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RESUMEN.

Se desa}rollé ‘la técnica de aglutinacién en 1l4tex para la
deteccxén del antigeno capsular de Cryptococcus peoformang
variedad peoformans y variedad gattii. Se extrajo el antigeno
soluble (Extracto ‘crudo -de- Polisacdrido) de é&ste hongo, por
técnicas de :iltracibn y centrifugacién. Se produjo suero
ﬁiperinmune Anti-Cryptococcus neofprmans en conejos raza Nueva
Zelanda, hasta obtener un titulo de aglutinacién en placa con
células completas de 1:1024 para la variedad gattii y 1l:2048
E;'ara .variedad neoformans. Este suero se utilizé para recubrir
partic-:ulas de latex y utilizarlas en la deteccién de anﬁigeno .
soluble. Como control negative se utilizb particulas de l&tex
sensibilizadas con suereo normal ' dé conejo. La | minima‘,
concentracidén de antigeno soluble. detectada por ésta técnica’
es de 25 ng/ml para la variedad neofo;mans y 19 nglml para la
variedad gattij.



I. INTRODUCCION.

A) ‘Generalidades., ) ‘ :

La criptococosis es una micosis de cur‘so‘.t‘;uba'gnd‘o o
crbénico, causada por un ‘hongo "levadixrif_orine, denominado
gryptosoccus neoformans se car?cteiiz? por afectar
inicialmente pulmones y posteriormente se >disemina‘ a piel y
visceras, con una clara predileccién por el sistema nervioso
central (5), la 'Vcriptococo’sis . es cono}:ida también  como
"Blastomicosis Europea" (Enfermedad ~de -Buﬁse-Buschke ]
meningitis Torular . (Torula hyst;_olitica)v(l) es una enfermedad
de distribucién mundial ‘que’af'ect:a tanto al hombre como a los
animales. R . v

El agente etiolégico dé lta’“criptococoéis, ' eryptococcus
neofoxmans = presenta ‘do‘s‘_ \&_arie;}[aqgs: ‘€. neoformans  var.
neoformans y C. neogogmgnsyrs‘lyai:.,:'g. avgt'v.ii;(zs) .

B) ECOLOGIA. IR

La via de entrada es casi." siempre respiratoria, sin
embargo, existen informes de 'casos cuténeos primarios, que se
inician por la inoculacién a'través de una solucién gde
continuidad. C. peoformans también puede ingresar poi‘ via’
oral (frutos, leche), perc la lisozima salival y el pH del .
estémago lo inactivan la mayoria de las veces(5,44). - ;

Durante mucho tiempo se consideré un padecimienﬁd raro,
sin embargo en la actualidad su frecuencia es mayor, ya gque-se.

presentan casos de criptococosis | - asociades . con. .
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enfermedades debil:.tantes del sistema mmune como . leucemia,’
diabetes mellitus
cort:.costeroides,' en pacientes con transplantes renales y con
el Sindrome de’ Inmunodeficiencia Adquirida (SIDRA) (44,47). El

1in£oma, sarcoma, con . enfermos tratados con

. h&bitat natural mas hnportante y frecuente de la variedad
‘neogormans es la excreta de paloma. El.guano de las aves es
por 1o regular valcalino, y .tiene. una gran cantidad de
productos nitrogenados, que mantienen .viable al microorganismo
por. varjios.meses (13 40 47) ‘La variedad gattii se ha aislado
de casos clinicos- y ' se reconoée como su habitat natural a

varias especies de. eucaliptos (12).

C) MORFOLOGIA. .

‘A C. npeoformans se le han éncontrado dos estados perfectos o
telemérficos; gque corresponden a basidiosporas y se denominan
Fillobasidiella neoformans (27). C. neoformans no forma
pseudomicelio ni cl;midosporas y en suero, no genera brotes ni
‘tubos germinativos, es un hongo que presenta forma de levadura
tanto in vive como in_ vitro, se desarrolla en medics de

cultivo habit}iales como son: Sabouraud dextrosa, extracte de
leQadura y agar Infusién Cerebro Coraz6n; es inhibido por
cicloheximida. Genera colonias mucoides, convexas, brillantes
de color blance amarillento, Cuando la cepa se siembra en
medio -de s(emilla"de niger ( Guizotia abyssinica ) genera
pigmentbs;.‘vgaf”é-mé:;rén, ‘debido a 'que transforma el &cido

cafeinico que .contiene la semilla, en un compuesto polimérico



de estructura quimica similar a la melanina(47)

Mlcroscépicamente [oF neggormgng 'se presa ta "omo" '\jn 'hongo‘

Para distinguir a ;_,_ neoﬁoz:mans de otros géneros de levaduras,
se; realizan ;‘otras pruebas sencillas que Se resumen en al

cuadro 1 (5 47)

Exlvsten otras - especies -de Cryptococcus gque no son
patégénas, mic’roséép’ica Yy macroscﬁpicaménte' son similares a ¢,
nbgo‘f ';m'an's, por - lo que hay que diferenciarlas por pruebas
fisioléglcas Yy térmicas. En el cuadro 2 se resumen algunas de )

las propiedades nas importantes(s 47)



CUADRO 1.
PROPIEDADES -DE-

L0S .DIVERSOS = HONGOS: LEVADURIFORMES 'DE INTERES

.Prbdpcé'bn

Formacién =
de cé4psula:

Produceién
de ureasa

Produceidn

Pigmento en
Medioc de
niger

Ascosporas

Basidiosporas

de pseudohifas
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CUADRO ‘2. PROPIEDADES DE DIFERENTES ESPECIES DEL GENERO

" CRYPTOCOCCUS .

B RO N e
neoformans|a d laurent il|gastricus|te us|.
‘[produceisn: + * * + +
de ureasa .. ]
‘lerecimiento + - - - -
|ar372¢C; C
+ - - - -
utilizacién® .- T - S +
de KNO3 ... " = " - :
virulencia + - : - - -
en -el ratén L .
Produccién de +- - - ‘ - -
pigmento en .
medio de
niger
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El  perfil bioquimico de los carbohidrat:os .para G,

ne ' oformans es: asimilacién - positiva" de 'qlucosu, ‘galactosa,

sacarosa, maltosa, trealosa, ramnosa,“: r casiones 1a rafincsa

y nunca la lactosa(45). S SR )

Las . diferencias bioquimicas entre ambas variadades han
. permitido la formulacibn. de. medios como ‘el CDB qua contlene
creatin:.na, dextrosa 'y azul -de bromotimol(43) y el medio CGB
que contiene lucanavanina, glicina 'y azul. de bromotimol (38},

&stos  dos me.dios'» :avorecen el desarrollo de la variedad

gétggg,’~ mienti'as_ que 'pm.;a variedad neoformans inhiben su

crecimiento.

D) CARACTERISTICAS CLINICAS.

Dentro. de las:v enfermedades ‘gque puede causar £. pneeoformans,
se encdentra la ‘cfip\:ococosis pulmonar que se inicia por 1la
inhalacién de 1as levaduras, -éstas llegan hasta los alvéolos
atravesando las . vias reépiratorias generando asf el
primocontacto pulmonai,,que..la ‘mayoria de las veces cursa de
manera subclinica o asir{tomatic; Y ho genera una respuesta
inflamatoria - tan intensa como 1lo hacen otros hongos o
micobacterias. €.~ neof ormans . prolifera ré&pidamente sl no
existe una adecuada reSpuesﬁ; celul.ar, en especial células
mbnonucleares, linfocitos, hiétiocitos, etc,, ésto explica por
qué los pacientes linfomatosos son altamente suceptibles a la
“enfermedad. S5i el ’proceso_ infec;losb no se detiene, los

microorgan}.smos fécilmente se. diseminan por via linfftica y
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hemat&gena, con gran predileccién hacia'el sistema nervioso

centi‘al en donde las . leslones se desarrollan en las meninqes

'tallo cerebral .Y - cerebelo el’

y afectan los ‘nervios: craneales,

' cuadro que ‘provoca es: géneralmente: de \ma mening:ltis crénica. .

'(5 41; 50)

E)' INMUNOLOGI de:g,y; ngp_Lq_x;m_a.ng .
i Se conccen tra : serotipos antiqénicos de Q,_ nggfgr_mgp_ A, B

V' c, todos‘ asoc:l.ados con los polisacaridos capsulares (14), en

- 1968 wilson ¥ coli: agregaron otrc tipo antigénico designado

. como D(51)
~La ﬁm.ca especie del género :xg;ocogcus que es patdgena es

la n_oiqmgn_ en sus dos variedades peoformans y gattii vy su
patogenicidad se - atribuye a la clpsula{28,37).
El inter&s por dilucidar la estructura del polisacdrido que
conforma -la cépéqla de C. peoformans ha 1llevado a estudios
como- los: reaiizadés:'por ‘Evans y Xessel(15); y Blandamer y
Dahishefsky(s),' . '~d6nde mencionan que la «cApsula es un
determinante ,' - patogenicidad; Murphy y Goren (19,36},
encontraron que ‘una.alta dosis inmunogénica de polisacirido da
como . resultado ‘:una- supresién vde .-e8élulas’ esplénicas
lhemolitica estudio U la :

propiedades
u.:e: .in"vitro 1a
‘néio'gégmgns, fué
N polisacarido

Kozel(zs) B

) fagocitosis d"
: 1nhibida g o‘r_

criptococal,

o8 recgptores en
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la 1evadura inhibiendo la »vadherencia de los macréfagos de

-por’ otro

ratdén.

uc cit s humanos,' observé que las cepas

> éﬁg~se puede deducir que en verdad la
te . de 1a patogenicidad(6). Todos &stos
y col.

en 1978, encontrando que

f ist:intivas para

lineales (1-3) de

(o=orto) por residuos

una unidad ‘repetiti a de GXM,
capsgla de C _,_yneofogmags 2,8).

pq;isacarido gue compone la




10

~==-$ 3Manle~--s 3manl----s 3mani----+ 3manl----p Imanil----p.

%yl <7 0. gleUA . ' xyl
man: ' manosa i’ .

qlcUA- -feido’ glucurénico ;

xyls. xilosa '__'

OCTASACARIDG :UNIDAD: DE ‘GXM.

.pPor /qt‘rqv_;l.l'gdo‘ se’/ha tratado; d explicar cuales son los

jores _factores

as' -micosis son

ylevadura,- prevenir uni

neoformans _ -y ¢
capsular, puede agota

componentes  séricos: necesarios p;\fé la®
fagocitosis. .
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S La ﬁltima ; "poﬂsibilidad debe ‘ser considerada porque ’ el
polisacarido cryptococéccico ~ha. demostrado inactivar a.: 1a‘
properdina y consume 'los ﬁltimos componentas del complemento'
cuando‘se’ encuentra. en alt:as concentracicmes (10,18).

En- 1974 Neilson, col (citados per Bulmer y Nhuan)

denostraron . que el vuero ‘no ‘se requeria para fagocitar y

englobar a. las: levaduras :gue. eran muertas. Cuando se extrajo

’,].,eucocitos periféricos humanos se

mieloperoxidasa - de

encontrd que'gfu,é‘,__ letal - pafa C._ neoformans y otros hongos

patégenos. A’si ; pa.:"e”ce ‘gue - la ‘mieloperoxidasa es un factor

anticryptococéccico, imﬁortante gue se encuentra en los

leuceccitos periféric

" humanos (6) .

Los macréfagos. '-_‘juegan un -papel critico en la
inmunoind\ii:ci;én,' inciuyendo ‘el catabolismo y presentaci6én de
antigeno para éu‘e;‘rve:spondah' los linfocitos. El papel auxiliar

de los macréfaqos incluye 1a habilidad para - desencadenar una-

ue.. pueden modificar la

if enciacién. La retro

de’ linfocitos T, ha
cto de una estimulacién de
' i\(i;lad tumoricida que tienen
m@éﬁrado dentro del laboratorio,

neoformans  demostrando una

a resguesta inmune. Durante el desarrollo de

la enfez{xﬂeda’d,«e at6n infectado con C. peoformans exhibe
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depresiétn en 1la . reépuesta inmunohumoral y depresién en la

respuesta de cé&lulas mediadoras de’ la unidad m:.tﬁgenas),
para . los antigenos especi:icos Fy
dependientes de antigeno(31,33, 34')7

la

infocites T

Investigando puerta

pulmonares humanos):

=Los macrdfagos pulmonares 'ehg;iobanT no
capsuladas de C., neoformans . ‘ .
~E1 pfoceso de fagocitosis fue inhibido : te: ‘capsular

cryptococbecico. i
-Los macr&fagos alveo;ares enqloba{n’ al g,
lo matan. h

-Los macrdfagos alveolares no‘conﬁieh:

Estos descubrimientos - hici
efectividad de - 1los- macrdfégoé a .
barrera celular . de defensa considerando mportante una
segunda barrera que dispone de. ellos via capa muéociliar en el
tracto gastrointest.jlnal, o bien un secuestro en’ el pulmén,
induciendo un estado ‘de éstasis.l si 10 Gltimo es verdad es
posible que las gél‘ulavs"da_?g_‘,_'n_ggtgr_mang pueden encontrarse en
estado latente en muchos .1ndi;liduo_s aparentementé sanos. Mas
adelante durante una fluctuacié_n inmunolégica, éstas cé&lulas
pueden activarse, multipliclndose y disemin&ndose,
eventualmente ‘resultando en ' un estado de enfermedad. La

definicién de  los defectos de la defensa del hospedero,
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responsable de .la . predisposicién a micosis, quiza abra el
camino de la inmunomodulacibn; ésto produce un acercamiento a

la prevenciﬁn o terapia(Q)

R'sdﬁ muy especificas, en un

fluido normal, pero en casos

act ‘isticas que presenta son turbidez,

1 > ) aumento de protefnas, aumento de la
V :densidad : celularidad.
) El exémen difecto es de poca utilidad, porque mediante
esta técnica no se hace evidente la capsula, por lo tanto las
vlevaduras facilmente se confunden con Candida sp. u otros
hongos levaduriformes (5,47).

' ‘Los ‘frotis' se hacen a. partir de las muestras de LCR,
.esputo, etc., Y se. agrega extendiendo una gota de tinta china

-] nigrosina, por refringencia con'‘ el microscopio se puede

capsuia;f;*J
Ziehl-Neelsen

contraste ‘éonﬁ , ‘ : 'losf;resultados son buenos,



‘14
halo blanco de  la cépsuia y- el fondo de la preparacién en
n.egrq., Aléunoé autores - reportan excelentes re?sultadoé"con
'.tri,ncién'idle-fn_i_usi‘carmina ‘de Mayer, este coléranté tifie-la’
i cai:)suia en :frracciones’. Las biopsias son fitiles sobre @:odo pafa
-105' Vc’asrbs‘ -4_cu‘taneos, donde se presenta por lo regular una
reacéiéﬁ inflamatoria crénica constituida .por abundantes
cél\;\las gigantes, linfocitos y eosinéfiloes, Las cé&lulas
levaduriformes se distinguen con facilidad con tinciones dé
Hematoxilina y Eosina, o musicarmina de Mayer.  Los rayos X Yy
tomograffias son de gran utilidad para los casos pulmopare§ b'd
meningeos (5,47).

Pruebas serolégicas.
Las prueb;s Serolégicas para antigenos y/o anticuerpos de
gryptogcocgus  peoformans  deben indicarse en pacientes - con
sintomas de infeccién pulmonar o meningea. Se han . probado
diversas pruebas inmunolégicas y ninguna d& resultados
satisfactorios en su totalidad, la mas recomendable es
aglutinacién en l4tex (técnica para medir antigeno) con
fluidos tales como liquido cefalo Raquideo, suero u orina,
ésta prueba permite deteétar hasta* 35 ng/ml de antigeno
(4,30,32), tampién se ha realizado la deteccién de anticuerpos.
por inmunofluorescencia indirecta .(IFA) y fijacién :de
complemento., Recientemente se ha desarrollado un pacjuete de
. ELISA que -permite 1la deteccién de “una gqnceﬁt:qciﬁn de
antigeﬁbsdg.,_s ng/ml (32). Las prueb;'as éon'_'baée-éﬁ‘laj deteécian

de . anticuéfpos . (prueba de TI}-_"A'\} y,'.:Aglutin‘aéi;'qn en . tubos) son
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valiosas para detectar criptocbcos‘is ;;fecbi .0 localizada y
para dar un pronéstlco(zs) _En un reporte de 1985, Scholer,
menciona positividad de 90-95% para la aglutinacién en. latex
en liquide cefalo Raguideo de personas sJ.n tratar que sufren
criptococosis meningea(44). En 1986, Kaufman Yy Blumer (citado
por Rose)‘, cbservaron gque la criptococosis se diagnostica
mejor serolbgicamente a través del usoc simultineo de tres
pruebas: la de aglutinacién en l&tex. para detectar antigeno y
>las' de IFA y aglutinacién en tubos para anticuerpos contra
- g.negfogmans.‘ Un falsd positivo con la prueba de aglutinacién
en litex es raro y solo ocurre con el suerc de paclentes que
sufren artritis reumatoide severa (25,42), para eliminar éstos“
. factorés, ‘lai muestra se trata con ditiotreitel 0,003 M (39), ¥y
_mis . recientemente -‘mediante una extraccién con EDTA
ca]'.,'ie:nt"e(d‘.s),.rl La inoculacién de ratones j6venes por via
7intracérebraliesun método auxiliar para el diagnéstico de

criptocccosis. Es importante mencionar que los resultados de’

pruebas deben correlacionarse con. los aspectos

micolégicos, (clltivo y observacién directa).

G) . TRATAMIENTO.

‘E'll,trat'amien‘to de eleccién para la ‘criptococosis es a base
.de anfotericina B perc los mejores -resultados terapéuticeos se
obtienén al combinar leos esquemas terapé&uticos, por ejempic
anfotericina B-5 ‘Fluorocitocina y ‘sobre tode anfotericina B .

con fluconazol (21,48).El uso de derivados de los imidazoAlv.es'
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(Ketoconazol ‘e itraconazol), por via oral ‘a dado.buénos
resultados en el tratamiento de ésta migosis‘,:‘péro ‘'estudios

resistencia  in vitro e c.

recientes han demostrado

neoformans a estas drogas(24).
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II.  OBJETIVO GENERAL:. .

- Desarrollar la téc ica de aglutinacién en 1étex ‘para
' > capsular de €. neofoimans.

OBJETIVOS - PAI

a) Obtener e Vntit';"ené‘, soluble de la cépsula de Cryptococcus

: neofggmans va"riedades neoformans y gattii.

B suero hiperinmune Anti-cryptococcus neoformans

'variedades geofogx_q ng'y gattii en conejo.

c) Recubrir particulas de 15tex -con anticuerpos anti-g.
- neo:ormans ambas variedades.?

d). Peterminar las condiciones experi entales para la deteccién '

de 1la minima concentracién ant!geno soluble de: s

neoformans por medio de la técnica ‘de aglutinacién con

particulas de litex..
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III. MATERIAL Y METODOS

A) PREPARACION DEL ANTIGENO
Cultivo de Cryptococcus peoformans:

cepas: Cryptococcus neoformans variedad neoformans.
¢ryptococous neoformans variedad gatti.

Estas cepas fuercon proporcionadas por el Laboratorio de
Micologia de la Coordinacién de Estudios de Posgrado de la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlédn, Campo 1.

Para cultivar las dos cepas se utilizé el caldo GGA-B (’claldo_ ]
Glutamina Glicina Asparagina) -descrito por  Chaskes ahd Tynd'al_-’ g
(7) y el cual se seleccioné por proveer a Cy:xgtocgccg,s
neoformans de un buen tamafio de cédpsula (ver apéndice) ‘
Preparaclién del inéculo:

2 Matraces con 250 ml. del medio GGAQB——Qﬁﬁra
C.neoformans var. neoformans. 3 : ;
2 Matraces con 250 ml. del medio GGA-B para
C.neoformans var, gattii. RS e

durante 60 min. (17} ,se determiné 1a inactivacié ]

por la ausencia de crecimiento en ‘los" subcultivos (éstos ‘se -

hacen €n agar: dextrosa sabouraud) (45) .

- Se comprobb la :Lnactivacién,y 'se thieron lavados con
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solucién salina fisiolégica 3 a 4 veces hasta eliminar

completamente e]. medio,. el precipitado se resuspendié en.’

solucién salina t‘isiolégica, nalmente, o se prepar6 LmaA

A1) PRODUCdiON}bEL’EXTRACTO*CﬁﬂDD'DE POLISACARIDO.

‘de sodiof‘ralh_ ;0% y ﬁcido acetico

: concentracién final.‘ ‘

~OBTENCION 'DEL AnTisgNd‘énLﬂaLE- segin Small{46).

La biomééa' obtenidﬁ de ﬁmbas variedades (peoformans ¥y
gattj,g') se centrifugb a 10 000 gravedades por 30 min, a4°C
(previamente inactivadas con calor a 60°C durante 60 min.}.
El sobrenadante se f:.ltré con . membrana’ millipore de 0. 45
micras. :

Este sobrenadante ya clarificado se concentra utiliz“andé 1a
polivinil pirrohdona o azfcar glass.: ‘ S
El filtrado concentrado se dializa toda la nocha a 4°C :
contra 1) volﬁmenes de agua desionizada. E

Despues de:la ‘diflisis se adlcionan al sobrenadante acet:ato

:glacial, al 1% a
El polisacatido se precipité _n’ 2'.'5:‘*Voluu\enes de
etannl,‘ frio : (4°c) ;al 95%,<_,d\_1r" nt‘év 2'4,! hlfB‘. en agitacién
constante (35) P . S

El precipitado‘de péiiﬁacaridog'crudb se remueve por
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' centrifugacién ¥y se: redisuelve en agua.

- se’’ dializa 7pcr 2 dias

ontra varios cambios de agua.

desionizada para remover él-acetato

Los animales elegidos fueron conejos, henibi-as, raza Nueva
Zelanda con un peso aproximado de 2. '3 kg. los 'gnimales fueron
inoculados por ‘via intravenosa con ‘2. 4 x 108 células/ml.
inactivadas por calor;. diariamente durante. trece dias, ocho
dias despues de terminado el esquema se . sangraron(32), ' (ver
apéndice para métods ' de sangrado)w Con é&ste. suerxo se
realizaron aglutinaciones en; placa determinéndose un titulo de
1:2048 para variedad gm 'Y, 1: 1024 para variedad gatti!

la prueba de: aglutinacién ‘se’ realiz& con una suspensién dei

células completas (antigeno) de ambas variedades. En una placa'

-de aglutinacién 'se- coloc6 ‘04 4”'m1"

de antigeno yiol0z mlv. de"i ‘

negative se v' ut:l.l :I.zé
hicieron pruebas ! dobl -
determinéndose un .titulo de : AL

obtenerse 1 titulos requeridos o pa
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experlmentales de aglutinacién con particulas de 16tex, se_ .

sangraron a los conejos por 1' ven marginal 5 1a oreja (ver“

.medio de i;reclpitaclones salinas con sulfato de amonio (42)
(ver apéndice) ‘Con’ 1a fraccién IgG se . recubrié un lote de

particulas 1atex y el otro .lote de particulas latex restante

se recubri& con el: suero hiperi.nmune que no se utilizé para ‘
: fraccionar‘se., -Para _1a “preparacién de la _s__y_xspgnsién de

paftiduias"lstex, _se enmplearon esferas de poliestirené de 0.81 }
micrémetros de diémetro (SIGMA), las particulas de litex se

suspend:.eron en amortiguador salino ‘de-glicina pH 8.2 , la

suspensién se, colocé en una cubeta de cuarzo y se ajustb a una

absorbancia de 0. 3 en una longitud de onda de 650 nm. y. se

incnbaron a :!7°C por una hora con un voldmen igual de suero

) hiperinmune o: de fraccién IgG ‘anti-C, neoformans diluido 1:2.
(La d:i.lucién Gptima del suero hiperinmune y de la’ fracciEm IgG

se’ selecc:.onaron& pcr t:.tulaciones en placa utilizando la

técnlca de titulacién 11amada “Tablero de ajedrez'', donde se
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hicieron todas 1as combinaciones posibles de dlluciones dobles

serladas tanto e anticuerpo (Ac), como-.de. antigeno (Ag), por
.medio . de ésta titulaci&n en placa se determiné qué diluci&n de'
) ’suero hiperinmune-litex h'4 de fraccibn IgG Latex servirian para-

estandarizar J.a prueba y se - escogi& la mayeor diluci

que diera‘ 1as particulas latex mas sensibles,'“h’
aquellas particulas de 1latex sensibilizadas que

adecuadamente ‘la: menor .cantidad ~de ‘antige

'-“D) PRUEBA DE AGLU’I‘INACION. :

‘Suerc’ hip inmune: contra Cryptococcus peoformans variedad

‘Btiers -hiperinmine contra Cryptococcus peoformans  variedad

‘Fr‘ac'd'ién' g6~ contra  Cryptococcus _ neoformans _ variedad
' ngogo;mgn”s.’"r ’

Fraccién IgG contra Cryptococcus peoformans variedad gattidi.

'Antigenés.
Extracto’ crudo de polisaciride de Cryptococcus peoformans
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variedad necformans. - RE R . :
Extracto crudo -de. ﬁolrzi.s'/ra‘c-é';’;;;i‘q;: deil."czggtog‘hdgg"‘ﬁé; nmﬂe
variedad gateii. e B ST

Testigo.

Testige negative: particulas de

globulina normal de conejo, eqix;l.pd :E’;ﬁéfqia
wampole, Laboratories. ' B
Testigo positive: particulas
globulina anti-C. peoforms s,

Wampole Laboratories.

prepararon diferentes concentracion 25 .. de extracto crudo de

polisacédrido (antigeno) neoio:mans var. neoformans:

12.5, 25.06, S50.12, 100. 25, 200 6, 401, 802, 1605, 3210 y 6420 .
ng/ml. y las s:.guientes concentraciones de C. n‘ eoformans var.

gattii:o.e, 19, 38, 77, 1585, 310, 620, 1240, 2480, 4960 ng/ml.

para determinar. la. minima concentracién detectada por é&ste

método. En cada prueba.de aglutinacién se utilizé como testigo

positive y nerjativo las particuias de l&atex provistas en el

eguipo comercial' nyptb LA-TEST de Wampole Lakoratories.

Las pruebas de aglutinacibn para éste caso se realizaron da la

misma forma - que la ut:.l:.zada en la titulacién. del suero

hiperinmune descrita ‘al’ inicio: En una placa de v;ld;ip.para .

aglutinacién, : se' ‘colocaron. 0.04" ml. de antigeno y' se
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agregarcm D 02 m‘

de anticuerpo unido al létex, se agité con

rotatorio,

sé procedi& a re

_ectura que fué de “elnco mlnutos,'

siendo el ranqo desde negativo (nada de aglutinacién), has;a'

tres cruces,ude unq cruz oymas seconsideré reactivao.’

-y +) L) T ()
GRADO DE AGLUTINACION EN PLACA. - .= .
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E) PRUEBAS CRUZADAS: -

se- .hici"eﬁbn' "pitmbias’-‘”‘die‘ f-'/éspe‘cificida'd de ‘la técnica de

: d‘ebid'o aTsu: parecido estructural, también se hicieron pruebas
cruzadas entre las variedades de £, peoformans, se aglutind
an:tii:'uerpos_variedad neaformans con antigeno variedad gattii;
y aparte se aglutiné anticuerpos variedad gattii con antigeno
variedad neoformans.

La prueba se hizo de la siguiente manera:

Se mezclé 0.04 ml. de suspenslrién‘ de. células completas de
cindida albicans al 2% (vol/vol) ‘j.('zv x 108 células/ml.
aprcxmadamente) con 0.02 ml. de. particulas sensibilizadas con

suero hiperinmune anti-gc. neofo;_man (se utilizaron ‘los mismos

volGmenes para hacer las’ pruebas ruzadas entre ambas

variedades de C. neoformans)’, e mequﬁ parfectamente con un

palille, se colocéen cémaﬁra"{ htmed ‘obir’é" un agitador

rotatorio, por 5 minutos a’ 180 re olucion 5 por minuto y se

procede .a realizar 1la lectura : con raluz.‘ . como testigo

positivo se utilizé una suspiensi,é 'luals completas de C.

neoformans al 2% (2 x\lt:i8 éélhias/ proximadamente) y como

testigo negativo se utilizé ‘particulas de létex recublertas

con globulina ° normal de

‘,"9n el equipo
comercial Crypte LA-TES‘!‘, _Wampole Laboratories. También' se
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efectud ‘la( prueba  con diluciones :dobles de la suspensién de
~células comlpletas de Cindida alblcans-al 2% (vol/vol).
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" IV. RESULTADOS.-

"En 1a {:rabléy'a;'s'é niuesi:ran“lés resultados’ de-la valoracién de
1os niveles de anticuerpos en‘el suero hiperinmune por medio

de - una titulacién en pruebas de doble difusién Y en pruebas de

aglutinacién en placa.‘

En . 1as tablas \»‘ée' muestran - los resultados de la

~t:|.tu1ac16n de as. articulas de ‘litex sensibilizadas con suero

. ne ’gg rmans var. neoformans, como se puede
“de- particulas 'sensibilizadas con suero

hipex:inmune ant;.—c
'ver la dilucién

'agi\itinar hasta un titulo de 1:256 de

hiperinmune'v logra

polisacér ido, que corresponde en

4concentrac16n de anti.geno de 25.06 ng/ml,
En " las: tablas, ény' 6. se muestran los resulatados' de  la
'tltulacién dey" 1as’ particulas de latex sensibilizadas con la
. fraccién IgG Vanti-(_:_,_ peoformans var. neoformans, se observa
gue de igual ‘manera -la dllucién 1:2 de paftiéulas de 1atex
“.sensibilizadas con fraccién’ IgG 1ogra aglutinar ‘hasta una

dilucién de 1:8 de extracto crudo de polisacarido, - que :

corresponde ‘a una concentracién de antigeno da 80

En la tabla 6 se resumen los’ resuit'ados" d : acibn de:

las particulas de lAitex - sensibilizadas coh su o i:'ihxﬁﬁhé .

en comparacién con la titulaci&n de las particulas de létex
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'sansibilizadas con la traccién 1gG y muestran en cada una de

La- tabla 10’ muestra los ‘resultados de las pruebas cruzadas,
donde ‘se puede ver que entre variedades de ¢, peoformans, si
’ hay cruce 1nmun016gico, pero no hay cruce con céndida



B) PRODUCCION DE ANTICUERPOS

TABLA 3.

RESULTADOS DE LA TITULACION DE LOS NIVELES DE

ANTICUERPOS DEL SUERO HIPERINMUNE

EN PLACA

VAR. GATTI

TECNICA ANTIGENG ANTICUERPO TITULO
ECP
BDOBLE DIFUSION]  DE C. NEOFORMANS SUERO HIPERINMUNE 18
VAR. NEOFORMANS
ECP
DOBLE DIFUSION]  DE G. NEOFORMANS SUERO HIPERINMUNE 18
VAR. GATTII
AGLUTINAGION i SUERQO HIPERINMUNE 1:2048
EN PLACA DE C. NEOFORMANS :
VAR. NEOFORMANS
AGLUTINAGION | CELULAS cOMPLETAS
DE C. NEOFORMANS SUERO HIPERINMUNE 1024

ECP = EXTRACTO PURO DE POLISACARIDO

62



TABLA 4.

TITULACION DE LAS PARTICULAS DE LATEX
SENSIBILIZADAS CON SUERO

ANTI-Cryptococcus neoformans var. neoformans

s T

DILUCION DE PARTICULAS DE LATEX SENSIBILIZADAS
CONG. 12 1.4 1.8 116 1:32 1.64 1128 1:256

CONC.+++  +1+ +++ ++ + + - - -
1.2 +++ +44 ++4 ++ + + - - -
E 14 e+ 4t ++ + + - - - -
C 1.8 +++  24s -+ + - - - - -
116 +++ ++ + + - - - - -

1:32 +++ £ . o - - - - - -

-

1:64 ++ ++ + - - - - - i=

ECP= EXTRACTO CRUDO DE POLISACARIDO

1128 ++ o+ - = - - - ==
1066 ++  + - - - - o=

0



TABLA 5.
TITULACION DE LAS PARTICULAS DE LATEX
SENSIBILIZADAS CON IgG -'

ANTI-Cryptococcus neoformans var. neoformans

DILUCION DE PARTICULAS DE LATEX SENSIBILIZADAS

COonc. 1:2 14 18 116 1:32 1:64 1128 1:254
ICONC.+#+  +44+  +++ - - - - - -
12 +++  +44 ++ - - - - - -

E 1.4 +++  ++ - - - - - - -
1:8 ++ + - - - - - - -
C 116 + - - - - - - - -
132 - - - .- - - - - -
1:64 - - - - - - - - -
128 - - .- - = - - - -
1266 ~ - e - - - - -

EGP= EXTRAGTO CRUDO DE POLISACARIDO

1€




TABLA 6.

RESULTADO DE LA TITULACION DE SUERO HIPERINMUNE - LATEX
Y FRACCION IgG - LATEX (DETERMINACION DE LA MINIMA
CONCENTRACION DE POLISACARIDO VAR. NEOFORMANS) POR
AGLUTINACION

NUM. DILUCION ECP TESTIGO + TESTIGO - LATEX LATEX
DE ECP VAR. NEOFORMANS SUERO IgG
{ng/ml} DIL. 1:2 DIL. 1:2

1 CONC. 6420 +t - PO

2 1.2 3210 +44 - 5+ 4Ed

3 1.4 1605 ++4 - SAS I

4 1.8 802 ++4 - ey S

5 1:16 401 +44 - B

6 132 200.5 e - ++ -

7 1:64 100.25 4+ - ++ -

8 1128 §0.12 = ++ - - - + =

9 1:256 25.06 ++ - T e

10 1:512 12.53 ++ . - - -

ZE




TABLA 7.

DILUCION DE PARTICULAS DE LATEX SENSIBILIZADAS

TITULACION DE LAS PARTICULAS DE LATEX
SENSIBILIZADAS CON SUERO
_ANTI-Cryptococeus neoformans var. gatti

CONC. 1.2 1.4 1.8 1:16 1:32

CONC. +++ ++4 +++ +44 ~ ++
12 +e+ e e ++ ++ +
E 1.4+t e ++ ++ + -
C 1:8 +++ 44y ++ + + -
116 44+ 44 + + - -

182 +++ 4+ + - - -

o

164 ++  ++ + - - -
1128 + + - - - -
1956 + _+ - - - -

1:64 1128 1:256

+ - -

ECP= EXTRACTO CRUDO DE POLISACARIDO

(A3




TABLA 8.

ANTI-C

SENSIBILIZADAS CON 1gG
ryptococcus neoformans var. gattii

TITULACION DE LAS PARTICULAS DE LATEﬂ

DILUCION DE PARTICULAS DE LATEX SENSIBILIZADAS

ICONC. +#+  +
12 +++ o+

1.8 ++
116 +
1:32
1:64 -
1128 -
1:256 -

O m

o

CONC. 1.2 14 1:8 16 132 1.64 1128 1:25q

114 ++ ++ + - - - - - -

++ +44 + - -

+4 ++ + - - - - -

ECP= EXTRACTO CRUDO DE POLISACARIDO

Ve



TABLA 9 _
RESULTADOS DE LA TITULACION DE SUERO HIPERINMUNE - LATEX

(DETERMINACION DE LA MINIMA CONCENTRACION DE POLISACARIDO
VAR. GATTII) POR AGLUTINACION.

ECP LATEX LATEX
NUM. DILUCION  VAR. GATTlI TESTIGO + TESTIGO - SUERO igG
DE ECP ng/mt DIL. 1:2 DIL. 1:2
1 CONC. 4960 ++4 - +4+4 +4++
2 1.2 2480 +4+4 - ++4 +++
3 14 1240 +44 - +44 44
4 1:8 620 +++ - AT
5 116 310 e - a
6 132 155 44 - ++ -
7 1:64 77 ++ - 4 -
8 1:128 38 44 - =
9 1256 19 ++ N T
10 1512 9.6 ++ AR S




TABLA 10.
RESULTADO DE LAS PRUEBAS CRUZADAS

DILUCIONES

PRUEBA DE
AGLUTINACION

SUSP.
2%

1:4

18

1:16

1:32

1:64

1:128

1:266

1:612

1:1024

1:2048

Ac VAR.
NECFGRMAN
CONTRA
Ag VAR.
GATTI

++

*+

++

++

++

*d

++

+4

Ac VAR,

GATTII
CONTRA

Ag VAR.

NEOFORMANS

Yy

-+

-+

L

.+

4+

e

¥

Ac VAR.
NEOFORMAN#
CONTRA
CANDIDA
ALBICANS

Ac VAR.
GATTI
CONTRA
CANDIDA
ALBICANS

9t
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V. . DISCUSION.

= La concen_tracién de carbohidratos que se obtuvo ai
valorar el extracto crudo de polisacdrido es de 6420 ng/ml
para la vari‘edad neoformans vy 4960 ng/ml. para la vai‘iedad :
gatﬁii cbncentraciones que fueron adecuadas = para las
"necégiaades‘experimentales de las pruebas de doble difusién y
.at.gl\‘xtinacién. La técnica empleada en la extraccién, ademés de
.- dar buenos resultados es sencilla pues utiliza sélo métodos de
fiit_r_aéién.r Es importante mencionar gque si se requiere de
'_‘pi:qdilcj.‘r,. ‘mayores cantidades de antigeno, se debe poner
‘esp;ecia‘l cuidado en cuanto a las contaminaciones tanto en la
: @:epa-‘pura' cc-:mo en el -medio de cultivo seleccionado para éste
céso ya 'que debido a su composicién tiende mucho a
) c‘ént’:am’inarse por lo que es recomendable esterilizar
_§qgcuadamenté Yy eso depende en gran parte del personal gue lo
haga. i’ari; comprob-ar'si exist‘_.ia reaccidén entre el antigeno y
el anticuerpo se hizo 1la prueba de inmunodifusisdn
proporcionando una linea de precipitacidn bien definida con un
titulo de‘1:8 para ambas variedades, mientras gue en la prueba
de aglutinacién con cé&lulas completas al 2% se obtuvieron
titulos en suero c_ie 1;2048 para variedad neoformans y 1:1024
para variedad gattii (tabla 3), la literatura ;ecomienda que
'se tiene que- alcanzar un ,t.itulo' de 1:1024 al: aglutinar los
sueros para ‘que la prueb_'a de aljiqtinaéiéﬁ .con latex se

desarrolle. en forma éptimaf En-las. téblas 6 y 9 los resultados
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de 1las  pruebas de sensibilizacién con- 1l4tex con'. suero
hiperinmune y con IgG respectivamente fueron realizadas con el
extracto crudo~ de polisacarido,k comprobﬁndose que "’f'la‘—:'

sensibilidad de ‘las particulas de latex recublertas ‘con’ _BUero 5

'hiperinmune anti- ;gﬂtgcoccus necfogmans .es mayor que lag
sensibilidad’ de las particulas recubiertas con IgG.V Por ésta,”‘_
.razén "la dilucién ‘qe suero hiperinmune seleccionada para‘-'
recubrir las particulas de latex fué la de 122 para ambas

variedades (ver tablas 4 5 7 y 8) “ya que a ésta dilucién ‘se.

‘logra:’ detectar _:}725 : ng/ml. de antigeno soluble : variedad
1antigeno soluble variedad gg tii. Se

; diluci6n de 1: 4 para ambas variedades,

ecformans 'y «,‘19 ':icj/ml a

pueda‘ ‘seleécﬁi'c‘»'na

‘pero no se recomiend pues mientras més diluido sea el suero . -

' detecta cantidades, menores— de 'antigeno, B si se analiza

comenzand' con la tabla 4 gue muestra la titulacién de las
partiquias. sensibilizadas con suero anti-_mg_t_cﬂagz_:u_s
v';_\eo‘g‘ ormans var.  peeformans en la diluci6n 1:4 de particulas
—flétévxrﬁéénsibilizadas con suerc hiperinmune alcanza a detectar
una concentfacién' de_ 100 ng/ml, ’de ant;geno ‘socluble; en la
tabla. 5 se reporta 1la titulacién de- lasr particulas de 1latex
sensibilizadas con IgG _anti-cx;x‘ ptocogcus | neoformans var.
neoformans  en la diluc'irénv‘:l_.:‘ij.’ de i:articulas de 14tex
sensibilizadas con IgG alca»nz‘a'_al detectar'una concentracién de
antigeno soluble dé‘ 3200 n'g/inl, siguiendo con el anidlisis y
viendo la tabla 7 que reporta la titulacién de las particulas
de létex sensibilxzadas con suero anti-g_:_ygtococgus geofo;m ns
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var, gattii, en la .dilucién- 1 4 1a prueba aa positiva hasta

una concentracién de antigeno de 77 ng/ml.y por Gltimo en la

tabla 8, que report 71a ‘titulacién de las particulas de létex
_'rsensibilizada 1 MIgG anti Crxgtogoccus neofo:mgn var,
i g attij, en la dilucién 13 4 la“ prueba es sens:.ble para detectar
' de antigeno de 1240 ng/ml,‘ dados éstos

sens;bllldad.‘ E1 anélisis entre e1 suero hiperinmune e IgG‘
~utilizados en elf presente trabajo hace pensar gue el
fsensibilidad

es decir que con el fraccionamiento se perdieron otro tipo de

fraccionamiento del suero hizo que ‘se perdier

anunoglobullnas gue ,favorecen la ‘uni‘6n ,en presencia del
‘antigeno, por tanto en la superxficie de '1a's'p§rgi¢ulas litex vy
en presencia del antigeno la aglutinacién . se di6 en menor
grado; mientras gue uniendo las particulas l§tex con suero
sin fraceionar, la superficie dé las barticulaﬁ*de latex &e
van a e.r\cpntrar cubiertas por. todo ,t'i;ﬁd -'de,; inmunoglobulinas
entre ellas las IgM que se les h; dénomihado "aglutininas",
siendo su constitucién pentaméric'amaui‘neni:an la aglutinacién en
~presencia del antigeno, y ademis la Vt‘:i‘mtidad de albdmina
presente favorece el acerca;ﬁieflltc entre las particulas  al
aumentar la densidad, por lo gue. se recomienda ‘utilizar él
suero sin fraccionar. Ademds el. antigeno selec‘cri‘.'onadq;
(extracto crudo de polisacaride)’ es un carbqhidrat‘p"’que

pertenece al grupo de antlgenos timoindependie;nte's, los.cuales,
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provocan ‘una respuesta de antlcuerpos por IgM principalmente
que son ‘en-una: proporcién de 750 veces mas eficiente que las
IgG en.las pruebas de aglutinacibn, por 10 tanto la diferencia
de. sensibxlidades en 165 dos cipos ‘de’ pruebas ‘desarrolladas es
bastante evidente ya que 1a fracciﬁn IgG esta dirigida en

-contra de ‘antigenos protelcos. se utilizb un  parametro de
comparacién .que ‘fué la cantidad m&nima ‘de Antigeno detectada
por un test comercial. crypto LA-TEST ‘de  Wampole laboratories,
cuya prueba detecta 25 ng/ml, de antigeno, la prueba descrita
‘en el presente traba:o detecta la misma concentracién de
‘antigeno que el padquete comercial para variedad eofo S,
pero adem&s detecta el antigeno de la variedad gattii a una

: cSncehtraciép'de 19 ng/ml, es decir que la prueba es sensible
“en las condiciones en las qué se desarrollé. Cabe sefialar que

- en el  presente trabajo se realizé. por separado las
aglutinaciones con ambas variedades de la especie pleoformans:
neoformans y gattil (ambas patbgenas). Con lo gue respecta a
la especificidad de la prueba, los resultados mostrados en la
tabla 10, nos indican due no existen reacciones c¢ruzadas al
enfrentar las particulasde latex sensibilizadas con
anticuerpos anti-C. neoformans y Candida_ albicans_ 1la cual
seria la levédura mas relacionada gue tiene importancia
clinica en el humano (41), mientras gque las pruebas cruzadas
entre ambas variedades de g&_pgogégmgns s} presentan cruces

inmunolégicos.
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Estudios realizados por diversos investigadores demuestran que
1a variedad _g_g;_ti_i_ ests’ distribuida irregularmente por el.’
mundo . Hernﬁndez en k1988) . ‘demostré en México que 1a variedad‘
gg;;j_j, puede ‘ser’ aislada con gran frecuencia en casos clIn:lcosi
(22),¢aunque'1hasta la fecha no se ha podido diferenciar por
aqlutinéciéh' las ivclcas v'ariedades‘ debido a que su composicién
capsular es muy parecida, no estd por demis, el realrizar'la
prueba con ambos antisueros (anti~C, neoformans var. '
neoformans ¥y anti-C.pneoformans var. gattii) a una muestra
sospechosa de Cryptococeus peoformans.
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vI. - coNCLUSIONES.

La técnica de aglutinacién en’ 1atex es sensibla paru la‘
deteccibn ) de 25" ng/ml. de * antigeno criptococﬁccico var.-
: 19 ng/ml."ﬁ

de antigeno criptococéccico var. ga :ii soluble en suero, es'

neofo;mans soluble en suero 'y para’ la deteccibn d

un método rapido para el diagnéstico de: infecciones producidas‘: o

por . éste.. hongo,; !y puede ser utilizada junt:o con: otras’
prﬁebais‘dé 'la-bldratorio, para poder hacer una‘correlacién,,entre
- ellés Y llegaf a'ur; diagnéstico acertado. Es n‘e_c‘elsfa:;‘ip‘: el
‘bri»a‘ce‘r'l_ pr'ué$§$'~ de campo para verificar '1; séns_j.hiliaad- Yy
espe_éi_fjiéiéiaé ‘del método en sueros  de - casos clinicos de
bé#itivdé. ; C_ necformans y hacer pruébés de :validaci‘én con
concentraciones conocidas de antigenos en el lugar donde se va-
a correr la  prueba. ' El presente ‘,trabajo ofrece - la.s
perspectivas para utilizarse en~un futﬁfo'; cb}x'antiganés Y
antisueros nacionales sin la necesidad de importar equipos

comerciales.
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VII. APENDICE.

CAL‘DO GLUTAMINA, GLICINA, ASPARAGINA ‘ g

El medio se formula dela siguiente manera~ :

"Glutamina.;...;......’ .

«0gr. .
Glicina..............' ar,
‘Asparagina...........;.
Sulfato de magneslo...
Cloruro de calcioi.
Fosfato Acido ds'deio hidratado
Sulfato ferroso.
Glucosa:.....;l.
gr.'~ .

' Se dlsuelve en 100 mi; de agua‘destilada Yy ‘se esteriliza por
filtracién,

Tiamina........

se mezcla coni_oo ml.‘de una “solucién cor 6.0

gr.-deﬁﬁbsf acia de'potasio previamente esterilizado en

autociive .se somete.a prueba de esterilxdad duranta un dia,

-para posteriormence hac 1 1a inocu1aci6n de las cepas puras.,

METODO DE spLNGRAb"_. :

El sangrado de; : conejos g8, hizo mediante “un ‘sistema de

vacio y se ntil zb el siguiente material.

Una lanceta” n matraz kitasato de 250 mL, una bomba de vacio,
A diez tubos da'ensayo de T mL, una gradilla, torundas.
Método...: B :

1.~ Se frota con una torunda 1a vena periférica de la oreja,
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sea pincha con . la -lanceta, se coloca 1a oﬁgja—dentrp del
matraz kitasato previamente conectado’ - a ~la bemba - de
vacio, (Debe ‘marcar 5 Lb, de presién)'; -‘1'a ":6reja no debe’
tocar ‘las paredes del matraz debe quedar bien adaptada la
oreja al -matraz, por que de 1lo contrari.o no "se hace un
buen vacio y la sangre puede coagular, y ‘no’ se obtendra
una buena cantidad de muestra. o :
obteni.endo la muestra de sangre se vacia inmediatamente en’

los tubos de’ ensayo est hace con el fin de recuperar

‘més auax:o, ya que se.s.V 1 dejando la sangre en el

matraz se‘pi rde’ suerc.

'3) Dejar solidificar, para que ‘eliagar quede f:.rme, se puede

. refriqetar por: espacio de 5 minutos

4}

Por cada caja  tener 3 patrone“?.y“h"a‘i;‘:e; los ‘pozos con
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oradador. :
5) Los- patrones se-marcan con azul de Alsacia. i
6) Los or:.flcios hechos en el agar se llenan con el antiqenu
(5 mq/ml. de antigeno extracto crudo. de- polisacarido) (8) de
-las- dos varivedades. neoformans. y - gg__b_i_i) ‘en’ el centro 'y los
antisueros : (variedades neoformans. y g_gmu-_ alrededor o
_,viceversa, sg recomienda ‘anotar e‘n‘ "un" pgpe; e_l aesguema

segu:i.do E

. Las cajas se colocan en una camara ha ed\ y se .incuban a

'temperatura ambiente N dias lineas de

precipitacién. B

}8) Despues ‘Vdeﬂlos 7 d[as las placas se retiran ‘de la caja'
Petri

y se deJan remojando en 1la solucibn de amortiguador

saline de fosfatos '(PBS) por espacio de '24 horas.

' 9) A:las 24 horas, la solucisén se cambia por PBS limpia.

10} A las 24 horas la solucién de PBS se cambia por agua
7 '_destilada Y ‘las placas se dejan por 48 horas.

11) Por dltime se colocan las placas en planchas de vidrio y
se dejan en una estufa para secar. Se tifian con solucién de

Negro de Amido.

FRACC‘IONAMI‘ENTO DE SUERC DE MAMIFERO CON SULFATO DE AMONIO.
Procedimiento:

Esta téénica separa aproximadamente 65% de Gama globulinas,
34% de otras globulinas, y 1% de albGmina.

1} Adicionar un volGmen de soclucién de sulfato de amonio



3° pidlizar .con solucibn salina fisilégica'
NaCl estéril PHHB),.cambiar cada 4

. . . 46
al 70 %, la solucién de sulfato de amonio debe _ser igual al

volﬁmen de suero por ejemplo 10 ml.  de suero B 10 ml. de

‘solucién.LLa solucién saturada de sulfato debe eatar a un pH

de 5 8, se prepara colocando:
1) 55 gr. de(NH4)2504 puro ‘en 100 mli. en matraz volumétrico de

100 ml: 'y aforarando a 100 ml. con Hzo destilada.‘

C2) Para la reaccién de la mezcla guardar a 25 °c por un ninimo

‘de 4 horas © a 4 °C por un’ minimo de 24 ‘horas, El suero a

fraccionar debe precipitarse por déhtrifugacién a 4 °C por 30
min.” ‘a” una fuerza centrifuga 4de aproximadamente 1440
gravedades. Decantar y separar el sobrenadante.

3) -Adicionar agua destilada.en e) .precipitado, agitar durante
la adicidn para obtener una solucién de globulina teniendo un
Volﬁmen total igual al del suero original (10 ml).

4} . Reprecipitar la globulina'con el m&todo descrito en el pasoc
1, centrifugar inmediatamente despues, separar el sobrenadante
Yy resuspender. (Reprecipitar=3 veces). - ' h

5) Dializar la globulina con cambios frecuentes de solucibn de
NaCl al 0.85% a pH—B.

Procedimiento para dislisis.

1° Bl precipitado que quedb del paso anterior se resuspende

en 10 ml. de agua destilada estéril.

29 Esta ‘solucién se colocé en. membranas para ‘dislisis corte
14000, c : )

SSF) . (0.85% de

oras durante un dia.’
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4° Bl segundo dia de dializadb.campiar la SSF dos veces al
asa.’ SRR : o
5° Al tercer dia de diAlizado se cambié la. SSF. 'y se hace una
. prueba con eloruro de bArio para TVerificar sl hay o no
presencia de sulfato - de ‘amonio,. ya que debe eliminarse
completamente. Por dltimo. la SSF se cémbia por una solucién
amortiguadora de Glicina-NaCl pH 8.2 (el amoftiguador
deber4d estar & veces mayo;:' al volimen de la solucién a
didlizar), es decir si.‘el _vo;ﬂmen que contiene la membrana
para didlisis es dé.10° ml., el voldmen de amortiguador que
debe contener e; rébipiehte dénde se sumerjan las membranas

llenas es de 60.ml.:
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