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RESUMEN

La criptococosis es una micosis profunda, diseminada causada por la levadura
encapsulada C. neoformans que se comporta como oportunista dado que requiere de

la alteracion de las defensas del huésped para establecer la infeccion.

La estructura antigénica de la levadura resulta ser un inmundgeno pobre en
humanos y en animales de experimentacion, por lo que la produccion de anticuerpos
especificos ocurre solo en una parte de los pacientes con criptococosis y los titulos son

usualmente bajos.

Esta enfermedad a aumentado en los ultimos afios debido al incremento en el
numero de casos de infeccion por VIH, en virtud de esto y de que existen pocos datos
epidemiolégicos en cuanto a la frecuencia de los diferentes serotipos de
Cryptococcus neoformans a nivel nacional, se propuso la implementacion por
primera vez de una técnica de aglutinacion en placa con sueros hiperinnmunes
especificos para cada serotipo que permitieran facilitar la serotipificacion de los
aislados de Cryptococcus neoformans y poder establecer una casuistica en nuestro

medio.

Los resultados mostraron titulos bajos en los sueros obtenidos para todos los
serotipos estudiados, debido a la poca respuesta inmune en los conejos (modelo

experimental).

Se considera necesario realizar estudios posteriores que permitan continuar la

investigacion para lograr el objetivo planteado.
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INTRODUCCION

La Criptococosis es una micosis profunda, diseminada, de evolucion cronica,
subaguda, rara vez aguda, causada por la levadura encapsulada Cryptococcus
neoformans, que se comporta como oportunista dado que el microorganismo requiere

de la alteracion de las defensas del huésped para establecer la infeccion.

La incidencia de manifestaciones clinicas en la infeccion por Cryptococcus
neoformans es alta en individuos infectados por HIV o que tienen otras deficiencias
inmunes (linfomas) u otras enfermedades de base (Diabetes, TBC, Histoplasmosis) asi
como en individuos inmunocompetentes; si bien en éste ultimo grupo se ha descrito
enfermedad, su ocurrencia es relativamente rara y se sospecha que se deba a alta

carga del inéculo o a alta virulencia de la cepa infectante.(29).

En nuestro pais es la tercera micosis profunda generalizada mas

frecuente después de Histoplasmosis y Paracoccidioidomicosis, segun estadistica

del Departamento de Micologia del Instituto Nacional de Higiene.

La enfermedad se adquiere por la inhalacién de las esporas, siendo el puimén
el primer érgano afectado por el microorganismo, pudiendo iniciarse como una
infeccion pulmonar generalmente asintomatica y autolimitada, con tendencia a
diseminarse por via hematdgena, afectando otros 6rganos y sistemas, con especial

predileccion por el Sistema Nervioso Central. (33).




La enfermedad del sistema nervioso central es la forma clinica diagnosticada
con mayor frecuencia, ya que el microorganismo tiene una predileccion por este tejido
que se ha relacionado con factores aun no bien determinados como: una menor
respuesta celular fagocitica, factores thricionaIes en LCR que pueden estimular su
desarrollo (fuentes de nitrdgeno) y ausencia de factores inhibidores en LCR como
complemento y factor anticriptocdccico soluble. El comienzo es lento e insidioso y las
formas abruptas o fulminantes por lo general son raras. Se manifiesta como meningitis,
meningoencefalitis o criptococoma.

De un 10 a 15 % de los pacientes con criptococosis diseminada desarrollan
lesiones cutaneas ( papulas, pustulas o nédulos que crecen y se ulceran). En menos
del 5% se producen lesiones mucosas.

Enun 5 a 10% de los pacientes se produce afeccion 6sea, lesiones osteoliticas

unicas o multiples (craneo, vértebras o fémur), con dolor y tumefaccion local.

Cryptococcus neoformans es un hongo patdgeno oportunista de gran
importancia clinica y responsable de la meningo-encefalitis diseminada en la mayor
parte de los pacientes con defectos inmunes y en los ultimos afios en la panepidemia

por HIV (en un 10 % de los pacientes). (27).

En los examenes directos de las muestras clinicas tefidos con tinta china lo
observamos como una levadura encapsulada, no micelial, de 4 a 8 micras de diametro,
rodeada por una capsula mucoide de 1 a 10 micras de espesor, que se evidencia

como un halo claro porque no toma el colorante.



En cultivo Agar Sabouraud con antibidticos crece bien a 37° C en

~ aproximadamente 72 horas. Las colonias son blanco amarillentas, lisas, brillantes,
: mucosas. En el examen microscopico se presenta como células esféricas o globosas,

' aisladas o en pares con gemacion Unica o doble, rodeada por la capsula.

Otros métodos para su identificacion incluyen: asimilacién de Inositol, hidrolisis
" de urea (ureasa +), falta de produccion de micelio en com meal agar, crecimiento a
- 37° pero no a 42°, fermentacion negativa, utiliza galactosa pero no lactosa, ni nitrato

- de potasio.

C. neoformans presenta 2 estructuras extemas distintas, la pared celular
compuesta por Glucanos y Mananos como principales polisacaridos (grupo VI de
Bartnicki-Garcia) y la capsula como la capa mas externa , un polisacarido compuesto
de xilosa, manosa, acido glucurénico y grupos O-acetil, que le confieren caracteristicas
quimicas, bioquimicas, antigénicas y de virulencia particulares.(31). Asi mismo otro
factor de virulencia es la habilidad de C. neoformans de producir melanina, (por una
enzima fenol oxidasa de membrana) cual parece tener un efecto protector para la

célula fungica del ataque oxidativo por parte de las células del huésped.

La capsula induce una baja respuesta de anticuerpos, encontrandose estrecha
relacion entre su presencia y el grado de virulencia. Las cepas muy encapsuladas son
mas virulentas y ésta virulencia disminuye proporcionalmente en el grado en que
disminuye la capsula.(31) Hay evidencias que sefialan que altas concentraciones de
azicar y osmolaridad en el medio son capaces de suprimir la formacion de la

capsula.(31)



La capsula de C. neoformans puede actuar como un escudo protector contra la

ion de enzimas liticas de los fagocitos debido a que su composicion quimica

muestra alta resistencia a la enzimolisis.

Otra propiedad importante de los polisacaridos capsulares es la inhibicién de la
fagocitosis por leucocitos y macrofagos. Esto ocurre a través de dos mecanismos: por
‘. activacion de la via alterna del complemento en ausencia de opsoninas séricas, el otro
“mecanismo es dependiente de IgG (principal opsonina sérica), que facilita la fase de
~ adherencia de la fagocitosis y en forma indirecta activa la via altema del complemento.

'A:-se plantea que el polisacarido capsular actue impidiendo la fase de adherencia de
fagocitosis, ya sea por inhibicion o interferencia en la accién opsonizante de 1gG. Se ha
~demostrado que la adherencia de Cryptococcus opsonizados por macréfagos es

"inhibida por bloqueo con IgG antimacréfagos. (19)

La estructura antigénica del polisacarido de la levadura resulta ser un
~ inmundgeno pobre, tanto para el hombre como para animales de experimentacion, por
7I‘o que se ha sefialado como un factor contribuyente para que la produccion de
A anticuerpos especificos ocurra solo en una parte de los pacientes con criptococosis y
‘ en titulos usualmente bajos. (6-18).

Esta caracteristica especifica ha hecho dificil la obtenciéon de anticuerpos
) especificos anti-Cryptococcus neoformans (tiles en el desarrollo de técnicas para el
'_‘ diagnéstico rapido como las de aglutinacion, en especial aquellas asociadas al latex y

- ofras novedosas como los ensayos inmunoenzimaticos e inmunofluorescencia.(16-17)

Se ha demostrado desde el punto de vista bioquimico que la complejidad y

~ diversidad estructural de los diferentes polisacaridos que constituyen la capsula y los




diferentes grados de acetilacion de las cadenas laterales determinan la presencia de

los serotipos cuya complejidad estructural aumenta del serotipo D al A, B, C (siendo D

el mas fuertemente acetilado). (10-11) (13-15)

Mediante pruebas de aglutinacion y precipitacion en los componentes de la
capsula se describen los serotipos B, C y posteriormente los serotipos A, D. Mas
recientemente se ha descrito un tercer serotipo AD que presenta una estructura
quimica en su polisacarido capsular muy similar a los serotipos A y D, sugieriendo que
pequenas diferencias en la relacion molar y patrones de enlace de los monosacaridos
en la cadena de polisacaridos puedan ser responsables de sus diferentes

especificidades. (35)

Los serotipos A-D se relacionan con C. neoformans var. neoformans (edo.
anamorfo) o Filobasidiella neoformans (edo. teleomorfo), mientras que los serotipos
B-C se relacionan con C. neoformans var. gatti (edo. anamorfo) o Filobasidiella

bacillispora (edo. teleomorfo).

El crecimiento en medio de Canavanina-Glicina-Azul de Bromotimol (CGB),
proporciona uno de los métodos mas confiables para la diferenciacion de las dos
variedades de C. neoformans. La positividad de la prueba se evidencia por el cambio

de color del medio de verde manzana (pH 5,8) a azul intenso (pH 7.0).

Los serotipos By C de C. neoformans estudiados por analisis molecular y PCR

son genéticamente homogéneos y estan estrechamente relacionados, siendo capaces



- de asimilar glicina y ser resistentes a canavanina por lo que dan una prueba

 positiva.(21-26)

Otras pruebas utilizadas para la diferenciaciéon de las dos variedades incluyen la
capacidad de C. neoformans. var. gattii de asimilar prolina como fuente de nitrégeno y

asimilar D-triptéfano, propiedades que no posee la var. neoformans .(25)

Estos serotipos presentan diferencias considerables en su conducta ecoldgica,
epidemiologica y curso clinico en la infeccion humana.
Cryptococcus neoformans var. neoformans, serotipos A-D y AD, (siendo A mas
frecuente que D), afecta principalmente a pacientes inmunosuprimidos por SIDA,
enfermedad de base o tratamiento inmunosupresor, con una alta letalidad y poca
respuesta al tratamiento. Desde el punto de vista epidemiolégico tiene distribucion
mundial y su nicho ecolégico se encuentra relacionado con la presencia de aves
(palomas) y sus excretas en el suelo, asi como desechos de los nidos, donde
encuentran un substrato alcalino rico en nitrégeno y sal. Recientemente se ha
demostrado un nuevo habitat natural para C. neoformans var. neoformans sobretodo
relacionado a su estado teleomorfo F. neoformans, asociado con nichos resultantes de
biodegradacién natural de la madera que provee un substrato favorable para su
crecimiento, sin estar asociado a una especie particular de arbol. Existen reportes en la
literatura donde se sefnala al serotipo D predominando en algunas areas de Europa
como ltalia, Dinamarca y Suiza. Asi mismo los serotipos A-D se han encontrado en

mayor porcentaje en pacientes con infeccion por HIV sin presentar diferencias entre

ambos en cuanto a categorias para SIDA, edad, sexo o contaje CD4. (23-34)




Mientras que C. neoformans var. gattii (serotipos B-C) causa enfermedad
Severa pero con baja mortalidad en personas sanas, encontrandose distribuido en
areas tropicales y subtropicales provistas de especies de arboles de Eucalyptus
principalmente E. camaldulensis, principalmente en paises como Australia, Sur de

California y México. AUn cuando estos serotipos no tienen un habitat determinado. @)

En Colombia se han realizados estudios en la ciudad de Cuicuta (noreste del
)ais) donde hay un alto nimero de casos clinico por C. neoformans var. gattii,

principalmente serotipo C. Habiéndose aislado esta variedad en detritus de arboles de

almendros en dicha ciudad. (3)

En Venezuela han sido estudiados casos procedentes de diversas regiones del
pais, siendo las de mayor endemicidad: Tachira, Zulia, Monagas, Distrito Federal y

Estado Miranda, sin predileccién por grupos etarios o sexo.

Reportes de datos venezolanos (primer estudio hecho en el pais en 1989),
revelaron  C.neoformans var. neoformans 63% serotipo A, 1% serotipo D. C.

neoformans var. gattii 29% serotipo B. (35)

En virtud de que existen pocos datos a nivel nacional y que el nimero de casos
de Criptococosis ha aumentado considerablemente en los ultimos afios debido a la
prevalencia de infeccion por VIH, el presente trabajo tiene como finalidad serotipificar
cepas de C. neoformans para caracterizar los serotipos existentes en nuestro pais,
utilizando la prueba de aglutinaciéon en placa con sueros hiperinmunes de conejo

producidos a partir de cepas de cada uno de los serotipos, lo que nos permitira



conocer la frecuencia de éstos en los aislados de pacientes con criptococosis en el
futuro y establecer casuistica nacionales, los que constituye un aporte epidemioldgico
nacional al poder delimitar mejor las posibles fuentes de infeccién y tomar las medidas

de control necesarias.
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OBJETIVOS

Objetivo General:

Determinar la frecuencia de las variedades de Cryptococcus neoformans en

pacientes con criptococosis.
Objetivos Especificos:

1. Produccién de sueros hiperinmunes anti Cryptococcus neoformans

especificos para cada serotipo conocido.

2. Estandarizar la técnica de aglutinacién en microplaca para la serotipificacion

de las variedades de Cryptococcus neoformans .

Hipotesis

La variedad de C. neoformans principalmente aislada es la var. neoformans
(serotipo A) por lo que deberiamos obtener ésta con mayor frecuencia en nuestra

casuistica.
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MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 un estudio transversal — descriptivo en el cual se inmunizaron
- conejos utilizando 4 cepas de C. neoformans: serotipos A,B,C,D Instituto de Medicina
- Tropical e Higiene de Londres, donadas por el Instituto de Biomedicina, Caracas. Para
~ |a obtencion de sueros hiperinmunes y evaluar dicha respuesta por técnica de

aglutinacion en placa.

TRATAMIENTO DE LA CEPA, CULTIVO E IDENTIFICACION.
Estas cepas fueron repicadas y corroboradas en su clasificacién por examen
directo con tinta china y posteriormente con los medios cromogénicos (Canavanina- .

Glicina-Azul de bromotimol®).

Las cepas se mantuvieron con repiques sucesivos en agar Sabouraud Dextrosa

con Antibiético a Temperatura 37° C por 48 h.

OBTENCION DE SUEROS HIPERINMUNES.

POBLACION INMUNIZADA

4 conejos machos, adultos, de 3 Kg. de peso, blancos (albinos) de Nueva
Zelandia, fueron suministrados por el Bioterio del Instituto Nacional de Higiene “Rafael
Rangel, (granja” La Torcaz’. San Diego de los Altos), el cual cuenta con personal

calificado y estructura fisica necesaria para el buen mantenimiento y sobrevida de




sanimales, segun los estandares del Centro para la Produccion de Animales de
oratorio (CENPALAB) y la Asociacion Protectora de Animales.

Fueron mantenidos con una dieta convencional a base de conejarina
cial), suplementada con: Letisan ®, Vitamina C y Pecutrin ® (complejo
Iico), ademas de agua fresca. Los conejos fueron evaluados semanalmente

nte el proceso de investigacién, para comprobar sus condiciones fisicas.
JUEMA DE INMUNIZACION:

Previo a la inmunizacion los animales fueron sangrados para determinar valores

lgG basales.
La inmunizacién se realizé por via endovenosa (vena marginal de la oreja) con
| de una suspencién de C.neoformans serotipos A, B, C y D uno para cada conejo,
A~: concentracién de 8.0 Mc farland (24x1 0% UFC/ml) (2) una vez por semana por 4
manas consecutivas, aplicando una dosis de refuerzo a los 15 y 30 dias de la ultima
nsibilizacion.

Los conejos fueron sangrados a la 42, 62, 8% 102 semana para la obtencion de

sueros hiperinmunes, previa evaluacion clinica.

REPARACION DEL INOCULO
IE Se parti6 de una siembra de 48 horas incubada a 37°C (tubo de ensayo con medio

de cultivo y siembra), se le afiadieron 10 mi de formalina 0.5% y se dejo reposar

~ por 24 horas.
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Se homogeneizd con Pipeta Pasteur, extrayendo la suspension para afadir en un

tubo de centrifuga. Se centrifuga a 5000rpm por 15 min. Descartando el

sobrenadante.
- Resuspender con 10 ml de solucion éalina estéril. Centrifugar nuevamente.

" Repetir el paso anterior, por un minimo de 3 veces.

‘Tomar una asada para repicar en medio de Agar Sabouraud mas Cloranfenicol
-~ para verificar la viavilidad de la cepa, incubando a 37" C por 72 horas.

- Se prepard la suspension a concentracion de 8 Mc Farland en solucién salina.

b De esta suspension se tomé 1 ml para inoculacion de los animales.

MEDICION DE LA RESPUESTA INMUNE.

En toda prueba realizada se utilizé un control negativo (suero de conejo no
Imunizado).

IgG: Una vez obtenido el suero hiperinmune del conejo (10™ semana post
nmunizacion), se determindé la concentracion total de Inmunoglobulina G por el
método de turbidimetria (Equipo Automatizado ACA IV- Dupont de Venezuela) ®, para

establecer comparacion con los valores basales.

AGLUTINACION EN MICROPLACA:

| Con los sueros hiperinmunes se ensayd la técnica de aglutinacion en
microplacas, segun la técnica de aglutinaciéon estandar para Brucelosis, adaptandola a
~ Cryptococcus, después de varios ensayos.

Se procedié6 a preparar una suspension de cada uno de los serotipos de

Cryptococcus neoformans a concentraciones entre 1, 2, Y 3 Mc. Farland, para

12



sstandarizar la concentracion del antigeno. Encontrando que la concentracion ideal fue
} Me farland.

A la suspension preparada se le colocé Safranina al 0.5%, en una proporcion de
0 W/ml de suspension, para visualizar mejor la reaccién de precipitacion (esta
suspension se preparaba 4 horas antes de montar la técnica y se mantuvo en nevera
sta su uso para efectos de estabilizacion).

Se procedié a preparar diluciones dobles seriadas (1/2 hasta 1/1024) del suero
iperinmune a evaluar, en placas fondo U, manteniendo un volumen constante de 50
ul, afadiendo 50 pl del antigeno sensibilizado con la Safranina, manteniendo un

volumen final de 100ul por pozo. Se incub6 a 37° por 18 horas.

LECTURA DE LA PRUEBA:

Se realizoé observando el fondo de las microplacas sobre un soporte con un
gspejo lupa que refleja el fondo de los pozos.

Un fondo que muestra una suspensién homogénea es considerado positivo y un
fondo con un botdn nitido es considerado negativo.

El titulo de anticuerpos esta dado por la ultima dilucién donde se observa un

fondo homogéneo.
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RESULTADOS

¢ Los 4 conejos que sirvieron como modelo experimental para la obtencion de los
sueros hiperinmunes permanecieron vivos y sin evidencia de enfermedad, no
mostrando alteraciones de peso o signos clinicos como irritabilidad, bigotitis o

conjuntivitis durante el curso de la investigacion.

¢+ Las cepas de referencia de C. neoformans se mantuvieron viables y sin muestra

de contaminacion.

¢ La determinacion de Inmunoglobulina G (IgG) en los sueros de conejo mostro los

siguientes valores para las etapas de pre y post-inmunizacion:

Pre-inmunizacién: Post-inmunizacion:
Conejo N° 1(Serot. A): 152 mg/di Conejo N° 1(Serot.A). 340 mg/di
Conejo N° 2(Serot. B): 148 mg/d| Conejo N° 2(Serot.B): 283 mg/dI
Conejo N° 3(Serot.C): 150 mg/di Conejo N° 3(Serot.C): 365 mg/dl
Conejo N° 4(Serot.D): 153 mg/dl Conejo N° 4(Serot.D): 365 mg/di

+ La Técnica de aglutinacion en placa para la deteccién de anticuerpos en el suero
contra antigeno polisacarido mostré titulos bajos para todos los serotipos: A
(1:8), B (1:2), C (1:4) yD (1:4).

¢ Los titulos de anticuerpos presentes en los sueros hiperinmunes obtenidos no
fueron lo suficientemente elevados para detectar niveles minimos de antigeno por

el método de aglutinacion en placa.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacion mostraron
titulos bajos para la deteccién de antigeno por el método de Aglutinacién en Placa.

Son muiltiples los factores que pueden haber afectado estos hallazgos, entre

ellos se pueden mencionar:
v La pobre inmunogenicidad de C. neoformans debido a la estructura antigénica
de su polisacarido capsular, demostrada por lo dificil que resulta desarrollar una
adecuada respuesta de anticuerpos, tanto en el hombre como en los animales
inmunizados con el microorganismo.

Ademas el polisacarido capsular, por la propiedad ya sehalada, es capaz de
inducir un estado de tolerancia inmunolégica, que conlleva a una disminucion de la
produccion de anticuerpos, mas que en la neutralizacion de éstos por el antigeno,
ademas de inducir la produccidn de células supresoras.

Como muchos polisacaridos son ubicuos en el ambiente la exposicion continua

del animal a éstos polisacaridos o a Cryptococcus saprofitos pueden hacerlo tolerante.

4 Otro factor implicado pudo ser la alteracion de la capacidad de virulencia y
patogenicidad de las cepas de referencia utilizadas, las cuales pueden haber sufrido

modificaciones debido al tiempo y forma de conservacion.
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En el esquema de inmunizacién implementado inferimos que la cantidad (dosis)

y numero de inoculaciones realizadas pudo no ser la mas adecuada para la obtencion
de una respuesta inmune efectiva en los animales.

El no haber utilizado adyuvantes en nuestro esquema es un factor a tomar en
cuenta en la modulacién de la respuesta inmune del huésped experimental,
incrementando la disponibilidad del antigeno a la célula presentadora de antigeno,
prolongando la persistencia del antigeno en los tejidos (por liberacion lenta y en forma

continua), o estimulando directamente a la célula presentadora de antigeno.

v A pesar de que la Aglutinacién de Latex se utiliza de rutina en el diagnéstico de
Cryptococcus neoformans y ademas ha sido empleada exitosamente en su
serotipificacion, ya sea mediante anticuerpos policlonales previamente adsorbidos o
por anticuerpos monoclonales especificos, nosotros nos propusimos estandarizar la
técnica de Aglutinacion en Placa para la serotipificacion por tratarse de una técnica
sencilla, econdémica, de mayor alcance, ya que no fue posible sensibilizar particulas de
latex con sueros hiperinmunes especificos para cada serotipo de C. neoformans, por
no disponer de ellas, ademas de ser un método laborioso y costoso. No cumpliendo la
tecnica ensayada con los resultados esperados probablemente por no ser
suficientemente especifica para este fin.

Vale la pena considerar que quizas los titulos obtenidos por éste método

puedan ser mejor detectados por otra técnica de mayor sensibilidad y especificidad.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

¢ Las cepas de los serotipos empleados mostraron deficiencias en sus caracteristicas
patogénicas y en su capacidad antigénica. Vale la pena senalar que estos
serotipos utilizados en el estudio fueron de referencia, razén por la cual
desconocemos las condiciones en las cuales fueron mantenidas, asi como el
tempo de preservacion de las mismas. Variables que pueden repercutir

directamente sobre el comportamiento, al momento de ser ensayadas

¢+ Dado los resultados obtenidos, se pudo observar que factores como el numero de
inoculaciones y la cantidad de indculo utilizados, pudieron afectar al esquema de
inmunizacién ensayado; de igual manera es posible que la utilizacién de un
adyuvante a la hora de colocar el inéculo, optimizara la respuesta inmune del
animal y en consecuencia mejorar la calidad del suero hiperinmune, minimizando el

efecto intrinseco del Cryptococcus neoformans (baja inmunogenicidad).

¢+ Realizar ensayos con nuevas técnicas diagnoésticas que vayan a la par con el
avance tecnolégico. A pesar de que la prueba de aglutinacion en placa es una
tecnica en desuso para este tipo de estudios y tomando en cuenta que existen
técnicas mas avanzadas, se propuso este modelo, para detectar la respuesta
humoral en los animales ensayados, ademas de abaratar costos a la hora de

realizar estudios de casuistica nacional de los serotipos de Cryptococcus
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neoformans no existentes en el pais y tan importantes para establecer mejores

estudios epidemioldgicos.

Se hace necesario para la implementacion de este tipo de investigacion contar con
mayor disponibilidad de tiempo, recursos econdmicos, y disponer de una

infraestructura adecuada para la buena sobrevida y evolucién de los animales de

experimentacion, elementos basicos del estudio.
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