denominadas
clamidosporas, que son producidas solo por C. albicans y en casos muy raros por C.
tropicalis.

<) El crecimiento a diferentes concentraciones de icido, ya que C. albicans crece en pH
menor 8 1.5, mientras que otras especics de Candida no son capaces de hacerlo. (Odds
and Abbott, 1980)

Candida no solo puede presentarse como bfastospora y pseudohifa, sino también como
uns hifa verdadera con formacién de clamidosporas (Odds, 1979).



NOMBERE DE ESTADOS PERFECTOS DE ESPECIES
DE Candida
AISLADAS EN CASOS CLINICOS

NOMBRE DE LA FORMA ASEXUAL NOMBRE DE LA FORMA

SEXUAL

Candida famata Debaromyces hansenii

Candida guillermondii (var. guillermondii) Pichia guillermondii

Candida guillermondii (var. membranaefaciens) Pichia ohmeri
Candida kefyr Kluyveromyces marxianus

Candida Krusei Issatchenkia orientalis

Candida lusitaniae Clavispora lusitaniae

Candida norvegensis Pichia norvengensis

Odds, 1988




En 1961, Hansclever y Mitchell describieron el primer método para tipificar a Candida
albicans. En Ia actualidad se sabe que este método est4 basado en las diferencias en el tipo
y extension de las ramificaciones de manosa de la levadura, el método define
principalmente dos serogrupos, A y B, (Odds, 1988).

Posteriormente, Fukazawa , Kano y Suzuki desarrollarén un esquema de identificacién de

levad basado en los p de aglutinacién con antisueros de referencia y
monoespecificos y por fermentacion y asimilacion de glucosa. La aglutinacién de Candida
albicans por uno de los 10 antisueros, el antisuero.6 (IF6), se ha reportado que puede
diferenciar ¢l tipo A del tipo B. Recientemente, algunos grupos han reportado la
aglutinacién de C. albi por anticuerp lonales que se correlaci con el

serotipo (Miyakawa, et al., 1986; Sundstrom, et al., 1988).

Estudios en Estados Unidos de Norteamerica (EUA) y en Europa, realizados entre 1961 y
1981, demostrarén que el serotipo prevalente aislado en pacientes con enfermedad

producida por Candida fue el tipo A (65-95’/-) (Brawner and Cutler, 1989), En 1982, en

un estudio realizado aislando C. albicans de p con enfermedad no especificada, se

demostr6 que el tipo A y ¢l B se presentaban en un 50.7% y 49.3% respectivamente

(Stiller, et al.,1982 ). Recientemente se ha encontrado que individuos inmunocomp

eran igual prop a tener tipo A o B como flora oral, pero que

.y P

individuos inm mp! 5 yendo pacientes con SIDA eran casi dos veces

més prop a estar infectados con el tipo B (Brawner and Cutler,1989 ). En la
actualidad debido a trabajos realizados en EUA, Europa y Africa resulta real el incremento
de Ia prevalencia del tipo B, principalmente en pacientes con SIDA (Schmid, et al.,1990).




2.3. CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES DE Candida albicans:
La pared celular presenta tres funciones principales:

. a) Mantiene la forma celular,
b) Secreta enzimas hidroliticas y
¢) Es el punto de contacto entre el hongo y su medio.
En el estudio de la pared celular, se han encontrado diferencias cualitativas y cuantitativas
entre las células levaduriformes y miceliales durante el ciclo de crecimiento en diferentes
medios de cultivo. Ademads, se han observado cambios dinamicos en la superficie celular
durante la formacion del tubo ‘germinativo, incluyendo sintesis y degradacion rapidas de
las manoproteinas de la superficie. La pared celular representa aproximadamente el 30%
del peso total de la célula, esta constituida por manoproteinas (20-30%5); glucanas con
enlace 1-3 (25-35%), glucanas con enface 1-6 y pequefias cantidades de quitina (0.6-
2.7%), proteina (5-15%) y lipidos (2-5%).( Cherniak, et al., 1980).
La Figura 1, es un diagrama esquematico que muestra la arquitectura, composicién y

organizacion de la manoproteina de la pared celular de Candida albicans. (Amold, 1981).

Caracteristicas de 103 componentes de la pared: La superficie mas externa de C. albicans
tambien denominada capa mucosa, tiene un papel muy importante dentro de la
patogenicidad, fagocitosis y adherencia. El principal componente de esta capa es la
monoproteina, aunque esta la podemos encontrar distribuida en zonas de alta densidad
electrénica y en la cubierta fibrilada de la pared (Calderone and Braun,1991) . Aunque
aln no se conoce con precision las estructuras que funcionan como inmunodeterminantes
especificos, si se sabe que las cadenas laterales de las manoproteinas contienen los
epitopes que confieren la seroespecificidad; sobre todo al provocar cambios fenotipicos en
Ia superficie de la pared, causados por diferentes arreglos en las manoproteinas expresadas

(Martinez, et al.,1990; Gil, et al.,1991).
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La de las inas de C. alb es similar a la de Saccharomyces

cereviseae y las composiciones de la pared celular de la levadura y de la hifa son
relativamente semejantes, sin embargo, las diferencias tanto cualitativas como cuantitativas
han sido ampliamente discutidas (Ashman, et al., 1990; Torosantucci, et al.,1990),
concluyendose que levaduras e hifas son diferentes en cuanto a la composicion de
mananas. En resumen, la diferencia consiste en un decremento en la longitud promedio de

la cadena de ligosacaridos en las de las hifas en comparacion con las de la

1, 1

a, dicko decr se atribuye a una menor actividad de la enzima manosil

transferasa en Ia forma de hifa que en la levadura (Saxena, et al.,1990; Torosantucci, et

al.,1990). La principal porcion de la manoproteina esta puesta de poli
altamente ramificada unida a la proteina a través de un puente de quitobiosa y asparagina.

Es asi, que ¢l modelo estructural seiiala que el oligosacarido se encuentra unido

4 1

idos unidos por tipo

O (via residuos de treonina o serina) o como un complejo oligosacérido mayor unido por

covalentemente a la proteina ya sea como pequeilos oligc

enlaces N que involucran dos unidades de N-acetil-D-glucosamina y residuos de
asparagina (Calderone and Braun, 1991); siendo las manoproteinas-O menos complejas
que las manoproteinas-N. Por lo que respecta a la manana, se ha demostrado que contiene

principalmente residuos de manopiranosa unidos por enlaces alfa (1-6) y alfa (1-2). Los

A 1

residuos de manosa unidos por enlaces alfa (1-6) forman una que esta

sustituida por cad cortas de olimandsidos que conti i internas alfa (1-2) y
en menor cantidad uniones alfa (1-3).(Martinez, et al.,1990).

Un estudio de iodinacion vectorial demostrd que la principal manoproteina de !a
supesficie, es un polimero de 260 KDa compuesto por 1.5% de proteina y 98.4% de
hexosa (Reiss et al.,1992).

Otros polimeros de la pared celular de C. albicans son: las glucanas que imparten

fortaleza estructural y se pueden encontrar en tres diferentes formas B glucana (union 1-6)
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ramificada, B glucana (union 1-3) ramificada y B glucana (1-3)- B (1-6) mezclada
insolublemente con la quitina formando un complejo ( Reiss et al,1992). Las

prop en que ap las diferentes glucanas varia entre las formas de levadura y
de tubo germinal (Casanova, et al.,1989; Calderone and Braun, 1991 ).
Estudios realizados han revelado que Candi Ibi p una t tipica de

células eucaridticas. Los analisis de 1a composicion quimica de la membrana muestran a
las proteinas y a los lipidos como sus principal p con pequefias cantidades

¥

de carbohidratos y écidos nucleicos (0dds,1979).

La membrana es importante en el control homoestatico y es el blanco de los agentes

También, se ha d do su importancia en la sintesis de las capas de la

pared celular y en la expresién de los antigenos de superficie. A pesar de las profundas

1hi,

, 5¢ han ado ciertos

diferenciss entre la membrana y la pared celular de C.
epitopes compartidos por ambas estructuras a diferentes tiempos de crecimiento, tanto en

la blastoconidia como en el tubo germinal ( Li and Cutler, l99|).

2.4. PATOGENESIS DE Candida albicans

Son varios los estudios realizados para definir los mecanismos patogénicos de C. albicans,
siendo la complejidad de fe de virulencia frente al hospedador son los que le
permiten causar la enfermedad (Calderone and Braun, 1991).

La adhesion de C. albicans a los tejidos del hospedador y su implantacion en

biomateriales, se ha considerado un paso temprano para el establecimiento de la
enfermedad. La asociacion y adhesion a mucosas de varias superficies de tejidos por parte
de C. albicans es compleja, procesos multifactoriales no pueden ser completamente
descritos empleando terminos sencillos como adhesion o invasion. Varios pasos parecen
ocurrir de manera secuencial antes de que Ia adhesién se establezca. ( Kennedy, et al.,
1992).



Para que C. albicans pueda adherirse in vivo se requieren los siguientes pasos:
(i) acercarse a la superficie;

(ii) superar 1a fuerzas fisicoquimicas del limite de la capa hidrodindmica;

(iil) p (activa o pasi ¢) la interface liquido-sélido;

(iv) adsorb a 1a superficie o a las macromoléculas de la superficie y finalmente;
(v) atacar via especifica las i i adhesina: p
El hongo estaré libre para multiplicarse en Ia superficie o intracelularmente una vez que la

penetracion de la capa epitelial haya ocurrido. El Cuadro 6 presenta un resumen de los
mecanismos de adhesion y iacion de Candida albi, ( Marrie and Costerton,1981).

La adherencia a las superficies celulares es por lo tanto un factor de virulencia importante

que es mayor en C. albicans que en otras especies como C. fropicalis. El componente

proteico de Ia proteina do en la capa externa fibrilar de C. albicans

(Critchley y Douglas, 1987), asi como la hidrofobicidad de otras especies, parece

importante en Ia adt ia (Douglas, 1987 ). El papel de otros factores tales como pH,
CO,, azlicares, permanecen menos claros en comparacion a lo que se conoce en bacterias.
La adhesion a células epiteliales bucales disminuye en presencia de algunos agentes
antifingicos; fenémeno probablemente relacionado con la inhibicién de la formacion del
tubo germinal. Se ha sugerido la existencia de un factor que une al fibrindgeno
fuertemente con Ia superficie de los tubos germinales ¢ hifas como un determinante de la
patogenicidad de C. albicans (Bouali et al, 1987); en una idea similar, 1a capacidad de las
levaduras para unirse 8 Ia fibronectina se ha sugerido como un factor de virulencia al
menos en la endocarditis (Calderone et al., 1987).

Adicional a la adhesion a células epiteliales y superficies inertes, el significado ecologico y
patolégico de ta co-adhesion de C. albicans a otros microbios pegados a las superficies
mucosas todavia no es tan claro y puede ser importante en el inicio de lesiones en mucosas

(Kennedy et al.,1987).
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Cuadro 6.

MECANISMO DE ADHESION Y ASOCIACION DE Candida albicans

MECANISMO ACTIVO O ||ESPECIFICO ONO|| DIRECTO O IEJEMPLOS l
PASIVO ESPECIFICO INDIRECTO
ADHESION NO A P N D, 1 ;"“I“mm“ coN
ESPECIFICA FLASTICOS, PUENTES \
CON ACRILICO, ADSORCION A
—
INTERACCIONES | A ] E 0 DI JJADHERION A CELULAS
ADHESINA-RECEPTOR T TELALESy NN A
COMPLE! . A
CELULAS FAGOCITICAS DE LA
ZONA MARGINAL DEL BAZO.
COAGREGACIONY ][ A 1 E.N 1 1 FORMACION DE
COADHESION A MICROCOLONIAS EN PLACAS
TEJIDO, FUACION A
ORGANISMOS BACTERIAS O " LEVADURAS|
ADHERENTES ADHERENTES.
ATRAPADO EN GEL MUCOSA O
ATRAPADO EN TEIDO |[ P A N 1 D | ATRAPADO oS
MUCGSA INTESTINAL.
l PENETRACION DEL lr A 1 E.N 1f D,1 PENETRACION DEL TUBO)
GERMINAL E HIFA A LAS
TUBO GERMINAL ‘summlrs DE LA MUCOSA
PENETRACION DE LA
"IFA A LA REGION
QUERATINIZADA EL
ENTOMALK)Y
DIGESTION  EXTRACELULAR
l monsggg&(inng I] A il E N | D ]fue ACELULAR
LA MUCOSA INTESTINAL Y
cAPA DE LAS
MICROVELLOCIDADES ~ DEL
INTESTINO DELGADO.
A= Activa; P= Pasiva; E= Especifico; N= No especifico; I= Indirecto; D= Directo Marrie and Costerton,1981




Existen varias opini entre los i d 1

(4 )

en ion al estado portador de C.
albicans en los principales sitios de su actividad comensal: boca, vagina e intestinos

(Odds, 1979). La poblacién en estudio y el procedimiento de muestreo empleado (uso de

procedimientos de enriquecimiento en acion con sembrado directo en placa) son

dos de los factores contribuyentes més obvios a este dilema (Kiehn et al., 1980). Por regla
general, C. albicans puede recuperarse de la cavidad oral alrededor del 10% de la
poblacién normal; cifra que se incrementa a mas del 75% en pacientes hospitalizados
(0dds, 1979), alcanzando 20% en la piel de pacientes hospitalizados.

El estado de portador oral puede estar influenciado por el grupo sanguineo (mas alto en
0) y por no secretar antigenos del grupo sanguineo. Ademas, se ha sugerido que llevar a
C. albicans en la cavidad oral puede influir, o estar influido por, mecanismos regulatorios

de Linfocitos T. (Melbye et al.,1985).

s Thi

Mientras al, que C. no es un comensal normal de la

vagina, la mayoria estaria de acuerdo que puede encontrarse en la ausencia de enfermedad
evidente en més det 10 % de las mujeres no embarazadas. Esta incidencia aumenta a mas

del 50% en situaci bien definidas donde el ido de glucogeno de la superficie de

B )

Ia mucosa permanece elevado (¢j. durante el embarazo). La vulvovaginitis causada por
Candida es indudablemente una de las enfermedades infecciosas més en
en edad de crianza de nifios (Hurley and De Louvois, 1979).

2

Bsjo situaciones apropiadas, ocurre la diseminacion a partir de lesi en las o

bien por aumento en la poblacion de levaduras p a nivel intestinal inducido por

una terapia p gada de antibidticos y puede ltar en e! advenimiento de enfermedad

invasiva diseminada. La eliminacion de los anaerobios intestinales, especialmente en la

P ia de inm presion (e¢j. medicacion con ciclofosfamida) parece significativa.
Experimentos en ratones han revelado que en tales circunstancias C. albicans se asocia

con la mucosa cecal por lo menos por 4 mecanismos distintos: adhesion al epitelio,

13



"y

adhesion al moco, coadhesién a otras levaduras y bacterias adherentes, y atrapami en

¢l gel mucosa que esta bajo el epitelio (Kennedy et al,1987). Si se extiende o no el agente
causal, dependeri del niimero de levaduras desarrolladas en el intestino lo que resultara en
el desarrollo de enfermedad diseminada, lo cual dependera a su vez de la capacidad de los
neutréfilos para inhibir el crecimiento fungal subsecuente.

Las células levaduriformes (blastoconidia) aparentemente son las causantes de lesiones
profundas localizadas, aunque la formacién de tubo germinal proporciona ventajas para la -
multiplicacién del hongo (Klotz, et al 1983). Estudios experimentales sugieren que ambas
formas, levaduriforme e hifa de C. albicans pueden invadir y proliferar en tejidos
apropiados (Sheperd, 1985).

Mientras la actividad linfocitica normal ( y de los macrofagos) favorece la resolucion de

Tac (W) r 4

las de células fagociticas funcionalmente activas,

especialmente neutréfilos, parecen importantes en la prevencion de la diseminacion de los

h y la proliferacién d episodios fungémicos, encontrdndose que aun en
ausencia de linfocitos T funcionales y una biota bacteriana viable, los ratones atimicos que
se colonizan con C. albi son resi a una candidosis diseminada (Lee and
Balish,1983).

Una vez que Candida penetra en el torrente sanguineo, el principal mecanismo de defensa

se releciona con la actividad de los leucocitos polimorfonucleares (Nugent and

Onofiio,1984), y ocurriendo un marcado progreso y diseminacion de la infeccion en

A, A

ia de un de neutréfilos (ej. en neutropenia), 6 retardo en su

movilizacion (ej. en pr ia de anti-infl jos como cortic ), 6
malfuncionamiento de la actividad fagocitica normal (ej.en presencia de bajos niveles de
complemento).

La problematica sobre las causas de la diseminacién de Candida, resulta al saberse que

siendo los neutréfilos esenciales para limitar la diseminacion invasiva y la d id

14



aparente de la poca habilidad de estas células para matar blastoconidias ingeridas, al
menos in vivo, ha sugerido que deben ocurrir mecanismos de daiio al neutrofilo, diferentes
a Ia fagocitosis normal. Esto es probablemente cierto ya que experimentos de laboratorio
han demostrado claramente que los elementos hifales son daftados y/o muertos por los

neutrdfilos, presumibl por la liberacion extr de constituy fisc

de los cuales parecen importantes el sistema de mieloperoxidasa, metabolitos toxicos del

igeno y posibl péptidos catidnicos, en donde los corticosteroides pueden inhibir
esta actividad un poco (al menos con células fagociticas mononucleares). Es asi, que los
corticosteroides pueden actuar en uno de varios caminos retardando la movilizacion de los

feucocitos e inhibiendo la actividad fagocitica (Diamond,1977) ademas de interferir con

AF

los mecanismos inmunes, mientras que el papel de los gos en la p ion contra

la infeccion se d Actual se ha sugerido que C. albicans puede

Fy)

ir/atraer a los linfocitos killer naturales (NK). Aunque el papel antifagocitico de los

receptores de superficie de C. albi para frag s opsonizados del pl [C3
iC3b) todavia necesita ser total lucidado. (Marconi et al.,1985).
El papel de los antibidticos de amplio espectro como factor contribuyente en el

establecimiento de lesi por Candida en es bien sabido y aceptado (Odds,

1979) y parece 16gico asumir que esto contribuye al desarrollo de fungemia y enfermedad

en y después de cirugia mayor (especialmente intraabdominal)
permitiendo el sobrecrecimiento de la levadura en el tracto digestivo, seguida de
candidemias transientes. Asi mismo la eliminacion de bios del i ino y no de los

coliformes y otras bacterias aerobicas, parece significativo (Kennedy, et al. 1987 ). Por
otra parte se ha demostrado que Candida es un colonizador/invasor frecuente de Glceras
gistricas y puede obviamente colonizar areas de trauma gastrointestinal menor en
individuos normales y en contraste con la mayoria de las bacterias, las especies

patogenicas de Candida, no se han caracterizado por tener factores dominantes de
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virulencia. Sin embargo, &l reconocido orden de virulencia de las especies de Candida en

humanos, con Candida albi iderada como la principal, seguida de Candida
tropicalis, Candida parapsilopsis y Candida (Torulopsis) glabrata, p fi de
virulencia discretos que las distinguen de otras especies de levad que también crecen

a 37 C y son ocasionalmente aisladas de especimenes clinicos. Entre otros factores

potenciales de virulencia para Candida, se tra la p lisis celular, la cual ha
tomado mucha relevancia en las dltimos afios y fue descrita primeramente por Staib en
1965; una alta actividad proteolitica extracelular, la cual es causada por la enzima aspartil
proteasa (CAP) (E.C.3.4.23.6). Dicha enzima ha sido purificada de medios de cultivo de
varias cepas de C. albicans, tiene un rango molecular de 42 600-45 000 es una é&cido
carboxil proteinasa con un espectro de sustratos especificos donde se incluye a la

h R

queratina epitelial, el coligeno de la dermis, albumi globina, inmunoglobulinas de

4 4

p y las proteinas de la matriz extracelular; tienen un rango de actividad a

pH 2.0-7.0 con un pH éptimo entre 2.5-4.5, dependiendo del sustrato.(Ruchel, et al.,
1992).
El CAP es do por Candida albi después de la fijacion de la levadura al

14

epitelio del hospedador in vitro (Borg and Riichel, 1988), localizindose esta enzima en

pacientes que sufren initi da por Candida. El antig del CAP se ha

demostrado consistentemente por inmunofluorescencia en especimenes de mucosa en
casos de algodoncillo y en lesiones en piel durante candidosis diseminada ( Riichel, et al.,

; t

1992). Anticuerpos especificos contra ¢! CAP se han d ) en suero

particularmente con altos titulos en pacientes que sufren candidosis invasiva (MacDonald
and Odds, 1980).

La alta actividad proteolitica ha sido también establecida in vivo para la mayoria de los
aislamientos de C. tropicalis y C. parapsilopsis ,y en menor grado para C. glabrata.
Siendo Candida parapsilopsis y Candida glabrata consideradas como proteoliticas por
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algunos autores, sin embargo, ambas especies causan rar infeccién localizads

funda. C.glabra duce solo 7l idades de pi fular. Aunque

Lo Py

se encuentra reportado un CAP con peso molecular de 33,000 para C. parapsilopsis ,
existe también evidencia que C. parapsilopsis no produce CAP durante episodios de
fungemia. Aun in vitro, Ia induccion de la secrecion de CAP en estas especies puede
requerir usualmente de altas i de gl (Richel et al., 1976).

94 1 aht

Estudios de otros aislamientos i

que prc otras enzimas (fosfolipasa A,

lisofosfolipasa y lisofosfolipasa trancilasa) juegan un papel importante en la patogenia de

C. albicans (Thomas,1986), varios trabajos, sefiafan la p ia de una enzima de 47
KDa (Casanova et al.,1991; Franklyn et al.,1990; Zoller et al., 1991) tanto en citoplasma
como en la pared celular de fas formas miceliares y levaduriformes de C. albicans,

proteina se ha caracterizado como una enzima glucolitica enolasa (Franklin et al.,1990).

Dicha enzima se ha ado circulando en la sangre de pacientes con infeccion

sistémica por C. albicans, razén por 1a que se ha dado gran atencion al empleo de este

, para el d de una prueba de deteccién de anticuerpos especificos

5

(CANDTEC) que intenta mejorar el diagndstico de estas infeccil (Zoller et al.,
1991),

2.5. INFECCIONES CAUSADAS POR C. albicans EN HUMANOS
Debido a que C. albicans es un oportunista y virtualmente se encuentra presente en todos
los seres humanos desde su nacimiento, est& en una posicion ideal para tomar ventaja de
cualquier debilided de su hospedador y provocar un aumento en su colonizacién dando
originen a una infeccién (Brawner and Cutler, 1989).

Las infecciones por C. albicans se pueden manifestar en diferentes grados de severidad,
que van: desde un problema superficial de piel, una infeccion cronica de las ufias, una
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enfermedad de cavidad oral, garganta o vaginal hasta una infeccién sistémica, la cual se
puede dividir en a) Candidemia, b) infeccion sistémica y c) infeccion invasiva focal.

Candidemia se considera cuando uno o mis hemocultivos resultan positivos a Candida
spp. & una temperatura oral igual o superior a 38 C. Infeccion sistémica se define como la

idencia histologica de Ia invasion a tejidos por Candida spp. en dos o mas érganos; la

(-4

infeccion invasiva focal es aquella en donde la presencia histologica de Candida spp. se
demuestra en un sdlo 6rgano (pulindn, corazén 6 riion) (Phillips, et at., 1990).

Con el incremento de las modalidades terapeuticas para el cuidado de las infecci la

P

incidencia de infecciones sistémicas por Candida se ha incrementado. Por ejemplo, en
pacientes con leucemia, ¢l rango de infecciones por Candida observadas a la autopsia se
incremento en un 35 % en un lapso de 4 afios (Fung et al., 1986).

gl . 4

Trabsjos recientes ruéstran que entre las i opor en

pacientes positivos al virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) las més frecuentes son
las causadas por Candida y una vasta proporcion, 90-95%, desarrollan lesiones clinicas a
la par de 1a enfermedad viral. El Cuadro 7 resume las formas clinicas de las Candidiasis en

individuos con HIV positivo.(Ellis, 1994).



Cuadro 7.
FORMAS CLINICAS DE CANDIDOSIS EN PACIENTES CON HIV POSITIVO

» Portador oral asintomético.

s Algondoncillo oral.

o Perléche (quelitis angular)

s Leucoplasia.

o Laringitis.

o Esofagitis.

» Vulvovaginitis, Balanitis.

¢__(Diseminacion hematdgena).
Ellis, 1994.

Traumas, terapia antimicrobiana de amplio espectro o multiple, terapia con esteroides,

dietas ricas en carbohidratos, y cateterizacion urinaria e intravenosa son factores que

predisponen individual a la candidiosis (Odds,1979).
2.6. DIAGNOSTICO
Lievar acabo el diagnéstico de infecciones de localizacién profunda das por Candid

es dificil, teniéndose en cuenta que tan sélo un 15 a 40 % de pacientes con evidencia
postmortem de Candidiasis diseminada fuerén tratados premortem contra ésta enfermedad
(DeRepentigny and Reiss, 1984). El diagnéstico de laboratorio para la candidosis ha
incluido el cultivo, la deteccion de anticuerpos y la deteccion de antigenos. En la
actualidad, el diagnostico de la Candidosis diseminada es primari clinico, los
métodos empleados en el laboratorio para la identificacion del hongo se basan

principalmente en Ia prueba de tubo germinal, la produccién de clamidosporas y la
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habilidad de asimilar o fermentar carbohidratos (auxonograma y zimograma). La
identificacion total del hongo por los dos ultimos métodos toma de dos a tres dias por lo
que la prueba de tubo germinal que se realiza en dos horas es muy popular. Sin embargo,
las cepas de C. albicans no formadoras de tubo germinal representan del 1 al 2 % del

total y en ocasiones, algunas formas parecidas al micelio pueden ser confundidas con el
tubo germinal en otras especies diferentes a C. albicans (Dealler, 1991).
Los aislamientos de C. albicans a partir de especimenes clinicos deben ser interpretados

is

con p

ya que en pacientes hospitalizados se reconoce la existencia de una mayor

A

i6n de colonizacion que la ada en individuos sanos. Por ejemplo, la

prop
prevalencia de C. albicans oral y fecal es aproximadamente 10% para adultos normales,

que para paci hospitalizados es 20% o mis (Odds,1979).

La fi ia de aiglami de C. albi es de un 15 % en el caso de muestras

vaginales en mujeres sanas y un 10% en muestras urinarias, e infrecuentemente aislada de

de piel de individuos normales, asi como en proporcién variable se recupera del

esputo. Por otra parte, se ha demostrado que cultivos positivos de la levadura solo

aparecen en un 44 % de paci con C a la autopsia y que en

didock a4

contraste, la candidemia no siempre conduce a una enfermedad sistémica. (Myerowitz, et
al,, 1977).

04 PR YRR

Los hemocultivos algunas veces no son b p de una i ica por

C. albicans. Sin embargo, multiples cultivos positivos se han correlacionado con
infecciones sistémicas das por C. tropicalis (Sanford,et al.,1980).
La confirmacién definitiva se logra por medio de Ia demostracion histopatologica de

Candida en diferentes organos.
Los métodos serodiagnésticos para di icuerpos contra Candida spp., han
incluido aglutinacién, contrainmunoelectroforesis, doble difusion, inmunoelectroforesis,

inmunofluorescencia, radioinmunoensayo, la prueba de ELISA (DeRepentigny and Reiss,
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1984; Odds,1979). La sensibilidad de estas prucbas diagnésticas en Ia did

sistémicas es de un 50 a 92 % para paci inmi p con un rango menor de
deteccién en pacientes inmunosuprimidos. Estas pruebas carccen, sin embargo, de
especificidad en distinguir entre colonizacién e invasion locafizada profund,
(DeRepentigny and Reiss, 1984).

En el diagnbstico de la infeccion sistémica por C. albicans, los métodos empleados se

basan en 1a deteccion de al menos dos clases de antigenos solubles, uno 14bil al calor

(proteina o glucoproteina) y otro estable (manana).

haend

En general, las prucbas diagnosti en la d ion de mananas presenta mayor

Thi

sensibilidad y especificidad para el diagnostico de infeccion sistémica por C.

que
las pruebas basadas en la deteccion de antigenos proteicos (Bougnoux, et al.,1990;
Lemieux et al., 1990 ; Phillips, et al., 1990; Repentigny, et al., 1985).

Los métodos que detectan niveles de mananas circul incluyen i yos

enzimiticos con anticuerpos policlonales y monoclonales, radioinmunoensayos,
coaglutinacion y aglutinacion con particulas de litex. Sin embargo, apesar de su valor
clinico potencial pocos de estos métodos han sido aceptados para uso diagndstico
cotidiano debido principalmente a que las pruebas méds prometedoras requieren de
procedimientos complicados y equipos sofisticados para el analisis rapido de una sola

19

muestra lo cual no es prictico, facil de implementar y cc en un lab io de

4 £ 4

diagnostico ordinario; razén por la que i ig! estan ) su

atencién en las pruebas de aglutinacién con particulas de latex ( Bailey, et al., 1985; Khan
and Jones, 1986; Lemieux, et al., 1990; Thomas, 1986).
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3. ANTECEDENTES

3.1. Cryptococcus neoformans

La historia de la criptococosis y su hongo causal Crypfococcus neoformans data de 1894

1, )

cuando Sanfelice recupero del jugo de d una psulada, que le Hamo

Saccharomyces neoformans. Ia cual a fines de la decada de 1890 fue aparentemente
aislada de lesiones en bovinos, caballo y hombre, estudiandose su patégenicidad, en

animales de experimentacion y en 1894, el pat6logo Busse, & quien junto con Buschke se

les acredita ¢l primer imi de crip sis en el hombre, se refiric a la

enfermedad como Sacaromicosis hominis (Ri 1982)

Py

En 1901, Vuillemin encontré a la misma levadura en una lesién pulmonar en el cerdo,
observando la falta de formacion de ascospora que la diferenciaba de los miembros del

género Saccharomyces y la transfirio al género Cryptococcus como C. hominis. En 1905

ap Von H fue el primero en observar al hongo en un caso de
meningitis, aunque no fue reconocido antemortem en esta nueva forma clinica hasta que
Verse report6 un caso en 1914, (Smith, 1989)

Stoddard y Cutler en 1915, mal interpretarén a la cipsula mucoide de! hongo como
evidencia de histélisis del huésped y lo nombraron Torula histolytica, nombre que recibié

mucho apoyo pero que carece de prioridad y no estd apoyado por ninguna regla

& . d

de que el pto de actividad litica del hongo es erréneo. Mis
tarde se produjo una confusion de esta enfermedad por el uso del nombre "blastomicosis”

con la blastomicosis Ameri fusio Ita por Benham, quien en 1935 diferencié

claramente éstas y otras micosis causadas por hongos que geman. Aunque ella apoyd ls
idea de retener el nombre C. hominis para el hongo, sin embargo, ¢! nombre mas valido
basado en el uso y prioridad del hongo es Crypfococcus neaformans (Rippon, 1988;
Smith, 1989).



Las sugerencias de Shadomy a principios de los 70s de que C. neoformans puede ser el

estado imperfecto de un Basidiomiceto fue confirmado por Kwon-Chung en 1975, cuando

ella demostrd la formacion de b poras de varios aislami (Kwon-Chung,1976).

Por otra parte se encontrd la existencia de variaciones serdtipicas entre los aislamientos y

C. neaformans fue considerado como una especie relati homé Sin embarg

(-}

investigaciones posteriores revelaron la evidencia de una } genicidad dentro de la

especie, 1a cual subsecuentemente se dividio en dos: C. neoformans y *C. bacillispora™,
esta uUltima erigida para reacomodar los serotipos B y C, los serotipos A y D

permanecieron en C. neoformanx.(l(won-Chun;g,l976; Kwon-Chung and Bennett, 1988).

Fehiredl, 1

mas realizados por McGinnis cuestionaron la validez de reconocer

*C.bacillispora” distito de C. neoformans y en la actualidad se acepta que los cuatro

dades de una

serotipos son vari pecie. Asi, los serotipos A y D se incluyen como C.

neaformans variedad neoformans y los B y C como C. negformans variedad gatsii, el
nombre de esta wltima surge cuando Vanbreuseghem y Takashio en 1970 observaron

aislamientos en que se formaban células elongadas asi como redondas en cerebro de raton.

Las dos variedad ol 55-83 % de homologia en estudios de

1 1 q

hibridizacién cruzada de DNA pero se han encontrado simi emp

numerica.(Staib, 1987; Kwon-Chung et al., 1992).

Para los cuatro serotipos existe variacion geografica en la distribucién, teniendose que
mientras el serotipo A esta extendido en todo el mundo, el D es raro en Estados Unidos
pero comun en Europa. Los serotipos B y C parecen restringidos a ciertas zonas tropicales
y subtropicales aunque pueden localizarse en zonas geograficas mas amplias como en
Europa y en ¢l sur de Australia (Eliis, 1987). El reservorio natural de los serotipos tambien
parece distinto: A y D se asocian comunmente con heces de paloma, mientras el nicho
ecologico de B y C se menciona que es e} Eucalyptus cameldulensis (Ellis and Pfeiffer,

1990) e investigaciones recientes indican que e! habitat naturat de C. neaformans variedad
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gattii esta en la variedad de arboles Eucalyptus y se localiza tanto en su madera, hojas,
flores y frutos (Pfeiffer and Ellis, 1991).

3.2. GENERALIDADES

Cryptococcus neoformans es una levadura capsulada no dimoérfica, su habitat principal

como ya se iono es el exc de pat en ¢l caso de la variedad neoformans y

rboles del género Eucalyptus en la variedad gartii. Existen otras especies no patogenas
dentro del género Cryptococcus , que pueden diferenciarse de la especie neoformans,
porque ésta especie se desarrolla de 28 a 37 C y es patdgena para el raton,

Caracteristicas como presencia de capsula, forma de célula, aspecto de la colonia,

produccion de ureasa, asimilacion de nitratos, fermentacion y asimilacion de

1 A

carbohidratos, nos sirven para diferenciar el género Cryp de otras
patogenas (Campbell and Stewarth, 1980).

A diferencia de otras levaduras que producen micosis profundas C. neoformans presenta

la misma morfologia (levaduras capsuladas) tanto al estado parasitario como vegetativo,

es decir no es dimérfico. La formacién de una capsula grande es una caracteristica de C.

neaformans, cuando se desarrolla en los tejidos y bajo condiciones adecuadas de cultivo,

debe sefalarse que diversas especies del género Cryptococcus (aphtogenas), también
d spsula (Campbell and Stewarth, 1980).

14 L

La envoltura celular de C. negformans esta compuesta de lo siguiente: una pared celular
rigida constituida principalmente de glucanas; un polisacdrido  capsular,

glucuronoxilomanana (GXM), compuesta de manosa (Man), xilosa (Xil), Acido

glucurénico, y O-acetil; y un mini de dos igenos menores carbohidratos,
galactoxilomanana (GalXM) y la manoproteina (MP)YMurphy et al., 1988)
GXM es un polisicarido viscoso, que constituye aproximadamente ¢l 88% de la masa

capsular de C. negformans, esta compuesto de enlaces (1-3) a-D-manana sustituidos por
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enlaces sencillos (1-2)-D-xilosil y (1-2)-D- Acido glucosilurénico. La proporcién de los
componentes del GXM en el serotipo A son xilosa:manosa: Acido glucurénico (2:5:1)
(Chernisk, et al, 1982).GXM es el principal factor de virulencia debido a sus
caracteristicas toleranogénicas y antifagociticas, las mutantes acapsulares son menos
virulentas.(James and Chemniak, 1992).

GalXM y MP estan en una cantidad del 12% de la masa capsular; GalXM ha sido
caracterizado y esta constituido por glucosa: manosa: xilosa: Ac. gfucurénico enla
siguiente proporcién 1.9: 1.8 : 1 : 0.2 y un 2% de O-acetilos. (Cherniak et al.,1980;
Cherniak et al., 1982).

GXM, GalXM y MP son aislados a partir de medios de cultivo crecidos con la levadura
por una precipitacion selectiva con etanol y un tratamiento con bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (CTAB). GaXM y MP den ser fraccionados por

¥

cromatografia de afinidad con lina A (ConA), debido a la afinidad de los

residuos de manopiranosil de la MP con fa ConA.(Cherniak, et al.,1982),

La MP modula una reaccion de hipersensibilidad retardada, mientras que GalXM despierta

un peq respuesta i El papel de GalXM como un factor de Virulencia no hs
sido bien estudiado. R iendose a8 GXM como el mayor factor de la patogenicidad
(James and Cherniak,1992).

3.3. PATOGENESIS de Cryptococcus neoformans

En el periodo de 1900-1955, Littman y Zimmermann encontraron solo 300 casos de
Criptococosis registrados en la literatura médica mundial. En comparacién, durante el
periodo de 1965 a 1977, Kaufiman y Blumer en 1977 documentaron 1264 casos probados

de criptococosis solo en Estados Unidos de America, sus datos sugieren que

aproximadamente ct 20% de los paci de qui se ha tienen criptococosis y

L

cuyas muestras se enviaron para pruebas i logicas, real suffen la enfe dad
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(Smith, 1989). Cabe sefialar que la diferencia existente entre un periodo y otro es
resultado de la mejora en los sistemas diagndsticos, los cuales tienen cada dia mayor
sensibilidad y especificidad, lo cual aunado al brote de nuevas enfermedades y al empleo
de diversos farmacos que al provocar deficiencias en el sistema inmune, facilitan el
desarrollo de C. neoformans.

Sin duda alguna, la criptococosis €s hoy en dia una de las micosis sistémicas mis
prevalentes y mundislmente se le esta reconociendo mucho mas frecuentemente como una

enfermedad de individuos debilitados e i logi comp idos. Cuando la

(-4

enfermedad se presenta en individuos aparentemente normales, es probable que haya
defectos sutiles en las defensas del huésped que predisponen a !a infeccion (Rippon,1982).
Aunque la ingestion o implantacion cutinea de C. neoformans puede conducis al

desarrollo de enfermedad sistémica diseminada, p ria que la mayoria de las infi

se inician via el tracto respiratorio. El hongo parece residir por al menos 9, afios bajo
condiciones apropiadas, en excretas secas de paloma en un estado relativamente no

encapsulado en particulas de alrededor de 1 a 11 pm de didmetro, pudiendo estar

involucradas también las heces de otros pajiros y de especies no avi .En condiciones
experimentales se ha demostrado que un 15% de particulas de C..neoformans viables, que
aerosolan del suelo inoculado artificialmente tienen un diametro de 0.65 a 2 um, siendo asi
lo suficientemente pequeiias para depositarse profundamente en el pulmén, ya que es
necesario para que el microorganismo penetre al organismo por los pulmones, que la
particula infecciosa sea compatible con la disposicion pulmonar, Es clinicamente
importante, ¢l que un aerosol este compuesto por particulas menores de 10 pm de
didmetro para lograr su llegada hasta el tejido pulmonar. Particulas menores de S um son
mis compatibles con el tracto respiratorio bajo (Hatch,1961). Farhi en 1970 demostrd
que el tamafio de las células de C. neaformans decrece en tamafio a 3 um de dikmetro
cuando se incubaba en suelo por periodos mayores de un afio y Powell, et al.(1972)



reportan que las particulas de C. negformans  aisladas de excretas de paloma

aereosolizadas son compatibles con la disposicion alveolar del pulmon. Las particulas se

hacen mis pequefias y las células tienden a tener cépsul de fio mientras
mas tiempo permanecen en el suelo, presumiblemente debido al secado. Bajo condiciones
mas naturales, 7.5% de los criptococos aerosolados apartir de heces de paloma secas

r

tienen un didmetro de 1.1 a 3.3 um; encontrdndose ademas torres i das por pal

que contienen alrededor de 300 particulas viables de C.neoformans por 100 m3 de aire.
Las células menores 8 2 pum son lo suficientemente pequefias para diseminarse por
corrientes de aire y se depositan en los alvéolos pulmonares donde rapidamente sintetizan
material capsular, teniéndose que ia temperatura, la hidratacién y la concentracién de CO:
en los tejidos animales parece influir en la producién y tamafio de 1a cApsula. Atn con todo
fo anterior solo se han intentado investigaciones limitadas, pero en aumento acerca de la
estructura y actividad antigénica del polisicarido capsular (Cherniak et al.,1980;
Chemi-k, et al 1982). Mas recientemente, se ha reportado el aislamiento de células de C.
de

neqformans menores de 1.1 pm de didmetro, las pequefias levaduras fuerén cap

causar la enfermedad en ratones al ser inoculadas intracranealmente.

Aparentemente, C. reoformans puede utilizar materia fecal aviar donde el contenido de

And

creatinina es importante para crecer registr

x 107 células/g de materia feca! (Rippon,1982).

niveles de crip s tan altos como 5

Con base en lo anterior, hay controversia acerca de si C. neoformans es capaz de crecer y

ser comensal en el tracto alimentario de la paloma pues cier puede

"endosaprofiticimente® en los granos y puede sobrevivir Ia transferencia pasiva a través
de tracto gastrointestinal y depositarse en las heces donde puede sobrevivir incluso por
afios. El tracto gastrointestinal de otros animales (ej. ratones) puede tener un papel similar.

Aunque se ha observado que el imi inuo de bacterias o la p ia de
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condiciones alcalinas puede inhibir la sobrevivencia de C. negformans en heces (Swinne-
Desgain, 1975).

De otros estudios se sabe que la fase sexual de Crypfocaccus neoformans, Ia
Filobasidiella neoformans produce basidiosporas de un didmetro 1.8-2.5 um,
sugiriéndose ésta como el posible medio de infeccion. (Fung and Murphy, 1982). Después
de la inhalacion, se inicia un foco pulmonar primario que involucra probablemente a los
" nbdulos linfiticos, el destino de la levadura depende de la resistencia y competencia

inmunolégica del huésped. A este respecto, es significativa la de una

inflamatoria transitoria aguda que sucede durante las primeras horas en que el criptococo
esta en el pulmén. Asi, no es sorprendente que los agentes antinflamatorios incrementen la
posibilidad de enfermedad criptococcica y su diseminacion y pueden potenciar/reactivar
lesiones latentes pulmonares o de Sistema Nervioso Central (SNC) (Diamond,1977).

Una variedad de mecanismos bioquimicos de la patogenesis han sido examinados. Aunque

Ia produccién de ureasa por C. neoformans no ha sido claramente implicada en la

icidad de la levadura, aiin do se ha sugerido que la ureasa induce la liberacién

PRUE

de amoniaco, el cual puede destruir la funcién del pl del hospedero y con ésto
reducir sus defensas y facilitar el crecimiento fungal. Se sabe ademés que Cryprococcus
neoformans no puede emplear las proteinas séricas del humano, asi como que la levadura
libera proteasas que activamente degradan el fibrinogeno humano in vitre, lo cual sugiere
que si [a actividad de las proteasas ocurre in vivo, es posible explicar Ia carencia de fibrosis

¢ hializacion alrededor de las lesi crip les.(Smith and R » 1, 1977).

El papel del poliskcarido capsular de C. negformans ha sido directamente involucrado en

la patogenesis de la levadura, reportandose que un 24% de ! itos humanos fag

cepas capsuladas de C. neoformans, mientras que la proporcion de cepas no capsuladas
que son fagocitadas va de un 75 a 84%; lo que determina que se le considere al
polisicarido capsular como un especifico y potente inhibidor de la fagocitosis (Bulmer and
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Sans, 1967 y 1968). También se ha cbservado que los | itos polimorfonucl
periféricos rodean y matan a las células de C. neoformans, sin embargo, ¢l proceso puede

ser inhibido por pequefias cantidades de material capsular. Otras investigaciones han
reportado que los macréfagos periféricos no son capaces de matar a C. neoformans y
también se reconoce que macrofagos alveolares tanto de cobayos como de humanos
fagocitan pero no destruyen las cepas no capsuladas de C. neoformans (Diamond and
Bennett, 1973).

La personas estan frecuentemente expuestas a C. neaformans por la inhalacion de células
desecadas localizadas en el medio ambi La exposicion natural rar resulta en

sintomas clinicos asociados con criptococosis, debido a que los mecanismos inatos de

resistencia celular estan presentes en el pulmon y son efectivos para controlar al invasor.

r N lizacd

En pocos casos donde el microorganismo causa i n, ésta per

(James and Cherniak,1992). En paci donde el si inmune esta debilitado por

quimioterapia o enfermedad, es mas factible que la exposicion a C. neoformans desarrolle

en enfermedad. Teniendo la levadura una predileccién por el sistema nervioso central,

donde causa la falitis criptc ica (James and Cherniak, 1992), por otra

parte la criptococosis ha emergido como una de las enfermedades mas oportunistas en
pacientes diagnosticados con SIDA teniendose mas del 10% de pacientes diagnésticados
con SIDA que tambien sufren criptococosis. Si la progresién de la enfermedad no es
controlada, la diseminacién a otros tejidos resulta en un factor amenazante para la vida,
siendo asi la Criptococosis la cuarta infeccion mis importante en pacientes con SIDA

d és de P is carinii, cit

r

(Dismukes, 1988).

, y Mycobacterium avium-intercellulare
Como ya se menciono C. neoformans es de las causas mas frecuentes de enfermedad

fungal invasiva en pacicates con el Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA). La

incidencia es variable y va de un 2 al 9% en pacientes en los Estados Unidos de América

29



hasta mis del 30% en Africanos (Denning et al.,1990) siendo la mis devastante y comun
forma de la enfermedad la meningitis. La criptococosis pulmonar ha sido reportada en un
nimero pequefio de individuos con SIDA, desconcertante hecho si se sabe que los
pulmones son probablemente la mayor ruta de entrada de este microorganismo
(Rippon,1988). De 3,170 pacientes con SIDA reportados entre 1983 a 1984 en los EUA,
189 (6%) desarrollardn criptococosis y en 167 casos la localizacion file meningea (Staib,
1987). Los pacientes con SIDA estan severamente restringidos en su habilidad de
despertar una respuesta inmune mediada por células, lo cual los hace particularmente
vulnerables a la criptococosis, ya que la inmunidad mediada por células es el mecanismo

ad

primario que elimina a la levadura del pulmén ( resp i por células

contra el antigeno soluble que ha sido bien estudiado).

3.4.INFECCIONES CAUSADAS POR C. neoformans EN HUMANOS
En humanos el C. neoformans es el agente causal de la Criptococosis, también llamada
Blastomicosis Europea, enfermedad de Busse-Buschke o Torulopsis (Bonifaz,1990).

La Criptococosis se inicia como una enfermedad pulmonar con diseminacién hematogens
& Ia piel, huesos, visceras y especialmente al SNC, lo que indica la naturaleza transitoria de
la lesién pulmonar, la cual se encapsula y se transforma en "criptococoma”, a veces sana
sin dejar cicatrices residuales. La criptococosis pulmonar puede ser sintomatica o
asintomatica. Las personas que sufren mermas en su estado fisico, padecimientos como

Linfoma Maligno, Lupus Eritematoso Sistémico, Tuberculosis o bien que han recibido

terapia con corti ides, antibioticos, son alt ptibles a sufiir esta
enfermedad.
Los cript se han perado de esputo en ausencia de enfermedad, pero es mis

comun en pacientes con congestion en las vias aereas. El espectro clinico de Ia

criptococosis ha sido clasificado en cinco tipos: (1) pulmonar, (2) sistema nervioso central,
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(3) dérmico o cutineo, (4) dseo y (5) visceral (Emmons and Utz,1970; Bonifaz, 1990). La

Cri is pul puede ser benigna o crénica; la Criptococosis cerebral, se puede

L 4

presentar en forma ingitica, ing! falica o criptococoma (granuloma cerebral).
En el caso de pacientes con HIV infectados por C. neaformans, Ia infeccién comienza con
un foco primuio en el pulmén con pocos sintomas, significando que las colonias pueden
localizarse en multiples regiones de! cuerpo y organos, dando asi el primer signo de
manifestacion extrapulmonar y extracerebral que dificulta el diagndstico. Ademés se ven
envolucrados el pulmén y el SNC, observandose manifestaciones en enfermos con SIDA

en corazdn, nddulos linfoides, bazo, higado, médula dsea, arti riffones, prostata,

ides, adrenales, ojos, intestino y piel (Staib, 1986). Aungue el microorganismo también
puede ser aislado de sangre (Eng et al.,1986). En la invasién del SNC, las meninges y las
cavidades cerebroespinales estin involucradas, lo cual explica la presencia de C.
neoformans y su antigeno en el fluido cerebroespinal (Staib, 1987), asi también se ha

localizado en fluido seminal en pacientes con SIDA (Staib et al., 1989).

3.5. DIAGNOSTICO

La crip is es diferenciada de otras infecciones pulmonares por demostracion de Ia

levadura mediante tinciones (Mucicarmina 6 tincion negativa) y su cultivo. El examen
microscopico directo, se debe realizar sin fijar Ia muestra con calor, ya que la levadura se
colapsa y tifie erroneamente por lo que puede pasar irreconocible, por lo que se
recomienda ¢l uso de tinta china para poner de manifiesto la capsula.

Para su cultivo se han desarrollado medios especificos que permiten el aislamiento
primario de C. neoformans com(; es el medio de Niger (Guizotia abyssinica) desarrollado
por Staib.(Ellis, 1994 )

Para la completa identificacion en el laboratorio de C. neoformans se debe aislar la

levadura, observar su desarrollo en SDA a 37 C y en medio Niger, su capacidad para
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producir capsula, prueba de asimilacion de nitratos y carbohidratos, fermentacion de
carbohidratos y prueba de patogenicidad en raton; la incapacidad del microorganismo de
producir micelio es una prueba confirmativa (Rendén, 1986).

Los estudios de laboratorio de criptococosis no deberian limitarse a la bisqueda
microscopica y en cultivo del agente causal sino que deberia incluir simultaneamente

p para la pr ia de antigeno en el suero y en el fluido cerebroespinal ( si

fuera apropiada, también en otros fluidos corporales como son fluido pleural u orina ).

La ripida formacion de grandes cantidades de antigeno de C. neoformans en paciemes
con SIDA, hace que la prueba de antigeno usando suero y liquido cerebroespinal sea el
método seroldgico de eleccidn. El titulo de antigeno puede proporcionar una indicacion de
la etapa y extension de la infeccion, mientras su dinamica puede usarse para evaluar el
efecto terapéutico, recaida y pronostico. La técnica descrita por Bloomfield et al.,en 1963
para la deteccion del antigeno de C. neoformans en fluidos corporales, la prueba de
aglutinacion en litex, se ha vuelto el método serélogico confiable en el diagnostico de
criptococosis y se ha perfeccionado la técnica y elementos inespecificos como el factor
reumatoide, por ejemplo, que puede conducir a resultados falsos positivos han sido

q Boimad

gr )s por un tratamiento proteolitico previo (Stockman and Rogers,

1982; Bennett and Bailey, 1971; Scott et al., 1980).
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4. JUSTIFICACION

El diagnéstico certero de las micosis resulta de vital importancia para e! tratamiento
clinico especifico. Para una correcta evaluacion de los casos se debe contar con un método
diagnéstico que cumpla las caracteristicas de tener alta sensibilidad y especificidad, lo que
resulte en una identificacion precisa del agente etioldgico implicado.En el desarrollo de
pruebas inmunoldgicas especificas y sensibles se debe contar, en la manera de lo posible,
con antigenos del microorganismo involucrado los cuales sean caracteristicos y aparezcan
de manera constante durante la infeccion en el huésped. Es por ello, que la purificacion de
antigenos de Cryptococcus neoformans y Candida albicans involucrados en la respuesta
inmune, son un elemento imprescindible para el establecimiento de técnicas diagnosticas

que faciliten una rapida y precisa identificacion, si se tiene en cuenta que ambas son

enfermedades cuya presentacion sistémica en individuos idos va 1« do cada

{4

dia mas relevancia.

33



S. OBJETIVOS GENERALES:

A) Obtener fracciones antigénicas de los hongos Cryp fe y Candid

albicans, para desarrollar técnicas diagndsticas,

B) Producir anticuerpos en animales de laboratorio (conejos), con el fin de obtener sueros

hiperinmunes para la prueba de deteccion de antigeno.

C) Estandarizar técnicas diagndsticas empleando los antigenos obtenidos y los sueros

Ao,

hiperinmunes para la deteccion de antigeno circulante en ambas enfer
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5.1. Objetivos particulares:

1. Extraer y purificar el antigeno crudo capsular de Cryp nfc

£ 7

nformans 'y Cryp of variedad gattii.

2. Extraer y purificar e! antigeno de pared (Mananas) de Candida albicans

variedad

3. Produccién de Sueros hiperinmunes en conejos de Cryptococcus neoformans var.

neaformans, Cryptococcus neaformans var. gattii y Candida albicans.

4. Estandarizacion de la técnica de aglutinacion en litex para el diagnéstico de antigeno

circulante en el caso de infecci das por Cryp neoformans y Candida

albicans.

5. Determinacion espectrofotometrica de la aglutinacién con particulas de litex para

Candida albicans.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. PRODUCCION DE BIOMASA.

Se utilizaron cepas de Candida albicans y Cryptococcus neoformans donadas por el
laboratorio de Micologia de la Coordinacion de Estudios de Posgrado de la Facultad de
Estudios Superiores Cuautitlan, UN.A.M. Se realizo la prueba de API-20C (Merck) para
confirmar los géneros y las especies de las cepas utilizadas. Las pruebas de D-Prolina,
inhibicién de la enzima ureasa por EDTA y crecimiento en el medio 'CGA(canavanina-
glicina-azul de bromotimol) se emplearon para la identificacion de las variedades

neoformans y gattii de Cryptococcus neoformans. ( Kwon-Chung et al.,1982 )

8) Candida albicans.

A partir de un tubo con Agar Dextrosa Sabouraud (SDA) sembrado con Candida albicans
con 24 horas de crecimiento se prepard un inoculo resuspendiendo las levaduras en 5 ml de
solucion salina fisiologica (SSF). Se prepar6 a partir de esta una suspension de C. albicans
de 2.4 x 10 8 y se inoculd en 100 ml de Caldo Dextrosa Sabouraud (CDS)(Bioxon),
dejandose crecer por 24 horas a temperatura ambiente en agitacion constante en un agitador
orbital a 150 rpm/min, posteriormente se inocularén dos matraces de 2000 ml con 1000 ml
de CDS con la biomasa obtenida, estos segundos inoculos se dejaron crecer por 72 horas a
temperatura ambiente y en agitacion constante, pasado este tiempo se inoculé un botellén de
policarbonato que contenia 12 litros de CDS, se mantuvo a 37 C durante 72 horas con
bombeo continuo de aire estéril para favorecer e! desarrollo. Al final del periodo de
crecimiento, se concentraron las células mediante un cartucho Durapore, de Millipore.
Después se centrifugd la biomasa concentrada a 3500 rpm por 30 minutos y se lavaron 2

veces con SSF.



b) Cryptococcus neoformans.

Para cultivar las dos variedades se utiliz6 el caldo GGA-B (Caldo glutamina-glicina-
asparagina) (Chaskes and Tyndal,1975), el cual se selecciono por permitir que C.
neaformans desarrolle un mejor tamailo de cipsula.

Las levaduras fueron transferidas de! medio 2% de de levadura,2% de gt y
2% de agar (GYE) a tubos inclinados de Agar morfolégico para levaduras mas 1% de agar
(YMA) e incubados a 37 C por dos dias.

Las levaduras fueron didas en 5 ml de Solucién Salina fisilogica estéril y contadas en

{ 4

¢l hemocitometro, 2 x 108 UFC se agregaron a un matraz Erlenmeyer de 500 ml que
contenia 200 m! de GGA-B (Caldo sintético de glutamina,glicina y asparagina). E! matraz se
incub6 toda Is noche a 37 C en agitaci6n orbital a 1500 rpm.(Muchmore et al.,1980).

Este cultivo proporcioné el inoculo para 4 matraces, los cuales se incubarén por 4 dias,

tiempo en el cual producen la fase estacionaria.

La morfologia, fio de capsula, y uniformidad de las células se evaluaron por
microscopia. La pureza microbiologica de cada matraz se confirmé por siembra por estria de
muestras cn cajas de SDA. Estas cajas se incubarén a 37 C y se observaron 5 dias. Las

células fueron recuperadas por centrifugacion a 10,000 x g por 30' a4 C.

6.2. OBTENCION DE ANTIGENOS.

2) EXTRACCION DE MANANAS DE C. albicans.

Se sigui6 la técnica descrita por Valdespino (1988). La biomasa concentrada obtenida se
hidrolizé6 con NaOH al 6% de concentracion final a 80 C durante 3 horas. El hidrolizado se
centrifugé a 6,000~ 7,000 rpm durante 15 minutos, se recuperé el sobrenadante y se ajusté a
pH 5.0 con dcido acético glacial. Se centrifugd nuevamente a 6,000-7,000 rpm por 15
minutos. Al sobrenadante se le agrego solucion de Fehling (vol/vol), se centrifugé otra vez.
La pastilla obtenida se resuspendio con HCI 3N y se precipité con metanol frio. El
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precipitado obtenido se lavé con acetona 3 veces. Se evapord la y se resuspendieron

las mananas en agua destilada. Las mananas asi obtenidas no son solubles. Debido a la
necesidad de solubilizar las mananas para su uso posterior, se siguié la técnica modificada
por Pike (Doskeland and Berdal, 1980; Pike, et al., 1991). En ésta un ml de muestra se
mezcla con 0.4 ml de Buffer Salino de Glicina 0.1 M (pH 7.4) conteniendo E.D.T.A. 0.1 M,
Ia mezcla se hierve 5 minutos. Posteriormente se centrifuga a 3500 rpm por 20 minutos y se

conserva el sobrenadante a -20 C hasta que se realice la cuantificacién de mananas.

b) EXTRACCION DEL POLISACARIDO CRUDO DE C.rneoformans.

Labiomasa obtenida de ambas variedades (neoformans y gattii) se centrifugd a 10

000 x g por 30 mi a 4 C (previ e inactivadas con calor a 60 C durante 60 min). El
sobrenadante se paso através de membranas Millipore de 0.45 um, éste ya clarificado se le
extrajo ¢l agua hasta hacerlo viscoso utilizando polivinil pirrolidona 6 aziicar glass.

El filtrado concentrado se dializo toda la noche a 4 C contra 10 volumenes de agua
destilada, después de la dialisis se adiciono al sobrenadante acetato de sodio al 10% y Acido
acético glacial al 1% (volivol). El precipitado de polisacarido crudo se removié por
centrifugacion y se redisolvid en agua destilada, se dializé por 2 dias contra varios cambios

de agua destilada para remover el acetato como paso final. (Small et al.,1986)

6.3. DETERMINACION DE LA PUREZA DE LOS ANTIGENOS.

Se valor6 la cantidad de las mananas y del polisicarido crudo mediante la técnica de
Bradford (1976 ) para proteinas y la de Dubois ef al.(1956) para carbohidratos. Para la
calidad de las mananas y del polisacarido crudo se realizé al anilisis de espectro de
infrarrojo en pastilla de bromuro de potasio comparando los antigenos obtenidos con
estandares de Mananas (Sigma M-3640) y Polisacarido crudo de Cryprococcus neoformans

(Wampole Laboratories 39D2). El uso del espectro de infrarrojo es uno de los andlisis
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realizados en una sustancia que mayor informacion puede dar de la naturaleza de la misma,
€5 por eso que en algunas ocasiones se llega a nombrar la region del espectro de infrarrojo
como region dactiloscpica. Y es que dos sustancias que presentan espectros de infrarrojo
similares son de hecho idénticas en miles de propiedades fisicas, por lo que ciertamente

deben tratarse del mismo compuesto (Morrison and Boyd, 1987).

6.4. PRODUCCION DE SUEROS HIPERINMUNES.

a.) Candida albicans.

Se utilizaron conejos hembra raza Nueva Zelanda de 2.5 Kg de peso aproximado con el
siguiente protocolo de inoculacion ( Bailey et al.,1985 ). se inoculd 1 ml de células
completas de Candida albicans inactivadas por calor a una concentracién de 2 x 108
células/ml cinco veces por semana hasta que se tuvo un titulo de aglutinacién en placa de
1:1,024. La prueba de aglutinacién en placa se realizd a temperatura ambiente con rotacién
de 160 rpm por 10 minutos. En una placa de aglutinacion se colocaron 50 microlitros de
suero y 50 microlitros de suspension de células de Candida albicans al 2%, se mezclaron y
se agitaron hasta leer el resultado; como control negativo se utilizd suero normal de conejo y
como control positivo suero hiperinmune contra Candida albicans donado por el
laboratorio de Micologia de la Coordinacion de Estudios de Posgrado de la FES-
Cuautitlin, UNAM.

También se comprobaron los niveles de anticuerpos por medio de una prueba de doble

A,

difusién, utilizando como antig un soni de Candida albi y las mananas

obtenidas previamente (Valdespino, 1988 ; Segundo, 1991).
Al obtenerse los titulos requeridos se sangré en blanco a los conejos por la vena marginal de

1a oreja con la ayuda de una bomba de vacio y por puncién cardiaca (Krivoshein, 1989 ).
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b) Cryptococcus neoformans.
Se utilizarén conejos raza Nueva Zelanda de un peso aproximado de 2.5 Kg, el protocolo de

lacion fue el siguiente: por via intravenosa se inoculo 1 ml de una suspension a

2.4 x 108, células/ml diariamente durante trece dias, y se repitio, después de dos a tres
semanas la misma serie, estimulando altos titulos.(Muchmore et al., 1980) Los titulos fueron
determinados por aglutinacion en placa, empleando células completas de Cryplococcus

neoformans al 2 % (paquete celular- volumen).

6.5. OBTENCION DE LA FRACCION GLOBULINICA DEL SUERO.

Para obtener la fraccion de gammaglobulinas del suero hiperinmune contra Candida
albicans y Cryptococcus neoformans se seguio el método de precipitacion con sulfato de
amonio (Hebert et al,,1972 ) .

Con el objeto de comprobar si existe diferencia entre las particulas de latex recubiertas con
I8G ( fraccion globulinica) y particulas de latex recubiertas con antisuero, para lo cual se
fracciont unicamente la mitad del total de! antisuero obtenido, con esta fraccion se recubrio
un ote de particulas de litex y el resto se recubrieron con la mitad del suero hiperinmune

completo ( Khan and Jones, 1986 ).

6.6. SENSIBILIZACION DE PARTICULAS DE LATEX.

Se empleardn esferas de polyestireno de 0.8 micrometros de diametro (SIGMA LB-8) para
preparar las particulas control y las particulas sensibilizadas. Se ajusté una suspension de
particulas de litex a una D.O. de 0.3 a 650 nm en Buffer Salino de Glicina (NaCl 0.85% y
Glicina 0.75%, pH 8.2) y se incubaron a 37 C por una hora con un volumen igual de suero o
de solucion de inmunoglobulina de conejo a la dilucién éptima. La dilucién éptima del suero
y de 1a solucién de IgG se seleccionarén por titulaciones en cuadricula con manana y

polisicarido crudo como antigeno; por medio de la titulacion se determino que dilucién de

40



suero y de solucién de IgG se utilizaria para recubrir las particulas de latex; se eligio la
mayor dilucién que diera las particulas de latex mas sensibles, es decir, aquellas particulas de
latex que detectaran adecuadamente la menor cantidad de antigeno posible.

Pasada la hora de incubacion, se centrifugarén las particulas de litex a 3500 rpm por 20
minutos. Se aspird el sobrenadante y se lavé 2 veces el paquete de particulas de litex con
Buffer Salino de Glicina. Finalmente, se resuspendieron las particulas de litex en una quinta
parte del volumen original.

Para la preparacion de particulas de latex control negativo se sigui6 el mismo procedimiento,
sin embargo, para su recubrimiento se utilizd suero hiperinmune contra Dermatophilus
congolensis el cual es un microorganismo no relacionado con Candida albicans. El suero
"

hiperi contra Der hilt lensis fue una donacion del laboratorio de

(4 ¢:3

Micologia de la Coordinacién de Estudios de Posgrado de la Facultad de Estudios

Superiores Cuautitlan, UN.AM.

6.7. PRUEBA DE AGLUTINACION CON PARTICULAS DE LATEX.

Para la prueba de aglutinacidn con particulas de latex se prepararon diferentes diluciones de
mananas |, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 y 40 ug/ml; asi, como diluciones dobles del
polisicarido crudo hasta 1:1024 para determinar |a minima concentracién de mananas y
polisicarido crudo detectados por este método. En cada corrida se utilizé como control
positivo las particulas de latex provistas en un kit comercial (Candida Latex Test, DIFCO;
Crypto-LA Test,Wampole Laboratories), y como control negativo, tanto las particulas de

litex preparadas en el laboratorio con suero hiperi contra Der ilus ¢ J

(i (-1

como las particulas de latex control negativo previstas en los kits comerciales.
La prueba de aglutinacion se realizd en una placa de vidrio con cuadricula de 2 x 2 cm, cada

Iado de Ia cuadricula se marco con cera para evitar el escurrimiento del liquido al agitarse.
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Se col »n 30 pl de solucién de en cada cuadricula de la placa. Se agregaron 30

ul de particulas de latex recubiertas con suero antimananas y se mezclé perfectamente con

un aplicador de madera. En el caso del polisicarido crudo se colocarén 40 ul del antigeno y

20 pl de las particulas de latex recubiertas con el suero antipolisicarido. Se colocé la placa
en cimara hiimeda y se agitd por espacio de 10 minutos a 100 rpm aproximadamente. A los
10 minutos, se procedid a la lectura (Khan and Jones, 1986 ). La forma de evaluar la
aglutinacion fue la siguiente: -, + , ++, +++, segln el grado de aglutinacion observado a
simple vista ( Kabasawa et al.,1991 ). Este mismo procedimiento se siguid para probar las

particulas de latex recubiertas con IgG.

6.8. METODO ESPECTROFOTOMETRICO PARA EVALUAR LA PRUEBA
DE AGLUTINACION EN LATEX PARA EL ANTIGENO MANANA DE
Candida albicans.

Se emplearon particulas de poliestireno de 0.8 pm de didmetro las cuales fueron ajustadas a

una densidad optica de 1.0 a 400 nm en buffer de Glicina 0.1 M y NaCl 0.9% a pH 8.2, se

Tidy alhi 9.

sensibilizaron con un volumen igual de suero hiperi contra Ce
1 hora a 37 C de forma estitica. Se lavaron dos veces con el Buffer de Glicina-Nacl
13,000 g durante 10 minutos y se resuspendieron en un volumen igual al inicial. Se
empleardn viales con capacidad de 1.5 ml, los cuales fueron llenados con 1 ml de Buffer
Glicina-NaCl conteniendo  diferentes concentraciones dobles del antigeno manana
(SIGMA M-3640 ), y se agrego las particulas de litex sensibilizadas de tal forma que
quedaran al 1% en cada uno de los viales. Los viales se agitaron de manera orbital durante 2
horas a temperatura ambiente para posteriormente tomar 200 p! de cada vial para leerlo a

405 nm en ¢! espectrofotometro (Elisometro).(Lim and Fox, 1987, Lim and Choy, 1988)
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6.9. PRUEBAS CRUZADAS:

8) Para Candida albicans.
Para asegurarnos de la especificidad de la prueba de aglutinacion, se realizé una prueba

n

con Cryp neoformans el cual es un microrganismo de importancia clinica

q 2

enelh ) que pudiera p cruce antigénico con C. albi debido a su semejanza

estructural. La prueba consistié en mezclar 30 ul de una suspension de células completas de
Cryptococcus neoformans al 2 %(vol/vol) a diferentes diluciones dobles con 30 ul de
particulas de latex sensibilizadas con suero antimananas, se mezcld perfectamente con un
aplicador de madera y se siguicron los pasos descritos para la lectura de la prueba de

aglutinaci6n de la solucién de mananas,

b) Para Cryptococcus neoformans.
Se probd la especificidad de la técnica de aglutinacidn desarrollada para C. neoformans

contra Candida albi y ademis se realizd la aglutinacion entre los anticuerpos

producidos de ambas variedades de C. negformans contra los antigenos de la variedad
neoformans y gattii paca saber si existia especificidad de variedad.

La prueba se realizé mezclando 40 pl de una suspension de células completas de C. albicans
al 2% (volivol) con 20 pl de particulas sensibilizadas con suero hiperinmune anti-C.

neoformans, empleandose volumenes similares para ambas variedades de C. negformans,

jormente se

6 con un aplicador y se coloco en camara hiimeda sobre un agitador

orbital por 5 minutos a 150 rpm, para posteriormente realizar la lectura. Se ocuparén

diluciones dobles de las células completas tanto de C. neaformansy C. albicans.
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7. RESULTADOS

7.1. Concentracién de los Antigenos

Las concentraciones de Carbohidratos y Proteinas de las extracciones de manoproteina

( ) de Candida albi y del polisacarido crudo de Cryptococcus neoformans en sus
variedades neaformans y gattii se muestran en el Cuadro 8.

En cuanto a las mananas de Candida albicans se obtuvo una concentracion de carbohidratos
de 40.09 pg/ml y de proteinas de 11.24 pg/ml. Para Cryptococcus neaformans la
concentracion de polisicarido crudo medido como carbohidratos fue de 6.42 para la

variedad negformans y 4.96 pg/ml para la variedad gattii.

7.2. Pureza de los Antigenos
Las Figuras 2, 3, 4, 5 y 6 muestran el comportamiento de los antigenos extraidos en
comparacion con estandares de referencia al ser sometidos al analisis de espectro de

infrarrojo, resultaron similares a las muestras obtenidas.

7.3. Titulacién de Sueros Hiperinmunes

a)Concentracién de proteinas,

De los sueros hiperinmunes obtenidos de conejos la concentracion de proteinas  fue de
1302.5 pg/ml y 835.12 pg/ml para Cryptococcus neoformans variedad neoformans y
Cryptococcus neoformans variedad gattii respectivamente, en cuanto a Candida albicans 1a

concentracion fite de 1048 pg/ml. (Cuadro 9).



b) Titulos.
En la determinacién de los titulos de los sueros hiperinmunes, para Candida albicans en

sglutinacion en placa se obtuvo un titulo de 1:1024 y en la prueba de doble inmunodifusion

1

(Ouchterlony) empl solubles fueron titulos de 1:16 y cuando se utilizé un
sonicado de células de Candida albicans, se obtuvé un titulo de 1:8. En el caso de
Cnptococcus neoformans en la prueba de aglutinacion en placa los titulos alcanzados
fueron de 1:2048 y 1:1024 para 1a variedad neoformans y gattii respectivamente, asi como
en la prucba de doble inmunodifusion los titulos fueron de 1:8 para ambas

variedades.(Cuadro 10y 11)

7.4. Pruebas de aglutinacién en litex.

Para Ia prueba de aglutinacion en litex se sensibilizaron las particulas de litex con una
dilucién del suero 1:2, dilucion seleccionada mediante la titulacion en tablero de ajedrez;
ademis, se trabajo con suero y no con IgG (fraccion globulinica) debido a los mejores
resultados. (Cuadro 12, 13,14, 15, 16 y 17).

En la prueba de aglutinacion en latex (Cuadro 18 y Figura 7) para Candida albicans la
minima acién que pudo d se fue de 15 pg/ml con las particulas sensibilizadas

con el suero diluido 1:2. En el caso de Cryprococcus neaformans(Cuadro 19 y 20; Figura 8
y 9) la minima concentracion detectada fue de 25 ng/ml y 19 ng/ml para Ia variedad
neoformans y gattii respectivamente, asi mismo se muestra el comportamiento que tuvieron

los les. En Ia determinacion espectrofotometrica de la aglutinacién en latex para el

antigeno Manana, se realizo la prueba por triplicado (Cuadro 21), para realizar la graficacién
(Figura 10) de los datos. La grafica nos muestra un punto final de deteccién a la

concentracién de 1 pg/ ml de Mananas,
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7.5. Pruebas Cruzadas
En el Cuadro 22 se muestran los resultados de Ias prueb das tanto para C. albicans y

C. neoformans, donde es claro que no existe reacciébn cruzada entre el antisuero de
C.albicans al enfrentarse a células de C. negformans, ni tampoco del antisuero de C.
neoformans contra células de C. albicans lo que ratifica la especificidad de los sueros
producidos.

Al enfrentarse el anti de C. neofc var. negformans a células de C. neoformans

var. gatfii y al reaccionar el antisuero C. neoformans var. gattii con células de C.

£ *

neoformans var. neof se T i de aglutinacion por lo que se puede

fi y

.2

para C.

decir que no existe especificidad de variedad en los sueros prod,

sus dos variedades.



Cuadro 8.
CONCENTRACION DE LOS ANTIGENOS

MANANAS
C. albicans CARBOHIDRATOS 40.093 ug/m!
PROTEINAS 11.243 pg/ml
POLISACARIDO
CRUDO
Cryptococcus neoformans CARBOHIDRATOS
variedad neoformans 6.42 pg/ml
variedad gartii 4.96 pg/ml
Cuadro 9.
CONCENTRACION DE PROTEINAS EN LOS ANTISUEROS
ANTISUERO CONCENTRACION DE
PROTEINAS
ANTI-Candida albicans 1048.0 pg/ml
ANTI-Cryptococcus neoformans
variedad neoformans 1302.55 pg/ml

ANTI-Cryptococcus neoformans
variedad ytdi 835.12 pp/ml




Cuadro 10.
TITULOS DE LOS ANTISUEROS

DE Candida albicans
PRUEBA TITULO
AGLUTINACION ENPLACA: 1:1024
INMUNODIFUSION DOBLE :
SONICADO DE C. albicans 1:8
MANANAS SOLUBLES 1:16
Cuadro 11,
TITULO DE LOS ANTISUEROS
DE Cryptococcus neoformans
PRUEBA TITULO
AGLUTINACION ENPLACA
variedad neoformans 1:2048
variedad gattil 1: 1024
INMUNODIFUSION DOBLE
variedad neoformans 1:8

variedad gattii 1:8




Cuadro 12.
TITULACION DE LAS PARTICULAS DE LATEX SENSIBILIZADAS
CON SUERO ANTI-Candida albicans
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Cuadro 13.
TITULACION DE LAS PARTICULAS DE LATEX SENSIBILIZADAS
CON IgG ANTI-Candida albicans
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Cuadro M.
TITULACION DE LAS PARTICULAS DE LATEX SENSIBILIZADAS
CON SUERO ANTI- Cryptococcus neoformans variedad neoformans
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Cuadro 15.
TITULACION DE LAS PARTICULAS DE LATEX SENSIBILIZADAS
CON IgG ANTI- Cryptococcus neoformans variedad neoformans

. Dilucion de particulas de ldtex sensibilizadas
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Cuadro 16.
TITULACION DE LAS PARTICULAS DE LATEX SENSIBILIZADAS
CON SUERO ANTI- Cryptococcus neoformans variedad gattii
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Cuadro 17.
TITULACION DE LAS PARTICULAS DE LATEX SENSIBILIZADAS
CON IgG ANTI- Cryptococcus neoformans variedad gattii
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Cuadro 18.

CONCENTRACION MINIMA DETECTADA MEDIANTE DIFERENTES
SISTEMAS PARA LA

MANANA DE C. albicans

"NUMERO | concmmucon | CONTROL | CONTROL | LATEX LATEX/
psMaaas | POSITIVO | NEGATIVO |  SUERO 1tG
(agimi)
1 40 ++ - +H+ +
2 35 -+ - +++ -
3 30 ++ - +H+ -
4 25 +++ - ++ -
S 20 +4+ - ++ -
6 15 +H+ - + -
7 10 +H+ - - -
8 5 A+ - - -
9 4 4+ - - -
10 3 +H+ - - -
11 2 ++ - - -
12 1 + - - -
13 0.5 + - - -
14 0.1 + - - -
15 0 - - - -




Cuadro 19.
CONCENTRACION MINIMA DETECTADA MEDIANTE DIFERENTES
SISTEMAS PARA EL

ECP DEL C neoft var. neof
NUMERO| DILUCION ECP CONTROL | CONTROL | LATEX/ | LATEX |
Ece var, POSITIVO | NEGATIVO | SUERO 156G
neoformaens
(ng/mi)
CONCENTRADO 6420 i+ - ++H 4
1:2 3210 -+ - and hand
14 1605 +H - R aad +H
4 19 802 H+ - +HH +
5 1:16 401 ++ - ++ -
1:32 200.8 ++ - ++ -
d 1:64 100.28 +H - + -
B 1:128 $0.12 + - + -
9 1:256 25.06 had - + -
10 1:512 12.53 ++ - - -
ECP=Extracto Crudo de Polisicarido
Cuiadro 20.
CONCENTRACION MINIMA DETECTADA MEDIANTE DIFERENTES
SISTEMAS PARA EL

ECP DEL C. neoformans var. gattii

NUMERO| DILUCION ECP CONTROL | CONTROL | LATEX/ | LATEX/

e var. POSITIVO | NEGATIVO | SUERO 156G

gottil

(mg/ml)
1 CONCENTRADO 4960 +H+ - - faad
2 1:2 2480 +H+ - +HH+ ++
3 1:4 1240 +H+ - +H+ ++
4 18 620 ++ - ++H +
S 1:16 310 +H+ - +H +
[ 1:32 158 + - + -
k. 1:64 77 ++ - + .
] 1128 a8 ++ - + -
9 1:256 19 + - + -
1¢ 1:812 9.6 ++ - - -

ECP= Extracto Crudo de Polishcarido



Cuadro 21.
DATOS DEL METODO ESPECTROFOTOMETRICO PARA
EVALUAR LA PRUEBA DE AGLUTINACION EN LATEX DE

Candida albicans
|_REPETICIONES ]
MANANAS 1 2 3

1 0.069 0.079 0.060
250 0.066 0.068 0.063
187.5 0.058 0.062 0.059
125 0.05¢ 0.058 0.050
62.5 0.048 0.049 0.047
1 0.044 0.038 0.040
250 n, 0.039 0.040 0.046
187.5 m, 0.044 0.044 0.050
125 0.050 0.052 0.058
62.5 n; 0.057 0.057 0.063
Ong 0.068 0.069 0.072




Cuadro 22.

RESULTADOS DE LAS DIVERSAS PRUEBAS CRUZADAS REALIZADAS PARA
ANTISUEROS DE Candida albicans y Cryptococcns neoformans

DILUCIORES
ggsggsmlgz 122|114 | 118 | 1:16] 1:32 | 1:64¢ 1:128 11:256{ 1:512 [ 1:1024 | 1:2048
2%
Ac, C albicans VS Ag.C. albi i hasd band husd hasd Tl el B2 + - - -
Ac. C. albicans VS Ag. C. neoformans - -] - - - - . . . . . -
| Ac. var. neoformans VS_Ag. wir. gattii + ] ] ++ + + +
Ac. var.gattii. VS Ag.var. neoformans + | ] ] + + + -
Ac. var. neoformansVS Ag.C. albicans - - | - - - - - - - - - .
Ac. var.gattii. VS Ag.C. albicans - - -t - ]- - - - . . - -

Acw anticuerpo
Ag = antigeno
VS = cn contra de




Figura 2. Espectro de infrarrojo del estindar de Mananas de
Candida albicans.

Figura 3. Espectro de infrarrojo de las Mananas obtenidas
Candida albicans.




Figura 4. Espectro de infrarrojo del estindar del polisicarido
de Cryptococcus neoformans.
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Figura §. Espectro ds infrarvojo del polisécarido obtenido
de Cryptococcus neoformans var. neoformans
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Figura 6. Espectro de infrarrojo del polisécarido obtenido
de Cryptococcus neoformans var. gattil.
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Figura 8
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Figura 9
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Figura 10

METODO ESPECTROFOTOMETRICO PARA EVALUARLA
AGLUTINACION EN LATEX DEL ANTIGENO MANANA DE

Candida albicans

K
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MANANAS



8. DISCUSION

8.1.Sobre los resultados de Candida albicans:

La concentracion de mananas estimada mediante la pr ia de carbohidratos ( cuad

8 ) nos muestra que se obtuvé 40.093 ug/ml siendo un adecuado rendimiento, lo que
demuestra el valor de la técnica utilizada ( Valdespino, 1988) en comparacion con los
resultados de Torosantucci y col. (1990) en donde obtuvieron de 4 - 50 pug/mg de peso
seco en sus extracciones. Son variables los datos publicados en cuanto a la técnica de
Peat et al., 1961 (Saxena, et al. 1990; Torosantucci et al.,1990) donde se presentan
mayores rendimientos, sin embargo, Ia variacién hecha por Valdespino (Valdespino,

1988) da rendimi idoneos, ademas de que resulta una metodologia rapida y

econdmica.

Para la confirmacion de la calidad de las mananas se procedio a realizar un anélisis de
espectro de infrarrojo, basado en la comparacién con un estandard de mananas (Sigma
M-3640). Las Figuras 2 y 3 muestran la comparaciéon de ambos estudios, donde la
calidad y pureza son similares entre el estandard y e! producto extraido por nosotros.

El protocolo de inmunizacion descrité por Bailey y col. (1985) permite el desarrollo de
anticuerpos contra el antigeno manana de la pared de C. albicans; resulta importante la
forma de producir los anticuerpos, ya que de eso dependera su reactividad (Bennett,
1987). Inoculaciones multiples por via intravenosa de células completas de C. albicans

muertas, producen en el conejo, anticuerpos preferentemente contra la manana; a

1 4

es 0 subc de

diferencia, si se emplean inoculaciones multiples intr

células pl 6 del citopl de C.albicans, con o sin adyuvante de Freund, se
obtienen anticuerpos contra una antigeno proteico que no reacciona o lo hace debilmente
contra la manoproteina.

El cuadro 10 muestra los resultados obtenidos en la produccién de anticuerpos, en
donde la prueba de Inmunodifusion doble dio titulos de 1:16 y 1:8, mientras que la

prueba de aglutinacion en placa con células completas se logré obtener titulos de 1: 1024



con ¢l suero hiperinmune, estos titulos son los recomendados para tener una correcta
sensibilizacion de las particulas de latex.(Khan and Jones, 1986).
Al precipitar el suero y separar {a fraccion y globulinica, se perdié sensibilidad, lo cual

podria ser indicativo de una pérdida de i lobuli durante el proceso de

precipitacion o bien la fraccion globulinica separada no es Ia que determina la respuesta
inmunologica, esta ultima razon puede explicarse y quiza sea la mas valiosa en este caso,

ya qué la es un antig timo independiente, por su cualidad de ser un

carbohidrato y se reconoce que este tipo de antigenos despiertan una respuesta de
anticuerpos IgM principalmente (Amold, 1981).

La sensibilizacion de particulas de latex puede realizarse con el suero hiperinmune
completo o con la fraccion globulinica del mismo, awnque se presenta mejor
sensibilizacion de particulas al utilizar el suero sin precipitar (Khan and Jones, 1986). Los
Cuadros 12 y 13 muestran los resultados empleando ambas metodologias, que
concuerdan con lo mencionado anteriormente; es asi, que la sensibilidad de las particulas
recubiertas con suero hiperinmune completo tuvierén mejor resultado.

Resulta importante sefialar que la utilizacion de suero completo evita la autoaglutinacion
de Ias particulas de litex sensibilizadas, ya que se sabe que las particulas de litex
sensibilizadas con las y globulinas tienden a autoaglutinarse despues de 72 horas de
almacenamiento, por lo que se recomienda preparar la solucion de IgG en un Buffer
Salino de Glicina al cual se le adiciona albiimina sérica bovina al 1% para evitar el
problema, 1a albumina sirve para recubrir las partes no cubientas de las particulas de latex
por anticuerpos.

A partir de las titulaciones, se selecciond aquella dilucion de suero que al recubrir las
particulas de litex resultara en la de mayor sensibilidad. La dilucion de suero completo

1a cantidad de 15 pg/ml de

1 A

seleccionada fue la de 1:2 con la que se a

mananas solubles. En cuanto a la fraccion IgG con que se recubrierén las particulas de
Litex, la eleccion fue la de emplearse sin diluir, ya que de esta forma solo se llego a

detectar 35 pg/ml.




En el cuadro 18 y figura 7 se puede observar el resultado de los si Liatex/suero y

Latex/ IgG comparado con controles positivo y negativo. El control negativo no mostro

£ d

reaccion alguna al ser a las éste I se preparo sensibilizando
particulas de latex con suero hiperinmune de Dermatophilus congolensis . El control
positivo empleado fue el contenido en el equipo comercial llamado Candida Latex Test
(DIFCO), donde se comprobé la sensibilidad de éste frente a las mananas obtenidas,
detectandose 0.1 pg/ml.

La diferencia es notable al compararse con la sensibilidad de nuestros sistemas, sin
embargo, es importante el seflalar ciertas diferencias como son: la densidad optica de las
particulag sensibilizadas del estuche comercial ( ) 2.0) mayor que la de las particulas
sensibilizadas preparadas por nosotros ( 0.9 ), dato que probablemente afecto la

sensibilidad debido a Ia mayor cantidad de anticuerpos expuestos; se desconoce el

i

prétocolo de inoculacién empleado para la obtencion de los anticuerpos anti-C.

L

del equipo comercial, asi como tampoco se menciona en este si son anticuerpos

0 mc o si se empleo algiin método de fraccionamiento de las

| 4

tid

Inmunoglobulinas; se d yce €l tipo de antigeno utilizado.

Por lo antes mencionado, ain cuvando no resulta muy justa la comparacién entre la
sensibilidad del estuche comercial contra las particulas de latex sensibilizadas en nuestro
laboratorio, si representan un parimetro interesantc para intentar mejorar las
caracteristicas de nuestro sistema de diagnostico, ya que este puede ain mejorarse en
varios puntos, como son: pureza de antigeno, tipo de anticuerpo empleado (sustituir at
policlonal por monoclonal), concentracién de particulas de litex, étc,

Con respecto a el reconocimiento especifico, el cuadro 22 nos indica que no existe
reaccién cruzada af enfrentar las particulas de litex sensibilizadas para C. albicans
contra Cryptococcus neoformans, lo que concuerda con otras investigacion (Cutler,

1991; Dealler, 1991) Por lo que el reconocimiento especifico de la prueba, permite el

diagndstico de enfermedades p: das por Candidk
Con Ia intencién de evaluar la prueba de aglutinacién con particulas de latex, se empleo

el método de espectroscopia, el cual mediante una evaluacién objetiva permite encontrar
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¢l menor punto de reconocimiento entre antigeno y anticuerpo, este punto no resulta

distinguible a simple vista por lo que la fectura del espectrofotometro es indispensable. El

cuadro 21 muestra los resultados de la prueba realizada por triplicado, partiendo de una

concentracion inicial de 1 mg de con las correspondi diluciones de ésta.
Los datos promedio estan graficados y se muestran en la Figura 10, el comportamiento
de esta grifica seftala el punto de equilibrio exacto donde se d4 el reconocimiento
minimo antigeno-anticuerpo, siendo de 1 ug/ml, que al momento de ser comparado con
¢l obtenido en f)laca resulta 14 veces menor, lo que aumenta la posibilidad de detectar

iones de antigeno ademas de ser mas objetiva debido que no depende

de la experiencia det observador.
Las técnicas diagnosti inadas a la d i6n de C. albi en infe

sistémicas, siguen empleando como herrami el uso de la prueba de aglutinacion en

litex, sin embargo, fa busqueda se sigue centrando en aumentar la sensibilidad y
especificidad de la prueba, esto es, se requiere un mejor sistema serodiagnostico que

ita la diferenciacion de las ies de Candida involucradas en casos clinicos,
P

Actualmente las perspectivas estan centradas en la posibilidad de emplear un antigeno
timo dependiente como lo es Ia proteina de peso molecular 47 Kd somética ( Zoller et
al, 1991), para desarrollar una nueva generacion de pruebas serodiagnosticas que

intenten ser mis sensibles y especificas que las disponibles en la actuatidad.
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8.2, Sobre los resultados de Cryplococcus:

El extracto crudo de polisicarido de C. neqformans var. neoformans 'y C. neoformans
var. gattii se evalu6 mediante la técnica de Fenol-Ac.Sulfurico (Dubois et al., 1954)
(Cuadro 8), Is cual valork las cantidades de aziicares presentes; se obtuvo una

concentracion de 6429 ng/ml para la var. neqformans y 4960 ng/ml para var. gatlii, estos

Tond

antigenos funci decuad: al ser en las pruebas de inmunodifusién
doble y aglutinacién en placa.

Resulta importante mencionar que existen varias técnicas descritas para la obtencion del
poliskcarido capsular de C. neoformans ( Cherniak et al.,1982; Turner et al.,1984; Small
et al., 1986; Dromer et al., 1987; Sarvamangala et al.,1991; James and Chemiak, 1992 )
sin embargo, la técnica modificada por nosotros a partir de la de Murphy y
colaboradores (1988), di6 resultados satisfactorios en cuanto a Ia cantidad de
polisicasido obtenido, ademds de resultar sencilla, ya que solo emplea métodos de
filtraci6n en comparacion a la técnica empleada por Cherniak et al.,1980.

La calidad de los lntigends fue d da mediante el dio de espectro de infrarrojo

(Figura 4, 5 y 6), existen miltiples similitudes entre 1a comparacién del patron de
Extracto crudo de poliskcarido (ECP) de C. neoformans (se desconoce [a variedad) con
los Extractos crudos de polisicarido obtenidos de C. negformans de ambas variedades.
Dichas similitudes tan solo nos permiten el decir la coincidencia entre las variedades
neoformans y gattii con el patrén de polisicarido capsular de C. neqformans, sin poder
pescibir graficamente una clasa diferencia entre las variedades que nos permitiese lograr
una distincién mediante el anilisis de espectro de infrarrojo.

Con el afan de determinar el reconocimiento entre el antigeno y los anticuerpos
obtenidos, se procedio a realizar la prueba de inmunodifusion doble en la cual se obtuvd
una linea de precipitacién bien definida, dandonos un titulo de 1:83 para ambas
variedades; mientras que Ia prueba de aglutinacion en placa nos di6 titulos de 1; 2048
para Ia variedad neoformans y 1:1024 para la variedad gattii (Cuadro 11), estudios
anteriores recomiendan por lo meu'ms un titulo de 1:1024 para la correcta sensibilizacion
de las particulas de latex. '
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teadd, Weand

En los Cuadros 14, 15,16 y 17, se m, losr al enff el ECP

contra particulas de litex sensibilizadas con suero hiperinmune completo y con la

fraccion IgG respecti para ambas variedades. Resulta claro que la sensibilidad es
sustancialmente afectada cuando se emplean particulas de Iatex cubiertas con la fraccién
I8G (Litex/1gG), al ser esta comparada con la sensibilidad mostrada por las particulas de
litex cubierias con suero hiperinmune completo (Litex/suero), la razén de esa diferencia

radica en las caracteristicas del antigeno empleado, el ECP es un carbohidrato que tiende

a despertar una resp i logica prefer de IgM. Se sabe que los
anticuerpos IgM (aglutininas) son en una proporcion de 750 veces mis eficientes que las
I8G en cuanto a las pruecbas de aglutinacion (Amold, 1981), por lo que el
reconocimiento es pobre con las IgG's precipitadas, por lo tanto el sistema Litex/suero
resulta ser el ideal para las pruebas de aglutinacion.

La titulacién observada en los Cuadros 14 y 16 dierén la pauta para seleccionar a la
dilucién 1:2 como la mejor debido a la sensibilidad mostrada, ya que la sensibilidad para
la var. neoformans fue de 25 ng/ml y para la var. gattii 19 ng/ml, en ambos casos también
podria considerarse el empleo de la dilucion 1:4, sin embargo, esta es menos sensible.

Al hacer la comparacion de la sensibilidad entre el estuche comercial Crypto LA-Test y
los sistemas Litex/suero y Litex/IgG (Cuadro 19 y Figura 8) para C. neoformans var.
negformans, se detecté por el Crypto LA-Test hasta una concentracion de ECP de
12.5 ng/ml mientras que el sistema Latex/suero determin 25 ng/ml, mientras que para C.
neaformans var. gattii (Cuadro 20 y Figura 9) e! Crypto LA-Test determiné 9 ng/mi y el

Litex/! d 6 19 ng/ml. Por lo que podemos decir que el sistema
Litex/suero permite la deteccion de menores cantidades de ECP de C. negformans, lo
que lo hace una herramienta util en el diagnéstico de la Criptococosis.

E! Crypto LA-Test no es especifico de variedad, sin embargo mostré menor sensibilidad
cuando se enfrenté al ECP de C. neoformans var. neoformans , por lo que creemos que
este estuche de diagnostico fue preparado con anticuerpos policlonales, la siguiente
observacion se di a partir de Is observacion de los resultados de las pruebas cruzadas

(Cuadro 22) en donde los anticuerpos policlonales producidos no mostrarén
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especificidsd de variedad ain cuando si fueron especificos de género y especie, ya que
no reaccionaron con Canlida albicans.

Resultan necesarias mis investigaciones que se encamineﬁ al desarrollo de sistemas
diagnosticos que permitan el poder realizar, la diferenciacidn serologica disecta de ambas
variedades de Cryptococcus neoformans, ademas de lograr superar los problemas que se
presentan relacionados al disgnostico de 1a Criptococosis: como es la existencia de falsos
positivos debido a la existencia del antigeno Rh y a la formacion de complejos antigeno-
anticuerpo que interfieren en el diagnstico serolégico de esta enfermedad.

n



9. CONCLUSIONES

Los métodos de obtencion de polisicaridos (mananas y extracto crudo de polisécarido)
tanto de Candida albicans como de Cryptococcus neoformans resultaron satisfactorios,
siendo éstos de ripido y econdmico desarrollo lo que permite emplearlos para

posteriores estudios en donde se requiera de estos polisdcaridos.

La utilizacién del suero hiperinmune completo en las pruebas de aglutinacién en latex,
permite una mejor reaccion de las particulas sensibilizadas en el reconocimiento del
antigeno empleado ( mananas de Candida albicans y extracto crudo del polisicarido de
Cryptococcus neoformans). Por lo que el método de aglutinacion con particulas de latex
es una alternativa para el diagnostico de infecciones sistémicas causadas por Candida

albicans y Cryptococcus neoformans.
La evaluacién de la aglutinacion mediante espectrofotometro es una herramienta
adicional que permite tener una interpretacion més objetiva en cuanto al reconocimiento

del antigeno manana de C. albicans.

Se requicren aun varios proyectos de investigacion en donde se mejore las pruebas

diagn6sti jonad ideracion de la naturaleza del antigeno, empleo de

anticuerpos monoclonales y validacién a nivel de campo, intentando desarrollar una

o
-4

ORY

Osticas mas

nueva ion de pruebas ser

y especificas.
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