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Capitulo 1. Introduccién.

La criptococosis es una infeccidn micotica causada por levaduras oportunistas,
generalmente afecta de forma inicial a los pulmones diseminandose
posteriormente hacia la piel y visceras; teniendo predileccion hacia el Sistema

Nervioso Central (SNC). Los dos agentes etiologicos principales son

(

Cryptococcus neoformans y Cryptococcus gattii 12 se ha reportado que la

principal fuente de infeccidn es a través del guano de palomas y pichones,

estas aves actuan como hospederos manteniendo al microorganismo viable
3.4 .. . .
34 Las levaduras o las basidiosporas al ser inhaladas o al penetrar a la piel

por traumatismos con material contaminado, provocan la manifestacion de

alguna de las formas clinicas de la enfermedad (pulmonar, meningea,
. , , 5 .
granulomas criptococales, cutanea, 0sea y raramente ocular) ©) en pacientes

diabéticos, con colagenopatias y con inmunosupresion. La afeccién hacia el
SNC es la mas frecuente; por no ser evadida por el sistema inmune puede
presentarse meningoencefalitis aguda afectando a un 10% de pacientes con

severa inmunosupresion (VIH-SIDA) hasta provocarles la muerte ©7),

Por lo anterior, es importante que se identifique a C. neoformans en los liquidos
cefalorraquideos de manera rapida, en un tiempo menor a su crecimiento en
los medios de cultivo convencionales; mediante la deteccién del antigeno
capsular por pruebas inmunocromatograficas o0 ensayos enzimaticos, cuyo
desarrollo implica la obtencion de anticuerpos policlonales en conejos contra el
polisacéarido capsular de C. neoformans y C. gattii utilizando la técnica con

rivanol-sulfato de amonio y la dialisis para su purificacion.



Capitulo 2. Generalidades de la criptococosis.

2.1. Definicion.

La criptococosis es una micosis de curso agudo o subagudo causada
principalmente por dos levaduras capsuladas oportunistas: Cryptococcus
neoformans y Cryptococcus gatti. Esta micosis afecta a pacientes
inmunocomprometidos, reportandose algunos casos, por lo regular
relacionados a leucemias, linfomas, en pacientes transplantados, bajo terapia
con corticoesteroides y actualmente mas del 90% del total de casos se asocian
al VIH/SIDA ®. Sin embargo, los resultados obtenidos en un estudio con
respecto al curso clinico de criptococosis  muestran que C. gattii esta
asociada con pacientes inmunocompetentes, quienes presentan sintomas
clinicos mas severos, provocando un periodo mas prolongado en
hospitalizacion, que en las infecciones causadas por C. neoformans. Esta
especie y C. gattii tienen la capacidad de establecerse en los pulmones
después de ser inhaladas e inicialmente producir infeccion; disemindndose a
piel y visceras e incluso rdpidamente hacia Sistema Nervioso Central (SNC)
causando meningoencefalitis %', con un pronéstico fatal si no hay

tratamiento oportuno.

2.2. Epidemiologiay ecologia de C. neoformans y C. gattii.

La criptococosis es una enfermedad cosmopolita. Se ha encontrado que la

especie C. neoformans presenta dos variedades con mayor distribucion:



neoformans y grubii. La variedad neoformans corresponde al serotipo D y un
hibrido AD, se distribuye en los climas templados; siendo mas comudn en
Europa, observandose casos en pacientes que han recibido tratamiento con
corticoesteroides y que presentan lesiones en piel. La variedad grubii
corresponde al serotipo A y se ha encontrado en todo el mundo en un 99% de
las infecciones criptococales en pacientes con VIH; siendo la variedad que
més se ha aislado de muestras de liquido cefalorraquideo ®?.

C. gatti presenta dos serotipos: B y C. Kwon-Chung & Bennett ™ han
reportado que el serotipo B predomina en zonas tropicales y subtropicales,
incluyendo Australia, Brasil, Hawaii, México (5-10% de los aislamientos),
Paraguay, Tailandia, Vietnam, Nepal y Africa Central; excepto en el Sur de
California; donde 11 de 30 casos fueron serotipo C *®. Aunque también esta
especie se ha aislado en climas templados como en Europa y Colombia
incluyendo como areas endémicas a Malasia, Nueva Guinea, Venezuela y
México. Actualmente, C. gattii ha sido identificado en regiones del noroeste del
Pacifico (Estados Unidos de América) y responsable del brote secuencial de
criptococosis en la isla de Vancouver, Canada %%

El habitat de C. neoformans comunmente es el guano de algunas aves como
palomas, gallinas, pichones del orden columbiforme (Columba livia), pero
también del suelo y de madera destruida. Con el descubrimiento de Ellis y
Pfeiffer ™, se estableci6 que dos especies de &rboles de eucaliptos:
Eucalyptus camaldulensis (en Australia) y Eucalyptus tereticornis (en Nueva
Guinea) corresponden al habitat de C. gattii; al haberse aislado el serotipo B. Al
koala, se le puede considerar como vector por presentar la enfermedad en

forma natural al alimentarse de estos arboles y por el aislamiento de levaduras



en su materia fecal. Sin embargo, como se reporta en un estudio de Colombia
el serotipo menos comun (C) fue aislado de arboles de almendras (Terminalia

9), encontraron tres casos debidos a C.

catappa) . Lopez-Martinez y cols.
gattii en zonas con clima templado (zona metropolitana de la Ciudad de
México) en donde hay Eucalyptus spp ©.

Se cree que C. gattii tiene un comportamiento mas agresivo que C.
neoformans, porque primero infecta a individuos inmunocompetentes; sin
embargo, se ha encontrado que los aislamientos del serotipo C de C. gattii
estan implicados en infecciones asociadas a VIH en California, Botswana y
Malawi 2. De manera general, se consideran factores predisponentes a este
tipo de infeccion personas que padecen diabetes, desnutricion, leucemias,
linfomas, sarcomas, corticoterapia y mas aun, en pacientes infectados con
VIH/SIDA en donde a nivel mundial resulta ser el factor mas importante en el
99% de las infecciones criptococales. Ademéas se ha encontrado que la
criptococosis es mas frecuente individuos de raza blanca, entre los 30-50 afios
aunque también se presentan casos de recién nacidos, ancianos y en mujeres

pero en pacientes con SIDA predomina en los hombres con un periodo de

incubacién indeterminado @9,

2.3. Patogenia.

Generalmente, se ha aceptado que la criptococosis se adquiere por la

inhalacion de las particulas infecciosas aunque también se han reportado



casos de inoculacion directa de éstas sobre piel dafiada; generando una
criptococosis cutanea. Pero no se han documentado casos de que la
transmisién ocurra de humano a humano; ni de un animal al humano ®.

La criptococosis pulmonar se inicia inhalando preferentemente las
basidiosporas de C. neoformans o de C. gattii; debido a que su tamafio, menor
a los 3 um, facilita la penetracion dentro de los alvéolos 2.

En pacientes inmunodeprimidos cuya inmunidad celular esta afectada, ocurre
la diseminacion hematdgena y linfatica; afectando no sélo otros érganos sino
también al SNC, iniciandose como una meningitis subaguda. En otros casos, la
infeccibn se presenta como meningoencefalitis. Ambas especies de
Cryptococcus infectan al SNC, aunque las lesiones pulmonares causadas por
C. gattii son mas comunes e invade con mayor frecuencia al parénquima
cerebral que C. neoformans ¥,

Al igual que otros microorganismos, C. neoformans y C. gattii tienen la
capacidad de expresar factores de virulencia adquiriendo el hierro del
hospedero y compitiendo por éste; para elaborar dos de sus principales
factores: la capsula polisacaridica y la melanina, como lo menciona Jung WH y
cols.®. El hierro férrico es insoluble a un pH fisioldgico en presencia de
oxigeno y su reduccion a hierro ferroso es esencial para su aprovechamiento.
Asi que, C. neoformans reduce el hierro mediante mecanismos que involucran
reductasas férricas en la superficie celular, exportando agentes reductores
como el acido 3-hidroxiantranilico y la melanina en la pared celular @. C.
neoformans no sintetiza sider6foros como quelantes férricos especificos y
almacén de compuestos de hierro; sino que puede usar el hierro unido a

sideroforos secretados por otros microorganismos. Si se emplea el tratamiento



de quelacion de hierro con deferoxamina puede potencialmente exacerbar la
infeccidn; este fenOmeno es exactamente igual a lo que sucede en infecciones
por hongos oportunistas mucorales ‘®*”). También favorecen el desarrollo de la
enfermedad: los productos de la via enzimatica de la lacasa (fenoloxidasa),
otras enzimas como fosfolipasas, proteasas, superoxido dismutasa y la ureasa,
los cambios fenotipicos (generacion de cepas con morfologia colonial lisa,
arrugada y pseudohifal) y el crecimiento de la levadura a temperaturas
fisioldgicas (37° C).

C. neoformans presenta un polisacarido capsular que juega un papel
importante en la virulencia de esta levadura; pero ademas define la
especificidad del serotipo. La relacion entre la virulencia y el serotipo puede
deberse a la estructura quimica del principal antigeno polisacaridico de su
capsula, la glucuronoxilomanana (GXM). La capsula influye en la manera en
que la respuesta inmune en el hospedero se manifiesta, dependiendo de su
tamafio y de su estructura quimica. Se conoce que C. neoformans tiene una
pared celular rigida, compuesta principalmente de glucanas, en donde el 88%
corresponde al polisacarido capsular (GXM); el cual estd constituido por
manosa, Xxilosa, acido glucurénico y O-acetilo; y en menor cantidad dos
carbohidratos como antigenos, galactoxilomanana (GalXM) y manoproteina
(MP) en un 12% “®._ Sj se producen anticuerpos anticriptococales en conejos
reaccionardn especificamente con los epitopos localizados sobre las
glucuronoxilomananas.

La produccién de una gran cépsula polisacaridica influye en la virulencia, ya
que en un modelo murino se ha encontrado que mutantes sin cdpsula no tienen

virulencia. Aunque el tamafo de la capsula aumenta durante la infeccion, se



puede inducir in vitro por altas concentraciones de CO; y suero. La importancia
de la capsula radica en que protege a C. neoformans contra las defensas del
huésped “? e inhibe la fagocitosis de la levadura por el tamafio de la capsula
(18)'

Otro factor de virulencia es la melanina, un polimero de alto peso molecular;
cuyo componente monomérico es la dihidroxifenilalanina (producto de la
oxidacion de la tirosina) y es referida como melanina DOPA. La melanina es
sintetizada por la lacasa cuando estan presentes compuestos fendlicos
(catecolaminas): como la dopamina, adrenalina y noradrenalina que son
sustratos para la sintesis de la melanina y estan presentes en el cerebro 9.
Tanto C. neoformans como C. gattii sintetizan melanina durante la infeccion
para protegerse del dafio oxidativo causado por el huésped y ademas, la
lacasa disminuye los radicales hidroxilo protegiendo a C. neoformans y, tanto
su actividad como expresién también esta influenciada por el hierro 229, La
capacidad amortiguadora redox de la melanina aumenta cuando ésta se une al
hierro ferroso y ayuda a resistir la muerte oxidativa.

Sin embargo, otro de los mecanismos por los cuales C. neoformans adquiere
ventaja para sobrevivir, es por el cambio fenotipico debido a las diferencias
estructurales de la glucuronoxilomanana del polisacarido capsular que le dan
la capacidad de resistir la fagocitosis de algunos de sus depredadores en el
suelo (amibas y nematodos como Acanthamoeba castellani y Caenorhabditis

elegans, respectivamente) V.

2.4. Aspectos clinicos.



La criptococosis puede manifestarse en diferentes formas clinicas,
aproximadamente el 95% de los casos inician en forma pulmonar, cursando
asintomaticamente o con sintomas tipicos de un resfriado comun; sin embargo,
excepcionalmente puede evolucionar a casos mas graves con hemoptisis a tal
grado que puede confundirse con tuberculosis. Con frecuencia una vez que se
presenta un foco pulmonar primario, C. neoformans afecta al SNC de manera
cronica y gradual ocasionando meningitis e iniciandose con cefalea intensa,
dolor de odrbitas oculares y fiebre constante. Mientras que la meningitis crénica
cursa con rigidez y dolor de nuca y positivos los signos de Kerning y Brudzinski.
Si el padecimiento se vuelve cronico, el enfermo presenta vomito constante,
vértigo, delirio, alucinacion, irritabilidad, convulsiones y pérdida temporal de la
memoria ®. En algunos casos se presenta fotofobia, estrabismo, diplopia y

nistagmo; por la afeccién neuronal ©719

. El padecimiento al ir progresando
rapidamente, ocasiona gran pérdida de peso, astenia y adinamia, seguido de
coma y muere el paciente por una insuficiencia respiratoria. Conforme la
enfermedad va progresando, hay un aumento en los titulos del antigeno;
mientras que la disminucion de los titulos est4 asociada a una mejoria clinica.
La meningitis criptococal es aun la causa mas comun de meningitis fungica en
pacientes infectados con el Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH-1) y es la
tercera causa mas frecuente de complicaciones neuroldgicas en pacientes con
SIDA ; por lo que la deteccién del antigeno criptococal constituye una
herramienta valiosa en su diagnéstico y prondstico 2. Incluso, el polisacarido
capsular puede inducir que se acumulen fluidos en tejido cerebral y que haya

edema, contribuyendo a que el paciente muera. Aunque son formas clinicas

raras, la  meningoencefalitis afecta  principalmente a  personas



inmunosuprimidas, presentando todos los sintomas de curso agudo hasta caer
en coma, que en un tiempo de 2 a 3 dias lo lleva a la muerte “9: aunque
también pueden desarrollarse masas fungicas cerebrales (criptococomas)
propiciando convulsiones, nausea; cursando de forma grave hasta la muerte.
Los criptococomas en pulmon y en cerebro estdn mas asociados con C. gattii
que con C. neoformans; debido al estado inmunoldgico del huésped. En
pacientes con SIDA, la meningoencefalitis se acompafia casi siempre de
cuentas linfocitarias CD4 menores a 100 y hay disminucién de leucocitos 2. Si
ocurre inoculacion de la levadura por un traumatismo en piel, se origina la
criptococosis cutanea con lesiones desde papulo-acneiformes hasta ndédulo-
linfangiticas en cara, cuello y miembros sobre todo en pacientes con SIDA @9,
También la criptococosis puede afectar a huesos largos, generando ostedlisis
favoreciendo la aparicion de fistulas con drenaje de material seropurulento y
con artralgias. Cuando se presentan factores predisponentes que favorecen la
micosis, el diagnéstico es tardio, el tratamiento inadecuado y hay efectos
colaterales; la enfermedad tiende a diseminarse dafiando a Grganos como
higado, bazo, corazén; generando traumatismos oculares y granulomato-
gelatinosos ©.

Las infecciones debido a C. gattii en algunas ocasiones requiere de terapia
antimicotico prolongada y estan mas asociadas a secuelas neurologicas y

frecuentemente, a la intervencion neuroquirdrgica que debido a C. neoformans

o

2.5. Diagnéstico de laboratorio.



La toma de la muestra clinica dependera del tipo de criptococosis a analizar;
pueden ser liquido cefalorraquideo, esputo, aspirado bronquial, orina,
fragmentos de biopsia, exudados y suero.

La mayoria de los casos de criptococosis que se diagnostican son meningeos;
siendo el LCR la muestra mas importante sobre todo en pacientes con SIDA .
Los valores normales en el LCR son de apariencia transparente, 0-5
células/mm?®, 15- 30mg/100mL de proteinas totales, 10- 30mg/100mL de
albumina, 3-12% de globulinas de las proteinas totales, ausencia de eritrocitos,
50-75mg/dL de glucosa, presion de 50 a 180mm H,0 y 120- 130mEqg/L de
cloruros Y. Generalmente, los pacientes con criptococosis y SIDA, presentan
en el LCR alteraciones como aumento en la presion intracraneal, linfocitosis,
glucosa normal y proteina mayor de 40mg/dL ? mientras que en los casos
graves asociados a otros factores hay turbiedad, aumento de densidad y
celularidad, con hipoglucorraquia e hiperproteorraquia ®.

Se obtiene el diagnéstico de la enfermedad mediante pruebas micologicas e
inmunoldgicas. Para ello, se requieren:

- Examen directo con tinta china: es la prueba mas Uutil y rapida para
resaltar la capsula polisacaridica, con el cuerpo de la levadura en su
interior. Consiste en mezclar una gota del fluido (LCR, suero, etc.)
previamente centrifugado (5 000rpm durante 5 minutos), mas una gota
de tinta china entre porta y cubreobjetos; observandose las levaduras
solas o con blastoconidios, con nucleos y vacuolas en su interior. En
algunos casos es posible observar la aparicion de un pseudomicelio

¢ (68.10)

rodeado también de halo capsula La presencia de células

polimorfonucleares, gotas de grasa pueden presentar un halo transltcido



gue puede simular falsamente la presencia de capsula. Aunque también,
cepas sin capsula o con reduccion en su tamafo son dificiles de
observar por este método.

Frotis y tinciones: a partir de un frotis del material obtenido, se fija al
calor, se tifie con fucsina basica por un minuto, se enjuaga y se coloca
un extendido de tinta china; permitiendo observar el cuerpo de la
levadura tefido de rojo, la capsula incolora y traslicida sobre el fondo de
tinta china. Otras tinciones que hacen evidentes la capsula es la de
mucicarmin de Mayer, Hierro coloidal, la del Acido Peryédico de Schiff
(PAS), o la del Papanicolau; aunque estas dos ultimas con menor
intensidad #1025,

Cultivos: los medios de cultivo que se emplean son agar Sabouraud,
agar extracto de levadura, agar infusion- cerebro- corazén (BHI) en el
que las colonias crecen a los 2 6 3 dias de incubacion a 28° 6 37° C de
color blanco amarillentas, algunas veces raramente rosadas, poco
elevadas y mucoides por la capsula “®. No se recomienda el uso de
Micosel® (agar Sabouraud con antibidticos) debido a que contiene
cicloheximida que inhibe su crecimiento. Aunque se puede adicionar
cloranfenicol al medio base para eliminar la contaminacién por bacterias;
en muestras de expectoracibn o exudados. El agar Niger (Staib-
Seeliger) es un medio selectivo comercial que contiene DOPA (dihidroxi-
fenilalanina), metabolito también contenido en las semillas de “alpiste
negro”; responsable de que las colonias presenten pigmentos de color
café-marrén y en ocasiones con tonos verdosos, que se distinguen de

otros géneros y especies ©:8:1025.26),



Histopatologia: Las biopsias son utiles para los casos cutaneos, que
ponen en evidencia la reaccion inflamatoria, constituida por células
gigantes linfocitos y eosinofilos, en donde se localizan levaduras;
haciendo uso de tinciones de PAS, hematoxilina-Eosina, Grocott-
Gomori o mucicarmin de Mayer @,

Pruebas bioquimicas: incluyen la produccién de ureasa, realizada en el
medio de Christensen a 37° C durante seis horas, considerando que la
prueba es positiva cuando hay alcalinizacion del medio originando un
cambio del color original amarillo a rosa o rojo. Todo el género
Cryptococcus da positiva la prueba, considerando que Rhodotorula spp
también. Otra prueba positiva para este género es la asimilacién de
inositol, se realiza incubando la levadura en este medio a temperatura
ambiente de 5 a 7 dias. También se emplean auxonogramas; aunque el
género Cryptococcus no fermenta los azlcares @,

Pruebas inmunolégicas: la determinacion del antigeno criptococésico en
LCR, suero, orina y aspirados broncoalveolares por aglutinaciéon de
particulas de latex revestidas por anticuerpos anticapsula, es la técnica
inmunoldégica méas atil, como apoyo al diagnéstico y al manejo
terapéutico de los pacientes; que permite poner en evidencia fracciones
antigénicas del género Cryptococcus, con una sensibilidad muy alta
(>90%) (%252 aunque pueden generarse falsos positivos por la
presencia del factor reumatoide e infecciones producidas por
Trichosporon sp (10:25:28-32),

Las técnicas serologicas tradicionales para la deteccién de anticuerpos

circulantes  anti-Cryptococcus como la  inmunodifusién, la



contrainmunoelectroforesis, la reaccion de fijacion de complemento, la
inmunofluorescencia indirecta, no se recomiendan en el diagnéstico por
la escasa produccién de éstos; y por generarse falsos positivos y
negativos los resultados deben correlacionarse con el cultivo y examen
directo &:10:29),

- Inmunoensayos: son pruebas de captura del antigeno (sandwich) o
inmunocromatograficas en fase solida donde se fijan los anticuerpos
especificos contra la capsula en la superficie de una matriz y luego se
pone en presencia del suero 0 muestra que contiene el antigeno
criptococésico (glucuronoxilomanana o GXM) que se quiere demostrar;
una vez que ocurre la reaccion antigeno-anticuerpo, se hace un lavado
y se agrega un anticuerpo marcado.

- Ensayo enzimatico: en esta técnica el anticuerpo se marca con una
enzima que puede ser la peroxidasa de rdbano (PR) o fosfatasa alcalina
(FA), y para revelar la reaccion se coloca el sustrato especifico para la
enzima (ortofenilendiamina (OPD) y el paranitrofenilfosfato,
respectivamente) que es modificado por ésta y produce un compuesto

coloreado, que hace visible la reaccion ©2.

2.6. Micologia de C. neoformans y C. gattii.

La levadura capsulada C. neoformans es un basidiomiceto que representa a un

complejo formado de dos especies: C. neoformans variedad grubii (serotipo A),

C. neoformans variedad neoformans (serotipo D) y Cryptococcus gattii (serotipo



B y C). Aunque también se ha encontrado un serotipo hibrido, AD. Entre ambas
especies hay diferencias genéticas, fisiologicas y reproductivas. C. neoformans
y C. gattii se reproducen asexualmente mediante gemacién y por los tipos de
conidiogénesis blastica simpodial y blastica fialidica ®*; sin embargo, se les ha
encontrado un estado teleomorfico o sexuado distinto. El estado teleomorfico
de C. neoformans corresponde a basidiosporas y se denomina Filobasidiella
neoformans; para C. gattii es Filobasidiella bacillispora ©°39.

La clasificacion taxondémica de la fase teleomorfica y anamorfica de

Cryptococcus spp es la siguiente 9

DIVISION Basidiomycota

CLASE Himenomycetes

ORDEN Tremellales

FAMILIA Filobasidiaceae

GENERO Fillobasidiella (Fase teleomorfa)
ESPECIE neoformans

ESPECIE bacillospora

GENERO Cryptococcus (Fase anamorfa)
ESPECIE C. neoformans variedad neoformans

C. neoformans variedad grubii

C. gattii

C. neoformans y C. gattii crecen de 2 a 3 dias a 28 0 37° Cy a un pH de 4- 7.5,

en medios de agar Sabouraud, agar extracto de levadura, agar BHI, sin



cicloheximida por ser un inhibidor de estas levaduras; aunque Sorell @ reporta
que C. gatti es resistente a la cicloheximida (1.6ug/mL) @37
Macroscopicamente, no hay diferencias coloniales entre ambas especies,
apreciandose colonias limitadas, mucoides, convexas, de color blanco
amarillento. EI medio de Staib o de semilla de alpiste negro (Guizotia
abyssinica) contiene DOPA (dihidroxi-fenilalanina); compuesto que permite
observar a las colonias pigmentadas de marron oscuro 0 negras por la accion
de la enzima fenoloxidasa que transforma los derivados de la DOPA en
pigmentos melanoides ©”.

El perfil bioquimico de los carbohidratos para C. neoformans y C. gattii incluye:
la asimilacion de glucosa, galactosa, sacarosa, maltosa, trealosa y ramnosa.

C. neoformans es una levadura de 2 a 7um de didmetro, pero por la presencia
de su cépsula alcanza un didmetro total hasta de 20 pm “®. Puede formar
raramente pseudomicelio en tejidos a severas elevaciones de temperatura (38
a 42° C); afectando la divisién celular de la levadura @” y microscépicamente
es muy similar a C. gattii; éste difiere de C. neoformans en algunas
caracteristicas fisiolégicas, por ejemplo, el primero asimila D-prolina, D-
triptofano , L- &cido malico; puede utilizar la creatinina como fuente de
nitrégeno y la glicina como fuente de carbono y nitrdgeno; ademas es
resistente a la canavanina; a diferencia de C. neoformans que inhibe su
crecimiento por interrupcion en la sintesis de RNA. Bajo este principio, C. gattii
utiliza la glicina en el medio agar canavanina-glicina-azul de bromotimol (CGB)

como Uunica fuente de carbono y nitr6geno; degradando la glicina con

produccion de amoniaco, alcalinizando el medio y dandole una coloracién azul



(e7:38)  Otra diferencia es que C. neoformans es ureasa positiva en medios

quelantes (EDTA) y C. gattii no.
Ocasionalmente algunas especies de Cryptococcus como C. albidus, C.
laurentii y rara vez C. uniguttulatus son oportunistas y pueden causar

criptococosis.

2.7. Tratamiento.

El tratamiento de eleccion consiste en la administracion de anfotericina B, por
via intravenosa a una dosis de 5-25mg cada tercer dia, administrdndola de
forma intrahospitalaria y monitoreando el funcionamiento renal por la
nefrotoxicidad ©®”. Aunque también, la administracién por via oral de 5-
fluorocotosina (5FC) a una dosis de 150mg/Kg/dia o bien, la combinacién de
anfotericina B mas 5 FC, o mejor aun anfotericina B mas fluconazol han
permitido obtener buenos resultados %39 .

Para los casos pulmonares o cutaneos se administra ketoconazol (400mg/dia)
o itraconazol (200mg/dia) y para casos meningeos, fluconazol por via oral a

una dosis de 50-150mg/dia; ya que puede atravesar la barrera hemato-

encefalica con una adecuada concentracion en el LCR.

Capitulo 3. Objetivos.

3.1. Objetivo primario.



Obtencién de anticuerpos policlonales de tipo IgG producidos en conejos
blancos machos de la raza Nueva Zelanda y Capitulo 2. Generalidades de la

criptococosis.

2.1. Definicion.

La criptococosis es una micosis de curso agudo o subagudo causada
principalmente por dos levaduras capsuladas oportunistas: Cryptococcus
neoformans y Cryptococcus gatti. Esta micosis afecta a pacientes
inmunocomprometidos, reportandose algunos casos, por lo regular
relacionados a leucemias, linfomas, en pacientes transplantados, bajo terapia
con corticoesteroides y actualmente mas del 90% del total de casos se asocian
al VIH/SIDA ®. Sin embargo, los resultados obtenidos en un estudio con
respecto al curso clinico de criptococosis  muestran que C. gattii esta
asociada con pacientes inmunocompetentes, quienes presentan sintomas
clinicos mas severos, provocando un periodo mas prolongado en
hospitalizacion, que en las infecciones causadas por C. neoformans. Esta
especie y C. gattii tienen la capacidad de establecerse en los pulmones
después de ser inhaladas e inicialmente producir infeccion; diseminandose a
piel y visceras e incluso rdpidamente hacia Sistema Nervioso Central (SNC)
causando meningoencefalitis %', con un pronéstico fatal si no hay

tratamiento oportuno.

2.2. Epidemiologiay ecologia de C. neoformans y C. gattii.



La criptococosis es una enfermedad cosmopolita. Se ha encontrado que la
especie C. neoformans presenta dos variedades con mayor distribucion:
neoformans y grubii. La variedad neoformans corresponde al serotipo D y un
hibrido AD, se distribuye en los climas templados; siendo mas comudn en
Europa, observandose casos en pacientes que han recibido tratamiento con
corticoesteroides y que presentan lesiones en piel. La variedad grubii
corresponde al serotipo A y se ha encontrado en todo el mundo en un 99% de
las infecciones criptococales en pacientes con VIH; siendo la variedad que
més se ha aislado de muestras de liquido cefalorraquideo ®?.

C. gattii presenta dos serotipos: B y C. Kwon-Chung & Bennett ™ han
reportado que el serotipo B predomina en zonas tropicales y subtropicales,
incluyendo Australia, Brasil, Hawaii, México (5-10% de los aislamientos),
Paraguay, Tailandia, Vietnam, Nepal y Africa Central; excepto en el Sur de
California; donde 11 de 30 casos fueron serotipo C *®. Aunque también esta
especie se ha aislado en climas templados como en Europa y Colombia
incluyendo como areas endémicas a Malasia, Nueva Guinea, Venezuela y
México. Actualmente, C. gattii ha sido identificado en regiones del noroeste del
Pacifico (Estados Unidos de América) y responsable del brote secuencial de
criptococosis en la isla de Vancouver, Canada %%,

El habitat de C. neoformans cominmente es el guano de algunas aves como
palomas, gallinas, pichones del orden columbiforme (Columba livia), pero
también del suelo y de madera destruida. Con el descubrimiento de Ellis y
Pfeiffer ™, se estableci6 que dos especies de &rboles de eucaliptos:
Eucalyptus camaldulensis (en Australia) y Eucalyptus tereticornis (en Nueva

Guinea) corresponden al habitat de C. gattii; al haberse aislado el serotipo B. Al



koala, se le puede considerar como vector por presentar la enfermedad en
forma natural al alimentarse de estos arboles y por el aislamiento de levaduras
en su materia fecal. Sin embargo, como se reporta en un estudio de Colombia
el serotipo menos comun (C) fue aislado de arboles de almendras (Terminalia

9), encontraron tres casos debidos a C.

catappa) . Lépez-Martinez y cols.
gattii en zonas con clima templado (zona metropolitana de la Ciudad de
México) en donde hay Eucalyptus spp ©.

Se cree que C. gattii tiene un comportamiento mas agresivo que C.
neoformans, porque primero infecta a individuos inmunocompetentes; sin
embargo, se ha encontrado que los aislamientos del serotipo C de C. gattii
estan implicados en infecciones asociadas a VIH en California, Botswana y
Malawi 2. De manera general, se consideran factores predisponentes a este
tipo de infeccion personas que padecen diabetes, desnutricion, leucemias,
linfomas, sarcomas, corticoterapia y mas aun, en pacientes infectados con
VIH/SIDA en donde a nivel mundial resulta ser el factor mas importante en el
99% de las infecciones criptococales. Ademéas se ha encontrado que la
criptococosis es mas frecuente individuos de raza blanca, entre los 30-50 afios
aunque también se presentan casos de recién nacidos, ancianos y en mujeres

pero en pacientes con SIDA predomina en los hombres con un periodo de

incubacién indeterminado @9,

2.3. Patogenia.



Generalmente, se ha aceptado que la criptococosis se adquiere por la
inhalacion de las particulas infecciosas aunque también se han reportado
casos de inoculacion directa de éstas sobre piel dafiada; generando una
criptococosis cutanea. Pero no se han documentado casos de que la
transmisién ocurra de humano a humano; ni de un animal al humano ®.

La criptococosis pulmonar se inicia inhalando preferentemente las
basidiosporas de C. neoformans o de C. gattii; debido a que su tamafio, menor
a los 3 um, facilita la penetracion dentro de los alvéolos 2.

En pacientes inmunodeprimidos cuya inmunidad celular esta afectada, ocurre
la diseminacion hematdgena y linfatica; afectando no sélo otros érganos sino
también al SNC, iniciandose como una meningitis subaguda. En otros casos, la
infeccibn se presenta como meningoencefalitis. Ambas especies de
Cryptococcus infectan al SNC, aunque las lesiones pulmonares causadas por
C. gattii son mas comunes e invade con mayor frecuencia al parénquima
cerebral que C. neoformans ¥,

Al igual que otros microorganismos, C. neoformans y C. gattii tienen la
capacidad de expresar factores de virulencia adquiriendo el hierro del
hospedero y compitiendo por éste; para elaborar dos de sus principales
factores: la capsula polisacaridica y la melanina, como lo menciona Jung WH y
cols.®. El hierro férrico es insoluble a un pH fisioldgico en presencia de
oxigeno y su reduccion a hierro ferroso es esencial para su aprovechamiento.
Asi que, C. neoformans reduce el hierro mediante mecanismos que involucran
reductasas férricas en la superficie celular, exportando agentes reductores
como el acido 3-hidroxiantranilico y la melanina en la pared celular @. C.

neoformans no sintetiza sider6foros como quelantes férricos especificos y



almacén de compuestos de hierro; sino que puede usar el hierro unido a
sideroforos secretados por otros microorganismos. Si se emplea el tratamiento
de quelacion de hierro con deferoxamina puede potencialmente exacerbar la
infeccidn; este fenOmeno es exactamente igual a lo que sucede en infecciones
por hongos oportunistas mucorales ‘¢, También favorecen el desarrollo de la
enfermedad: los productos de la via enzimatica de la lacasa (fenoloxidasa),
otras enzimas como fosfolipasas, proteasas, superoxido dismutasa y la ureasa,
los cambios fenotipicos (generacion de cepas con morfologia colonial lisa,
arrugada y pseudohifal) y el crecimiento de la levadura a temperaturas
fisiologicas (37° C).

C. neoformans presenta un polisacarido capsular que juega un papel
importante en la virulencia de esta levadura; pero ademas define la
especificidad del serotipo. La relacion entre la virulencia y el serotipo puede
deberse a la estructura quimica del principal antigeno polisacaridico de su
capsula, la glucuronoxilomanana (GXM). La capsula influye en la manera en
que la respuesta inmune en el hospedero se manifiesta, dependiendo de su
tamafio y de su estructura quimica. Se conoce que C. neoformans tiene una
pared celular rigida, compuesta principalmente de glucanas, en donde el 88%
corresponde al polisacarido capsular (GXM); el cual estd constituido por
manosa, Xxilosa, acido glucurénico y O-acetilo; y en menor cantidad dos
carbohidratos como antigenos, galactoxilomanana (GalXM) y manoproteina
(MP) en un 12% “®._ Sj se producen anticuerpos anticriptococales en conejos
reaccionardn especificamente con los epitopos localizados sobre las

glucuronoxilomananas.



La produccién de una gran capsula polisacaridica influye en la virulencia, ya
gue en un modelo murino se ha encontrado que mutantes sin capsula no tienen
virulencia. Aunque el tamafo de la capsula aumenta durante la infeccién, se
puede inducir in vitro por altas concentraciones de CO; y suero. La importancia
de la capsula radica en que protege a C. neoformans contra las defensas del
huésped “? e inhibe la fagocitosis de la levadura por el tamafio de la capsula
(18)'

Otro factor de virulencia es la melanina, un polimero de alto peso molecular;
cuyo componente monomérico es la dihidroxifenilalanina (producto de la
oxidacion de la tirosina) y es referida como melanina DOPA. La melanina es
sintetizada por la lacasa cuando estan presentes compuestos fendlicos
(catecolaminas): como la dopamina, adrenalina y noradrenalina que son
sustratos para la sintesis de la melanina y estan presentes en el cerebro 9.
Tanto C. neoformans como C. gattii sintetizan melanina durante la infeccion
para protegerse del dafio oxidativo causado por el huésped y ademas, la
lacasa disminuye los radicales hidroxilo protegiendo a C. neoformans y, tanto
su actividad como expresién también esta influenciada por el hierro 229, La
capacidad amortiguadora redox de la melanina aumenta cuando ésta se une al
hierro ferroso y ayuda a resistir la muerte oxidativa.

Sin embargo, otro de los mecanismos por los cuales C. neoformans adquiere
ventaja para sobrevivir, es por el cambio fenotipico debido a las diferencias
estructurales de la glucuronoxilomanana del polisacarido capsular que le dan
la capacidad de resistir la fagocitosis de algunos de sus depredadores en el
suelo (amibas y nematodos como Acanthamoeba castellani y Caenorhabditis

elegans, respectivamente) V.



2.4. Aspectos clinicos.

La criptococosis puede manifestarse en diferentes formas clinicas,
aproximadamente el 95% de los casos inician en forma pulmonar, cursando
asintomaticamente o con sintomas tipicos de un resfriado comun; sin embargo,
excepcionalmente puede evolucionar a casos mas graves con hemoptisis a tal
grado que puede confundirse con tuberculosis. Con frecuencia una vez que se
presenta un foco pulmonar primario, C. neoformans afecta al SNC de manera
cronica y gradual ocasionando meningitis e iniciAndose con cefalea intensa,
dolor de orbitas oculares y fiebre constante. Mientras que la meningitis crénica
cursa con rigidez y dolor de nuca y positivos los signos de Kerning y Brudzinski.
Si el padecimiento se vuelve cronico, el enfermo presenta vomito constante,
vértigo, delirio, alucinacion, irritabilidad, convulsiones y pérdida temporal de la
memoria ®. En algunos casos se presenta fotofobia, estrabismo, diplopia y
nistagmo; por la afeccién neuronal ®7!9. El padecimiento al ir progresando
rapidamente, ocasiona gran pérdida de peso, astenia y adinamia, seguido de
coma y muere el paciente por una insuficiencia respiratoria. Conforme la
enfermedad va progresando, hay un aumento en los titulos del antigeno;
mientras que la disminucion de los titulos est4 asociada a una mejoria clinica.
La meningitis criptococal es aun la causa mas comun de meningitis fungica en
pacientes infectados con el Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH-1) y es la
tercera causa mas frecuente de complicaciones neuroldgicas en pacientes con
SIDA ; por lo que la deteccién del antigeno criptococal constituye una

herramienta valiosa en su diagnéstico y prondstico 2. Incluso, el polisacarido



capsular puede inducir que se acumulen fluidos en tejido cerebral y que haya
edema, contribuyendo a que el paciente muera. Aunque son formas clinicas
raras, la  meningoencefalitis afecta  principalmente a  personas
inmunosuprimidas, presentando todos los sintomas de curso agudo hasta caer
en coma, que en un tiempo de 2 a 3 dias lo lleva a la muerte “9: aunque
también pueden desarrollarse masas fungicas cerebrales (criptococomas)
propiciando convulsiones, nausea; cursando de forma grave hasta la muerte.
Los criptococomas en pulmon y en cerebro estdn mas asociados con C. gattii
que con C. neoformans; debido al estado inmunoldgico del huésped. En
pacientes con SIDA, la meningoencefalitis se acompafia casi siempre de
cuentas linfocitarias CD4 menores a 100 y hay disminucién de leucocitos 2. Si
ocurre inoculacion de la levadura por un traumatismo en piel, se origina la
criptococosis cutanea con lesiones desde papulo-acneiformes hasta ndédulo-
linfangiticas en cara, cuello y miembros sobre todo en pacientes con SIDA @9,
También la criptococosis puede afectar a huesos largos, generando ostedlisis
favoreciendo la aparicion de fistulas con drenaje de material seropurulento y
con artralgias. Cuando se presentan factores predisponentes que favorecen la
micosis, el diagnéstico es tardio, el tratamiento inadecuado y hay efectos
colaterales; la enfermedad tiende a diseminarse dafiando a Grganos como
higado, bazo, corazén; generando traumatismos oculares y granulomato-
gelatinosos ©.

Las infecciones debido a C. gattii en algunas ocasiones requiere de terapia
antimicotico prolongada y estan mas asociadas a secuelas neurologicas y

frecuentemente, a la intervencion neuroquirdrgica que debido a C. neoformans

o



2.5. Diagnéstico de laboratorio.

La toma de la muestra clinica dependera del tipo de criptococosis a analizar;
pueden ser liquido cefalorraquideo, esputo, aspirado bronquial, orina,
fragmentos de biopsia, exudados y suero.

La mayoria de los casos de criptococosis que se diagnostican son meningeos;
siendo el LCR la muestra mas importante sobre todo en pacientes con SIDA .
Los valores normales en el LCR son de apariencia transparente, 0-5
células/mm?®, 15- 30mg/100mL de proteinas totales, 10- 30mg/100mL de
albumina, 3-12% de globulinas de las proteinas totales, ausencia de eritrocitos,
50-75mg/dL de glucosa, presion de 50 a 180mm H,0 y 120- 130mEg/L de
cloruros . Generalmente, los pacientes con criptococosis y SIDA, presentan
en el LCR alteraciones como aumento en la presion intracraneal, linfocitosis,
glucosa normal y proteina mayor de 40mg/dL ” mientras que en los casos
graves asociados a otros factores hay turbiedad, aumento de densidad y
celularidad, con hipoglucorraquia e hiperproteorraquia ©.

Se obtiene el diagnéstico de la enfermedad mediante pruebas micologicas e
inmunoldgicas. Para ello, se requieren:

- Examen directo con tinta china: es la prueba mas Uutil y rapida para
resaltar la capsula polisacaridica, con el cuerpo de la levadura en su
interior. Consiste en mezclar una gota del fluido (LCR, suero, etc.)
previamente centrifugado (5 000rpm durante 5 minutos), mas una gota
de tinta china entre porta y cubreobjetos; observandose las levaduras

solas o con blastoconidios, con nucleos y vacuolas en su interior. En



algunos casos es posible observar la aparicion de un pseudomicelio

rodeado también de halo capsular ©81,

La presencia de células
polimorfonucleares, gotas de grasa pueden presentar un halo transltcido
gue puede simular falsamente la presencia de capsula. Aunque también,
cepas sin capsula o con reduccion en su tamafo son dificiles de
observar por este método.

Frotis y tinciones: a partir de un frotis del material obtenido, se fija al
calor, se tifie con fucsina basica por un minuto, se enjuaga y se coloca
un extendido de tinta china; permitiendo observar el cuerpo de la
levadura tefido de rojo, la capsula incolora y trasltcida sobre el fondo de
tinta china. Otras tinciones que hacen evidentes la capsula es la de
mucicarmin de Mayer, Hierro coloidal, la del Acido Peryddico de Schiff
(PAS), o la del Papanicolau; aunque estas dos ultimas con menor
intensidad #1025,

Cultivos: los medios de cultivo que se emplean son agar Sabouraud,
agar extracto de levadura, agar infusion- cerebro- corazén (BHI) en el
que las colonias crecen a los 2 6 3 dias de incubacion a 28° 6 37° C de
color blanco amarillentas, algunas veces raramente rosadas, poco

% No se recomienda el uso de

elevadas y mucoides por la céapsula
Micosel® (agar Sabouraud con antibidticos) debido a que contiene
cicloheximida que inhibe su crecimiento. Aunque se puede adicionar
cloranfenicol al medio base para eliminar la contaminacién por bacterias;
en muestras de expectoracibn o exudados. El agar Niger (Staib-

Seeliger) es un medio selectivo comercial que contiene DOPA (dihidroxi-

fenilalanina), metabolito también contenido en las semillas de “alpiste



negro”; responsable de que las colonias presenten pigmentos de color
café-marrén y en ocasiones con tonos verdosos, que se distinguen de
otros géneros y especies ©:8:1025.26),

Histopatologia: Las biopsias son utiles para los casos cutaneos, que
ponen en evidencia la reaccion inflamatoria, constituida por células
gigantes linfocitos y eosinofilos, en donde se localizan levaduras;
haciendo uso de tinciones de PAS, hematoxilina-Eosina, Grocott-
Gomori o mucicarmin de Mayer @,

Pruebas bioquimicas: incluyen la produccién de ureasa, realizada en el
medio de Christensen a 37° C durante seis horas, considerando que la
prueba es positiva cuando hay alcalinizacion del medio originando un
cambio del color original amarillo a rosa o rojo. Todo el género
Cryptococcus da positiva la prueba, considerando que Rhodotorula spp
también. Otra prueba positiva para este género es la asimilacién de
inositol, se realiza incubando la levadura en este medio a temperatura
ambiente de 5 a 7 dias. También se emplean auxonogramas; aunque el
género Cryptococcus no fermenta los azlcares @,

Pruebas inmunolégicas: la determinacion del antigeno criptococésico en
LCR, suero, orina y aspirados broncoalveolares por aglutinaciéon de
particulas de latex revestidas por anticuerpos anticapsula, es la técnica
inmunoldégica méas atil, como apoyo al diagnéstico y al manejo
terapéutico de los pacientes; que permite poner en evidencia fracciones
antigénicas del género Cryptococcus, con una sensibilidad muy alta

(>90%) (%252 aunque pueden generarse falsos positivos por la



presencia del factor reumatoide e infecciones producidas por

Trichosporon sp (10:25:28-32),

- Las técnicas seroldgicas tradicionales para la deteccion de anticuerpos
circulantes  anti-Cryptococcus como la  inmunodifusion, la
contrainmunoelectroforesis, la reaccion de fijacion de complemento, la
inmunofluorescencia indirecta, no se recomiendan en el diagnéstico por
la escasa produccién de éstos; y por generarse falsos positivos y
negativos los resultados deben correlacionarse con el cultivo y examen
directo &:10:2),

- Inmunoensayos: son pruebas de captura del antigeno (sandwich) o
inmunocromatograficas en fase solida donde se fijan los anticuerpos
especificos contra la cipsula en la superficie de una matriz y luego se
pone en presencia del suero o muestra que contiene el antigeno
criptococésico (glucuronoxilomanana o GXM) que se quiere demostrar;
una vez que ocurre la reaccion antigeno-anticuerpo, se hace un lavado
y se agrega un anticuerpo marcado.

- Ensayo enzimatico: en esta técnica el anticuerpo se marca con una
enzima que puede ser la peroxidasa de rdbano (PR) o fosfatasa alcalina
(FA), y para revelar la reaccion se coloca el sustrato especifico para la
enzima (ortofenilendiamina (OPD) y el paranitrofenilfosfato,

respectivamente) que es modificado por ésta y produce un compuesto

coloreado, que hace visible la reaccion ©2.

2.6. Micologia de C. neoformans y C. gattii.



La levadura capsulada C. neoformans es un basidiomiceto que representa a un
complejo formado de dos especies: C. neoformans variedad grubii (serotipo A),
C. neoformans variedad neoformans (serotipo D) y Cryptococcus gattii (serotipo
B y C). Aunque también se ha encontrado un serotipo hibrido, AD. Entre ambas
especies hay diferencias genéticas, fisiologicas y reproductivas. C. neoformans
y C. gattii se reproducen asexualmente mediante gemacién y por los tipos de
conidiogénesis blastica simpodial y blastica fialidica ®*; sin embargo, se les ha
encontrado un estado teleomorfico o sexuado distinto. El estado teleomorfico
de C. neoformans corresponde a basidiosporas y se denomina Filobasidiella
neoformans; para C. gattii es Filobasidiella bacillispora ©°2°.

La clasificacion taxonémica de la fase teleomorfica y anamorfica de

Cryptococcus spp es la siguiente 9

DIVISION Basidiomycota

CLASE Himenomycetes

ORDEN Tremellales

FAMILIA Filobasidiaceae

GENERO Fillobasidiella (Fase teleomorfa)
ESPECIE neoformans

ESPECIE bacillospora

GENERO Cryptococcus (Fase anamorfa)
ESPECIE C. neoformans variedad neoformans

C. neoformans variedad grubii



C. gattii

C. neoformans y C. gattii crecende 2 a 3 diasa28037°CyaunpHde 4-7.5,
en medios de agar Sabouraud, agar extracto de levadura, agar BHI, sin
cicloheximida por ser un inhibidor de estas levaduras; aunque Sorell @ reporta
que C. gatti es resistente a la cicloheximida (1.6ug/mL) @37
Macroscopicamente, no hay diferencias coloniales entre ambas especies,
apreciandose colonias limitadas, mucoides, convexas, de color blanco
amarillento. EI medio de Staib o de semilla de alpiste negro (Guizotia
abyssinica) contiene DOPA (dihidroxi-fenilalanina); compuesto que permite
observar a las colonias pigmentadas de marron oscuro o negras por la accion
de la enzima fenoloxidasa que transforma los derivados de la DOPA en
pigmentos melanoides “7.

El perfil bioquimico de los carbohidratos para C. neoformans y C. gattii incluye:
la asimilacion de glucosa, galactosa, sacarosa, maltosa, trealosa y ramnosa.

C. neoformans es una levadura de 2 a 7um de didmetro, pero por la presencia
de su cépsula alcanza un didmetro total hasta de 20 pm “®. Puede formar
raramente pseudomicelio en tejidos a severas elevaciones de temperatura (38
a 42° C); afectando la divisién celular de la levadura @” y microscépicamente
es muy similar a C. gattii; éste difiere de C. neoformans en algunas
caracteristicas fisiolégicas, por ejemplo, el primero asimila D-prolina, D-
triptofano , L- &cido malico; puede utilizar la creatinina como fuente de
nitrégeno y la glicina como fuente de carbono y nitrdgeno; ademas es

resistente a la canavanina; a diferencia de C. neoformans que inhibe su

crecimiento por interrupcion en la sintesis de RNA. Bajo este principio, C. gattii



utiliza la glicina en el medio agar canavanina-glicina-azul de bromotimol (CGB)
como Unica fuente de carbono y nitrogeno; degradando la glicina con
produccion de amoniaco, alcalinizando el medio y dandole una coloracion azul
(e7:38)  Otra diferencia es que C. neoformans es ureasa positiva en medios
quelantes (EDTA) y C. gattii no.

Ocasionalmente algunas especies de Cryptococcus como C. albidus, C.

laurentii y rara vez C. uniguttulatus son oportunistas y pueden causar

criptococosis.

2.7. Tratamiento.

El tratamiento de eleccion consiste en la administracion de anfotericina B, por
via intravenosa a una dosis de 5-25mg cada tercer dia, administrdndola de
forma intrahospitalaria y monitoreando el funcionamiento renal por la
nefrotoxicidad ©®”. Aunque también, la administracién por via oral de 5-
fluorocotosina (5FC) a una dosis de 150mg/Kg/dia o bien, la combinacién de
anfotericina B mas 5 FC, o mejor aun anfotericina B mas fluconazol han
permitido obtener buenos resultados %39 .

Para los casos pulmonares o cutaneos se administra ketoconazol (400mg/dia)
o itraconazol (200mg/dia) y para casos meningeos, fluconazol por via oral a
una dosis de 50-150mg/dia; ya que puede atravesar la barrera hemato-

encefalica con una adecuada concentracion en el LCR.



Capitulo 3. Objetivos.

3.1. Objetivo primario.

Obtencién de anticuerpos policlonales de tipo IgG producidos en conejos
blancos machos de la raza Nueva Zelanda y su purificacion para el desarrollo
de pruebas inmunocromatograficas y de ensayos enzimaticos con la finalidad
de realizar la deteccion cualitativa del antigeno capsular de C. neoformans y C.

gattii en liquidos cefalorraquideos (LCR).

3.2. Objetivos secundarios.

1. Preparar la suspension madre y la suspension antigénica capsular de C.
neoformans y de C. gattii para producir anticuerpos policlonales de tipo IgG en

conejos blancos machos de la raza Nueva Zelanda.

2. Inocular a conejos blancos machos de la raza Nueva Zelanda con la
suspension antigénica capsular de C. neoformans y de C. gatti,

respectivamente para producir anticuerpos policlonales.

3. Obtener el suero mediante centrifugacion diferencial para el aislamiento y
purificacion de la inmunoglobulina G (IgG) utilizando la técnica con rivanol-

sulfato de amonio.



4. Comprobar mediante una prueba de aglutinacion con particulas de latex que
los anticuerpos policlonales de tipo IgG contenidos en el suero son contra el

polisacéarido capsular de C. neoformans y de C. gattii.



Capitulo 4. Justificacion.

En la actualidad, mas del 90% de los casos de criptococosis estan asociados a
infecciones por VIH/SIDA ©; esta enfermedad afecta entre el 6-10% de los
pacientes con SIDA y en Africa puede alcanzar hasta el 30% ©©.

La criptococosis presenta diversas variedades clinicas; pulmonar, meningea,

cutanea, 6sea, ocular y diseminada ©®'%?": sin embargo, la afeccién

comUnmente observada es a nivel del SNC en el paciente con SIDA 74042,
Con base a lo anterior, en este trabajo se hard mas énfasis a ésta variedad.
Actualmente, empleando muestras clinicas de liquido cefalorraquideo; se
obtiene el diagnostico de la enfermedad mediante pruebas micoldgicas e
inmunoldgicas. Para ello, se requiere el examen directo con tinta china para la
observacion a través del microscopio de las levaduras capsuladas y del
aislamiento de C. neoformans en medios de cultivo convencionales (medio
Staib, medio de semillas de alpiste negro, agar dextrosa Sabouraud sin
cicloheximida) durante 2 o 3 dias de incubacién a 28 o 37 °C 82629,

Existen técnicas seroldgicas como la inmunodifusion, reaccién de fijacién de
complemento, ELISA para la deteccion de anticuerpos circulantes; pero que al
ser escasa su produccion y por la presencia de anticuerpos especificos en
individuos normales que han estado en contacto con aves, no son
recomendables estas técnicas para el diagndstico; ademas de que pueden
generar resultados falsos positivos y negativos; siendo necesario corroborarse

(8,10,25)

con el cultivo y observacion directa La determinacion del antigeno

criptococésico en LCR o en suero por aglutinacion de particulas de latex



revestidas por anticuerpos anticapsula, es la prueba inmunologica mas util para
el diagnostico, en examenes de rutina de pacientes VIH positivos; que
manifiesten meningitis, neumonia inexplicada o fiebre “® y para el monitoreo
terapéutico por titulacion %49

Existen pruebas comerciales de aglutinacion que utilizan un anticuerpo
monoclonal especifico para el polisacarido capsular criptococésico; detectan
cualitativa y semi-cuantitativamente al polisacarido capsular de C. neoformans
(glucuronoxilomanana) ©®. Estas pruebas se pueden hacer practicamente en
todos los fluidos bioldgicos (suero, LCR, orina, lavado broncoalveolar), teniendo
una sensibilidad muy alta (>90%) ‘%% pero se pueden presentar casos de
reactividad cruzada antigénica con el factor reumatoide (eliminado con previo
tratamiento de la muestra por quelacion con &cido etilendiaminotetracético

(EDTA) o con pronasa) %3V

y por algunas infecciones por Trichosporon sp
(1032 dando aproximadamente un 5% de resultados falsos positivos. Sin
embargo, también existen sistemas para la deteccibn del antigeno
criptococésico basados en la aglutinacion de particulas de latex sensibilizadas
con anticuerpos policlonales producidos en conejos #®. El tiempo para hacer el
diagnostico varia aproximadamente alrededor de 30 minutos, ya que los
ensayos son rapidos, sensibles, especificos y confiables para la deteccion del

. . L - 28
antigeno criptococosico ( ).

Debido a la alta frecuencia de casos de criptococosis, que al no ser tratada
oportunamente evoluciona a una meningitis aguda e incluso a la muerte; se
precisa realizar la deteccion rapidamente. Con este fin, se pretende desarrollar
un meétodo que permita poner en evidencia y en cuestion de minutos, la

presencia del antigeno capsular criptococosico en LCR de manera cualitativa y



garantizar el aislamiento del agente etiolégico; aunque en el examen directo
con tinta china de las muestras de LCR realizado previamente, no se observen
levaduras capsuladas.

Otras pruebas que pueden utilizarse para la identificacion del antigeno
capsular, son aquellas cuyo fundamento se basa en el método de
inmunocromatografia en tiras de papel de nitrocelulosa donde se fijan
previamente anticuerpos de captura “**®. En el papel de nitrocelulosa estan
adsorbidos los anticuerpos policlonales IgG contra el polisacarido capsular de
C. neoformans y C. gattii; que al estar en contacto con la muestra de LCR que
contiene el antigeno capsular ocurre la reaccidon antigeno- anticuerpo.
Posteriormente, se afiade un segundo anticuerpo anti-gamma globulina
(dirigido contra el mismo antigeno) que tiene una enzima conjugada; dando
como resultado complejos anticuerpo- enzima sin que se pierda la actividad
inmunoldgica o enzimatica ®**®). Finalmente para revelar la reaccion, se afiade
un sustrato especifico para la enzima que es modificado por ésta; produciendo
un compuesto colorido facil y sensiblemente detectable, indicando una prueba
positiva desde el punto de vista cualitativo. La ventaja de esta técnica es que
se realice la identificacion de C. neoformans y C. gattii en LCR de pacientes
con probable criptococosis en cuestion de minutos y proceder a dar tratamiento
inmediatamente sin esperar el resultado del cultivo. Sin embargo, no se deben
excluir las pruebas micoldgicas para el diagnostico confiable de criptococosis.
Por lo anterior, es la obtencidn de anticuerpos policlonales de tipo IgG contra el
polisacéarido capsular de C. neoformans y C. gattii en conejos y su purificacion,

una de las primeras etapas para este trabajo.



Capitulo 5. Hipotesis.

El principal antigeno polisacaridico de la capsula de C. neoformans y C. gattii ,
la glucuronoxilomanana (GXM) y sus antigenos somaticos o estructurales;
influyen en la virulencia de la levadura. La capsula es un antigeno de superficie
que facilita la supervivencia de la levadura durante la infeccion. Con la finalidad
de obtener anticuerpos policlonales contra el polisacarido capsular, éste
antigeno se va a producir masivamente en medios especiales para favorecer la
produccion de la capsula. Al ser unicamente el antigeno capsular de interés en
este trabajo, para liberarlo de los antigenos somaticos se inactivara a la
levadura por métodos quimicos. En el suero policlonal que se obtenga de la
inmunizacion de conejos, habra anticuerpos contra los antigenos capsulares y
somaticos; que al ser purificados se aislaran las inmunoglobulinas IgG contra el
polisacarido capsular mediante técnicas de precipitacion con sales. Se
comprobara la obtencion de los anticuerpos contra el polisacarido capsular, si
se lleva a cabo una reaccién de aglutinacion entre particulas de latex
sensibilizadas con éstos anticuerpos y los antigenos presentes en una
suspension con cantidades masivas de levaduras de C. neoformans y C. gattii;
y mas aun con el antigeno capsular presente en LCR de pacientes con
criptococosis. Si esto sucede, entonces los anticuerpos policlonales obtenidos
podran ser empleados para el desarrollo de pruebas fundamentadas en la
inmunocromatografia o ensayos enziméaticos para la identificacion cualititativa o
cuantitativa del antigeno capsular de C. neoformans y C. gattii en muestras de

fluidos biologicos (LCR) en pacientes con probable criptococosis.



Capitulo 6. Metodologia.

6.1. Cultivos de cepas de referencia del género Cryptococcus: la cepa
ATCC de C. neoformans y la cepa ATCC WM178 de C. gattii (apéndice )
fueron obtenidas del Laboratorio de Micologia Médica del Departamento de
Microbiologia y Parasitologia, Facultad de Medicina, UNAM. A dichas cepas, se
les realizaron resiembras en agar infusiébn de cerebro-corazén (BHI) con un
periodo de incubacion de 7 dias a 35° C; para favorecer la produccién de la

capsula y el crecimiento de la levadura “”. (Figura 1).

Figura 1. Cultivos de C. neoformans y de C. gattii.

6.2. Modelo bioldgico: para la produccion de anticuerpos policlonales de tipo
IgG contra el polisacérido capsular de C. neoformans (GXM) y de C. gattii se
utilizaron conejos blancos machos de la raza Nueva Zelanda de
aproximadamente 2kg de peso bajo condiciones de alimentacién ad limitum
(Figura 2). Al conejo 1, se le inocul6 la suspension antigénica obtenida con el
cultivo de C. gattii; mientras que al conejo 2, la obtenida con el cultivo de C.

neoformans. Se eligié el conejo como modelo por su tamafio pequefio, facil



manejo, por tener un alto nivel inmunitario al producir altos titulos de

anticuerpos policlonales “8Y.

Cryptococcus Cryptococcus

Heoformans gattii
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Figura 2. Conejos de raza Nueva Zelanda que fueron inoculados.

6.3. Preparacion del cultivo para la suspensién madre de C. neoformans y
C. gattii: para verificar la pureza de las cepas utilizadas se les realizaron una
tincién de Gram y una tincién con tinta china para verificar capsula y partiendo
de las resiembras en agar infusién de cerebro-corazén (BHI) (apéndice 1), se
tom6 suficiente in6culo con el asa microbiolégica (todas las colonias
desarrolladas sobre la mitad del agar contenido en una caja Petri). El in6culo
fue resuspendido en 8mL de solucion salina estéril dentro de un vial; el cual
posteriormente fue sellado para resuspender totalmente el cultivo con un vértex
y evitar el derrame de la suspensién. Una vez que se obtuvo la suspension, se
inocularon 7mL de ésta con una jeringa estéril en agar infusiébn de cerebro-
corazén (BHI) preparado dentro de una botella ROUX®; hasta que el in6culo

(47)

fuera absorbido completamente en el agar Finalmente, el cultivo se



mantuvo durante un periodo de incubacién de 5 dias a 35° C, favoreciendo su

crecimiento ©?,

6.4. Inactivacion del cultivo para la suspension madre de C. neoformans y
C. gattii: a cada uno de los cultivos en las botellas, se les adicionaron 90 mL
de formalina al 0.5% y se mantuvieron en reposo durante 30 minutos.
Transcurrido el tiempo, con una varilla de vidrio se desprendio del agar todo el
crecimiento de la levadura y se resuspendido en la formalina. Con esta
suspension, se procedio a realizar resiembras en cajas Petri con agar soya
tripticaseina y con agar Sabouraud dextrosa para asegurar que ya se inactivo
al hongo y que la suspension no estaba contaminada con bacterias al no haber
unidades formadoras de colonias (UFC). Con la formalina se inactivé a la
levadura “”, liberandose el antigeno capsular de C. gattii y C. neoformans y asf
poder inocular a los conejos con esta suspension ya inactivada con la
presencia de los antigenos capsulares ®¥. Ademas, se realiz6 una tincién de
Gram a la suspensién y una tincidn con tinta china para corroborar la ausencia
de contaminacion bacteriana y la presencia de la cpsula polisacaridica,

respectivamente.

6.5. Centrifugacion de la suspension madre de C. neoformans y C. gattii:
se centrifugé a 3000rpm durante 30 minutos en una centrifuga Beckman® a 19°
C, para concentrar los antigenos capsulares contenidos en cada suspension.
Una vez obtenido el sedimento de cada suspension, se realizaron dos lavados
de 50mL cada uno con formalina al 0.5% para ser centrifugado nuevamente.

Finalmente, ya centrifugado el sedimento se resuspendié por separado en



50mL de formalina al 0.5% para formar cada suspension; siendo envasadas y

cerradas herméticamente en un frasco de vidrio (Figura 3).

Suspensiones madre
antigénicas de
C. neoformans y C. gattii

Figura 3. Suspensiones madre de C. neoformans y C. gattii obtenidas.

6.6. Preparacion de la suspension antigénica capsular de C. neoformans y
C. gattii: cada una de las suspensiones madre se filtraron por gravedad con
tela de poro cerrado para eliminar las impurezas residuales del agar después
de los lavados.

Se colocé 1mL de cada suspension filtrada en frascos de vidrio, por separado;
a los cuales se les adicioné 50mL de la solucion de formalina al 0.5 %, de la
gue se obtuvo una dilucién de cada suspension con una turbidez equivalente al
tubo nimero 3 en la escala de Mc Farland (conteniendo 9 x 108 levaduras/mL
aproximadamente) (apéndice 11I) ¢">9.

Se tomd 1mL de la dilucién de cada suspension, colocandose en frascos viales.
A estos frascos, le fueron adicionados 1mL del adyuvante incompleto de
Freund; agitando constantemente hasta formar una emulsién. El adyuvante fue
empleado como estimulante antigénico, para favorecer la produccién de altos

titulos de anticuerpos sin que se produzcan lesiones en la piel del conejo ©°.



6.7. Inoculacion de los conejos con la suspensién antigénica capsular de
C. neoformans y C. gattii para la produccién de anticuerpos policlonales
de tipo IgG: posteriormente, se inoculd por via intramuscular 1mL de la
emulsion correspondiente a C. gattii en el conejo 1; en tanto que al conejo 2,
con la emulsiéon correspondiente a C. neoformans. Los tres sitios de inoculacion
fueron: uno en la regidon donde se localizan las placas de Peyer del intestino
delgado y dos al nivel de los muslos. Se eligi6 la region cercana al intestino por
encontrarse alli mas del 50% del tejido linfoide en el conejo; y dos Grganos
linfoides analogos a la bolsa de Fabricio en las aves; favoreciendo asi la

formacién més rapida de anticuerpos en el conejo ©?.

Las suspensiones se mantuvieron a 4° C hasta el momento de su utilizacion
(Figura 4).

Antes de la inoculacion, se verificO que la vacuna adquiriera la temperatura
ambiente para evitar molestias en los conejos. Se extrajo con una jeringa para
insulina el volumen exacto de la suspension antigénica capsular de C. gattii y
C. neoformans (tabla 1); la cual fue inoculada por via subcutanea (entre la piel

y el musculo).



Suspensiones antigénicas
diluidas de
C. neaformans y C.gm‘ﬁ' '

Figura 4. Suspensiones antigénicas que fueron inoculadas en los conejos.

Tabla No. 1. Esquema de inmunizacién para los conejos.

Semana Volumen (mL) en dia Volumen (mL) en dia
martes viernes
1 0.1 0.1
2 0.2 0.2
3 0.3 0.3
4 0.4 0.4
5 0.5 0.5
6 0.5 0.5
7 0.5 0.5

6.8. Sangria de prueba a los conejos para reaccién de aglutinacion: en
cada conejo se rasurd una de las orejas y se aplicé xileno en la arteria auricular
de éstos, para inducir la vasodilatacién y facilitar la extraccién de sangre ©°.
Con ayuda de una navaja, se hizo el corte para obtener aproximadamente 1mL
de sangre de cada conejo. Una vez extraida la sangre, fue centrifugada a
3000rpm durante 15 minutos para separar el suero del paquete celular. Con el
suero, se observo cualitativamente la reaccidén de aglutinacion, determinandose

con reaccion en placa.




6.9. Reaccion de aglutinacion en placa: en una placa de reaccion (vidrio) se
colocaron 50uL del suero obtenido del conejo inoculado con la suspension
antigénica capsular de C. gattii junto con 50uL de la suspensién madre de C.
gatti. Ambos volumenes fueron mezclados, manteniéndose en constante
agitacion durante cinco minutos; para observar posteriormente sobre una
lampara la reaccion de aglutinacion. El procedimiento anterior fue repetido con
el suero obtenido del conejo inoculado con la suspension antigénica capsular
de C. neoformans. Con ambos sueros se observd una aglutinacion, pero fue

mayor con el obtenido del conejo inoculado con la cepa de C. neoformans.

6.10. Refuerzos aplicados a los conejos: después de la ultima inmunizacion,

transcurrieron dos semanas para aplicar refuerzos:

Tabla No. 2. Esquema de refuerzos para los conejos.

Semana Volumen (mL) en dia Volumen (mL) en dia
martes viernes
8 0.5 0.5
9 0.5 0.5

6.11. Sangria de cosecha a los conejos mediante puncion cardiaca:
después del ultimo refuerzo y como se obtuvo una franca aglutinacion, se dejé
transcurrir una semana para hacer la puncion cardiaca a cada conejo;
siguiendo la metodologia:

Se registré el peso de cada conejo para establecer el volumen del anestésico
(pentobarbital sédico) a administrar por via intravenosa; considerando que la

dosis fue de 1.4mg/kg de peso. Una vez anestesiado el conejo, fue fijado sobre




una tabla; de tal forma que se mantuvo inmovilizado siendo mas sencilla la
obtencién de la sangre sin causar tanto dolor a los conejos ©%. Fueron
extraidos 60 mL de sangre a cada uno de los conejos, con una jeringa
hipodérmica de 60 mL con aguja No. 18 estéril, conectada a una canula de
polietileno. La sangre fue vertida en vasos de plastico de centrifuga por
separado; manteniéndose en reposo hasta su coagulaciéon procurando no
agitar para evitar la hemoalisis. Se separo el coagulo de las paredes del vaso
mediante un aplicador de madera y después se centrifugé a 3000rpm durante
30 minutos; separandose el suero del paquete celular. Finalmente, fueron
obtenidos 28mL y 25mL de los sueros correspondientes a los conejos
inoculados con las suspensiones antigénicas capsulares de C. gattii y C.

neoformans, respectivamente.

6.12. Procesamiento de los sueros obtenidos de cada conejo antes del
aislamiento de lainmunoglobulina G (IgG): fue necesaria la adicion de 1g de
carbon activado a cada suero, para disminuir la cantidad de hemoglobina
presente por haberse obtenido un suero hemolizado. Se resuspendieron
perfectamente los sueros para ser centrifugados a 2500rpm durante 25
minutos. Finalmente, se decanta el suero desechando la fraccion del carbon

activado.

6.13. Aislamiento de la inmunoglobulina G (IgG) con la técnica rivanol-
sulfato de amonio del suero no. 1y 2, obtenido del conejo inoculado con
la suspension antigénica capsular de C. gattii y de C. neoformans

respectivamente: A un matraz Erlenmeyer de 250mL, con 28mL de suero



(aproximadamente 0.2% de proteina) se le incorporaron 19.3mL de agua
destilada y 18.2mL de solucién de rivanol al 3% (apéndice IV); considerando
que se ajustd la mezcla de reaccion a un pH de 7.5, para lo cual fue utilizado
HCI al 9%; ya que el pH original fue de 7.89. Ya ajustado el pH, se agit6 30
minutos, se centrifugd a 3000rpm durante 30 minutos para descartar el
precipitado amarillo debido al rivanol y sélo se conservo el sobrenadante. El
rivanol (lactato de etacridina) a partir de una concentracion de 0.4% precipita la
mayor parte de las proteinas del suero, excepto las gammaglobulinas que
quedan en el liquido sobrenadante ®®. En algunos estudios se indica que su
tinte basico constituye un complejo electrostatico con los grupos cargados
negativamente sobre la proteina.

Al sobrenadante, se le adicionaron 3.3g de NaCl para favorecer la
precipitacién; ya que el rivanol se precipita facilmente con los iones haluro ©°.
Se removio el rivanol mediante filtracion por gravedad con un papel filtro de
poro abierto; permaneciendo un sedimento amarillo en el papel,
correspondiente al rivanol; obteniéndose un volumen de 45mL de suero filtrado
(sobrenadante). Posteriormente, se hizo la precipitacion con sulfato de amonio
al 50% de saturacion; esto es, al sobrenadante se le adicionaron 45mL de una
solucién de sulfato de amonio gota a gota, cuidando que la adicién fuera lenta
para evitar que se precipiten proteinas indeseables. Los anticuerpos
corresponden a la fraccion de gammaglobulinas de las proteinas del suero. La
solucién de sulfato de amonio precipita a la 1gG ©°.

Se centrifugbé a 3000rpm durante 30 minutos para hacer la reprecipitacion. Este

precipitado contiene toda la y-globulina, pero contiene trazas de albumina. Se

elimind el sobrenadante y se resuspendié el precipitado obtenido en 20mL de



solucion salina isotonica. Se precipitd después de haber adicionado 20mL de la
solucion de sulfato de amonio al 50% de saturacion. Finalmente, se eliminé el
sulfato de amonio mediante dialisis contra solucion salina isotonica al 0.85%
como se indica:

Después de haber adicionado la solucion de sulfato de amonio, se centrifugé a
3000rpm durante 30 minutos para que el precipitado fuera resuspendido en
15mL de solucién salina isoténica. Una vez resuspendido, se coloco la solucion
dentro de una bolsa de colodion previamente sellada para evitar derrames. La
bolsa fue sumergida en un frasco conteniendo 1L de solucion salina isotonica al
0.85%; cuya solucion era cambiada 2 veces al dia, mientras que el frasco se
mantenfa en refrigeracién durante todo el proceso (9 dias) ®”. La dialisis se
realiza con el fin de que el sulfato de amonio remanente en el precipitado sea
eliminado ©9. Esta técnica se utiliz6 para eliminar el ion sulfato ©, para
concentrar y purificar parcialmente los anticuerpos IgG producidos en el conejo.
Una vez finalizada la didlisis, el suero se colocé dentro de un frasco vial, se le
adicion6 una pizca de azida de sodio como conservador y se mantuvo en
congelacion hasta su proximo uso.

El procedimiento anterior fue repetido para el aislamiento de IgG del suero no.
2, obtenido del conejo inoculado con la suspension antigénica capsular de C.
neoformans realizando modificaciones en las cantidades de reactivos para
25mL de suero (aproximadamente 0.18% de proteina): 17.3mL de agua
destilada, 16.3mL de solucién de rivanol al 3%, HCI al 9% para el ajuste del pH

de 7.77 a 7.5, 2.9g de NaCl y 42mL de sulfato de amonio al 50%.



6.14. Preparacion de soluciones con particulas de latex sensibilizadas con
anticuerpos contra el polisacarido capsular de C. neoformans y de C.
gattii para la determinacién del antigeno capsular criptococésico: en un
vaso de precipitados, a la solucion A (apéndice V) se le adiciona la solucion B
que contiene la IgG contra el polisacarido capsular de C. neoformans y en otro
vaso de precipitados a la solucion A se le adiciona la solucidon B que contiene la
lgG contra el polisacarido capsular de C. gattii ®*. Cada solucién se mezcla por
separado con agitacion durante 30 minutos. Transcurrido el tiempo, se
adicionan 20uL de albumina al 30% a cada una de las soluciones para terminar
la reaccidon. Las soluciones fueron almacenadas en refrigeraciéon durante 36
horas, para evitar la precipitacion de los reactivos.

Las particulas de latex se utilizaron como soporte para que las IgG fueran

adsorbidas pasivamente a éstas y la reaccidon de aglutinacion fuera visible.

6.15. Prueba de aglutinacion con particulas de latex en placa para la
determinacion del antigeno capsular criptococésico: en una placa de
reaccion se colocaron 20uL de la suspension madre de C. neoformans y 20uL
de la solucion que contiene las particulas de latex sensibilizadas con los
anticuerpos policlonales (IgG) producidos en el conejo contra el polisacérido
capsular de C. neoformans. Ambos volumenes se mezclaron dando a las
reacciones movimientos de rotacion suave durante 8 minutos para leer el
resultado de la reaccion de aglutinacion, si es que la hay con iluminacion
indirecta y sobre fondo oscuro. Una reaccion positiva forma acumulos gruesos
de levaduras sobre un fondo claro mientras que una negativa queda

homogénea. También se realiz6 la reaccion empleando 20uL de cada una de



las diluciones del suero correspondiente a C. neoformans y con 20uL de LCR
de pacientes con criptococosis ya diagnosticada. Se realiz6 el mismo
procedimiento empleando 20uL de la suspensién madre de C. gattii y 20uL de
las diluciones del suero para que reaccionaran con las particulas de latex
sensibilizadas con los anticuerpos policlonales (IgG) producidos en el conejo
contra el polisacarido capsular de C. gattii. Se utilizdé un control negativo (20uL

de albumina y solucion salina).



Capitulo 7. Resultados.

Tabla No. 3. Grado de aglutinacion en la reaccion del antigeno capsular
presente en la suspension madre de C. neoformans y de C. gattii con las
particulas de latex sensibilizadas con los anticuerpos policlonales (IgG)
producidos en el conejo contra el polisacarido capsular (pc) de C. neoformans y
de C. gattii, respectivamente. Se observo que la aglutinacion fue mayor en el

caso de la suspension madre de C. neoformans comparada con la de C. gattii.

Suspension madre Aglutinacion en latex | Aglutinacion en latex
con IgG contra pc de C. | con IgG contra pc de C.
neoformans gattii.

C. neoformans 4+ 0

Control negativo 0 0

C. gattii 0 2+

Control negativo 0 0

Tabla No. 4. Grado de aglutinacion en la reaccion de las particulas de latex
sensibilizadas con los anticuerpos IgG contra el polisacérido capsular de C.
neoformans con la suspension conteniendo como antigeno al polisacarido
capsular de C. neoformans; ademas de la aglutinacion con la suspension
madre de C. neoformans. Se utilizO como control negativo albumina con

solucién salina.

Volumen del suero Suspension Suspension madre Control

antigénica Negativo

120 plL + 0 0




100 L n 0 0
80 L 2+ 2+ 0
60 L 2+ 3+ 0
40uL + + 0

Grafica No. 1. Curva de aglutinacion en la reacciéon de las particulas de latex
sensibilizadas con IgG contra el polisacarido capsular de C. neoformans con la

suspension antigénica y madre de C. neoformans, respectivamente.
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Se observo que la concentracion del antigeno capsular de C. neoformans
contenido en las suspensiones antigénica y madre fue equivalente con la

concentracion de los anticuerpos policlonales IgG contenidos en las diluciones




del suero, presentandose la zona de equivalencia entre los 60 y 80 uL del

suero con aglutinacion visible.

Tabla No. 5. Grado de aglutinacion en la reaccion de las particulas de latex

sensibilizadas con los anticuerpos IgG contra el polisacarido capsular de C.

gattii con la suspensién conteniendo como antigeno al polisacarido capsular de

C. gattii; ademas de la aglutinacién con la suspension madre de C. gattii. Se

utilizé como control negativo albumina con solucién salina.

Volumen del suero Suspension Suspension madre Control
antigénica Negativo

120 pL + 0 0

100 pL + 0 0

80 uL 2+ 2+ 0

60 uL 2+ 2+ 0

40uL + + 0

Gréfica No. 2. Curva de aglutinacion en la reaccion de las particulas de latex

sensibilizadas con IgG contra el polisacarido capsular de C. gattii con la

suspension antigénica y madre de C. gattii, respectivamente.
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correspondientes a C. neoformans, presentandose la zona de equivalencia

resultados obtenidos son similares a

entre los 60 y 80 uL del suero con aglutinacion visible.

Tabla No. 6. Grado de aglutinacion en la reaccion de las particulas de latex
sensibilizadas con los anticuerpos IgG contra el polisacarido capsular de C.
neoformans y de C. gattii con liquidos cefalorraquideos de pacientes con

criptococosis diagnosticada y con liquidos cefalorraquideos negativos. También

los de

se utiliz6 como control negativo albumina con solucién salina.

Volumen de suero

C. neoformans

C. neoformans

las suspensiones

C. gattii

C. gattii

LCR (+)

LCR (1)

LCR (+)

LCR ()




80 uL 4+ 3+
60 uL 3+ 2+
Control Negativo 0 0




Capitulo 8. Discusién y andlisis de resultados.

A partir de cultivos de cepas de referencia de C. neoformans y C. gattii se
obtuvieron satisfactoriamente las suspensiones madre y antigénica; ésta uUltima
utilizada para ser inoculada en los conejos, por contener a las levaduras sin
viabilidad pero que mantienen el componente antigénico de interés
(polisacarido capsular) para asi obtener los anticuerpos policlonales 1gG contra

el antigeno capsular de dichas levaduras.

Para verificar si el esquema de inmunizacion aplicado a los conejos habia
generado produccion de anticuerpos como respuesta a la estimulacion por el
inmundgeno (suspension antigénica de levaduras), se realizaron reacciones en
placa entre el suero obtenido y la suspension madre correspondiente a cada
levadura; encontrandose que el grado de aglutinacion provocado por los
anticuerpos IgG contra el antigeno capsular de C. neoformans fue mayor
comparado con el generado por los anticuerpos 1gG contra el antigeno capsular
de C. gattii.

Los resultados mostrados en la tabla no.3 presentaron un comportamiento
similar; sugiriendo que esto se deba a los factores antigénicos presentes en C.
neoformans serotipo D (factores 1, 2, 3y 8) y en C. gattii serotipo B (factores 1,
2, 4y 5) “9) La especificidad del serotipo esta definida por la reaccién de los
antigenos de superficie expresados sobre células completas de la levadura,
con los anticuerpos producidos en conejos contra las células completas no
viables de cada uno de los cinco serotipos, selectivamente absorbidos (factor

8) ™. Los anticuerpos contra C. neoformans en este suero reaccionan



especificamente con los epitopos localizados sobre el principal polisacarido
capsular (glucuronoxilomanana), presentdndose de esta forma una mayor

aglutinacion por la presencia de este factor.

Al hacer reaccionar las diluciones del suero que contienen los anticuerpos
policlonales 1gG contra el antigeno capsular de C. neoformans, con los
antigenos presentes en la suspension antigénica y madre mostraron una
maxima aglutinacioén en la primera y segunda dilucion, significando que no hay
anticuerpos ni antigenos libres en esta zona. Pero cuando hay tanto exceso de
anticuerpos del suero como de antigenos en una suspension masiva de

levaduras durante la reaccion no hay aglutinacion.

Todos los procedimientos involucrados para la obtencién de éstos anticuerpos
policlonales fueron importantes; desde trabajar con una cepa de referencia
ATCC de C. neoformans y C. gattii, que fuera sembrada en los medios de
cultivo adecuados para que favoreciera un buen desarrollo capsular;
permitiendo la expresibon de los epitopos antigénicos sobre el
glucuronoxilomanana. Ademas de la inactivacion de las cepas para su pérdida
de viabilidad, el ajuste de la concentracion de las suspensiones comparando su
turbidez con la de una suspension estandar de sulfato de bario; hasta
finalmente la purificacion de los anticuerpos si se pretende su uso como
herramienta en el diagnoéstico. Se utilizé la técnica rivanol-sulfato de amonio
para el aislamiento de las inmunoglobulinas (IgG) por la capacidad que
presenta el rivanol de sedimentar las proteinas del suero (anticuerpos IgM)

presentes como respuesta primaria al inmunizar a los conejos; predominando



los de tipo IgG como resultado de estimulaciones inmunogénicas posteriores;
proporcionando un sobrenadante rico en inmunoglobulinas 1gG ©®.
Mencionandose que esta técnica fue efectiva para aislar las 1gG después de

haberse confirmado con las pruebas de aglutinacion.

De acuerdo a la hipétesis, se confirmé la produccion de anticuerpos
policlonales de tipo IgG contra el polisacarido capsular de C. neoformans y de
C. gattii, al haberse observado una franca reaccién de aglutinacion entre 17
muestras de LCR de pacientes con criptococosis diagnosticada y las diluciones
del suero que presentaron una maxima aglutinacion con las suspensiones
madre de C. neoformans y C. gattii. Lo anterior establece que los anticuerpos
obtenidos contra las dos especies permitieron evidenciar la presencia del
antigeno capsular en el LCR; lo cual en un futuro podria repercutir en el
desarrollo de pruebas para la identificacion de estas levaduras y ayudar en el

diagnéstico de la criptococosis.



Capitulo 9. Conclusiones.

1. A partir de cepas de referencia ATCC de C. neoformans y de C. gattii, se
obtuvieron satisfactoriamente suspensiones antigénicas capsulares que
después de haberse inoculado en los conejos, dio como resultado la obtencion

de sueros contra el polisacéarido capsular de estas levaduras.

2. La obtencion de los anticuerpos policlonales de tipo 1gG contra el
polisacarido capsular de C. neoformans y C. gattii se confirmé mediante
reacciones de aglutinacion positivas que revelaron la presencia del principal

antigeno capsular de estas levaduras en LCR de pacientes con criptococosis.

3. El aislamiento y purificacion de la inmunoglobulina G (IgG) utilizando la
técnica con rivanol-sulfato de amonio representa una opcion facil y rapida para
obtener un producto purificado cuya aplicacién sea en la deteccion cualitativa

del antigeno capsular de C. neoformans y C. gattii en LCR.
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Apéndice.

Datos de la cepa de referencia de C. gattii.

Aislado: Cepa de referencia WM178.

Sexo, edad y enfermedad de base: Desconocida.
Origen: Australia.

Tipo: Clinico.

Resultado en agar CGB y con D-PROLINA: gattii.
Serotipo (Crypto-check®, latron diagnostics, Inc): B

Genotipo (PCR-fingerprinting con iniciador core M13): VGII.

WM= Wieland Meyer (nombre del investigador quién proporciond la cepa).
Esta cepa se considera como referencia en los estudios de genotipificacion,
al haber sido usada en los siguientes trabajos publicados:

Emerg Infect Dis. 2003;9:189-195.

Med Mycol. 2006;44:617-22.

Emerg Infect Dis. 2007;13:42-50.

II. Preparacion de medios de cultivo para las resiembras de las cepas

ATCC de C. neoformansy C. gattii.

Agar infusion de cerebro-corazon (37g de polvo para preparar 1000mL).
Infusion de cerebro de ternero 200 g.

Infusion de corazon de res 250 g.



Peptona 10 g.

Dextrosa 2 g
Cloruro de sodio 5 g.
Fosfato disodico 25 g.
Agar bacteriologico 20 g.
Agua 1000 mL.
pH 7.4+0.2

Preparacion: Se pesaron 37g del polvo de infusion de cerebro-corazon y
fueron colocados dentro de un matraz Erlenmeyer. Se adicioné el agua
destilada hasta disolver el polvo, se midié el pH con un potenciémetro, se
agreg6 20g de agar bacterioldgico y se calentd el medio de cultivo agitando
constantemente hasta que se disolvié totalmente el agar. Se esterilizd en
olla a presioén (15lb/in? o 1.1kg/cm?) a 121° C durante 15 minutos. Se dejo
enfriar el medio a una temperatura aproximada de 40° C y finalmente,
dentro del area estéril fue vertido el contenido del medio en cajas Petri de
plastico o en botellas ROUX® con la cantidad suficiente (aproximadamente
310mL) para evitar el derrame del medio con la botella en posicion
horizontal; obteniéndose 2cm de espesor de agar ya gelificado. Se
emplearon las botellas para disminuir el riesgo de contaminacién con el

hongo patégeno.
Agar Sabouraud dextrosa (65g de polvo para preparar 1000mL).

Concentrado enzimatico de caseina 10 g.



Dextrosa 40 g.

Agar 15 g.
Agua 100 mL.
pH 5.6+0.2

Preparacion: Se pesaron 6.5g del polvo de agar Sabouraud dextrosa y
fueron colocados dentro de un matraz Erlenmeyer. Se adicion6é 100mL de
agua destilada hasta disolver el polvo, se midié el pH con un potenciémetro
y se calentd el medio de cultivo agitando constantemente hasta que fue
disuelto completamente el polvo. Se esterilizé en olla a presién (15Ib/in? o
1.1kg/cm?) a 121° C durante 15 minutos. Se dej6 enfriar el medio a una
temperatura aproximada de 40° C y finalmente, dentro del area estéril fue

vertido el contenido del medio en cajas Petri de plastico.

Agar caldo soya tripticaseina (30g de polvo para preparar 1000mL).

Peptona de caseina 17 g.
Peptona de soya 3 0.
Cloruro de sodio 5 0.
Fosfato dipotasico 25 0.
Dextrosa 25 g
Agar bacteriolégico 20 g.
Agua 100 mL.

pH 7.3:0.2



Preparacion: Se pesaron 3g del polvo de caldo soya tripticaseina y fueron
colocados dentro de un matraz Erlenmeyer. Se adicioné 100mL de agua
destilada hasta disolver el polvo, se midié el pH con un potenciémetro, se
agrego 2g de agar bacterioldgico y se calenté el medio de cultivo agitando
constantemente hasta que se disolvio totalmente el agar. Se esterilizd en
olla a presién (15Ib/in? 0 1.1kg/cm?) a 121° C durante 15 minutos. Se dejé
enfriar el medio a una temperatura aproximada de 40° C y finalmente,
dentro del area estéril fue vertido el contenido del medio en cajas Petri de

plastico.

Il Curva de Mc Farland

Se utiliza para determinar la concentracion de suspensiones de bacterias.
Se compara la turbidez de la suspensién problema con la de suspensiones
estdndar de sulfato de bario (resultado de la mezcla de BaCl, al 1% y

H,SO, al 1%), equivalentes a un determinado nimero de microorganismos.

V. Preparacion de solucion de rivanol utilizada en el aislamiento de

19G.

Disolver 3g de monohidrato lactato de 6, 9-Diamino-2-etoxiacridina por

cada 100 mL de agua destilada.

V. Preparacion de reactivos para la prueba de aglutinacion con

particulas de latex en placa.



Solucién A. En un matraz Erlenmeyer se agregaron cada uno de los

siguientes reactivos:

Agua destilada 8.2mL
Glicina 0.1M 1.0mL
Azida de sodio al 25% 0.03mL
Latex Stock o latex micronizado 0.6mL

Se mezcloé cada uno de los componentes con agitacion constante durante

10 minutos.

Solucion B. En un matraz Erlenmeyer por separado se agregaron las
alicuotas del suero conteniendo la IgG contra el polisacarido capsular de C.
neoformans y la IgG contra el polisacarido capsular de C. gattii; asi como
las de albumina al 30% a cada uno; como se indica en la siguiente tabla

para preparar las diferentes diluciones.

Tabla No. 7. Volumenes de alicuotas para preparar la solucion B para la

prueba de aglutinacion con particulas de latex en placa.

C. neoformans C. gattii

Volumen (uL) de suero | 40 |60 |80 | 100 | 120 (40 |60 |80 | 100|120

(19G)

Volumen (uL) de |60 |40 20 | O 0 60 |40 |20 |O 0

albimina al 30%
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