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INTRODUCCION

La criptococosis es una infeccidn cronica, subaguda o
raramente aguda, pulmonar, generalizada, o meningea, causada
por un hongo levaduriforme oportunista, denaminado

'mg_:m oeeformans. Esta se adquiere a través de la
inhalacion de las blastoconidios. Por la via de entrada de
ewte hongo la infeccion primaria casi siempre es pulmonar, y
puede sar subclinica .y transitoria, o comportarse como
oportunista. Entre los factores de oportuniemo mas
importantes que se asocian a esta enfermedad se encuentrant
terapia de corticoesteroides (53,102) 4 trasplantados,
deficiencia en numero o funcion de celulas T ‘(72,102), de
neutrofilos o macrofagos, enfermedad de Hodking
(11,13,68,89), y recientemente ocurre en los pacientes con
el Sindrome de Inmunodeficiencia ° Adquirida {SIDA}
(15,16,17,20,55,%54). Aunque C, negformans en la mayoria de
loe casos penetra al organismo por via respirateoria por ser
naurofilico, facilmente se disemina por via linfatica vy
hematogena hacia el sistema nervioso central (13,89).

En 1894 Busse y Buschke aislaron en Alemania una
levadura capsulada y la llamaron mgh_gm hpnminis. En
Italia en el mismo afo, Sanfelice aislo de jugo de pera una
levadura capsulada y la llamo Saccharomvoes naoformans. €n
1901 Vuillemin lo clasifico dentro del género Qryptogoccus,



y finalmente se le clasifico como Cryvptocpoccus pepformans
por Lodder y Kreger—-Van Rij en 1952 (13,465,89).

Los primeros aislamientos de C, neoformang Qque se
repartaron ocurrieron a partir de frutas citricas ademas de
duraznos, peras,etc., posteriormente se le aislo de leche y
sus derivados; sin embargo, su habitat estd asociadao al
excramento de’ palomas o de pichon y gallinas (89). Par 1o
tante es comun su aislamiento de nidos de pichones en
aticomw, cupulas y cornizas. En este ambiente se encuentra
compartiendo el sustrato alcalino rico en nitrogeno y sal
con Geptrighum candidum, y unas cuantas especies de Candida
y Rhodotorula (57,8%). De esta forma las palomas y otras
aves se conviesrten en hospederos © vectores que mantienen al
microorganismp, pero no adquieren la enfermedad. Esto se
atribuye a la temperatura corporal de estas aves que es de
40-42°C, en la cual el microorganismo sobrevive pero no se
reproduce®); pasa a traves del intestino Yy es . posible
ancontrarlo viable en las excretas de estas aves (13,89).
No existe diferencia importante en la frecuencia de 1la
infeccion, gque pueda relacionarse con la edad, raza vy
ocupacion. : Al parecer los trabajadores de establos,
gallineros y palomares estan mas expuestos a esta levadura e
incluso tienen titulos de anticuerpos especificos altos,
paro no presentap indice mayor de infeccidn, ya que se

requiere de factores predisponentes, en especial de severa



inmunoﬂlpr.lx.an para que aesta entermedad se establezca (89).

€. peoformang es un hongo levaduriforme capsulado que
mide de 2.5 - 8 Mm de diam y con todo y capsula llega a
medir de 15-20 mm ($3,89). La capsula varia con la cepa y
con el medio que se utiliza. La gemacion es sencilla o
doble, Y a veces se observan varias gemas.
Macroscopicamente las colonias se obuervan limitadas,
mucoides, convexas, de color blanco—amariliento, y en agar
alpiste negro (Bujzotia abysminica), se generan colonias con
pignento café-marron, que lo distingue entre otras especies
Y géneros(l,47,84,95). fPara poder diferenciar al (>
neoformang de otras especies de Cryptocpccus, se utiliza un
per+il bioguimico de carbohidratos (auxanograma)l ,
patogenicidad en el raton, desarrollo de pigmento en agar
alpiste negro y crecimiento a 37°C (1,21,54). La capsula de
€. neoformans es un factor de virulencia bien estudiado por
diferentes autores {41,46,48,49,57,104) . El analisis
quimico de ésta, muestra la presencia de manosa, xilosa vy
acido glucuronicos; esta fraccion denominada glucorono-
xilomanana (GXM), es el polisacarido especifico principal
producido por la levadura y gue se ha encontrado también en
el filtrado de cultivo de C. npeoformans. Qtra fraccion
hallada contiene galactosa como constituyente principal asi
como xilosa y manosa, a ésta se le llamo galactoxilomanana

(GalXM). La especificidad de serotipos recae en el
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polisacarido acidico (GXM) (48,57) y ademas, se ha demostrado

que éste es inhibidor de la fagocitosis(29,26,45,58,59,6%9).

El agente etiologico de esta micosis en su fase asexual
2s una levadura ampliamente distribuida en la naturaleza y
unico agente causal de la criptococosis. Pertenece a la
subdivision Deuteramycotina, orden Cryptococcales, famil:ia
Cryptococaceae y género Cryptococcup 113,89). Este hango

posee dos variedades:s (. peoformans var. negformans vy G.

neoformans var. getti. ABi mismo HAenham describio 4
serotipos : C. neoformans var neoformans serotipos A y D, v

€. neoformans var gattii serotipos B y C (32,47,48,49,93).
Ikeda et al.(47,48) estudiaron por medio del analisis
antigénico (aglutinacion en placa y meétodos de adsorcion)
diferentes factores antigenicos para cada serotipo. fara
los serotipos A y D reconocieron los factores 1,2,3,7 vy
1,2,3 y B respectivamente. Para 1los serotipos B y €
encontraron 1,2,4,5, y 1,4,6 respectivamente. Se ha
descritc su fase sexual que pertenece a la subdivision
Basidiomvcotina, ya que hasta ahora es el unico de los
hongos patogenos que se reproduce sexualmente por
basidiosporas (61,57). L.os estados perfectos corresponden
as Eilobasidiella negformaps Y E. hacillispora.

Debido a gque la criptococosis es una eaenfermedad
cosmopolita, se han reportado casos de diversas partes del

mundo (7,48,22,62,80,90,94). Kwon—-Chung y Bennett (7,%7) han



encontrado que el serotipo A, ee el mas comun de un habitat

natural o clinico,y en E.E.U.U. corresponde al 95% de los

casos clinicos.

€l serotipo D es comun en la mayor parte de éuropa
{Italia, Dinamarca, Alemania y Suiza) y otras regiones de
clima templado. En el sur de California 25 de 45 aisla-
misntos demuestran ®) serotipo C de la var. gattii (57). En
los pacientes con S1DA, en E.E.U.U. 1la mayoria de laos
aislamientos pertenecen a la var. pegoformans asi como en
Africa central y en todo el munda ¢20,57,62,90,92). Recien-
temente se han reportado casos de infeccion con §. albidus
en pacientes con SIDA (57,89).

En Meéxico se ha aislado de frutas, leche, excretas de
paloma, y del suelo(iB). Sin embargo, en nuestro pais la
epidemiologia de esta enfermedad no esta bien establecida,
ya que no existen datos epidemioldgicos sobre las zonas
endeémicas de este microorganiamo(eS). FPero es claro que con
el advenimiento del SIDA la incidencia de criptncoéosis se
ha incrementado npotablemente(i1is,15,38).

S8egun Bonifaz (13), la criptococosis presenta clini-
camente laas siguientes formas: Pulmonar (23%4), del sistema
nerviosa central SNC (45%), cutinea (10%), diseminada (15%),
y Gsea (5%).

La criptococosis pulmonar (17,8%9) en el ser humano casi

siempre es la forma primaria de infeccion y en la mayoria de
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los casos cursa en forma asintomatica o subclinica. Los
pocos caseos sintomaticos i'n:luyen: fiebre ligera, doloar
pleurdtico, malestar y peérdida de peso, aunque estos signos
s0n poco notables, también se produce esputo mucoide escaso,
y rara vez hemoptisis. Las lesiones se pueden desarrollar
en cualquier parte del pulmon. A menudo son bilaterales,
aungque se pueden presentar en un solo lobulo. €s posible
que se. confunda con infecciones neumococcicas, tuberculosis,
etc, El curso de la infeccion puede ser fulminante, o
resolverse espontaneamente. A la exploracion fisica se
detecta murmullo vesicular y estertores inconstantes. Los
rayos X dan una variedad de imagenes: infiltracion que
simula tuberculosis, neoplasias, abcesos pulmonares,etc
(13,29, ta forma clinica del SNC también frecuente
(5,19,23), actualmente se ha incrementado notablemente en
los pacientes con SIDA. Se origina a partir del foco
pulmonar, posterior a una diseminacion hematogena (estado
secundario). La criptococosis del SNC puede presentarse de
tres formas: meningitis (97 %), meningoencefalitis (2 %), vy
criptococomas (1 %) (5,13,88,89). t.a meningitis es la mas
frecuente, se manifiesta en forma cronica y gradual (13,19},
La meningoencefalitis es uwuna variedad clinica rara, casi
siempre de curso agudo y fulminante (13,33,89). Por Gltimo,
el criptococoma es una variedad extraordinariamente rara, se

conforma de masas fungicas que e desarrollan



principaimente en el cerebro, en forma de abcesus que
regularmente se confunden con neoplasias 164), La predi-
leccion del C, negformans hacia SNC, no aes muy clara, es
probable que el microorganismo encuentre menor respuesta
celular fagocitica(26,33,44,52,7%), ademas de la presencia
de sustancias como la asparagina y creatinina que estimulan
U desarrollo (7,84,89), asi camo la presencia de
catecolaminas en el cerebro, relacionadas con el sustrato
de la fenol oxidasa presente en el mi croorgani smo
160,84,85,88).

Debe mencionarse que investigaciones recientes, an
pacientes con SIDA, han demostrade la persistencia de C.
peoformans en el tracto urogenital, aun después de trata-
mento exhaustivo de la meningitis criptocéccica, sin
presentar sintomatologia clinica, ni hallazgos micoldgicos
positivos en suero, liguido cefalorraguideo (LCR), y orina.
Sin embargo los cultives vy frotis de liquido seminal se han
encontrade positivos. En consecuencia, varios autores
(17,38,96,97,98) consideran a la prastata como nicho de G,
neoformans, probablemente debido a gque la terapia con los
derivados azolicos es efectiva en casi todos los organos del
cuerpo; con excepcion del tracto urogenital.

El tratamiento de la criptococosis es a base de
anfotericina B administrada con las indicaciones del farmaco

por su elevada toxicidad (5,27,56,91,100), La S-fluoro-
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citosina (S5-FC) también es util, sin embargo su efecto
terapeutica es inferior al ‘abtenidu con anfotericina B,
ademés puede producirse resistencia al faérmaco durante el
tratamiente con S5S-FC (5,27,56,100), y el fluconazol, de
reciente creacion (5,14,50,62,69,103), que tiene un gran
efecto contra ¢, neoformans, ademas atraviesa la barrera
hematoencefalica y casi no provoca efectos secundarios. Los
esquemas terapetticos combinados como anfotericina B mas S5-
fluorocitosina (23,56) y sobre todo anfotericina B can
fluconazol han demostrado sinergia contra €. pneoformans
(103,104), obteniéndose asf mejores resultados terapeuvticos.
8in embargo, es claroc que el #xito de la terapia depehde de

la rapidez del diagnastico y del estado del paciente.

El diagnostico de Laboratorio de esta enfermedad se
realiza por medio de diferentes pruebas. Entre ellas el
examen directo de material clinico con tinta China y por
cultivo (12,13,34,54,92). Ademds se cuenta con técnicas
sarclogicas utilizadas de forma rutinaria en paises
desarrollados, tanto para la deteccion de antig.eno
circulante como para la determinacion de anticuerpos
(3,4,22,34,51,63,68),

Las pruebas serologicas para medir los niveles de
anticuerpos incluyen: La inmunoflourescencia indirecta

CIFI) hemaglutinacion, floculacion con bentonita,



aglutinacion de particulas de carbdn vegetal, aglutinacion
en tubo, fijacion de complemento, etc. Ninguno de tos
métodos anteriores han sido ampliamente usados debido a que
la produccion de anticuerpos durante la infeccion es baja,
sin embargo, el polisacarido criptococcico es liberado en
gran abundancia hacia los fluidos corporales, por esta razon
s® introdujeron técnicas para detectar la presencia de éste
como antigeno circulante (46,51,73,77,B7,101)., Autores como
Neill y Kapros reportaron en 1950 (&48) que el antigeno pudo
ser detectado en tejidos de ratones, y fue demostrado por
precipitacion con suero hiperinmune especifico. Posterior-
meante se demostrd al antigeno soluble en LCR, orina y sangre
de pacientes con criptococosis sistémica (9,10,22,62,80).
Estas pruebas incluyen técnicas tales come la fijacion de
complemento, inhibicion de la hemaglutinacion, pre:ap‘ita—
cion, contrainmunoelectroforesis y la prueba de aglutinacion
en latex (22,37,51,63,68,80,81,86).

En la actualidad la prueba de diag‘nc’lsti:n y pronostico
mas utilizada es la prueba de aglutinacion de particulas de
latex, establecida por Bloomfield en 1962 (10) qguien sugirié
que el antigeno podia ser detectado con particulas de lates
cubiertas con inmuneoglobulinas de suero de conejo
hiparinmune. Bennett y Bayley (&8} consideraron la prueba
como satisfactoria, cuando las particulas de latex

aglutinaron en presencia de 30 a &40 jg de polisacarido
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capsular., Sin embargo, debido a que se han repartado
reacciones de cruce con ef factor reumatoide (&,10,30,43,99)
y con JIrichosporum beigeliji (70,83), generandoc una fuente
importante de falsos positivos, se sugiere incluir en la
prusba de aglutinacion en latex un reactivo control para
evitar estas reacciones de cruce, el cual consiste en una
suspension de particulas de latex cubiertas con
inmunoglobulina de conejos no inmunizados. T-le.s particulas
aglutinan en presencia del FR en proporciones comparables a
las obtenidas con particulas sensibilirzadas. Existen ademas
otros tratamientos de las muestras como pronasa,
ditiotreital o mercaptoetanol , para incrementar la
sensibilidad y disminuir las interferencias (36,3%9,41,87).
Tomando en consideracion tanto el reactivo de particulas
inespecificas como el tratamiento con sustancias como las
antes mencionadas se puede distinguir entre la aglutinacion
de latex especifica mediada‘pcr el antigeno criptococal, de
lag aglutinaciones inespecificas como la dada por el factor
reumatoide. Con el fin de evaluar el progreso de un
paciente durante el tratamiento, la prueba debe combinarse
con la deteccicn de anticuerpos(81,8%). La disminucidn en el
titulo de antigeno con el aumento de anticuerpos, es de buen
pronostico. Sin embargo, la persistencia de los titulos de
antigeno durante el curso del tratamiento, denota pronastico

grave y probabilidad de recaida. En alqunas ocasiones, los



titulos de antigeno en el suero persisten positivos mientras
que los del LCR descienden. Por tanto la alta sensibilidad
y especificidad de la prueba de aglutinacion en iétax v su
facil desarrollo la hace una de las pruebas serologicas mas

confiables para #sta micosis.

11



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Debido al aumento en la frecuencia de criptococosis,
sobre todo en pacientes con SIDA en nuestro pais, y a la
falta de reactivos serologicos para el diagndstico
inmunoldgico de esta enfermedad, se planteo la necesidad de
cbtener los reactivos necesarios, a partir de cepas de G,
neoformaps aisladas de pacientes en México, para poder
contar con la prueba de aglutinacion en latex p‘vara' el

disgnostico serologico de esta micosis.



HIPOTESIB

La prueba de aglutinacion en Latex desarrollada a
partir de cepas mexicanas de Cryptococqus neofQrmang es
capaz de detectar el polisacarido capsular criptococcico

como antigeno circulante en pacientes con criptococosis.




OBJETIVOS

A) Aislar y tipificar bioquimicamente diferentes cepas

de C. peoformans.

B) Beleccionar la cepa
adecuada para elaborar los reactivos de la prueba de

aglutinacion en latex.

C) Obtener los reactivos para la prueba de aglutinacion

an latex para el diagnostico de la criptccocosis.

D) Probar la eficiencia de estos reactivos en la prueha
de aglutinacion en latex en fluidos corporales (sueroc y LCR)
de cinco grupos de individuos con:

1) criptococosis

2) SIDA y criptococosis

3) otras micosis

4) otras patologias no micoticas y

5) grupo testigo de individuos sanos.
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DISEND EXPERIMENTAL.
AISLAMIENTO Y TIPIFICACIGN DE €. neoformans.

OBTENCION DE BIOMASA Y ESTANDARIZACIGN DEL ANTIGENO

LEVADURIFORME
INMUNIZACION EN CONEJOS NUEVA ZELANDA
l
OBTENCIGN DE SUERD HIPERINMUNE
PURIFICACION DE GAMMA-GLOBULINA ESPECIFICA

SENSIBILIZACION DE PARTICULAS DE LATEX

. -
PRUEBA DE AGLUTINACIEN EN LATEX EN MUESTRAS BICLOGICAS
CON Y SIN TRATAMIENTO CON DTT

CRIF’TOCDCOBI/ SIDA/CRIPTOCOCOSIS
{SUERO,LCR)

{SUERO,LCR)
PACIENTES OTRAS PACIENTES DTRAS MICOSIS
PATOLOGIAS NO MICOTICAS (SUERDS)

(SUEROD,L.CR)

POBLACION SANA
(SUERD, LCR)

ANA’LIBIS DE RESULTADOS



MATERIALES Y METODOS

1) Hongos:

Las ceﬁas EH-169, EH-170 y EH-~171 de (i = u
necformans, fusron aislacdas de pacientes con criptococosis.
Se mantuvieron en agar de dextrosa 2% y p-gtunu 1% Sabouraud
{Anexo 1) a 26°C. El hongo se identifico por medio de sus
:arn‘:terilticas micro y macroscdpicas en diferentes medios
de cultivo (Anexo 1) como sont Agar dextrosa Sabouraud,
agar alpiste negro, en el cual produce un pigmento color
marrany agar nitritos, medic que contiene KNOs en el cual el
hongo se distingue por no reducir este sustrato a nitritos.
Ademds de los diferentes medios de cultivo, se realizaron
las pruebas de :;'e:imiento a 37°C, patogenicidad en el
raton, auxanograma y determinacién de ureasa en la cual el
desarrollc de un color fucsia indica prusba pomitiva para C.
neoformans {(Anexo 1). La variedad de las cepas se realizo
por medio del agar glicina rojo de fenol (Anexo 1) en el
‘cual la variedad gattii produce un cambio de color del rojo

al amarillo (71,93). !

14



2) Curva de cracimientor

Para determinar la fase logaritmica de crecimiento de C..
neoformans para la obtencion del antigeno, se realizé una
curva de crecimiento (2,82). Se preparco un precultivao con
medio dializado de neopeptona y extracto de levadura (Anexo
1) en matraces de 250 ml conteniendo 80 ml de medio. Se
inaculed con 1 x lo‘cnllml y se incubo a 37°C en agitacion
por tres dias. Al cabo de este tiempo se cosecharon las
células, las cuales fueron lavadas. y utilizadas a una
concentracion de 1 % 102 cel/ml para inocular matraces de un
litro conteniendo 200 ml del mismo medic. Los cultivos se
incubaron a 37°C en agitacion y se tomaron muestras diartas
durante 7 dias. Las muestras se centrifugaren y al sobrena-
dante se le determine glucosa por el método de la o-tolui-
dina (Anexo 1). La curva de crecimiento se realizo por

triplicado.

3) Obtencian del antigano

S8e tuvieron 5 distintas fuentes de obtencion del
antigeno del hongo para la prepara:ién del suero hiperinmune
anti-C.neoformans de conejo.
a) Células completas levaduriformes muertas por timerosal.
b) Celulas secas con acetona.
c? Antigeno extraido con urea.

d) Células completas muertas por calentamiento.



®) Antfigeno polisacaridico soluble.
Todos 1los .antigenos fueron cosechados en la fase

logaritmica de crecimiento.

a) Ceélulas completas levaduriforses msuertas por
timerosal (43,46,748)12

S inocularon ix 10% cel/ml de £, pegformans en matraces
de un litro en caldo de dextrosa Sabauraud‘(nnﬁxu 1), v =se
incubaron a 37°C durante 72 h en agitacion. Se agrego
timerosal a una concentracion final de 0.02% durante 24 h a
4*C y swe realizaron pruebas de aesterilidad y viabilidad.
Las ceélulas fueron lavadas con solucion salina y se
ajustaron a una concentracion de 11x10¢ cel/ml. Esta
suspension se almacenod en alicuotas en viales estériles y se

mantuvieron a 4°C hasta su utilizacion.

b) Células secas con acetona (67):

Para la obtencidn de eéste antigeno, se siguio el mismo
procedimiento anterior. El paguete celular obtenido se lavo
4 veces con acetona anhidra fria, se mantuve en desecador y

el polve resultante se almaceno a 4°C hasta sd utilizacion.



©) antigeno extraido con urea:s

La obtencion de aste antigeno se realizd de acuerdo a la
técnica de Bennett (8). Se inocularon 1x10° cel/ml del
hongo en caldo dextrosa Sabouraud y se incubaron a 3I7°C por
72 h en agitacion. Posteriormente, las cé#lulas se lavaron 3
vaces con solucion salina. El paguete celular se mezcld con
urea 1.4 M énteril en proporcidn de 1 ml de urea por 1 g de
peso humedo celular. La mezcla se mar;tuvn por 72 h a 4°C en
agitacion. El sobrenadante fue separado del paquete‘celular
por centrifugacion, el cual se dializo contra solucion
salina isotonica esteril durante 72 h. E)l extracto dializado
se filtro en condiciones estériles. Se le determino la
concentracidn de proteinas por el método de Lowry et al (&6é)
y carbohidratos por Dubois st al (28). Este antigeno se

empled como refuerzo durante la inmunizacion de los conejos.

d) Células muertas por calantamientos
Para la obtencion de este aﬁtigena se siguié el mismo
procedimiente que en (a). El matraz con las células se

lleve a ebullicidn durante 2 hrs segun el procedimiento de

Dolan (24,47). Inmediatamente después se centrifugaron y se
lavaron las células con solucioén salina esteril. Las

células se almacenaron en viales a 4°C, hasta su

utilizacion.
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@) antigeno polisacaridico solubles

La obtencion de este argtigenu se realizo siguiendo el
procedimiento. de Evans y Th-rin“lt (35,40,73,74) con el
filtrado del cultivo de las levaduras, preparadas de igual
manera gque para el primer antigeno. Se separaron las
celulas del filtrado, y a éste se le agrego etanol al 9&%
(4.5 volumenes de etanol por cada volumen de filtrado, con
0.17 de acetato de sodio). Sa mantuvo 24 h a 4°C, y se
centrifugo para obtener el precipitado, @l cual se disolvio
en la minima cantidad de agua necesaria. Este procedimiento
se repitido 3 veces. Danpu‘n da determinar la ausencia de
proteina por el método de Lowry, el precipitado se secéd con
acetona anhidra fria durante 24 h y se conserva a 4°C. Este
ant{igeno se utilizo como control positivo para la prueba de
aglutinaion en latex ajustado a una concentracion de 10 fg

de polisacarido /ml (6,4).

4) UObtencidn de suero hiperinmune anti-Cryptocgccus
negformans de conejo:

Para uhtener' el suero hiperinmune de conejo, a2
practicaron los siguientes esquemas de inmunizacion:

a) Esquema de Harrell gt al. (42). Se inocularon conejos
Nueva Zelanda con células completas levaduriformes muertas
par medio de tratamiento con timerosal al 0.02%, por via

intravenosa, diariamente poar cinco dias seguidos durante



tres semanas.

b) Esgquema de Dolan gt gal. (24,47). Los conejos se
inocularon con wl antigenn de células muertas por
calentamiento via intravenosa cada tres dias durante cuatro
semanas.

€) Esquema practicado con ceélulas secas con acetona
(67). Se utilizo como antigeno células secas con acetona

. administradas al conejo por via intravenosa cada tres dias
durante tres semanas.

d) Esgquema de Dolan gt al., modificado de la siguiente
Mmanera. g utilizo como antigeno, cé€lulas muertas por
calentamiento mezcladas con adyuvante completo de Freund(3),
incculadas al conejo por via subcutanea cada semana durante
cuatro semanas. Después se continud con el esquema de

inmunizacion via intravenosa de la misma forma gque en b).

Los animales se sangrarcn 1 semana después del final del
esquema de sensibilizacion y en el suero se determino el
titulo de anticuerpos, por medio de aglutinacion en
tubo(37,42,81) utilizando como antigeno células muertas por

timerosal (antigeno 1). La prueba se realizo mezclando 0.5

ml de antisuerc en diiucinnes seriadas dobles con 0.5 ml de

antigeno ajustado al tubo # 2 de McFarland (6x10® cel/ml}.
La prueba se leyd 2 h después de incubacion a 37°C y a

las 24 h a 4°C. Cuando los titulos dieron >11640 los
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conejos se sangraron a blanco, se separd al suero y se

Quardd en alicuotas a -45°C hasta su utilizacion.

S) Purificacion de la fraccion Gamma-globulinas

Para obtener las inmunoglobulinas especificas del suero
hiperinmune de conejo, s siquio la teécnica descrita por
Hudson & Hay (a5). Se prepard una solucion saturada de
{NH4) =504 (1 @/ml) a S0°C y se ajustd el pH a 7.2 con H=S04.
El suero hipasrinmune de conejo se diluyd 1:12 con solucion
salina y se aRadie lentamente la solucion saturada de
sulfato de amonio a una concentracion de 45% (v/v). Se
mantuvo en agitacion durante 30 min., Yy luego se centrifuga
2 1000 g por 13 minutos a 4°C. El precipitado se volvio a
lavar con solucion saturada de amonio por centrifugacion, y
el sedimento resultante se redisolvio en un volumen igual al
del suero original con solucién amortiguadora de fosfatos
{SAF) (Anexo 1), esta solucion se centrifugd para remover el
material insoluble. Se reprecipitc la gamma—globulina
usando una concentracitn final de 40% de solucién de sulfato
de amonio. Se lava por centrifugacion y el sedimento se
dienlvid en la minima cantidad de SAF. Se dializo la gamma—
globulina contra S5 cambios de SAF a 4°C. Se centrifuge vy
deseche el precipitado. La solucion de gamma—globulina se
ajustd a 40 mg proteina/ml y se almacend a -45°C hasta su

uso.



é) Sensibilizacidn de las particulas de latex:

Se ensayaron dos métodos, uno segin la técnica de
Harrell gt al.(42) y otro sagun Hudson y Hay (45). En la
primera se hizo por separado una suspension estandar de
particulas de latex de diametro 0.80 gm (Bigaux), y de 0.81
g&im de fabricacion nacional, en agua destilada cuya dilucion
11100 correspondidé a una D10 de 0.29-0.30 a 650 nm. La
sansibilizacion de las particulas de latex se desarrollo de
la siguiente manera: Se prepararon dilucionss seriadas
dobles de la fraccion de gamma-globulina anti-C, neoformans,
desde 1:1100 hasta 1:1500 con solucion amortiguadora de
salina—glicina pH 9.0 (Anexo 1), Se agregd un volumen de la
suspension de particulas de latex estandarizada
anteriormente a un volumen de cada dilucidn de gamma-—
globulina anti-C. neoformans. Se mezclaron y se incubaron
durante 15 min a temperatura ambiente. Este correspondio al
reactivo de latex gamma-globulina anti-C. neoformans (LACN)
¢ reactivo positivo. El reactivo negativo consistio de una
suspension de particulas de latex sensibilizadas con gamma-
globulina normal de conejo (LGBN) (preparado por el mismo
procadimiento del testigo positivo).

En la segunda teécnica, de la suspension original de
particulas de latex de 0.8f1 pgm al 3I0% se prepard una
suspension al 10%. De é¢sta se tomaron 800 dl y se lavaron

dos veces con 40 ml de solucion amortiguadora de glicina-

heied
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salina 0.054 M pH B.2 (Anexo 1), Se mezclaron y centrifu-

garon a 12,500 g a 4°C durante 15 minutos. Se resuspendic
el precipitado de latex en 20 ml de la solucion amortiguado~
ra de glicina-salina y se agregaron 300 xl de la gamma—
globulina hiperinmune anti-C, neoformans. Este sera el
reactivo LACN. La suspension se mezclo durante 30 minutos a
temperatura ambiente. A diferencia de ta técnica anterior
s® lavo la suspension de LACN con 40 ml de la solucion
amortiguadora de glicina-salina, se mezcle y ase ;antrifuqc’: a
12,500 g a 4°C por 15 minutos. Se resuspendi® el LACN en 20
ml de solucion amortiguadora de glicina-salina 0.27 M pH 8.2
{(Anexo 1), agregando albumina sérica bovina al 0.1% para
bloquear posibles sitios libres en el latex. Siguiendo el
procedimiento anterior se preparo el testigo nagativo
(LGGN). Ambos se almacenaron a 4°C hasta su uso,

7) Daterminacion de la mixima dilucitn reactiva de la
suspension de particulas de latex sensibilizadas con gamsa—
globulina anti-C.neoformans (LACN).

La maxima dilucion reactiva de la fraccion de gamma-
globulina anti-C, pepfQrmans segun Harrell gt al.(42), se
datermind probandc cada dilucion de una muestra (suero ©
I.CR} de referencia positiva proveniente de un paciente con
criptococosis contra cada preparacion dé particulas de latex
sengibilizadas con gamma-globulina anti-C, u!_q_f_gr_mm_‘_ (LACN)

preparadas con anterioridad. Las diluciones seriadas dobles



de suero y LCR de referencia se realizaron con la misma
solucion amortiguadora de fosfatos (SAF), y albumina sérica
bovina al 0.1 % (Anexo 1) para bloquear posibles sitios
libres en el latex.

En una placa de vidrio oscura marcada con 10 circulos,se
agregd a cada uno 0.02 ml de la suspension de LACN de
concentracion 1:100, en seguida se agréqarnn ¢.02 ml de la
dilucion respectiva del suero de referencia positivo a
criptococosis (1:2-131024) a cada una de las gotas de la
suspension de LACN colocadas en la placa de vidrio. Se
mezclaron y agitaron por 10 minutos a 100 rpm en un agita-—
dor rotatorio (Rotator Eberbach Corporation 115 AC). Este
procedimiento se repitic con cada una de laa siguientes
diluciones de las suspensiones de LACN (11200 a 1:11600). Se
observeé la aglutinacion y los resultados se registraron
desde 0O-1i+ como negativa y de 2+ hasta 4+ como positivo.
Se@ tomd como la dilucion maxima reactiva la suspension del
reactivo LACN que aglutind con la dilucidn mas alta 'del
suero de referencia, El reactivo se almaceno a 4-56°C.

Para encontrar la dilucion maxima reactiva del LACN
siguiendo el procedimiento de Hudson y Hay (45, se
prepararon suspensiones de LACN concentrado y diluido 1:2,
113, $:4 y 1:5 y diluciones seriadas dobles {(1:2-1:1128) de
suero y LCR de referencia con amortiguador de glicina-salina

0.27 M, pH B.2. Sobre una placa de vidrio oscura se
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agregaron por separado 25 f1 de cada una de las diluciones

anteriores del sueroc de referencia, y a cada dilucion se le
agregaron 25 il del LACN concentrado. Se agito la placa
dur ante 10 minutes en un agitador {Rotator Eberbach
Ccrpcration.us AC) v se leyd la dilucion maxima reactiva.
Este procedimiento se repitio para cada una de las
diferentes concentraciones (1:2-1:5) de las suspensiones de
LACN, En ambos métodos el LGEN se ajustd a la misma
dilucion reactiva que prasento el LACN.

8) Muwstras biologicas utilizadas en 1la Prueha de
Aglutinacion en Latex (PAL).

Se utilizoé suero y liquido cefalorraquideo (LCR) de
cuatro grupos de pacientes y suero de un grupo de individuos
sanos. El primer grupo comprendid 8 pacientes con
criptococosisy el segundo de 8 paéientes con SiDA vy
criptococosis; el tercera de 4 pacientes con otras micosis,
en las cuales se incluyeron un suero de un casoc de
candidosis sistémica, un LCR de un caso de aspergilosis v
dos sueros mas de un caso de histoplasmpsis Y
paracoccidiodiomicosis respectivamente; vy el cuarto que
incluyo 16 pacientes con diversas patologias no micoticas.
€l grupo testigo comprendic 9 individuos sanos que donaron
voluntariamente sangre de la cual se obtuvo el suero para la

PAL (Tabla 3).



9) Desarrollo de la prueba para determinacion del
antigeno polisacaridico en las muestras biologicas.

La deteccion del antigeno polisacaridico de C..
neofor 8 en sueros Y LCR mediante la prueba de
aglutinacion en latex (PAL) con los reactivos LACN y LGBN
correspondientes a la maxima dilucion reactiva determinada
antesriormente, se realizd por dos metodologias distintas:
Por el método de Harrell et al. (42,81) y por la técnica de
Hudson & Hay (45). Las muestras de suaro fueron inactivadas
a 56°C durante 30 minutos y las de LCR a 1Q0°C durante &
minutos. Las muestras problema se diluyeron desde 1:2 hasta
1164, usando como diluyente solucion amortiguadora de
glicina-salina pH 9.0 (Anexo 1).

Primero, segun el métoda de Harrell! gt al. (42), socbre
una placa oscura marcada con &6 circules, se colocaron de
forma individual 0.04 ml de cada dilucion de la muestra
problema, mas ©0.02 ml del reactivo LACN en todos los
circulos, ¥ en otra placa con las mismas caracteristicas se
colecaron 0.04 ml de cada dilucion de muestra, mas .02 ml
del reactivo LGGN.

Fara sl método de Hudson % Hay, se colocaron cantidades
iguales de reactivo LACN y muestra problema diluidac0.04 ml
mas 0.04 ml respectivamente), 1o mismo para probar la
muestra con el reactivo LGGN. Con la ayuda de un aplicador

se mezclaron los reactivos y las muestras. Las placas se



agitaron a 125 rpm durante tinco minutos y se laeyeron las
reacciones. Aquellas que presentaron una aglutinacion de
0 a 1+ se consideraron negativas, aquellas que presantaron
una aglutinacion de 2+ a 4+ se consideraron positivas. El
reactivo LGGN es el reactivo testigo, debido a que contiene
inmunoglobulinas normales de conejo, por 1o tanteo el
resultado debe ser siempre negativo.

A las muestras problema se les determino al mismo tiempo
la presencia de factor reumatoide (FR) {(Laboratorios Licon,
México) de acuerdo a las instrucciones del fabricante, vya
que hay antecedentes de reacciones falsas positivas cuando
existe FR en las muestras biclogicas (6,10,30,43). Aguellas
muestras que presentaron factor reumatoide positivo se les
realizo un tratamiento con Ditiotreitol (DTT) para
eliminarlo (36,99 . Este consistido en adicionar wuna
solucien de DTT 0.003 M en amortiquador tris—HCl al O.2 M pH
8.5 (Anexo 1), a volumenes iguales de la muestra inactivada
por calentamiento durante 1 h a temperatura ambiente.
Daspuets de este tratamiento se determine nuevamente la

presancia del antigeno criptococcico.
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RESULTADDS

Las tres cepas EH-169, EH 170 y EH 171 aisladas de
pacientes crecieron a 28°C y a 37°C y presentaron la
morfologia macroscopica caracteristica del hongo que
consistio de colonias mucoides, convexas, limitadas, de
color blanco a bewige en los medios de agar dextrosa
Sabour aud (ADS) Yy agar de infusion cerebro-corazon
(BHI) (Figura 1). Ademas mostraron un pigmento café-marron
an el medio de agar alpiste negro (Buizotia abyesinical
(Figura 2).

La observacion microscépica por la técnica de tinta
China revels levaduras en gemacidn rodeadas de una pegueia
capsula, en las cepas EH-169 y EH-171, sin embargo en 1la
cepa EH-170 se observa una capsula de diametro mayor (Figura
3. v Utilizando la técnica con fucsina basica (Ziehl-

" Neelsen) we observaron levaduras de color rosa con las
.mi-mas caracteristicas anteriores.

Las cepas EH-16%, EH-170 y EH-17i fueron clasificadas
como C., peefermans con base en su crecimiento a 37°C,
pigmento en agar alpiste negro, positividad a la prueba de
ureasa, a la no reduccion de NOs (Tabla 1) y de acuerdo a su
patron de asimilacion de carbohidratos (sacarosa, inositol,
maltosa, dextrose, ribosa, xilosa, mancosa, manitol, fructosa

y lactosa) (Tabla 2). En la tabla 1 se muestra que las 3



capas aisladas no asimilaron lactosa ni nitratos y fueron
ureasa positivas.

La variedad de las cepas estudiadas se determino en
agar glicina~-rojo de fenol (64,71), mostrando las tres cepas
la variedad nroformans, de acuerdo al color rojo del! medio.

Al probar la virulencia de las tres cepas en ratones
correspondientes a cada una, los ratones inoculados con la
cepa EH-170 capsulada murieron en una semana, Y los
inoculados con las otras dos cepas (EH-149 y EH-171) algunos
murieron en una semana y los que continuaban vivos se
sacrificaron. La necreopsia correspondiente de tejido
cerebral reveld la presencia del hongo capsulade en
gemacion, con las técnicas de hematoxilina y eosina (H&E) y
tincidn con tinta China. El cultivo de tejido cerebral en
ADS pramentd a los siete dias :alonias_:uyas caracteristicas
se describieron anteriormente.

Se escogio 1a cepa de Qryptpcoccus nepformans EH-169
aislada de un paciente con criptococosis meningea y SIDA,
por presentar una capsula pequela que favorece una me jor
obtencion del suero hiperinmune. La cepa fue conservada en
ADS a 4°C.

Todas las células levaduri formaes utilizadas para
preparar los diferentes antigenos de inmunizacion, se
cosecharon al final de la fase logaritmica de crecimiento,

la cual se obtuvo a los 4 dias de incubacion como puede



observarse en la figura 4.

De 1laos cuatro diferentes esquemas de inmunizacion
practicados se obtuvo la mejor respuesta de anticuerpos con
-l Bs‘quema de Harrell gt al.(42), y con al esquema de Dolan
at al.(24). La prusba de aglutinacidn en tubo de los suerocs
hiperinmunes obtenidos con estos esgquemas detecto titulos de
anticuerpos anti-C, nepformans hasta la dilucion de 1:1024.
La gamma-globulina anti-C. npegformans purificada revelo
titulos de 1:12B0 por la técnica de ELISA. Con el esquema
de inmunizacion utilizando ceélulas secas con acetona se
obtuve un titulo de 1132 y con el esquema de Dolan
modificado (ver Materiales y Métodos) el titule observado
fue de 11512,

De los dos tipos de particulas de latex utilizados para
preparar los reactivos LACN y LBGN, las particulas de 0.80
pAm de Pigaux presentaron una mayor aestabilidad. Las
particulas de latex de diametro de 0.81 am de fabricacion
nacional presentaron problemas de inestabilidad coloidal
rasultandos en una autoaglutinacion. Por 1o tanto, se
procedio a realizar 1la prueba con las particulas del
laboratorio Bigaux.

Los datos de lns_ pacientes estudiados se muestran en 1la
tabla 3. El1 64.5 porciento corresponde al sexo masculino y
@l 35.5 al femenino. Las edades fluctuaron entre 25~48

afos. Todos los pacientes con criptococosis asl como los
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testigos con otras micosis fueron diagnosticados por examen
directo y cultivo. Se estudiaron 5 muestras de suero y 15
de LCR, provenientes de pacientes con criptococosis y dentro
del grupo testigo se estudiaron {5 muestras de suerc y 15 de
LCR.

Se probo la maxima reactividad de las suspensiones de
latex gensibilizadas por medio de dos métodos: Harrell gt
a1l (42) y Hudson % Hay (4%5), cuyas diferencias fundamentales
fueron las siguientes: La praparacion de los rea.:ctivos LACN
y LGGN, la cantidad de particulas de latex y el lavado
previo de las particulas de latex, ademds de utilizacion de
albumina sérica bovina para el bloqueo de loa sitios libres
(ver Materiales y Métodos). Se observa la mejor aglutina-
cién con el suero de referencia por el método de Harrell et
al., ] cual presento aglutinacion de 4+ en una dilucion de
118 del suero positivo de referencia a una concentracion de
13100 del reactivo LACN. La misma dilucion del sueroc (1:8)
presentt igualmente 4+ cuando se utilizo el LACN a 1:400 vy
11800 (Tabla 4). Al utilizar LCR de referencia de un
paciente con criptococosis se observé la misma reactividad
que con el suero de referencia (Tabla 5).

Con el procedimiento de Hudson & Hay se observo una
reactividad de sélo 3+ con el reactivo concentrado desde una
dilucion 1:2-1:32 del suero de referencia, y la reactividad

fue disminuyende con respecto a las menores concentraciones
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del reactivo LACN (Tabla &). En la tabla 7 observamos que
la maxima reactividad en e! LCR de referencia, se obtiene
también a una dilucidn 1:32 con el reactivo LACN
concentrado, y una aglutinacidén menor con la concentracion
112 del LACN. Sin embargo, la reactividad con las
siguientes concentraciones se pierde y la mayoria de las
diluciones del LCR de referencia se mostraron negativas.

Ha sido ampliamente demostrado que la mayoria de las
reacciones falsas positivas son debidas a la presencia del
factor reumatoide en el suero (6,36,37,99). Par lo tanto
todas las muestras de suero y LCR fueron valoradas para aste
factor segun lo descrito en material y métodos. Aguellas
muestras positivas fueron tratadas con DTT segdn lo
recomendado por Gordon gt al (3&), para descartar las
reacciones falsas positivas. .

Para interpretar correctamente los resultados de la PAL,
®#8 necesario incluir 1los reactivos LGGN, y un testigo
positivo constituido de polisacarido criptococal ajustado a
una concentracion de 10 g3 /ml. De esta forma se cuenta con
un patron comparativo y entonces se considera como positivas
aquellas reacciones gue muestren una aglutinacion igual o
mas Ffuerte que el testigo positive, y/o aguellas muestras
que presenten aglutinacién cuatro veces mas alta con el
reactivo LACN comparandola con el reactivo LGGN (85).

La PAL ¥ la prueba de facter reumatoide.en g1 suero de



cinco pacientes y las muestras testigo de polisacarido
fungica, antes del tratamiento con DTT, se muestran en la

tabla 8. El FR resulto positivo para un suero de cince
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ensayados. La PAL segun Harrell gt al., mostrd positividad-

an todos los sueros utilizados provenientes de pacientes con
criptococosis a wuna concentracion 1:100 del LACN y a
diluciones de las muestras de suero de 1:8 a 1132. A una
caoncentracidn 1:400 del LACN, se observo aglutinacion menos
svidente que la observada a una concentracion 1:100 y las
diluciocnes de los sueros problema van desde 1:4 hasta 1:64.
El mismo comportamiento observado con la concentracion 131400
del LACN lo siguio la de 13800, a excepcidon de un suero
(6—-SHR), en el cual el reactiva LACN de concentracion 11800
ne aglutino, pero si hay aglutinacion “inespecifica con el
reactivo LGGBN, tanto en 1:800 comp en la concentracién de
11100, Este suero resulto positivo al FR. Con 1la
metodologia de Hudson & Hay todos los sueros probados
mostraron aglutinacion de 2+  con el reactivo LACN
concentradeo y la reactividad en las muestras de suero wvan
.dcsd. 1:4 hasta 1:464, como se muestra en la misma tabla 8.
El reactivo LGGN no mostrd reactividad para ninguna muestra
de suero, ni para aguella que resultoé positiva al FR. Las
muestras de polisacarido de C. npepformans Y @l filtrado de
cultivo utilizados como testigos positivos, por el método de

Harrell et al., dieron positividad con el reactive LACN a
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concentracion de 11100 da 4+ y de 3+ respectivamente; para
las concentraciones de 11400 y 1:800 me observéd aglutinacion
de 2+ para el polisacdrido y negativo para el filtrado de
cultivo. €l reactivo LGGN no presentd aglutinacion
inespecifica a ninguna concentracion. Por el método de
Hudson & Hay la reactividad que se observo fue de 2+ para
ambas muestras testigo (polisacarido y filtrado de cultivo),
con el reactive LACN y negativo para el LGBGN.

En la tabla 9 se muestran los resultados de la PAL y FR
para las muestras de LCR de 15 pacientes con criptococosis,
antes del tratamiento con DTT. Por el método de Harrell gt
al., todas las muestras resultaron positivas con el reactivo
LACN  a una concentracion de 1:100 y a diluciones del LCR
desde 1:8 hasta 13164. Para la concentracion de 1:400 del
LACN se observo una aglutinacion de 3+ a diluciones de LCR
que van desde 1:2 a t:1&é6 y con las diluciones 131464 la
aglutinacien disminuye hasta 2+, Asi mismo se observaron 2
casos negativos (6-5HR,7-0S0). Con la concentracitn de
1:800 del LACN we observa aglutinacion de 2+ a 3+, a
diluciones de LCR de 1:4 a 1:464 asi como los mismos casos
negativos {6-6HR,7-080,). En todas estas muastras. el
reactivo LGGN no presentd reactividad inespecifica & ninguna
concentracidn y con ninguna dilucién de las muestras de LER.
Dos pacientes (10-GAJ, 16~-IPN) presentaron FR positivo.

Siguiendo el métode de Hudson & Hay se observe una



aglutinacion de 3+ con el reactivo de LACN con titulos de
1116 y 11 &4 para dos muestras (S5-VRT,15-VRS) y de 2+ a
diluciones del LCR que van desde 118 hasta 1:164. No se
observaron reacciones positivas al reactivo LGGN.

Los resultados que nos muestra la tabla 10 refieren la
PAL en muestras con otras micosis, como candidosis,
aspergilosis, histoplasmosis y paracoccidioidomicosis, To-
das las muestras tanto suero como LCR permanecen nagativas a
los reactivos LACN y LGGN tanto en el procedimiento de
Harrell gt al., como para el de Hudson & Hay.

En la tabla 11 observamps los resultados de la PAL con
las muestras de pacientes con otras patologias no micoticas.
Con el método de Harrell gt al. aquellas muestras que
resultaron negativas a1l FR, también lo fueron con wal
reactivo de LACN y LGEN en todas sus concentraciones y para
todas las diluciones de las muestras probad‘al. Las muastras
con FR positivo (21~TCE 22-RPD, 31-CPF 433-L.DD, 34~AAD)
mostraron falsos positivos con el reactivo LACN Y
aglutinacidn inespecifica con el LGBN y un caso con FR
nagative (34-GPD) presentd aglutinacidn inespecifica de 2+ a
concentracianas 1: 400 Y 1:800 del LACN. Con el
procedimiento de Hudson & Hay las mismas muestras con FR
positive (21-TCE,22-RFPD,31~CPF,33~-LDD,34~AAD) dieron falsos

positives y aglutinacion inespecifica. §in embarge en un

caso (35-HVA) con FR negativo a diferencia del método de



Harrell gt al., presentd una positividad de 2+ con ambos
reactivos (LACN y LGBN).

Los resultados de la PAL con sueros normales se muestran
en la tabla 12. Todas las muestras de susro con FR negativo
presentaron la prueba negativa en todas las diluciones
probadas , con ambos reactivos (LACN y LGGN) asi como con
ambos métodos. De las tres muestras (39-PML,43-JLM,44~-FRD)
positivas al FR solo dos de ellas (IF-FML,44-FRO) ,
presentaron aglutinacion inespecifica en ambos métodos
ensayados, uno (43-JLM) permanecic negativa a la prueba
independientemente de los reactivos y métodos utilizados.
La muestra 3I9-PML presentd positividad uanicamente con el
reactivo LACN del método de Hudson % Hay. FPor Gltimo la
nuestra 44-FRD presentd positividad tanto con el reactivo
LACN como LBGN en ambos métodos ensayados.

El resultado de las muestras de suero y LCR que dieron
positivas para el FR, fueron tratadas con DTT para eliminar
lags falsas positivas y se muestran en las tablas 13 y 14
respectivamenta. La interferencia dada por el factor
reumatoide se elimind completamente y solo permanecieron
positivas aquellas praocedenteas de pacientes con
criptococosis caﬁfirm-da por cultivo (7-080,10-BAJ), al
utilizar ambos métodos. El reactivo LACN mostro la mayor
aglutinacion con la concentracion de 1:100. El reactivo

LEGBN no mostré aglutinacion inespecifica.



DISCUSION

El estudio de 1a. virulencia y patogenicidad de (.
necformans ha w#ido investigado ampliamente por Kwon-Chung et
2l. (60,61}, utilizando métodos genéticos bien definidos.
Identificaron tres factores de virulencia para este hongo:
su crecimiento a 37°C, su capsula de mucopolisacarido y una
fenol oxidasa activa que sintetiza melanina a partir de los
precursores apropiados.

Aparte de los métodos convencionales de identificacion
de C. necformans como presencia de capsula, virulencia en el
raton y pruebas biaquimicas, se utilizé el medio de Staib
canteniendo semillas de Guizotia abyssinica, que contiene
compuestos fenolicos, como el acido cafeinico, para poner en
evidencia la fenol oxidasa del hongo. El resultado mostrao
que lae cepas utilizadas fueron capaces de transformarse de
colonias cremosas a café oscuro, indicando indirectamente la
presencia de la fenocl oxidasa en las cepas estudiadas. En
este hongo se demostro la asociacion de este producto con la
virulencia del mismo, a partir de un modelo murino
experimental realizado con mutantes deficientes en melanina
Yy la cepa silvestre de Cryptococcus peoformans (31,47,460-
84,85,88) .,

Se utilizo la cepa EH-169 con poca capsula para el

esquema de inmunizacion debido a que diversos trabajos



(444,57 ,%58,48) ,indican titulos bajos de anticuerpos en
conejoa con las cepas capsuladas. Esto se debe entre otros
factores a que la capsula de CrypiococCus, compuesta de dos
fracciones polisacaridicas: manosa, rilosa Y acido
glucurdnico (BXM), vy galactesa, xilosa y manosa (BalxM) es
un fuerte inhibidor de la fagocitosis(S$7,59,60,65,76,79),
pasc trucial para llevar a cabo la presentacion de un
antigeno. La cepa EH-170 que presentd una capsula grande se
utilize para producir el antigeno polisacaridico soluble que
fue utilirzado como testigo positivo de referencia (35,40)

El antigenc se cbtuvo al final de la fase logaritmica de
crecimiento, ya que estudios con otros hongos patoagenos como
gporothrix sghenckii vy Aspergillus fumigatus mostraron que
la mayor reactividad inmunogénica y reproducibilidad del
antigeno se obtenian en esta fase (2,82).

Durante la preparacion de los reactivos para el
desarrollo de la prueba de aglutinacion en latex, se
presentaron varios problemas. Uno de ellos fue la obtencidn
del suero hiperinmune debido a que en 8su mayocria la
compoesicidn quimica de la capsula de este hongo esta formada
por polisacaridos por tanto resulta un pobre inmunogeno
(3,42,446,57,59,65) . Se ensayaron cuatro esquemas de
inmunizacion, de los cuales los de Harrell gt al. (42), vy
Dolan gt al. (24), dieron los mejores resultados , siendo la

diferencia entre los dos procadimientos la muerte del hongo,



uno con timerosal y el otro por calor respectivamente. Se
#iguio la recomendacion de Dolan (24) de inmunizaciones
multiples intravenosas para la optima obtencion de titulos
de anticuerpo.

Por otro lado la estabilidad de las particulas de latex
de 0.81 am del laboratoric nacional se perdia poco después
de preparar el reactivo LACN y LGGN, resultando en una
autoaglutinacion. Estas particulas de latex no presentaban
un tamafio homogéneo. El lograr la estabilidad de las
particulas de latex con albumina sérica bovina, antes y
despuss de su sensibilizacion, fue definitivo porque asi se
asegure que los resultados fueran representativos. Para
lograr la estabilidad de las particulas se tomaron en cuenta
#us caracteres fisicoquimicos como el de ser una suspension
coloidal de particulas hidrofobicas cargadas en su
superficie. En presencia de pequefias cantidades de proteina
pierden su estabilidad Yy aglutinan, sin embargo al
suspenderlas en una mayor cantidad de proteina la recuperan
(6,24,81).

Es un hecho ampliamente estudiadoc que la presencia del
factor reumatoide en fluidos corporales produce un resultado
false positivo en la PAL (6,10,30,36,39,43,99). La
explicacion de este fenomeno es que 1la macroglobulina
presente en suero de pacientes con artritis reumatoide

corresponde a una IgM, la cual reacciona con determinantes

a0



antigénicos especificos de l1a cadena gamma de globulinas
IgB. Se ha demostrado la habilidad de la IgM para aglutinar
particulas de lateﬁ que han sido sensibilizadas con
anticuerpos IgG, y en esta prueba mas del 0% de la gamma
@lobulina anti—-criptococal usada para sensibilizar
particulas de latex consiste de IgG6 (&,36).

Ademas del factor reumatoide también se han aceptado
factores gque puedan interferir en la reaccion tales como
cruce antigénico con Iricghosporum beigelji (70,83) y otras
sustancias cuya naturaleza se desconoce (46,24). Estudios
acbre estos factores de interferencia en la AL
(30,346,39,41,43) reportaron gque tcompuestos sulfihidrilo como
al mercaptoetanol ,ditiotreitol (DTTY, asi como un
tratamiento con EDTA (346,39,70) remueven estos factores sin
afectar. la cantidad presente de antigeno criptococal
Posiblemente el tratamiento con DTT rompa enlacms disul furo,
eliminando 1los factores responsables de las reacciones
falsas positivas. Ademas del tratamiento con DTT, diversos
autores (36,24 ,51,99) sugieren el proce- dimiento del
calentamiento de las muestras de suero y LCR a S6°C durante
30 min antes de realizar 1la PAL, para eliminar las
reacciones inespecificas. Se desconoce la naturaleza de
@estos factores labiles al calar.

Uno de los factores de virulencia de G. negformans.la

capsula, lo protege de la defensa del haspedero produciendo
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éate en general una respuesta minima de anticuerpos en el
hombre y los animales. Esto se debe probablemente a la
composicion quimica de la cdpsula, ya que este microorga-
nismo libera gran cantidad de polisacarido criptococal hacia
los fluidos corporales evitando con ello se generen
anticuerpows en su contra {58,72,76,77,78,88) . En
consecuencia, en esta micosis los procedimientos seroldogicos
de diagnéstico estan enfocados a la deteccidn del antigeno
circulante en fluidos corporales, como la aglutinacion de
particulas de latex, pPrueba desarrollada en el presente
estudio.

Entre diversos trabajos realizados con la PAL, Mackenzie
(68) reportd en un estudio realizadn__ con el filtrado de
cultive de 104 levaduras diferentes a C.ngoformans, que esta
prueba solo aglutina con el filtrade de cultivo de este
hongo. Ademds la encontro positiva para muestras de
pacientes con infeccidn criptococal. Bennett y Eailey (&)
encontraron que después de analizar 252 muestras de LCR y
suero, el 9.5% presentaba reacciones falsas positivas y que
wstas se debian en gran parte al factor reumatoide (FR).
Por su parte Kauffman et al. (51), encontraron en la PAL una
especificidad del 90% tanto en suero como en el LCR después
de analizar un total de 335 muestras. Asznowicz et al. (4}
en un estudio retrospectivo donde ademas de valorar la PAL,

la compararon con las pruebas de diagnostico de tinta China



az
Yy cultive, encontraron que de 39 muestras, solo el 2% fue
positivo para la tinta China y el 227 para cultivo, sin
embargo el 9i% de wellas presentaron la PAL positiva,
concluyendo asi la ventaja de esta ultima con respecto a los
métaodos de tinta China y cultivo. Sekhon gt al. (90),
realizaron una valoracion de la PAL en Canada, mientras
tanto Scholer HJ (92) en un estudio en muestras procedentes
de diferentes partes del mundo (EurcpasAsia,Africa) asi camo
Desmet et al. (22) realizaron un trabajo similar en un area
de Africa., En todos estos trabajos se llaga a la conclusion
de que la PAL es una de las pruebas de mayor utilidad para
el diagnostico de la criptococesis, Yy en caso de presentar
fenémenos de reacciones inespecificas dadas por factores
interfarentes entre ellos el FR, éstas ocurren en un S-10%4.

En wl presente estudio de muestras (SUERD(LCR) de
pacientes con criptococosis provenientes de hospitales
mexicanos, e encontro que el 100% de é#éstas dieron un
resultado positivo a la PAL, lo que mostrée una alta
sensibilidad de la prueba, por otro lado la misma prueba
resulto negativa en muestras de pacientes con otras micosis
y otras patologias mostrando asi mismo gran especificidad
con este reactivo para la deteccion de antigeno circulante
de C. nepforqans.

Los estudios de mayor relevancia ©con respecta a

reacciones falsas positivas encontradas en la FPAL estan



an

realizados principalmente por Bennett et al. (4), Dolan gt
al. (24). Bennett et al. (&) recomendo el uso de controles
tales como un reactivo de particulas de latex sensibilizadas
con gamma globulina normal de comejo y un reactivo gque
congistio de polisacarido criptococal de 10 19 de
polisacarido/ml. Con el usc de estos controles la PAL
comparada con otros procedimientos resulta mucho mas
sensible y especifica.

Por su parte Dolan et al, (Z24). en un estudio realizado
con muestras de suero y LCR de pacientes con criptococosis,
de otras infecciones micoticas, y otras con FR positivo asi
camo un grupo de sueros de individuos sanos, ancontrd inter-—
ferencias en muestras de pacientes ton aspergilosis
broncopulmonar y blastomicosis. En sueros con FR, el B7% de
ellas aglutinaban con el reactivo de latex gamma globulina
anti-criptococal (LACN) vy el 38% aglutinaba con el reactivo
latex gammma globulina normal de conejo (LGGN). Minguna de
las muestras de individuos sanos aglutind los reactivos
antes mencionados. Concluyd que una reaccion positiva con
el reactive de latex gamma globulina anti-criptococal,
combinada con un FR negativo y la no aglutinacidn del
reactivo latex gamma Qqlobulina normal de conejo, es
altamente significativa de una infeccion criptococal. En el
presente estudio con el fin de eliminar las reacciones

inespecificas, se calento el suero como lo recomendo Dolan,



eliminando con ello los resultados falsos positivos encon-
trados en un porcentaje del 27.2 del cual el 10Y% aglutine el
reactivo LACN y el 17.2 % aglutino el LGGN. Se incluyo
ademas un testigo positivo de polisacarido criptococal,
reactive de latex gamma gleobulina normal, y el tratamiente
con 'DTT de las muestras analiradas, para obtener una

especificidad y sensibilidad de un 100%4 eon la PAL.

l.a prueba de aglutinacion en latex desarrollada para la
deteccion, del antigeno criptococal demostro ser en las
muestras de pacientes de hospitales mexicanos un proce-
dimiento serologico de gran ayuda para el diagnostico de la
criptococosis por la sensibilidad y especificidad, con 1la
inclusion de controles apropi ados para detectar las

reacciones inespecificas.



CONCLUSIONES

1) La obtencién de un suero hiperinmune con altos
titulos de anticuerpos es fundamental para la
sansibllizacion de las particulas de latex y la realizacion
de la prueba de aglutinacion.

2) Para 1la realizaciton optima de la prueba, las
particulas de latex deben ser estrictamente de un tamado

homogéneo.

3) El tratamiento con DTT y calor es determinante para
eliminar los 4a|:t§res interferentes en la prueba de
aglutinacion en latex para el antigeno criptococal y por 1o
tanto las reacciones falsas positivas.

4) La inclusicn del reactivo de particulas de latex
sensibilizado con inmunoglobulina de suero de conejo normal
(LGEBN) facilita la interpretacitn de reacciones falsas
positivas durante la prueba de aglutinacidn en muestras de
auero y LCR.

%) La PAL con los reactivos preparados en el presente
estudic confirmo el diagnastico clinico de criptococosis en

muestras de sueros y LCR de los pacientes estudiados.
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ANEXD 1

1. MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVDS.

a) Agar Dextrosa Peptona Sabouraud.

peptona 10.0 g
dextrosa 40.0 g
agar 15.09
agua destilada 1000 ml

Se utiliza para el mantenimiento de cepas, y para

prusbas de esterilidad.

b) Caldo Dmitroma Sabouraud.

peptona 10.0 g. (Difcol.
daxtrosa 20.0 é. {(Merck).
agua destilada 1000 ml.

Se utilizo para la obtencien del antigeno levaduriforma,

asi como para la curva de crecimiento.
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¢) Agar Alpiste Negro. (Segun Staib)

alpiste negro o niger. $0.0.9
cloramfenicol. 50.0mg
agar bacteriolegico. 15.0
glucosa 1.0
creatinina 1.0 g
KH2PO4 1.0 g
agua dest. 1000 ml

Bm utilizo como medio diferencial. La produccién de un
pigmento castafo rojizo marron es caracteristico de

C. nepformans.

d) Agar Nitritos.

agar 20.0 g
KNO3 1.0 g
peptona de carne 2.0 g
agua dest. 1000 ml

Se utilizo como medio diferencial. C. nepformans Nno es

capaz de utilizar como fuente de nitrodgenoc al KNOs.



@) Agar Biggy—Nickerson.

citrato de bismuto amonico 5.0 g
sul+ito de sodio I.0 g
dextrosa 10.0 g .
axtracto de levadura 1.0 9
glicina 1.0 9
cloramfenicol 0.5 g
agar 20.0 g
agua dest. 1000 ml.,

B8e utilize como un medioco de referencia para otras
aspecies. £l desarrollo de pigmento marron es

caracterisitco de C, albicans.

¥) Agar Blicina Rojo de Fenol.
Salkin y Hard los describen como medio diferencial de
variedades. Con la var. agattii el medio produce un cambic de

color del rojo al amarillo.

glicina 1.0 %
ciclohexamida 1.6 ml
rojo de fenol : 0. 0018 g
agar 15.0 g

Las placas son inmculadas abundantemente con el

microorganismo vy se incuban a 37°C, por lo menos una semana.



Q) Dializado de Neopeptona y Levadura.

neopeptona 1.0 7 (Difco)
axtracto de levadura 1.0 % (Difco)
dextrosa 1.0 %z " (Marck)

Utililizado para la preparacion de antigeno criptococal.

h) Amortiguador de Fosfatos.

NaCl 8.0 ¢
KH2PO4 0.2 g
Na2HPO4 12H20 2.9 9
KC1 V.2 g
agua dest. 1000 ml
pH= 7.2

i) Amortiguiador de solucidn Elicina-Salina.

NaCl ?.0 g
CaCl2 1.0g
glicina 7.5 g
agua dest. 1000 ml
pH=%.0

Afadir 1 g de albumina sérica bovina.



3) Amortiguador de Blicina-8alina 0.57 M pH B.4.

Blicina 14,0
NaOH 0.7
NaCl 17.0
Azida de wodio (conservador) 1.0

Disolver en S00 ml de agua destilada y ajustar a pH 8.

Aforar a 1000 ml.

k) Amortiguador Tris HCl 0.2 M
Tris—-HC1 31.2 g
agua destilada 1000 ml

Se ajustar el pH de B.¢6.

2) PRUEBAS BIQQUIMICAS

a) Asimilacicn de carbohidratos.

Sa utilizo el caldo base para asimilaciaon

carbohidratos.
tripteina BBL 10.0 g
NaCl S.0 g
rojo de foenol 0, 0189
agua dest. 1000 ml

€l carbohidrato en estudio se afade al caldo va

&,
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esterilizado, a una concentracion de 0.5 -{ % esterilizado
por fitracion.

Se inpcula el caldo con una asada del microorganismo
previamente aislado en cultivo puro. Incubar a 3I7°C de &-10
dias. El desarrecllo de un color amarillo estable, indica
que la produccidn de acido es suficiente como para bajar el

pH a 4.4 y @8 una prusba positiva.

b) Prusba de ureasa.
El caldo Urea de Christensen es uno de los medios mas

utilizados, para la deteccidn de actividad de ureasa.

peptona 1.0 g
glucosa 1.0 g
NaCl S5.0 g
Fosfate monopotasico 2.0 g
urea 20.0 g
rojo de fenol 0,012g
PH= 4.8

La misma que al inocular los carbohidratos.
El desarrollo de un color bugambilia, indica prueba

positiva,
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€} Prusba de Patogesnicidad en el raton.
Se hace upa suspension salina de células obtenidas de 4-

5 dias de crecimiento. Se recomienda una dilucion 1:100,

Se inoculan 2-4 ratones via intracerebral con 0.02-0.03
ml de la suspension de levaduras. Los ratones mueren entre
2-7 dias. Se realiza una necropsia de los ratones que
mueren o se sacrifican al cabo de 2 semanas. Se examina 8l
material gelatinoso del cerebro en 1 gota de tinta china

negra para observar la presencia de ceélulas levaduriformes.

d) Método de 1la o-toluidina.
Utilizado para la determinacion de glucosa en el medio

de cultive para la curva de crecimiento.

c-toluidina 4.0 ml (Merck)
tiocurea 0.1% g (Merck)
ac. acético glacial 100 ml.

8e agregan 3 ml de eé¢ste reactive por cada ml  de
sobrenadante centrifugado del medio de cultivo. La
coloracian resultante se leyo a 630 -635 nm. en el

espectofotometro.



FIGURA 1., Cultivo de C. neoformans en Medio de agar

Sabouraud donde presenta colonias blancas
cremosas y mucoides.

FIGURA 2. Cultiveo de C. neoformans en Medio de agar
alpiste negro donde presenta colonias -
oscuras café-marrén.
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FIGURA 3. Cryptococcus neoformans., A) Cepa EH-169
B) Cepa EH-170 y C) Cepa EH-171., Tin -
cidn con Tinta China. (1000X)
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FIGURA 4. Curva de crecimiento de Cryptoceoccus neoformans

EH-169 por medio de la determinacion del consumo
de glucosa. Cada punto es el promedio de tres expe -
rimentos distintos.
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TABLA 1.Caracteristicas de Cryptococcus neoformans.

CEPA VIRULENCIA CRECIMIENTD PIBMENTD UREASA KOs
EN RATON A3rc £ ABAR ALPISTE
1ESRD
EH-189 + + + K -
EH-170 + + + + -
EH-171 + + + + -

TABLA 2. Asimilacion de carbohidratos por
Cryptococcus neaformans

CEPA BAC LAC MAL NAN DEX RIB XIL IND FRU MAMI
EH-169 D Y e B A
EH-170 L T I A

ER-171 L 2 Y T S

SACwsacaross, LACslactosa, MAL=aaltosa, NANmanosa, DEXsdextrosa, RlBsribosa,
XiL=xilosa, IMOsincsitol, FRUsfructosa, MAKIssanitol,
(-1= No asisilacion, (+/-)= Variable,
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TABLA 3. Datos gensrales de la poblacidn de indivi-
duos de los cuales s® obtuvieron muestras
biolégicas para la prusba de aglutinacidn

an latex
Paciente  Sexo  €dad Biagnéstico Enfersedad Husstra

Qaton) Ciinicoln) asociadats) estudiada

1-ILE n p 8104 Criptococosis Suero
2-864 f 0 SiDA Criptococosis LR

3-AnS L} n SioA Criptococosis LeR

IR " a S10A Criptococosis LR

$-¥R1 F R Siph Criptotocosis LR

b-SHR " 28 510a Ceiptocotosis - Susroy LCR
7-0%0 " 2 SIoA Criptococesis Suaro y LCR
8-FVE L] hY3 SIDA Criptococosis Suaro y LIR
9-MLE L} 48 Lriptococosa Ninquna Suaro y LER

cerabral -

10-6M n a Criptococasis L LR

11-004L F ® Criptococosis N 1]

12-V8 n 3 Criptococosis N LCR

13-Rv1 F ® Criptococosis L1 R

1A-RIA L} B Criptococosis w LA

13-VR§ ] i Criptococosis n X LR

15-1PN F hi Criptococosis N . \CR

4 Ei diagnostico de 1a Criptococosis se confired por enasen directo y cultivo,
Fe femaning Feaasculing W» no conocide



Tabla 3, (cont,)
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Erupos  Testigo

Pacionte Sewo  Edad Diagnostico Enfersedad Nuestra
{alos! Clinicote) asociadate) estudiada
17-08R F KC Candidosis NC Suero
18-9%) " L Histoplaseosis NC Suero
19-0RA " LY Paracoccidio- N Suero
20-NT1 ] X N LCR
21-HE L} 29 BIOA Kagroinfrccion LCR
22-RPD L] 33 Newroinfeccion LR
23-LVA L} 2 SI0A N LeR
24-ARN F 35 Nevroinfeccion L LeR
25-P L] 2 Muroinfaccion NC LCR
26-FRND F 2 Ksuroindeccion N LER
27-6LC F W Abceso K LCR
intracraneal
28-A1L L} 2 Infartc cersbral [ Ler
29-HAB n h Neurociaticer- N LR
cosis
30-BRE L] 13 Crisis convul- NG LCR
sivay
31-CPF L] 3 ¥rurolnfeceidn N LCR
32-000 ] 27 S104 Toxoplasaosfs LeR
33-L00 F *C Tétanos N Suero
34-MD F Hi 5304 Toxoplaseosis LCR
I5-HVA F p Lupus
Eritenatose N Susro
Sistinico
36-6PD F " Neuroinfaccion L LCR
37-RY ] 2% Sano Suero
3p-0LY L] u Sano Suero
39-PL L] % Sano Suero
40-DeH L} 8 Sano Susro
41-108 fF 2% Sanp Suero
42-0°8 F 23 Sano Susro
43-0L1 F 2% Sano Suero
44-FRO L} K Sano Suwro
45-PRD " 2 Sano Suero

Fx fesanino #e aasculing NCe no conocido,



60

TABLA 4. Determinacion de la mixima dilucicn reactiva
de LACN por el método de Harrell gt al (42) con el
suesro de referencia de un paciente con criptococosis

Biluciones Diluciones dal suero de refersntia
dol LACN

112 fe Le nie h32 Ded INW 2% L2 o

11100 L 4 L1 3¢ 3¢ 3+ Feg Ny n Neg
11200 [ 23 0w 3 Wy Neg ™ Neg ™
L1400 3¢ 3¢ L0 3+ Neg g i Mg Neg L]
11800 L ) [T ) 3 2 [ ™) [ ™
111600 b 2% It 3+ rid 2+ Neg Neg Neg ]

LMN = Litex gamma-globulina anti C. peoforssns.
0 a L4= Neqativo
2¢ g At» fositivo



TABLA S .Determinacion de

la

maxima dilucion

61

reactiva

de LACN por el método de Harrell gt al (42) con
al LCR de refersncia provanisnte de un paciente
con criptococosis

Diluciones Diluciones del LCR de r
del LACK
N2 G4 BB n1lE 132 L I8 L% LS LN

13100 L3 L L3 3¢ 3¢ M3 L1} L] Nyg Neg
13200 13 3 M3 3+ 3 Neg Mg [ ] [L1] Neg
11400 3 h & 3+ LU T L] i Ney Nog LU
(1800 LI T Y 3 »oon [ [ [ Neg
131600 2#* b 3 3 K 2 g L] Ney L]

LACN = Litex gasma-globulina anti C. npoformans.

0 a i+s Negativo
2+ a 440 Positivo

LER = Liquido cefalorraguiden,



TRBLA &. Determinacion de la maxima dilucion
resactiva de LACN por el métode de
Hudson & Hay (4%) con el suero de
raferencia de un paciente con

criptacocosis
Dilutiones de) Concentracion del svero de referenciz
LACH
112 14 he nw nuk2 ne hiw
Concentrato 3 It 3 hU It ¥ 2
h2 3+ o 2 2 2 L]
n3 % 2 2¢ 2¢ 2+ Neg RNeg
14 2¢ 2 Mg Ny Neg L] Nag
115 Heg  Neg  Nep  Neg feg g ey

LACN = Later gasea-giobulina anti-C, aepforagns
0 a 4= Kagativo
2¢ a 44= Positivo



TABLA 7. Determinacion

& Hay (45)

Diluciones de}
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maxima dilucion
reactiva de LACN por =l

método

de Hudson

LCR dw referencia de un
paciente con criptococosis

Concentracion del LCR de referencia

LACN
152 1 18 lls L322 ned 1l
Concentrade 2 ‘ e 3+ 3 3+ 2 Nag
132 2 3t 3¢ 34 2¢ u P2
[1}] Mg 2+ Neg 2t ¥og Nig L1}
114 Neg 2+ 2 H3 Neg Neg ey
n3 Neg  Neg  Neg A Yeg Neg Neg

LACN = Litex gasma-globulina anti-C. peoforeans

0 a len Nepativo
24 3 442 Positivo
LER = Liquido cefaloraquiden,
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TABLA 8. Prueba de aglutinacién en latex y factor reumatoide
(FR) utilizando sueros positivos con criptococosis(x)

y susstras testigo de polisacarido fungico

Método Hdtodo de
Codigo  Diagnastico fR de Harrell ot 3l Hudson & Hay
Latex sensibilizado Litex sensibilizado
(M luciones) concentrado
11100 11400 11800

LACN  LBEN  LACN LEEN  LACN  LBgN LACN LG6K

1-1LE criptococosis neg  Lilé  nep He e g 1132 neg
y SiA 2+ I b 2

&-SHR triptococosis  pos L@ ne L neg g L32 114 neg
y Sith A+ b 2 2+ 2

7-080 criptococasis  neg 138 ET:] neg 118 neg ns neg
y SiA 3+ neg 2% 2 2

8- FVB  criptococosis  neg 1132 .neg it neg hisd neg 164 neg
y S1oA I+ 1 2¢ 2

J-ME criptococoss neg 118 neg 1 g 118 neg 111é neg
ceradra) 4 2 2 2¢

pelisacarido de neg 1116 neg 116 ney ug oy 1:8 neg
nglee) 44 2 2t 24

$iltrado do cultive nmg 132 ong neg  n neg  neg 14 neg
de G, peoforpangiee) 3¢ 3t

+ La criptococosis fué confirmada por «

en directo y cultivo,

99 Estos antigenos constituyercn el testigo positivo que se ajusto a 10,aq CHO/al
LACN = Latex gasea-globulina anti L. neoformans.
LBEN = Latex gasea-gicbulina mormal de conejo.
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TABLA 9. Prusba de aglutinacion en latex y factor reumatoide
(FR) utilizando LCR positivos a criptotocosis.

Hétodo Nitodo de
Codigp  Diagngstico fR de Harrell gt al. Hudson & Hay
Latex sensibilizado Litex sensibilizade
{0iiuciones) concentrado
11100 11400 11600
LACN LBEN  LACN LGGN  LACN  LGEN LACN LE6
2-66M criptococosis oeg  §132  neg 1t ey It neg 132 g
y S10A 3 3 3 2
3-RHS criptorocosis  neg  Li6d  neg 1184 nug sey  neg 12 nrg
y 5104 i) 2 2
4-JaR criptococosis neg 1316 neg f1i6  neg 1:8 neg 1132 neg
y SIA 3+ 2 3¢ 10
S-VAT criptotocosis  aeg 518 ney 18 neg ne  neg 1116 neg
y B1DA " 3+ 2 2
&-SHR criptocacosis  neg 1132 neg neg 0 LI 1132 neq
y SI0A 2 2+
1-0%0 criptococesis  ney {116 neg neg neg Mg 0y 118 ney
¥ SI0A 2 %
8-FV6 criptotocosis  nag  lidd neg 1116 neg itle  neg (H 1) neg
3 3+ 3 2¢
9-ME criptococons neg 1132 oneg 14 neg 154 neg 118 neg
cerebral 3 3+ 3o 1

LACN » Litex gasma-globulina anti- Q.. peoformans.
166N » Latex gassa-globuling noreal de conzjo.



66

TABLA 9. (cont)

Kétodo Mtodo de
Codigo  Diagnostico fR de Harredl of al. Hudson & Hay
Litex sensibilizado Liter sensibilizado
(Diluciones} concentrado
18100 11400 11800
LACN LGN  LACN LGBW  LACM  LBEW LACN Loen
10-8M criptococosis  pos  L1l6 ey nis  ang E1 BT 7] 132" nep
3+ 3 It b3
11-00AL  criptocozosis  neg 1132 neg neg  neg neg  neg n3 ny
3 2
12-VIA criptococosis  neg 1332 neg lisé  neg 160 g n3 neg
. I+ 3+ 2 2
13-RVT criptococosis  neg L8 neg 1116 neg 16 ang his LU
3¢ 2 24 2¢
L4-RIA criptococosis  nyg 1318 neg 12 g 1316 g 1132 neg
3 W Fi 2
£5-VRS criptocacosis  neg L1t g 1144 nmg 1184 neg 1is4 neg
3 il 1 3¢
16-1P8 criptocaconis  pos  Itld 16 neg 1nis g 132 ey
3t 3 3¢ 2

LACK= Litex qasea-glcbulina anti-C, pegformans.
LEEM= Litex gasma-globulina norsal de conejo.
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TABLA 10. Prueba de aglutinacion en latex y factor
reumatoide (FR) an musstras de LCR y suero de
pacientes con otras micosis

Witodo Nétodo de
Codigo  Diagndstico fR de Harrell gt al. Hudson & Hay
Liter sensibilizado Latex sensibilizado
(Diluciones} concentrado

1 11400 11800
LACH LBEN  LACN LG6K  LACN LBEN LACK LBEN

17-D8R candidosis g LU ] LTI 1] neg  neg ney negy
(suero}

18-5M) histoplassasis neg oy oy ng ey ey nyg ney m
" (sunrod

19-0RA paracoccidio neg neg N ntg neg ey neg neg neg
diosicosis
(suero)

20-HT1 aspergilosis neg ney Ny g neg ney  neg ney neg
([ )

LACH= Litex gasma-globulina anti-[. peoforsans.
LEEN= Litex gassa-globulina noreal de conejo.
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TABLA 11. Prueba de aglutinacion en latex y factor
reusatoide (FR) en suestras de pacientes con
patologias no micoticas

fiitodo Netodo
Codign  Diagnostico FR de Harrell st 3l de Hudson & Hay
Litex sensibilizado Later sensibilizado
(Biluciones) concentrado
11100 11400 11800
LACN LGGN  LACN LBEN  LACK  LGBN LACN LBEN
21-HE SIpA pos  libd Lith a2 g neg  Lidd 1116 1184
2 k1) 4 3 Ll 1
22-RPD neuroinfeceion  gos Il neg  neg neg ey neg i 14
2 3¢ 3+
23-LvA §104 neg neg  nag neg  neg neg  nxg m neg

24-ARN neuroinfeccitn  neg neg  neg neg  neg neg  neg neg L]

5-1PP neuroinfeccion  neg neg  neg neg  neg ney  neg neg neg

26-FRND  neuroinfeccion  neg neg  neg neg  neg aeg neg neg neg
27-6LAC abceso neg g ney neg  neg neg negy nag neg
intracraneal

28-ANL infarto ey ng g oy onmg g neg neg n

corsbral

29-HAG nourocisti- neg neg  neg neg  neg My nag neg neg

cercosis

30-6RE crisis neg neg  neg neg  neg neg ey neg neg

convulsivas

LACN= Litex gessa-globulina anti-C. ans.

LEENs Latex gansa-globulina normal de conejo.
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TABLA 11. tcont)

. Hétodo Nitodo
Codign  Diagnastico FR de Harrell gt al. de Hudson & Hay
Latex sensibilizado Litex sensibilizaoo
(i tucfones} concentrado
11100 11400 11800
LACN  LBEH  LACK LEEN  LACH LEGN LACN LGEN
31-CPF nsuroinfeccién pos 164 1132 1i6é 13h4 ey reg 1e4d 1184
I+ 3 2 2 3 hd
32-MC0 toxoplassosis  neg neg  neg g neg ney  neq g ney
y 810A
33-L00 tétanos pas L4 neg neg  neg ey L8 1:0 14
2 k3 2+ 2¢
34-ARD toxoplaseosis  pos neg  neg neg  neg ney  neg 1:8 neg
¥ SI1DA It
35-HVA  lupus g ey neg neg  peg neg neg 112 132
sritonatoso b2 132
sisténico
34-6P0  neuroinfeccion  neg neg  neg 11 neg 118 neg neg neg
2t . 2¢
LACN= Latex gamma-globulina anti-C. neoformans,
LGGN=. Latex gamma—-globulina normal de conejo.
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TABLA 12. Prueba de aglutinacion en latex vy factor
reumatoide (FR) utilizando sueros de indi-
viduos sanos

Hétodo nétodo
Codigo Diagnostico FR de Harrell et al. de Hudson &k Hay
Latex sensibilizada Litex sensibilizado
{Diuciones) concantrado
11100 1400 11800
LACN  LGGN  LACN LGBN  LACM  LG6K LACE  LBEN
37-mMY sano neg LT ey aeg neg Ny neg neq
38-LY sano neg  neg ey neg  neg neg neg neg neg
39-PAL sano pos neg  neg neg  neg neg  neg 134 neg
3
40-06H sno ng neg  neg neg  neg ney  negy neg neg
Al-InN sane neg  neg  neg neg  neg neg neg neg neg
42-0P§ sano neg neg  neg neg  neg neg neg neg neg
43-0LK sano pos nng  npg neg neg ey nag g neg

44-FRD sino pos 132 Ite s 18 g nng 13 1132

24 H 2 U H 2+
45-PAB sano neg neg  neg ney  neg neg g 1] neg

LACN= Late: gamma-globulina anti
LEGN= Latex gamma-globulina normal de caonejo.

C.. nepformans.
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TABLA 13. Prueba de aglutinacion en latex de las muestras
de msuerc y factor reumatoide (FR) despuss del
tratamiento con DTT

Hétodo Nétodo
fodigo  Diagnostico FR de Harrell et al. de Hudson & Hay
Latex sensibilizado Latex sensibilizada
{Dfluciones} concentrade
hioo 13400 11800
LACN LBEN  LACN LGGN  LACN  LGEN LAEN LEEN
4-SHR criptococosis neg ue  nyg 1332 neg 4 oy 1164 neg
y Stoa 0 2 b 3
10-6A) criptotocosis ey neg  neg neg e neg  neg neg nwg
33100 tétanos neg neg  aeg neg  neg neg  neg neg neg
39-PAL sano neg neg  nag neg  heg LI ] neg neg
A3-0Ln sano neg ney - nmg neg ey neg  negy neg neg
4-FRO sano neg neg  neg neg  neg neg  neg neg neg

LACN= Latex gamma-globulina anti C. neoformans
LGGN= Latex gamma—-globulina normal de conejo
DTT = Ditiotreitol
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TABLA 14. Prueba de aglutinacién en latex en las muestras
de LCR y factor resumatoide (FR) despudés del
tratamiento con DTT

Nitodo Hétodo
Codigo  Diagndstico FR de Harrell gt 3l, de Hudson & Hay
Létex sensibilizado Lites sensibilirado
Diluciones} concentrade
1100 11400 1500
LACN  LBBN  LACN LGB LACK  Lbe LACN L6GM
lo-w’ criptacocosis neg f164 1y i344  neg 1156 neg 1164 neg
(1 2 k2 2
Lb-1p0 criptocotasis neg 1132 g 1118 neg 1116 neg 1132 neg
3¢ 2+ H 2+
21-1CE s10A neg neg  neg neg  neg neg  neg neg neg
22-RPD neuroinfeccion neg neg  neg neg  neg neg  neg neg neg
31-CPF neuroinfeccion  neg ney  neg neg  neg neg  neg neg nng
34-M0 toxoplassosis ney g e neg  neg neg  neg nag neg
y SIDA
35-8PD neuroinfeccion  neg g g neg g ng  neg neg neg

LACN= Latex gamma—globulina anti-C, neofprmans
. LBGN= LAtex gamma—globulina normal de conpejo
DTT = Ditiotrejtol
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