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DETECCION DE ANTIGENO DEL POLISACARIDO CAPSULAR DE Cryptococcus
neoformans EN PACIENTES CON SIDA Y NEUROCRIPTOCOCOSIS
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B. CALVO(2), O. FISCHMAN(2), A. CASTELO FILHO(2), J. REIS FILHO(2),
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RESUMEN

Antigeno del polisacirido capsular (Ag PC) de Cryptococcus neoformans fue detectado
por la técnica de aglutinacién de latex (AL) en LCR y suero de pacientes con Sindrome de
Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) y primer episodio de neurocriptococosis, usando como
patrén el examen micoldgico (examen directo y cultivo) de LCR. Se obtuvo una sensibilidad
del 100% de AL para detectar AgPC de C. neoformans, el cual por su ripidez permite trata-
miento especifico precoz. Titulos iniciales de AgPC de la levadura en esos pacientes pueden
ser > 1.000.000, pareciendo que cuando esos titulos estin presentes en suero, se relacionan
con mortalidad durante el tratamiento. En los pacientes que sobrevivieron se observé que el
examen micolégico directo y AgPC de C. neoformans, en LCR y suero, permanecen positi-
vos ain después de tratamiento y mejoria clinica del paciente.

UNITERMOS: Cryptococcus neoformans; Antigeno del polisacarido capsular; SIDA;
Neurocriptococosis.

INTRODUCCION

Criptococosis es una micosis sistémica, cuya forma
clinica mas diagnosticada es neurocriptococosis; el
diagnéstico es realizado por examen micoldgico de
liquido cefalorraquideo (LCR) y/o deteccion del
antigeno del polisacdrido capsular (Ag PC) de
Cryptococcus neoformans.

En pacientes con Sindrome de Inmunodefi-
ciencia Adquirida (SIDA), la sensibilidad de la téc-
nica de aglutinacién de particulas de latex (AL)
para detectar Ag PC en LCR y suero ha sido repor-
tada entre 91% y 100% de los casos de
Criptococosis* '®2!: 3,

Con relacion a los factores predisponentes de
mortalidad, también en SIDA y Criptococosis ha
sido observado que titulos iniciales de Ag PC, en
LCR y suero, son significativamente mas altos en
quienes murieron que en quienes sobrevivieron,

Tomando en cuenta que la incidencia de
Criptococosis en pacientes con SIDA en Sao Paulo,
ha sido encontrada en 11% de los casos?, y en 26%
de las autopsias™®, ademds, que hasta ahora en nues-
tro medio no es usado, comunmente, la deteccion de
Ag PC por AL, a pesar de su valor diagnéstico y
prondstico? decidimos realizar un estudio con el ob-
jetivo de evaluar la sensibilidad de 1a técnica de AL
para detectar Ag PC en LCR y suero de pacientes
con SIDA y neurocriptococosis, usando como patron
el examen micoldgico, asi como también su impor-
tancia en ¢l diagndstico de la micosis en ese grupo.

MATERIAL Y METODOS
Poblacion

Se estudiaron 26 pacientes, 23 del sexo masculi-
no y 3 del sexo femenino, entre 15 y 55 afios, con

(1) Parte de la tesis “Antigeno capsular, variedades y serotipos de Cryptococcus neoformans en pacientes con Sindrome de
Inmunodeficiencia Adquirida y neurocriptococosis, Sao Paulo, Brasil”, 1988, presentada para optar al titulo de Master en
Enfermedades Infecciosas y Parasitarias de Escola Paulista de Medicina, Sao Paulo, por B. CALVO.

(2) Disc. Biologia Celular y Enfermedades Infecciosas y Parasitarias de Escola Paulista de Medicina, Sdo Paulo, SP, Brasil.

(3) Hospital Emilio Ribas, Sao Paulo, SP, Brasil.

(4) Hospital Servidor Piblico Estadual “Francisco Morato de Oliveira”. Sao Paulo, SP, Brasil.
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SIDA y neurocriptococosis, tratados en los Hospita-
les Emilioc Ribas, Sao Paulo y Servidor Piblico
Estadual “Francisco Morato de Oliveira”, en la ciu-
dad de Sao Paulo, Brasil.

La seleccién de los pacientes fue basada en la
presencia de manifestaciones neuroldgicas y el estu-
dio micolégico de LCR, por microscopia directa con
tinta China y cultivo en medios comunes.

Se establecié como requisito que los pacientes
tuvieran el primer episodio de neurocriptococosis, y
no hubieran comenzado el tratamiento de la micosis,
o estuvieran en el inicio del mismo. Se consideré
inicio del tratamiento hasta una dosis total de 2 mg/
kg de Anfotericina B, y 1g/kg de 5 fluorocitosina'. Se
usaron dos (2) esquemas de tratamiento, segin las
normas de cada institucién, consistiendo el esquema
1, en Anfotericina B sola, a la dosis de 0.6 mg/kg/d
por via endovenosa (EV) durante 6 semanas y el
esquema 2, Anfotericina B, 0,3 mg/kg/d EV més 5-
fluorocitosina 150 mg/kg/d por 1 mes, aproximada-
mente. A ningln paciente se administré Anfotericina
B por via intratecal.

Dos pacientes uno de cada esquema, rehusaron
continuar tratamiento.

Método

A cada paciente se extrajo una muestra de LCR
y otra de suero, ambas el mismo dfa, 6 con 1 6 2 dias
de intervalo entre ellas. Estas muestras fueron toma-
das antes o al inicio del tratamiento, correspondien-
do al primer examen; posteriormente, fueron toma-
das muestras con una dosis total de 750 mg de
Anfotericina B, aproximadamente, sefialada como
segundo examen; y un tercer examen fue realizado
cuando la dosis total de Anfotericina B alcanzaba
1500 mg. En un paciente no se tom6 muestra de
suero en el primer examen.

Las muestras de LCR fueron tomadas por pun-
cién lumbar 6 sub-occipital, segiin la rutina de cada
hospital.

El estudio micolégico de LCR fue realizado a
partir del sedimento de este, por examen al fresco
con tinta China, y cultivo en Sabouraud dextrosa o
Sabouraud dextrosa mds cloranfenicol al 0.05%, in-
cubados a 25 y 37°C. Los cultivos fueron observa-
dos hasta 6 semanas, antes de ser considerados nega-
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tivos. Para la identificacién de C. neoformans se
usaron las pruebas bioquimicas cldsicas, ademds de
produccién de pigmento marrén sobre el medio de
Staib® y esculina’.

La técnica empleada para detectar Ag PC fue
AL, y el Kit, fue Crypto La del “International
Biological Labs., Inc. Dist.”, New Jersey, USA. El
procedimiento utilizado siguié las instrucciones del
Kit referido. Para la cuantificacién se hicieron algu-
nas modificaciones, debido a titulos muy altos de Ag
PC en pacientes con SIDA y criptococosis; por esta
razén, las muestras fueron diluidas en una placa de
polietileno de 96 hoyuelos con fondo plano, usada
en la técnica de ELISA, con diluciones al doble has-
ta 1:4096; continuando con diluciones mayores si
era necesario.

Método estadistico

Para €l andlisis de los resultados fueron emplea-
das las siguientes pruebas:

1. Prueba de Q de Cochran' con el objetivo de
estudiar las discordancias entre los resultados obser-
vados por microscopfa directa, cultivo y deteccién
de AgPCenL CR y suero.

2. Prueba de McNemar® para estudiar las dis-
cordancias entre los titulos de Ag PC. Los valores de
los tftulos se agruparon en clases.

3. Prueba de la probabilidad exacta de Fisher'®
cuando se estudiaron variables consideradas en el
estudio.

4. Prueba de U Mann - Whitney'®, para dos
muestras independientes, cuando se compararon los
resultados entre el grupo de fallecidos y de sobrevi-
vientes.

En todas las pruebas se fij6 en 0.05 6 5% (o< <
0.05) el nivel para rechazo de la hipdtesis nula, sefia-
ldndose con un asterisco los valores significantes.

RESULTADOS

Neurocriptococosis representé la primera infec-
cién oportunista y fue indicador del sindrome, en 23
y 19.2% de los casos, respectivamente. La deteccién
de Ag PC de C. neoformans en LCR y suero fue
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positiva en el 100% de los casos examinados. Al
aplicar la prueba de Q de Cochran a estos resultados
junto con los del examen micoldgico (positivo en
96,3% en la microscopia directa, y 100% en el culti-
vo) no se encontré discordancia significante entre
ellos.

Los titulos del Ag PC del primer examen fueron
singularmente altos. Estos titulos estan presentados
en clases en la Tabla 1, indicando que en la clase de
1:8192 a 1:262.144 se encontraron 14 (33,9%) y 13
(59%) pacientes, al considerar los titulos de LCR y
suero respectivamente.

También en el primer examen al estudiar la rela-
cién entre titulos de Ag PC entre los dos liquidos

TABLA 1
Pacientes con SIDA y neurocriptococosis, distri-
buidos segiin las clases de titulos de antigeno

capsular de C. neoformans, en el primer examen
de LCR y suero.

TIPO DE MUESTRA

TITULOS LCR SUERO

< %o Ne %o
1:128 - 1:4096 7 269 0 00
1:8192 - 1:262.144 14 539 13 52,0
1:524.288 - 1:16.777.216 5 19,2 10 40,0
> 1:16.777.216 0 0,0 2 80
TOTAL 26 1000 254 100,0

A De los 26 pacientes, en 1 no se realizé deteccién de
antigeno en el primer examen de suero.

corporales analizados, se observé que ne la mayoria
de los pacientes el titulo de Ag PC en L. CR era
menor que en suero, resultando una discordancia
significante al emplear la prueba de McNemar (Ta-
bla 2).

La asociacién entre mortalidad y titulos iniciales
de Ag PC en LCR y suero, al usar la prueba de U de
Mann-Whitney, mostr$ no ser significante para titu-
los en LCR pero fue significante con los titulos en
suero, hallindose una media geométrica de
1:118.715 en quienes sobrevivieron y 1:1.246.951 en
quienes fallecieron (Tabla 3).

La mortalidad entre los pacientes segin su dis-
tribucién en los dos esquemas de tratamiento fue,
respectivamente, 75% y 58,3% para los esquemas 1
y 2, no siendo esa diferencia significante por la prue-
ba de Fisher (Tabla 4).

Todos los pacientes con titulos iniciales de
antigeno en LCR > 1:262.144 murieron, de ellos 4
recibieron Anfotericina B, sola, y a 1 se le adminis-
tré el esquema 2. Pacientes con titulos < 1:262.144
presentaron evolucion variable con ambos esquemas
de tratamiento, fallecieron 5 de 8 a quienes se admi-
nistr6 el esquema 1, y 6 de 11 quienes recibieron el
esquema 2.

En suero, los 2 pacientes en quienes se encontra-
ron al inicio titulos de antigeno > 1:16.777.216 falle-
cieron, a ambos se les suministré Anfotericina B
mds 5-fluorocitosina. De 10 pacientes quienes pre-
sentaron titulos entre 1:524.288 y 1:16.777.216, mu-
rieron 6 de 7 a quienes se les administr6 el esquema

TABLA 2
Pacientes con SIDA y neurocriptococosis, segin relacién entre los titulos de antigeno capsular de C.

neoformans en LCR y en suero, en el primer examen.

LCR SUERO TOTAL
1:128-1:4096 1:8192-1:262.144 1:524.288-1:16.777.216 >1:16.777.216

1:128 - 1:4096 0 5 2 0 7

1:8192 - 1:262.144 0 8 4 1 13

1:524.288 - 1:16.777.216 0 0 4 1 5

> 1:16.777.216 0 0 0 0 0

TOTAL 0 13 10 2 254

A De los 26 pacientes, en 1 no se realizé deteccién de antigeno en el primer examen de suero.

Prueba de McNemar: X2 = 13.00%/x 2 (1 g 1,5%) = 3,84.

Concordancia diagonal = 48%.
Encima de la diagonal = 52%.
Debajo de la diagonal = 0%.
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1, y 1 de 3 quienes recibieron el esquema 2. Los 11
pacientes restantes con titulos de antigeno en el pri-
mer examen < 1:262.144, mostraron una evolucion
semejante, ya que fallecieron 2 de 3, y 2 de 4 pacien-
tes con los esquemas 1 y 2 respectivamente.

DISCUSION

Neurocriptococosis fue la primera infeccién
oportunista en 23% de los pacientes, atendiendo la
clasificacion actual del Centro para Control de En-
fermedades (CDC)’, siendo este porcentaje semejan-
te a observaciones antes sefialadas'® pero menor que

TABLA 3
Pacientes* con SIDA y neurocriptococosis, segin
asociacion de mortalidad y media geométrica de
los titulos de antigeno capsular de C. neoformans
en el primer examen de LCR y suero.

MEDIA GEOMETRICA DE TITULOS

LCR SUERO
Sobrevivientes 1:10264 1:118.7154
Fallecidos 1:92.682 1:1246951

* Dos paciente rehusaron continuar tratamiento.
A En un paciente no se realizé deteccién de
antigeno capsular en el primer examen de suero.

Prueba de Mann-Whitney

LCR SUERO
U calculado = 40,5 U calculado = 25*
U critico = 31 U critico = 26

los de otras®. Fue indicador del sindrome en 19,2%
de los casos resultando inferior que el porcentaje
reportado por otras investigaciones® '°.

La forma clinica mas frecuente estuvo represen-
tado por Meningitis.

Con respecto al estudio micolégico del primer
examen de LCR, cabe resaltar que en uno de los
casos se observaron al fresco formas multibrotantes
de la levadura, pero no fueron vistas en el cultivo de
la misma muestra, coincidiendo con datos ya referi-
dos'; su patrén de asimilacién de nitrogeno y
carbohidratos, y comportamiento en medio de Staib,
fue igual al de las otras cepas, aunque en el medio de
esculina presentd una tonalidad mas clara que las
restantes. Estudios adicionales son necesarios para
conocer sus caracteristicas, bioquimicas e
inmunolégicas con otras pruebas, y en modelos ex-
perimentales.

Nuestros resultados en cuanto a la sensibilidad
del examen al fresco, 96.3%, fueron superiores a los
de otros autores* '®2%; y en relacién al cultivo, 100%,
corroboraron observaciones ya reportadas'®?,

La deteccién de Ag PC en LCR y suero (100%
en ambos) mostré porcentajes mayores, generalmen-
te, que los de CHUCK & SANDE", KOVACS et
al.'°, STAIB & SEIBOLD? y ZUGER et al.??, quie-
nes también, sin embargo, sefalaron que la
deteccién de Ag PC en los dos fluidos mencionados,
fue frecuentemente positiva. Llamé la atencion el
hallazgo de titulos singularmente altos, como fue
mencionado en resultados. Esta observacion podria
estar relacionada con el efecto de supresién

TABLA 4
Pacientes con SIDA y neurocriptococosis, segin asociacién de mortalidad y esquemas de tratamiento,

hasta 1500 mg de anfotericina B.

ESQUEMA DE EVOLUCION %
TRATAMIENTO MUERTOS SOBREVIVIENTES MORTALIDAD TOTAL
1 9* 3 12 75,00
2 7* 5 12 58,33
TOTAL 16 : 8 242 66,67

A De los 26 pacientes, 2 solicitaron alta hospitalar y se desconoce su evolucién.
* Dos pacientes, uno en cada esquema, rehusaron continuar tratamiento.

Prueba de Fischer
P=0,3334 6 33,34%
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antigeno-especifico de C. neoformans' que junto
con la alteracién de la inmunidad celular en SIDA
conllevarian a una mds severa y progresiva
criptococosis. En nuestra casuistica fue encontrada la
forma diseminada en 4 de 5 autopsias del grupo es-
tudiado, y sus titulos de Ag PC en suero fueron >
1:524.288. Otro factor que puede influir en este ex-
ceso de antigeno, son las variaciones en relacion al
tamafio de la cdpsula'®, composicién y tamafio
molecular”®, y capacidad antifagocitica entre cepas
del serotipo A de C. neoformas, el cual prevalecio
en nuestro estudio. Titulos de Ag PC hasta
1:2.000.000 en suero de pacientes con SIDA, han
sido reportados excepcionalmente®.

Ademas se encontraron titulos de Ag PC mas
altos en suero que en LCR, lo cual podria deberse a
mayor tiempo de permanencia de C. neoformans
fuera del SNC, permitiendo una mayor extension de
la infeccién a otros 6rganos. Entre los 4 casos de este
estudio que presentaban criptococosis diseminada en
autopsia, se observé en todos Meningoencefalitis y
se demostrd hasta 9 6rganos afectados (cerebro, pul-
mon, higado, bazo, ganglios, rifién, suprarrenales,
pancreas, médula ésea) en un mismo paciente, lo
cual corroborarfa los titulos de Ag PC encontrados
en suero de ellos. Desde el punto de vista clinico
tanto tanto en estos pacientes como en los demds,
fiebre y cefalea fueron los sistomas mas frecuentes.

.En cuanto a los niveles de Ag PC en LCR y suero,
se observé asociacion entre titulos en suero y morta-
lidad, pero no hubo relacién con titulos en LCR, lo
cual difiere de ZUGER et al.Z. Nuestros resultados
parecen sugerir que hay mayor mortalidad, a pesar
de tratamiento adecuado, cuando se presenta la for-
ma diseminada, si consideramos elevados titulos de
Ag PC en suero como expresion de esa forma clinica.

En los 16 pacientes que sobrevivieron para el
segundo examen, y 6 para el tercero, se hicieron
estudios micoldgico y serolégicos, sugiriendo los re-
sultados un comportamiento diferente para el culti-
vo, ya que este tendia a ser negativo, mientras que el
examen al fresco (microscopfa directa) y la
deteccion de Ag PC en LCR y suero se mantuvieron
positivos, atin después de tratamiento y de mejoria
del cuadro clinico. La persistencia del examen direc-
to positivo ya ha sido mencionada*?2'.

Los titulos en LCR tendierén a disminuir, pero
en suero permanecieron inalterados. Este hallazgo ha
sido encontrado en otro estudio de criptococosis y

SIDA?. En pacientes con estas dos afecciones se ha
sugerido que aiin estando la levadura muerta, conti-
niia la eliminacién del antigeno, o presentan incapa-
cidad a retirarlo de la circulacién®; ademds se ha se-
falado la prostata como posible reservorio de C.
neoformans en esos pacientes a pesar de tratamiento
eficaz'’. Experimentalmente se ha observado higado
y bazo de ratones no inmunes, como los tejidos con
mayor capacidad de almacenar dicho antigeno'?; re-
firiendo también otros autores, que el tiempo del cur-
so del antigeno capsular en circulacion, aumenta pa-
ralelamente al hallazgo de criptococo en el bazo, y
de las cépsulas deterioradas in situ®.

La mortalidad en nuestra casuistica fue de
66,6%, aunque no pudo atribuirse a criptococosis
unicamente por no disponer de los resultados de las
autopsias de todos los pacientes; no encontrandose
diferencia significante en su relacién con las dos es-
quemas de tratamiento, lo cual confirma otras obser-
vaciones* '°, El porcentaje de mortalidad antes indi-
cado es mayor a otros reportados'® 3, tal vez influ-
yendo diferencia en el estado nutricional de los pa-
cientes, y metodologia para diagndstico y tratamien-
to de la infeccién por Virus de Inmunodeficiencia
Humana e infecciones oportunistas asociadas a
SIDA.

SUMMARY

Detection of capsular polysaccharide antigen of
Cryptococcus neoformans in patients with AIDS
and neurocryptococcosis.

Capsular polysaccharide antigen (AgPC) of
Cryptococcus neoformans was detected by latex
agglutination technique (LA) in cerebrospinal fluid
and serum of patients with AIDS during their first
central nervous systern manifestation of the disease.
Direct mycological examination and culture were
used as controls. Sensitivity was 100% by LA allow-
ing an early specific treatment of cryptococcosis.
Initial titres of AgPC in such patients can be >
1000000 and it appears that when such fitres are
present in the serum they are related to mortality
during treatment. Surviving patients showed positiv-
ity of the direct mycological examination and AgPC
of C. neoformans in cerebrospinal fluid and sera
even after treatment and clinical recovery.
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