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RESUMEN

Con el objetivo de obtener una IgG aBtiyptococcus neoformanse llevaron a cabo simultaneamente 2 esquemas de inmunizacion en
conejos con una cepa autoctona. Para ambos se emplearon células enteras formalinizadas que se diferenciaban entr@ dbss guanto
vias de inmunizacién. Los sueros obtenidos fueron titulados y se seleccion6 el de mayor titulo (1: 1 024 por el métadaacitenagyhut
lamina) el cual fue purificado mediante precipitacion salina y cromatografia de intercambio iénico, con la obtencion ddeuparkga

y actividad biolégica altas.

Descriptores DeCSCRYPTOCOCCUS NEOFORMANS/inmunologia; CROMATOGRAFIA POR INTERCAMBIO IONICO; TEST DE
AGLUTINACION/métodos; CONEJOS/inmunologia.

Cryptococcus neoformansongo levadu- Pplejidad estructural aumenta del serotipo D al A, al B,

riforme, constituye el agente causal de laal C*®Estos serotipos, se encuentran agrupados
criptococosis. Esta enfermedad puede iniciarse com@n 2 variedadesC. neoformanwar. neoformans
una infeccién pulmonar con tendencia a diseminarsdserotipos Ay D) . neoformansgar.gattii (serotipos
con especial predileccion hacia el sistema nerviosdB y C)?
central, aparece con frecuencia como infeccién opor- ~ La estructura antigénica de la levadura resulta
tunista en pacientes con dafio inmunolégico. (HaySer uninmunogéno pobre, tanto para el hombre como
RI. Extrameningeal manifestations of Cryptococ- €n modelos experimentales en animales, por lo que
cosis. 3rd International Conference on Cryptococcus@ produccion de anticuerpos especificos ocurre sélo
& Cryptococcosis. Abstract, 1996: 117-8). en una parte de los pacientes con criptococosis y los
La levadura esta rodeada de una capsulditulos son usuaimente bajos. o B
polisacaridica que ha sido estudiada de forma am-  Esta caracteristica ha hecho dificil la obtencion

plia, ya que resulta el principal factor de virulencia 9€ @nticuerpos especificos ant@ryptococcus
del microorganismo; se encuentra estrechament eoformans Gtiles en el desarrollo de técnicas para

. ; ” el diagndstico rapido como las de aglutinacion, en
relgmonada consu taxonor.nila, y SU_ dete:,cc!on e,n !O%special aguéllas asociadas al latex y otras novedosas
fluidos corporales ha permitido el diagnéstico rapi- como los ensayos inmunoenzimaticos.
doy la evaluacion del prondéstico de la enfermédad. El objetivo de este trabajo fue la obtencién de

El polisacarido capsular (PSC) esta compuesto polgG especifica anGryptococcus neoformanson
manosa, xilosa, acido glucurdnico y grupos O-atetil. vistas a su posterior utilizacion en el desarrollo de
Los diferentes grados de acetilacion de las cadenas ldecnicas paraleteccion de antigenos que permitan

terales determinan la presenciaei®tipos cuyaom- ~ ampliar las posibilidades diagnosticas del laboratorio.

L Especialista de | Grado en Microbiologia.
2 Especialista de | Grado en Microbiologia. Investigador Agregado. Jefe del Departamento de Bacteriologia-Micologia.
3 Licenciado en Microbiologia. Investigador Auxiliar. Jefe del Laboratorio de Micologia.



28

METODOS de AMICON? Después se evalu6 en términos de
purezay actividad biolégica mediante SDS-PAGE

Preparacion de la suspension antigeni&e  y titulacion en lamina respectivamente.

utilizé una cepa autéctona de. noeformansar.

neoformansla cual fue cosechada durante 5 d en

infusion cerebro-corazén a 30 °C con agitacion CONSRESULTADOS

tante (150-180 rpm). La cosecha fue inactivada con

formalina a una concentracion final de 0,5 % y lava-

da con solucién salina formalinizada al 0,5 %. Me-

diante conteo en camara de Neubauer se ajusto | os 2 restantes solo llegaron a tener 1:128. Los que

concentracion a 1@élulas/mL. Esta suspension fue " . .
P recibieron el esquema del CDC tuvieron titulos de

Im n 4°Ch | momen iliza-
?iénice ada a 4 °C hasta el momento de su ut a1:32 (2 de ellos) y el otro 1:16.

Inmunizacién de los animaleSe emplearon La AL fue definitivamente la mas factible debi-

2 grupos de 3 conejos cada uno, de la raza Nuevd0 a su facil interpretacion y rapidez, los resultados
Zelandia de aproximadamente 2 kg de peso, procecoinciden (100 %) con los obtenidos mediante IFI.
dentes del Centro para la Produccién de Animaleg? Su vez ésta fue mas rapida, facil de realizar e in-

De los conejos inmunizados segun el esquema
ropuesto pdPalmer, 1 alcanz6 altdftulos (1:1024).

de Laboratorio (CENPALAB). terpretar que la aglutinacion en tubo, cuyos resulta-
Al primer grupo se le aplico el esquema de in- dos fueron imprecisos y no se tuvieron en cuenta.
munizacién propuesto pBalmer'y al otro uno pro- De la representacion gréafica del proceso de pu-

puesto por el Centro de Control de Enfermedades deificacion se obtuvo un cromatograma (fig. 1). El
Atlanta (CDC) (M. Dolande, comunicacion per- primer pico mostré un patrén caracteristico de IgG.
sonal). Esta fraccion fue recolectada y durante su evalua-

Para el primer esquema los animales fueroncion mostr6 poseer alta pureza y actividad bioldgica
inmunizados con 3 mL de la suspension antigénica
via endovenosa (e.v.) de lunes a viernes durante 2 se-
manas. Después de 7 d de reposo, se repiti el misp gy ) o)
mo procedimiento. 100 -1

El segundo esquema se inicié con la adminis-
tracion intramuscular (i. m.) de 0,5 mL de la sus-
pension antigénica en 0,5 mL de Adyuvante Com-
pleto de Freund en cada pata posterior, lo cual seg,
repitié enAdyuvante Incompleto de Freund a los 14y 21
d en las patas anteriores. Luego se continu6 a partir70
del dia 23 de iniciado el esquema con inmunizaciones
e.v. de 1 mL de la suspension antigénica en dias
alternos hasta el dia 33. Pasados de 7 a 10 d de fina-
lizados los esquemas, se realizé una extraccion de50
sangre para la titulacion.

Titulacién y procesamiento de los suerbes
sueros de los animales fueron titulados por
inmunofluorescencia indirecta (IFI), aglutinacionen
tubo (AT) y aglutinacién en lamina (AL}.

Se seleccionod el suero de mas alto titulo para la 5
obtencién de la IgG por precipitacion salina con
sulfato de amonio al 50 % y cromatografia de inter- 10
cambio i6nico en una columna de HiLoad Q 196G Impurezas
Sepharosa FF XK 26/10 (Pharmacia).

Al producto se le determinoé la concentracion de 1 2 Fracciones
prOteinas por el método diWI’le y se ajUSté a Fig 1. Purificacién cromatogréafica de 1gG ar@iryptococcus
10 mg/mL mediante ultrafiltracion con membrana neoformans

- 05
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1 2 ” motivada por 2 razones fu_ndamentales. Primero, el
ol 100 % de las cepas estudiadas en nuestro pais pro-

cedentes tanto de muestras clinicas como ambienta-

les, corresponden a esta variedtadsegundo, debi-

do al escaso desarrollo de la capsula alcanzado por

esta cepa.

La importancia del tamafio de la capsula y su
relacion con la inmunogenicidad, fue demostrada
temprano por los trabajos Neil y otros. Ellos com-
probaron que las suspensiones preparadas con ce-
pas capsuladas de forma débil, mostraban una ma-
yor capacidad inmunogénica que las preparadas con
cepas fuertemente capsuladas.

En el presente trabajo, donde se comparan 2 mé-
todos de inmunizacién, sélo 1 conejo de los inocu-
lados segun el esquema de Palmer alcanzé titulos de

Fig.2. SDS-PAGE de las fracciones obtenidas en la

purificacion de la IgG an@. neoformansl) Suero 1. 1 024, mientras que en el resto de los animales la
de conejo antic. neoformans2) Precipitado respuesta de anticuerpos en general resulté débil, y
globulinico del suero de conejo ati-neoformans. fue algo mas baja en los inoculados con el esquema

3) 1gG anti€. neoformans. . .
del CDC. Este hecho pudiera ser explicado porque

TABLA . Control del material obtenido en el proceso de purificacion la respuesta de antlcuerpos €s Sl,JSCGpth|§ de sgr_en-
de la IgG de conejo anBryptococcus neoformans mascarada por un exceso de antigeno polisacaridico
circulante® o segun lo sefialado pdiurphyy otros

autores, los cuales demostraron que el PSC es capaz

Concentracion
Volumen  de proteinas Actividad

(mL) (mg/mL) titulo) de inducir un estado de tolerancia inmunoldgica, la
y cual resulta de una disminucion del nmero de célu-
Fraccion gamma . , .
precipitada 5 30 1/1 000 las productoras de anticuerpos mas que una simple
IgG purificada 16 10 1/1 000 neutralizacion de éstos por el antigéh®ambién,

y debido a la pobre inmunogenicidad del PCS ya

escrita, se ha sefalado que en el curso de la enfer-

especifica (tabla). En la figura 2 puede observarse eﬂ] . . .,
altg rado Eje u)reza uegse Obtrl).IVO ara la 1aG edad pudiera presentarse una inmunosupresion,
9 P q P g%. la cual involucra, al menos como a uno de sus me-

canismos probables, la produccion de células
supresora$?

Nuestros resultados no coinciden plenamente
o . _ . con los reportados por algunos autores, los cuales

Entre las principales propiedades biologicas delprefieren mas de una via de inoculaciéon y la
PSC, se destaca su pobre inmunogenicidad, evidemnultipunturd” como en el esquema del CDC. No
ciada en lo dificil que resulta desarrollar una ade-obstante, la pobre respuesta de anticuerpos obtenida
cuada respuesta de anticuerpos, tanto durante el curgidiera deberse mas que al tipo de esquema utiliza-

de la infeccién natural como tras la inmunizacién 99: @ la capacidad de respuesta de cada animal en
activa con este microorganisrifo particular, criterio fundamentado en la baja repeti-

bilidad alcanzada en los resultados.

El uso de cepas d€. neoformanwar. neo- El empleo de diferentes técnicas para la titula-
formansen los esquemas de inmunizacion es un elejgn de los sueros, permitié no sélo precisar al titulo
mento importante para la obtencion de sueros corje anticuerpos circulantes, sino también evaluar la
altos titulos y suficiente reactividad cruzada con otrosfactibilidad y utilidad de cada una de ellas al com-
serotipos, requisitos ambos imprescindibles para lgpararlas entre si.
utilizacion de un suero hiperinmune en el disefio de  Ya hasido reportado que la IFI presenta resulta-
pruebas serologicds. dos satisfactorios en el diagnoéstico a causa de su

En nuestro trabajo la utilizacion de una cepa sensibilidad, especificidad y porque resulta mas fa-
autdctona d€. neoformansar.neoformangstuvo  cil de realizar e interpretar en relacion con otfas.

DISCUSION



30

La AL ha sido empleada con éxito en la 3
serotipificacién deC. neoformansya sea mediante
anticuerpos policlonales previamente adsorbidos o~
monoclonales especificddlo encontramos antece-
dentes de su empleo en la titulacién de sueros; no
obstante, teniendo en cuenta los resultados obtenig
dos, esta prueba presenta un comportamiento simi-’
lar a la IFI, por lo que sumado a sus otras ventajas
(rapidez, bajo costo, etcétera) recomendamos su enf-
pleo con este propdsito.

La AT fue utilizada poGordony Vadder quie- 7
nes demostraron que era segura para el diagnadstico.
Ellos encontraton aglutininas en las primeras etapa$
de la infeccion del sistema nervioso central y en in-
fecciones sin compromiso de é$t&s, probable- o
mente, uno de los métodos mas especificos para la
deteccién de anticuerpos, sin embargo, en nuestra

experiencia resulté ser una prueba engorrosa y dé%

dificil interpretacion.

Por ultimo, como resultado del proceso de puri- 11.

ficacién se obtuvo una IgG con alta actividad biol6-

gica y pureza ensayadas por algutinacién en lamit?

nas e inmunoelectroforesis, respectivamente, Util en

el disefio de procedimientos rapidos para el diag-s.

nostico mediante la deteccion de antigeno<de
neoformans

SUMMARY

Two immunization schemes were applied to rabbits with an autoctonous
strain aimed at obtaining an afirytococcus neoformarigG. Whole

cells treated with formalin were used. Dosages and immunization routes
were different. The sera obtained were titered and that with the highest
titer was selected (1:1 024 by the laminar agglutination method) and

purified by saline precipitation and ion exchange chromatography. An 17.

IgG of high purity and biological activity was obtained.

Subject headingsCRYPTOCOCCUS NEOFORMANS/immunology;
CHROMATOGRAPHY; ION EXCHANGE, AGGLUTINATION
TEST/methods; RABBITS/immunology.
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