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IMTRODUCCION 

L.a criptococo&i• •• una infección crDnica, •ubaguda o 

r•ramente AQUda, pulmonar, Q•neralizada, o meníngea, causada 

por un hOMQO 1 •vadur i f arme oportunista, denominado 

Cryptgc.gccus oaoformanm. 

inhalacic:tn de lag blastoconidio». Por la via d•· entra.da de 

este honoo la infeccion primaria. ca5i siempre ea pulmonar, y 

pu•d• ser •Ubclinica. y transitoria., o comportar•• como 

Entre los factora& de oportunismo m•s 

importante• que se a~ocian a esta enfermedad se encuantrani 

terapia de corticoesteroide• (53,102), trasplantados, 

deficiencia en numero o función de célula• T (72, 102), de 

neutrófilos e macrófa.gos, enfermedad de 

lll 1 13,b8 1 SC1), y reciantemente ocurre en los pacientes con 

Sindromll d& Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA> 

<lS, 16 1 17,20 1 55,:56). Aunque ~ neoformans en la mayoría de 

loa ca~os penetra al organismo por via respiratoria por &ar 

neurofflico, facilmente se diseminil por via linfática y 

hamatógena hacia el sistema nervioso central (13,99). 

En 1894 Busse y BuschJ(e aislaron en Alemania una 

levadura capsulada y la 11 Ama.ron Saccbaromvc•• b..Qmmi..a.!.a.. En 

Italia en el mismo año, Sanfelice aisló de jugo dQ pera una 

l•vadura capsulada y la llamó S@ccharomyces naoform•n&. En 

1qo1 Vuillemin lo clasificó dent~o del género Crvptpcoccus, 



y finalm•nte se le clasifico Cryptocpccus ngpfgrmans 

por Loddar y Kre;er-Van Rij en 1952 <l3,ó5,S9). 

Los primero• ai5lamientos de ~ negformaoa que 

r•portaron ocur"rieron • partir de frutas citricas ademas de 

durazno•, peras,etc., posteriormente se le aislo de leche y 

•u• derivados¡ ~un embargo, su habitat esta asociado al 

•Mcr•~•nto de paloma• o de pichón y gallinas (89). Por lo 

tanto es comun su aialam1.ento de n1d01i de pichones 

aticow, cüpulafi y carnizas. En este ambiente se encuentra 

compartiendo el sustrato alcalino rico en nitrogeno y sal 

con Geptrichum ~' y unas cuantas especies de ~ 

y Rhodgtorula (57,89). De esta forma las palomas y otras 

av•s •• convierten en hoapedero• o v•ctorea que mantien•n al 

-.tcroor;ani•mo 1 pero no adquieren la enfermedad. Esto se 

atribuye a la temperatura corporal de estas aves que ea de 

40-42•c, en la cual el microorganismo sobrevive pero no 

r•produc•J pasa a través del intestino y es posible 

encC?ntrarlo viable en lás e>ecretas de estas aves <13,99>. 

No e>eiete diferencia importante en la frecL1enc.1a de la 

infecciOn, que pueda relacionarse con la edad, ra:a y 

ocupación. Al parecer los trabajadores de establos, 

Q•lline~os y palomares est~n mas expuestos a esta levadura e 

incluso tienen titulo• de anticuerpos específicos altos, 

paro no presentan indice mayor de infección, ya que se 

requiar• de ~actores predisponentes, en especial de severa 



·' 
inmunadepr•ai6n para que esta en,ermedad se e5tablezca (89). 

~ nggfgrmana es un honqo J evAduri for-me capsulado que 

mide de 2.5 - 8 Jl.m de diil.m y con todo y CCt.psula llega .. 

m•dir de 15-20 ~m l13,89). La capsula varia con la cepa y 

con el medio que se utiliza. La gemación es senci 11 a o 

doble, y a veces observan varias gamas. 

MacroacOpicamente las colonias se obs•rvi'n limitadas, 

mucoidea, convexas, de color blanco-a.ma.ri ! lento, y en agar 

alpiate negro (~ abysainica>, s• gener~n colonias con 

pigoento café-marrón, que lo distingue entre otras especies 

y géneros<t,47 1 94 1 95). Para poder diferenciar al ~ 

neoformans de otras especies de Cryptocpr;cus, se utili::a 

perfil bioquim1co de c:arbohi dratos Cauxanograma), 

pAtogenicidad en el raton, de•arrol lo de pigmento en agar 

alpiste negro y crecimiento • s1•c t1,21,S4). La capsula de 

~ negform;ans es un factor de virulencia bien estudiado por 

diferentes autores <41,46,48,49,57,104). El analisis 

quimico de Dsta, muestra la presencia de manosa, xilosa y 

Acido glucurónico; esta fraccion denominada glucorono

>eilom•nana <GXM>, es el polisacárido específico principal 

producido por la levadura y que se ha encontrado también en 

el filtrado de cultivo de i:;;,. oegfprmans. Otra fracción 

hallada contiene galactosa como constituyente principal así 

como >eiloaa y manosa, a ésta se le llamó galactoxilomanana 

<Bal XI'!>. La especificidad de serotipos recae en el 



poli••carido acidico (GXM> <48,57) y ademas, se ha demostr~do 

que é~te es inhibidor da la fagocito&i5t25,26,35,5B,59,65>. 

El agente etiologico de esta mico51& en su fase asexual 

es una levadura ampliamente distribuida en la naturaleza y 

unico agente cat.1sal de la criptococosns. Pertenece a 1 a 

subd1...,1sion Deuter-omycotina, orden Cryptococcalea, familia 

Cryptococac11.a• y género Cryptpc:gcs:uw- l13,S9>. Esta hongo 

posee dos variedades1 ~ neofgrmans var. negfgrman¡¡ y h 

nsoforma.ns var. QAt.li.. HBi mismo Benham describió 4 

sarotipoa ; ~ oeoformana var neoformaos serotipos A y D, v 

~ neoformao& var ~ serotipos B y C <32 1 47 1 48,49 1 93). 

lkeda ~ .@...!.. <47,48) a•tudiaron por medio del an6lisis 

antigénico <aglutinación en placa y métodos de ad•orción) 

diferentes factores antigénico• para cada serotipo. Para 

los serotipos A y O reconocieron los factores 1,2 1 3,7 y 

1,2,3 y 8 respectivamente. Para lo!i serotipos B y C 

encontraron 1,2,4 1 5, y 1 1 4,6 respectivamente. Se ha 

descrito su fase &eMUill que pertenece a la subdivisión 

Basidiomycotina, ya que hasta ahora es el unico de lo& 

hongos patogenos que se reprodt.1ce senualmente por 

basidiosporas (61,57>. Los estados perfectos corresponden 

al Filoba•idi•ll• neo~ormans y~ b~c1lliMpora. 

Debido que la criptococos1s es una anfermedad 

co•mopolita, se han reportado casos de diver!iias partes del 

mundo (7,16,22,62,80,90 1 94>. Kwon-Chung y Bennett (7 1 37> han 



•ncontrildo que el •erotipo A, e• el mas comun de un h•bitat 

niltural o clinico,y en E.E.U.U. corresponde al 95Y. de los 

ca•o• clinico•. 

El serotipo D e• comun en la mayor parte de Europa 

<Italia, Dinamarca, Alemania y Suiza) y atril& regiones de 

clima templa.do. En el sur de California 25 de 45 aisla

mi•ntos demue•tran el •erotipo C d• lavar. ~ <57>. En 

los pacientes con SIDA, en E.E.U.U. la mayoría de los 

ai•lamientos ·pertenecen a la var. oeoformilns a.si como en 

Africa central y en todo el mundo <20 157,62,90,92). Recien

temente se han reportado caso• de infección con ~ ~ 

en pacientes con SIDA <57,89). 

En México se ha ai&lado de frutas, leche, excretas de 

paloma, y del sLtelo<1B>. Sin embargo, en nuestro pais la 

epidemiologia de esta enfermedad no asta bien es:tablecida, 

ya que no existen datos epidemiológicos sobre la.m zonas 

•ndémicaQ de este microorganismo(65). Pero as cl•ro que con 

al adVenimiento del SIDA la incidencia de criptococosis se 

ha incrementado not•blemente<114,1~ 1 3B>. 

BegUn Bonifa;;: C 13>, la criptococosis presenta clini

camentc la~ siguientaa forma~s Pulmonar <23%), del sistema 

nervioso central SNC <45%), cutánea <10%>, diseminada (157.>, 

y Osea <SY.>. 

LA críptococosis pulmonar <17,99) en el ser humano casi 

•iempre es la forma primaria de infección y en la mayoria de 



lo• ca•os. cur•a en forma asintomé.tica o sl.1bclinica. Los 

poco'Jii casos sintomáticos i
0

ncluyen: fiebre ligera, dolor 

Pl•urótico, malestar y pérdida de peso, aunque estos signos 

&on poco not.ables, también se produce esputo mucoide escaso, 

y rara vez hemoptisis. Las lesiones se pueden desarrollar 

en cualquier parte del pulmon. A menudo son bilaterales, 

.aunque 9e pueden presentar en un sólo lobulo. Es posible 

que se confunda con infecciones neumocóccicas, tuberculosis, 

ate. El curso de la infección puede ser fulminante, 

resolverse &6pontáneamente. A la mtplorac1ón fisica 

d•tacta murmullo vesicular y estertores inconst~ntes. Los 

rayos X dan una variedad de imagene&: 1nfiltracion que 

simula tuberculosis, neoplasias, abcesos pulmonares,etc 

(13,29). La -forma el inica del SNC también frecLtente 

(5, 19,23), actualmente se ha incrementado notablemente en 

lo& pacientes con SIDA. Se origina a partir del foco 

pulmonar, posterior a una disem1nacion hematogena <estc..do 

secundario>. La criptococosis del SNC puede presentarse de 

trea formas: meningitis <97 %) , meningoencefalitis <2 'l.l, y 

criptococomas (1 '.:'.) (5,13,88,89>. La meningitis es la mas 

frecuente, se manifiesta. en forma crónica y gradual <13, 19>. 

La meningoencefalitis es una variedad clinica rara, casi 

siempre de curso agudo y fulminante (13,33,89>. Por Ltltimo, 

el criptococoma ea una varied•d extraordinarii1.mente rara, se 

conforma. de masas fUngicas que se desarrollan 



pr1ncip•lm•nte en el cerebro, en terma da abcesos que 

re~¡ularmente se confunden con neopJ asi as \64). La predi-

leccion del C.S., opgfgrmans hacia SNC, no as muy clara, a& 

probable que el microorganismo encuentre menor respuesta 

c•lLllar fagocitica(26,33,44,52, 75), ademas de la presencia 

de sustancias como la asparagina y creatinina que estimulan 

su de•arrollo <7,84,Bq>, asi como la preaenci• de 

catecola.mina• en el cerebro, relaciona.das con el sustrato 

de la fenol 

l60,84,85,98). 

o>< i dasa presente el microorgani5mo 

Debe mencionarse que investigacione• recientes, 

pacientas con SlDA, han demostrado la persistencia de ~ 

neoformans en el tracto urogeni tal, aun después de trata

miento exhaustivo de la meningitis criptocóccica, sin 

presentar sintomatologia clinic•, ni hallazgos micológicos 

positivo& en suero, liquido cefalorraquideo (LCR>, y orina. 

Sin embargo los cultivos y frotis de liquido seminal se han 

encontrado poa1t1voa. En consecuencia, vario& autores 

<17,39,96,97,qa> consideran a la prOatata como nicho de ~ 

neoform•n•, probablemente debido a que la terapia con los 

derivado& azOlicos es efectiva en casi todos los organos del 

cuerpo, con excepción del tracto urogenital. 

El tratamiento de la criptococosis es base de 

anfotericina B adminiatradA con las indicacione• del farmaco 

por su elevada toxicidad (5 1 27,56,91,100). L.a 5-fluoro-



citot1ina <S-FC) también es ú.til, sin embargo su efect.o 

terapeütico es inferior al obtenido con anfotericina B, 

ademas puede producirse resistencia al f~rmaco durante el 

tratamiento con 5-FC <5,27,56,100>, y el flucona:zol, de 

reciente creación <~,16,50,62,69,103>, que tiene un gran 

efwcto contra C.,,. neoformaos, adem.is atraviesa la barrera 

hematoencefaJica y c~•i no provoca efectos secundarios. Los 

••quemas terapeüticos combinados como anfotericina B más s

fluorocitoeina (23,56> y sobre todo anfotericina B con 

fluconazol han demostrado sinargia contra ~ neoformans 

(103 9 104>, obteniéndo•e ••i mejores resultados terapeUticos. 

Sin embargo, es claro que el é:<ito de la terapia depende de 

la rapid•z del diagnostico y del estado del paciente. 

El diagnóstico de Laboratorio de esta enfermedad se 

realiza por medio de diferente& pruebas. Entre ellas el 

examen directo de material clinico con tinta China y por 

cultivo <12, 13,34,54,92>. Ademas se cuenta con técnicas 

serológicas utilizadas de .forma rutinaria en paises 

desarrolla.do•, 

circulante 

tanto para la detección de anti geno 

para la determinacion de anticuerpos 

<3 1 4,22,34,Sl,63,69>. 

La• pruebaa serol6gicas para medir los niveles de 

anti cuerpos í ncl uyen: La inmunoflourescencia indirecta 

<IFI > , hemaglutinacion, -floculac1ón con bentonita, 



•Qlutinación de particulas de carbón vegetal, aglut1nación 

•n tubo, fi jacion de complemento, etc. Ninguno de los 

m6todos anteriore• han sido ampli•menta usados debido a qu• 

l• producc1on de anticuerpo& durante la infeccion es baja, 

sin embargo, el polisacárido criptocóc:cico es liberado en 

gran abundancia hacia los fluidoa corporales, por eata razon 

•• introdujeron t9cnicas para d•tectar la pre•encia de éste 

como antigeno circulante <4b,S1,73,77,B7,101>. Autores 

N•il~ y Kapros reportaron en 1950 (68) que el antigeno pudo 

••r detectado en tejidos de ratones, y fue demostra.do por 

pr•cipitaciOn con suero hiperinmune especifico. Posterior

mente se demoatró al antigeno soluble en LCR, orina y sangre 

da pacientes con criptococosis sistémica <9,10,22,62,BO>. 

E•t•• pruebas incluyen técnicas tales como la .fijación de 

compl•m11nto, inhibición de la hemaglutinación, prec1pi.ta

ciOn, contrainmunoelectro.foresis y la prueba de aglutinación 

en l•tex \2.2,37 ,51,63,68,80,81,86>. 

En la actualidad la prueba de diagnóstico y pronóstico 

m•s utilizada es la prueba de aglutinación de particulas de 

lAtex, establecida por Bloom.field en 1962 <10) quien sugirió 

qua el antigeno podía ser detectado con partícula• de látex 

cubiertas con inmunoglobul in as de suero de conejo 

hipar-inmune. Bennett y Bayley (68> c:onsi dar.aron la prueba 

como satisfactoria, cuando las particula!ii de látex 

agluti n•ron en presencia de 30 a 60 µg de pal i 9acárido 

9 



capsular. Sin embargo, debido a que se han reportado 

r•acciones de cruce con el factor reumatoide (6,10 1 30,43,99) 

y con Tcichospgrum ~ <70,B:S>, generando una fuente 

important• de falsos positivos, se sugiere incluir en la 

prueba de aglutinación lateM un reactivo control para 

evitar estas reacciones de cruce, el cual consiste en 

su•p•n•ión de de látex cubiertas 

inmunoglobulina de c:ongjos no inmunizados. !alea partículas 

•glutinan en presencia del FR en proporciones comparables a 

las obt•nidas con particul as sensibi 1 izadas. E>: i sten además 

otro• tratamiento• IH muestra• como pronawa, 

ditiotreitol mercaptoetanol , para incr•mentar la 

••nsibilidad y disminuir las interferencicu1 <36,39,41,87>. 

Tomando en consideracion tanto el reactivo de partículas 

inespecificas como el tratamiento con susta.ncias como las 

ant•• mencionadas •• pueda distinguir •ntre la aglutinación 

da 1Ate>1 especifica mediada por el antígeno criptococal, de 

laa aglutina.cienes inespecificas coma la dada por el factor 

reumatoide. Con el fin de evaluar el progreso de un 

lü 

paciente durante el tratamiento, la prueba debe combinarse 

con la detección de anticuerpos<B1,89>. La disminución en el 

titulo de antigeno con el aumento de anticuerpos, es de buen 

pronostico. Sin embargo, la persistencia de los titulas de 

antigeno durante el curso del tratamiento, denota pronóstico 

grave y prob•bilidad de recaida. En algunas ocasiones, los 



titules de antigano en el suero persisten positivos mientras 

que los del LCR descienden. Por tanto la alta sensibilidad 

y especificidad de la prueba de aglutinación en l•tex y au 

facil desarrollo la hace una de las prueb•& serológicas mas 

confiabl•• para •ata micoaia. 

ll 



PLANTEAf'llENTO DEL PROBLEl1A. 

Debido al aumento en la frecuenc:ia de criptococo1>is, 

•obre todo en pacientes con SIDA en nua•tro pais, y a la 

fa.lta de reactivos serológicos para el diagnóstico 

inmunológico de esta enfermedad, se planteo la necesidad de 

obtener los reactivos necesarios, a partir de cepas de C.... 

neoforman• aislada.ti de pacientes en Mé>tico, para poder 

cont•r con la prueba de aglutinación en látex para· el 

di•gnOstico eerológico de e•ta micosis. 



HIPOTEBlB 

L• prueba de aglutinación en LateN desarrollada il. 

partir de cepas mexicana& da Crvptpc;gccus nepfgcm•na es 

c•paz de detectar el poli sacar ido c:apsul ar cr i ptocóc:ci co 

como antigeno circulante en pacientes con criptococo&is. 

J3 



OBJETIVOS 

A> Aislar y tipificar bioql.limicamenttao diferentes cepas 

de k.._ neofprm4na. 

B> Seleccionar la cepa 

adecua.da para elaborar los reactivos de la prueba de 

aglutinación en látex. 

C> Obtener los reactivos para la prueba de aglutinación 

en latex para el diagnóstico de la criptococosis. 

0) Probar la eficiencia de estos reactivos en la prueba 

de aglutinación l.itex en fluidos corporales <suero y LCR> 

de cinco orupo• de individuoa con1 

1> criptococosiw 

2> SIDA y criptococoaia 

3> otras mico•is 

4> otri11.s patologias no micóticas y 

5) grupo testigo de individuos sanos. 

'" 



DJBERO EXPERIIENTAL.. 

AISLAMIENTO V TlPIFICiCIÓN DE ~ nwgfprm•n•. 

OBTENCIÓN DE BIOMASA V ESTANDARIZACIÓN DEL ANTÍGENO 

LEVADUR 1 FORME 

1 
INMUNIZACIÓN EN CONEJOS NUEVA ZELANDA 

l 
OBTENCIÓN DE SUERO HIPERINMUNE 

! 
PURIFICACIÓN DE GAMM1-GLOBULINA ESPECÍFICA 

SENSIBILIZACIÓN DE PARTÍCULAS DE LÁTEX 

l 
PRUEBA DE AGLUTINACIÓN EN LÁTEX EN MUESTRAS BIOLOGICAS 

CON V SIN TRATAMIENTO CON DTT 

CRIPTOCOCOSl~¡~~/CRIPTOCOCOSIS 
(SUERO,LCRl ~ ~SUERO,LCRl 

:A"-rColéoN;?:s ºJcf~1cÓTICAS PACl~sNuTi:o~TRAS MICOSIS 
(SUERO, LCR> 

POBLACIÓN SANA 
(SUERO'! LCR> 

ANÁLISIS DE RESULTADOS 

15 
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11ATERIALES V 11ETDDOS 

1> Hanga•• 

L.a• cepa.a EH-169, EH-170 y EH-171 de Cryptgcgc;c:us 

nepfarmaoa, fu•ron •i•l•d•• d• paciente• con criptococosi•. 

Se mantuvi•ron en •o•r de dmHtro•• 2Y. y p•ptona 1% S&bouraud 

<An•Mo 1) a. 26•C. El hongo ¡;e identificó por medio de ¡¡us 

car•cteri•ticas micro y m&c::roscópic::as en dif-erentes medios 

de cultivo <Anexo 1> como son• Ag•r dextrosa Sa.bouraud, 

ag&r alpiste negro, en el cual produce un pigmento color 

marrOn1 agar nitritos, medio que contiene t<NO::i. en el cual el 

hon~o se distingue por no reducir este sustrato a nitritos. 

AdemA• de los diferentes medios de cultivo, se realizaron 

las pruebil& de crecimiento a 37•c 1 p&togenicidad en el 

raton, auxanograma y determinación de ureasa en la cual el 

desarrollo d• un color ~ucaia indica pru•b~ positiva para ~ 

n•oforman• <Anexo 1>. La V•riedad de l•Si cepas se realizó 

por medio del a.ga.r glicina rojo de fenol <Ana~o 1) en el 

·cual la variedad ~ produce un cambio de color del rojo 

al amarillo <71,93). 



Para det•rminar l• fase logarítmica de crecimiento de º-..... 

neoform•n• par• la obtención del antigeno, se realizó una 

curva de crecimiento <2,02). Se preparó un precultivo con 

m•dio dializado de neopeptona y extracto de levadura <AneMo 

1> en matraces de 250 ml conteniendo 80 ml de medio. Se 

inoculó con 1 x 10
6 

cal /ml y se incubó .a 37•c an •gita.ción 

por tras di as. Al cabo de este tiempo se cosecharon las 

célula&, la& cuales fueron lavadas y utilizadas a una 

concentración de 1 )l 106 cel/ml para inocular matraces de un 

litro conteniendo 200 ml del mismo medio. Los cultivo& •e 

incubaron a 37•c en agitacion y se tomaron muestras diarias 

durante 7 diae. Las muestra& se centrifugaron y al &obrena

dant• se le determinó glucosa por el método.de la o-tolui-

dina <Anexo 1>. La c:urva de crecimiento se realizó por 

triplicado. 

3) Ob~•nciCn del an~igano 

Se tuvieron S distintas fuentes de obtención del 

antigeno del hongo para la preparación del suero hiperinmune 

•nti-~.neoform•n• de conejo. 

a> C•lul•• completas lev•duriformea m1.1erta11 por timeroaal. 

b) Células secas con acetona. 

c:7 Antigeno extraido con urea. 

d> c•lulae compl•tas muertas por c•l•nt•mi•nto. 

17 



•> AnttQeno poliaacarídico soluble. 

Todo• lo• antigenos fueron cosechados en la fase 

logarítmica de crecimiento. 

a) C*lula• ca.pl•t•• levadurifar... -..a.,-tás par 

ti..,.~al <43,46,76>• 

6• inoculeron lx 10~ cel/ml de C..... ogpfprmans en matraces 

de un litro en caldo de deHtrosa. Sabouraud <Anexo 1>, y se 

incubaron a 37•c dur•nte 72 h en agitación. 

tim•ro&al a una concentración final de 0.02Y. durante 24 h a 

4•c y se realizaron pruebas de 1n¡terilidad y viabilidad. 

L•• células fueron lavadas con solución salina y 

ajuataron a una concentración de l lx 106 cel/ml. Esta 

susp•naión se almacenó en alícuotas en viales estériles y s• 

mantuvieron a 4•c hasta su utilizacion. 

b> C6lula• seca• con ac•tona (67>1 

Para la obtención de éste antigeno, •e wiguió el mismo 

procedimiento Anterior. El paquete celul•r obtonido •e lavo 

4 vecea con •c•tona anhidra fria, se mantuvo en d•secador y 

el polvo resultante •a almacenó a 4•c hasta su utilización. 

18 
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e> an~lumno •xtraida can ur••• 
La obt•nción de aste •ntigeno se realizó de acuerdo a la 

t•cnica de Bennett CS>. Se inocul •ron lx 10.e. cel /ml del 

honQo en caldo dextros• Sabouraud y 5e lncubaron a 37•c por 

72 h en agitación. Po•teriormente, las c•lula& se lavaron 3 

v•cea con solución salina. El paquete celular ae mezcló con 

urea 11.6 H ••teril •n proporción d• 1 ml de urea por 1 g de 

peso hümedo celular. La mezcl• &e mantuvo por 72 h a 4ºC en 

agitación. El sobrenadante fue separado del paquete celular 

por centrifugación, el cual se dializó contra solución 

aalina i•otDnica eat•ril durante 72 h. El extracto dializado 

•• filtró en condicione& estériles. Se le determino la 

concentración de proteínas por el método de Lowry g_t_ i\l. <66) 

y carbohidrato& por Dubois .ltt. .sli.. <28> .. Este antigeno se 

empl•O como refuerzo dur&nte la inmunización de lofi conejos. 

d) C61ul•• mu•r~•• par_ cal•nt••iento1 

Par• la obtención de este antigeno se siguió el mismo 

procedimiento que en <a>. El matraz con las células se 

llevó a ebullición durante 2 hrs segun el procedimiento de 

Colan (24,47>. Inmediatamente despu•s se centrifugaron y se 

lavaron las céll.llas con solución salina estéril. Las 

celul&5 

utilizAc:ión. 

almacenaron viales 4•c, hasta su 
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•> •ntig•nD poti .. carfdica •alubl•• 

L• obtención de este anti geno se real i:zó siguiendo el 

procedimiento de Ev•n• y Th•ri•ult <35,40,73,74> con el 

filtr•do del cultivo de las levadura•, preparadas de igual 

man•ra que para el primer antiqeno. 

c•lulA• del filtrado, y a éste se le agrego etanol al 96% 

(4.~ volúmen•• de •t•nol por cada volumen de filtrado, con 

0.1,,. de acetato de aodio>. Ss ma.ntuvo 24 h a 4•c, y so 

centrifugó para obtener el precipitado, el cual se diaolvió 

en la minima cantidad de agua necesaria. Este procedimiento 

•• rapitió 3 vacas. De11pue11 de determin.ar l• au••ncia de 

proteina por el método de Lowry, el precipitado se secó con 

acetona anhidra fria durante 24 h y &e conservó a 4*C. Este 

antigeno ge utilizó como control positivo para la prueba de 

•glutinaCión en láteK ajustado a una concentraci6n de 10 pg 

d• polisac:arido /ml <6,4). 

4) Obt•nción d• su.,..o hip....-in-.an• anti-CCyptgcgccua 

neafprMO• da CDr1•Jo1 

P•ra obtener el 9uero hiperinmune da conejo, ae 

practicaron los siguientR9 ••qu•maa de inmunización: 

•>Esquema de Harrell g1. al..· (42). Se inocularon conejos 

Nuev• Zelanda con células completas levaduriformes muertas 

por medio ·de tratamiento con timerosal al 0.02Y., por via 

intravenosa, di•riamente por cinco dias seguidos durante 
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tr•• •em•n••· 
b> Esquema de Oolan 11.t. e.L· <24,47>. Los conejos se 

inocularon con •l a.ntigeno de célula• muerta• por 

calentamiento via intravenosa cada tres dia• durante cuatro 

••m•n••· 
e> Esquema practicado con célula• •ecas con acetona 

(67). Se utilizó como antigeno células 11ecas con acetona 

administrad•• al conejo por via intraveno9a cada tres dias 

durante tre• •emanas. 

d) Esquema de Oolan @.t.al.·, modificado de la siguiente 

manera. Se utilizo como antígeno, células muerta• por 

calentamiento mezcladas con adyuvante completo de Freund(3), 

inoculadas al conejo por via subcutánea cada •emana durante 

cuatro semanas. Después se continuó con el esquema. de 

inmunización via intravenosa de la misma forma que en b>. 

Los a.ni mal e• se sangra.ron 1 semana después del final del 

••quema de sensibilización y en el suero !le determinó el 

titulo de anticuerpos, por medio de aglutinación an 

tubo<37,42,81) utilizando como antigeno células muertas por 

timerosal Cantigeno 1). La prueba se realizó mezclando 0.5 

ml de antisuero en diluciones seriadas dobles con O.S ml de 

antigeno ajustado al tubo # 2 de McFarland (6x10~ cel/ml>. 

La prueba se leyó 2 h después de incubación a 37•c y a 

la• 24 h a 4•c. Cuando los titules dieron >11640 los 



coneJc• se ••nQra.ron • blancO, ae e•paró •l su•ro y ae 

Qu•rdó •n alicuotas a -45•c hasta su utilización. 

S> Puriflcacton d• la fracción Ga...a-glabulina1 

Par• obtener l•s inmunoglobulinae a&pecific•• del •uero 

hip•rinmune de cene Jo, .¡¡e siguió la técnica. descrita por 

Hud•on 3c Hay (4~> .. S. preparó una •ol uci ón saturada da 
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<NH4)2S04 <1 Q/ml) a 5o•c y•• aJu•tO el pH a 7.2 con HaS04. 

El suero hiperinmune de conejo •e diluyó 112 con solución 

aalina y ae añadió lentamente la solución saturada de 

aulfato de amonio a una concentración da 45X Cv/v) •· S• 

mantuvo •n agitación durant• 30 min., y luego se centrifugó 

a 1000 g por 1~ minutos a 4•c. El precipitado ae volvió a 

lavar con solución saturada de amonio por centrifugación, y 

el ••dim•nto r••ult•nt• sa r•di•olviO an un volumen igual al 

del suero original c:on solución amortiguadora de fosfato• 

<SAF) (Anexo 1>, e•ta •olución se centrifugó para removar ml 

m•t•rial in•olubla. S. r•precipitó la gamma-globulina 

uaando una c:oncentración final de 40'l. de solución de sulfato 

de amonio. Se lavó por centrifugación y el aedimento sa 

dieolvió en la minima cantidad de SAF. Se dializó la gamma

globulina contra 5 cambioa de SAF a 4•c. Se centrifugó y 

daaachó el .Precipitado. La solución de gamma-globulina se 

•Juató a 40 mg proteina/ml y se al mac:enó a -4s•c hasta su 

uao. 



6) S9"•ibiltzación d• 1•• partlculaa d• l~t•K• 

S• en•ayaron dos métodos, uno según la técnica de 

Harr•l 1 G iÜ.• (42) y otro aagU.n Hudson y Hay C4S). En la 

primera •e hizo por separado una sLuiipen•i ón esta.ndar de 

particulas de lAtex de diámetro 0.80 ~m CBigaux>, y de 0,.91 

1im de -fabricación nacional, en agua destilada cuya dilución 

11100 corr•spondió a una DrO d• 0.29-0.30 a 6SO nm. L• 

sensibilización de las particulas de lAtex ae da&arrolló de 

la •igui•nta manara1 Se pr•pararon dilucion•• ••riada• 

dobl•• d• la -fracción de gamma-globulina anti-C.... negfprmans, 

con solución amortiguadora da 

••lina-glicina pH 9.0 <AnaMo 1). 9• &Qregó un volum•n de la 

de partículas de lilt.tex estand¡¡rizada 

ant•rior,..nt• a un volumen de cada dilución de gamma-

globulina anti-c..a_ nppfgrmanv. Se mezclaron y ae incubaron 

durante 15 ~in a temperatura ambiente. Este corr••pondiO al 

reactivo de látex gamma-globulina anti-~ negformans (LACN> 

O reactivo positivo. El reactivo negativo consistió de una 

auap•naiOn de partículas de látex aen6ibilizad•s con gamma

globulina normal de conejo (LGBN> (preparado por el mismo 

procedimiento del t••tigo poaitivo>. 

En la. segunda técnica, de la su5pensión origi!1al de 

particulAs de látex de 0.81 ~m al 30% se preparó una 

suapansión al 10%. Da ésta se tomaron 800 fll y se lavaron 

dos veces con 40 ml de solución amortiguadora .de glicina-



•Alina 0.0:54 H pH 8.2 <AnaKo 1). Se mezclaron y centrifu

garon .a 12,500 g a 4•c durante 1:5 minutoa. Se resuspendió 

•l precipit•do d• lAteM en 20 ml de la solución amortigu•do

r• de glicin•-salina y &e agregaron 300 .ut de la ga.mma-

olobulina hiperinmune anti-¡;_._ owgfprm•n•. Este •eriii. al 

r••ctivo LACN. La suspensión se me~cló durante 30 minutos a 

t•lllp.,.atura a111bi•nt9. A difer•nci• de l• t•cnica anterior 

•• lavó la g,uspensión de LACN con 40 ml de la. solución 

amortiouadora d• olicin•-••lina, •• m•zclO y ae centrifugó a 

12,500 g a 4'C por 1:5 minutos. Se raauapendió el LACN en 20 

ml de aoluciOn amortiguador• d• Qlicin•-••lin• ·o.27 M pH S.2 

<Anexo 1), agregando albU.mina séric;;a bovin• al O. IX pu·a 

bloquear po•ibles sitios libres en el l•tex. Siguiendo •l 

proc•dimiento •nterior se prepilró el teati90 n•gativo 

CLGGN>. Ambo• •e almac•naron a 4•c hasta su uso. 

7) o.t.r•inación d• l• .ut .. dilución r•act;tva d• la 

suspM'laión de partículas de l•t•x s11n•ibilizadaa can g ..... -

glabul ina anti-t;,.ncofprman• CLACN>. 

La máxima dilución reactiva de la fracción de gilmma

Qlobulin& anti-~ nepformans según Harrell et. Al..· C42>, 11e 

d•terminó probando cada di lución de una muemtra (suero 6 

LCR> de referencia poaitiva proveniente de un paciente con 

criptoco_cosi• contr.a c•d• prepar-.ción de particula.s de lil:tex 

••nsibilizadas con Q&mma-globulina anti-~ n•oforman• CLACN> 

preparadas con anterioridad. Las dilucicn•• ••riadas doble• 
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d• suero y LCR de referencia ae realiza.ron con la mi&ma 

•oluciOn a.mortiguadora. de fosfatos (SAF>, y albúmina sérica 

bovina •l 0.1 % <Anexo ll para bloquear po&ibles sitios 

libr•• •n •l 14tex. 

En una pl•c• de vidrio oscura marcada con 10 circulos,se 

agreQó a cad• uno 0.02 ml de la suspensión de LACN de 

concentración 11100, •n aeguida se agreg•ron 0.02 ml d~ la 

dilución respectiva del suero de referencia positivo a 

criptococo•i• <112-111024) il. cada una de las gotas de la 

su&p~naión de LACN colocadas en la placa de vidrio. Se 

m•zclaron y agitaron por 10 minutos a 100 rpm en un agita

dor rotatorio <Rotator Eberbach Corporation 115 AC>. Este 

procedi mi •nto repitió c:on ca.da. una de las sigui entes 

dilucion•• d• las •u•p•n•ionas d• LACN <11200 a 111600>. 9• 

observó la aglutinación y los resultiadoa se registraron 

d••d• 0-1+ como negativo y de 2+ ha.sta 4+ como positivo. 

S• tomó como la dilución máxima reactiva la suspensión del 

reactivo LACN qua aglutino con la dilución má.s alta 'del 

•u•ro de raf•rencia. El reactivo aa almaceno a 4-6•c. 

Para encontrar la dilución maxima r•activa del LACN 

•iQuiendo el procedimiento de Hudaon y Hay (45>, se 

pr•parAron suspenlii enes de LACN concentrado y di 1 ui do 1: 2, 

la:S, 1:4 y 1:5 y diluciones seriadas dobles (1:2-12128) de 

suero y LCR da rwfer.encia con amortigu~dor de olicina-•alina 

0.27 M, pH 8.2. Sobre una placa de vidrio oscura se 
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agr•QAron por separado 25 ¡ll de cada una de la.s di h.tciones 

anteriores del suero de referencia, y a cada dilución se le 

agregaron 25 µ1 del LACN concentra.do. Se a.gitó la placa 

dur.a.nte 10 minutos en un agitador <Rotator Eberbach 

Corporation 115 AC) y se leyó la dilución máxima reactiva. 

Este procedimiento repitió para cada una de la& 

dl ferent•• concentraciones < 1: 2-1: 5> de la& suspen•iones de 

LACN, En ambos métodos el LGGN se ajustó a 1 a misma 

diluciOn reactiva que presentó el LACN. 

B> Huestr•• biológica• utilizadas en la Prultba de 

Se utilizó suero y liquido cefalorraquídeo <LCR> de 

cuatro grupos de paciente& y •uero de un orupo d• individuo& 

El primer grupo comprendió 8 pacientes con 

criptococoui•1 el segundo de 8 pacientes con SIDA y 

criptococoeis¡ el tercer~ de 4 pacientes con otras micosis, 

en lau cuales se incluyeron un suero da un caso de 

candidosit> sistémica, un LCR de un caso de a.~pergi losi9" y 

dos sueros mas de un ca.so de histoplasmosis y 

paracoccidiodiomicosis respectivamente; y el cuarto que 

incluyó 16 pacientes con diversas patologias no micOticas. 

El grupo testigo comprendió q individuos sanos que donaron 

voluntariamente sangre de la cual se obtuvo el muero para la 

PAL lTa.bla 3). 
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'f) D•••rr"Dlla de la pru•ba para dlt't•r•inación del 

•ntigeno polisacaridico en la& mues~ras biológicas. 

La detección del antígeno pol1sacaridico de Ci. 

neoforman11 en y LCR mediante la prueba de 

aglutinación en late>< <PAL> los reactivas LACN y LGGN 

corre5pondientes a la ma:<ima dilucion reactiva determinada 

anteriorm•nte, se reali:zó por dos metodologias distintas: 

Por el método de Harrell tl Ql_. (42,81> y por la técnica de 

Hudson & Hay (4~). La$ muestras de suero fueron inactiva.das 

a. 56ºC durante 30 minutos y las de LCR a 1oo•c durante 5 

minutos. Las muestras problema se diluyeron desde 112 hasta 

1164, usando como diluyente solución amortigL1adora de 

glicina-aalina pH 9.0 CAnaxo 1). 

Primero, según el método de Harrel l d tl- (42>, sobre 

una placa oscura. marcada con 6 círculos, se colocaron de 

forma individual 0.04 ml de cada dilución de la muestra 

problema, más 0.02 ml del reactivo LACN en todos los 

ctrc:ulos, y en otra placa con las misma~ característica.s 

colocaron 0.04 ml de cada dilucion de muestra, más 0.02 ml 

del reactivo LGGN. 

Para el método de Hudson ~ Hay, se colocaron cantidades 

iQualas de reactivo LACN y muestra problema diluida<ú.04 ml 

más 0.04 ml respectivamente), lo mismo para probar la 

mu•stra con el reactivo LGGN. Con la ayuda de un aplicador 

se mezclaron los reactivos y las muestras. Las placas se 



it.QitarQn a 125 rpm durante cinco minutos y se leyeron l;u¡ 

reacciona•. Aquellas que presentaron una aglutinación de 

O a 1+ se con•ideraron negativas, aquella• que presentaron 

una aglutinación de 2+ a 4+ se consideraron positivas. El 

reactivo LGGN es el reactivo testigo, debido a que contiene 

inmunoglobulinas normales de conejo, por lo tanto el 

resultado deb• &•r si•mpre n•;•tivo. 

A las muestras problema se les determinó al mismo tiempo 

la presencia de -factor reumatoide <FR> <La.boratorios Licon, 

Mé><ico> de acuerdo a las instrucciones del fabricante, ya 

que hay antecedentes de reacciones Talsaa positivas cuando 

existe FR en las muestras biológicas <6,10 1 30,43>. Aquellas 

mu••traa que presentaron factor 

r•alizO un tratamiento con 

reuma.toide potiiitivo se les 

Di tiotrei tol (OTT) para 

Este consistió en adicionar una 

solución de DTT 0.003 H en amortiguador tris-HCl al 0.2 M pH 

B.b (Ane>:o 1>, a volúmenes iguales de la muestra inactiva.da 

por calantamianto durante h a temperatura ambi•nte. 

Después de este tratamiento se determinó nuevamente la 

presancia del antigeno criptocóccico. 
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RESULTADOS 

L•• tres cepas EH-169, EH 170 y EH 171 aisl¡¡das de 

pacientea crecieron a 2a•c y 37•c y presentaron la 

morfologi a macroscópica carat:teri sti ca del hongo que 

consistió de colonias mucoides, convexas, limitadas, de 

color bl•nco a b•iO• en lo• medio• de agar detttro9a 

S•bouraud <ADS) y agar de infusión cerebro-corazon 

<BHI> (Figura l). Además mostraron un pigmento café-marren 

en el medio de agar alpiste negro (Guizgtja aby&sinic:a} 

CFigur• 2>. 

La observación microscópica por la técnica de tinta 

Chio• reveló levaduras en gemación rodeadas de una pequeña 

cápsula, en las cepas EH-169 y EH-171, sin embargo en la 

cepa. EH-170 aa observa una cápsula de diámetro mayor <Figura 

3). Utili:cando la técnica con fucsina b.-3.sica (Ziehl

Neel sen) •e observaron levaduras de color rosa con las 

mi•mas caracteristicas anteriores. 

Las cepas ·EH-169, EH-170 y EH-171 fueron clasificadas 

como ~ neoformans con base en su crecimiento a 37ºC, 

pi;mento en agar alpiste negro, pcsitividad a la pn.leba de 

ure••a, a la no reducción de NO~ <Tabla 1> y de acuerdo a su 

patrón de asimilación de carbohidratos (5ac:arosa, inositol, 

maltoaa, d•xtro•&, ribo••• xilo•a, mano&a, manitol, fructosa 

y lactosa> <Tabla 2>. En la tabla 1 se muestra que las 3 



cep&s aislad.:u1 no asimila.ron l•ctos• ni nitr•tos y fueron 

ureasa po•itivas. 

L• va.ri edad de 1 a.s c•p•• estudia.da• se determinó en 

•ga.r glicin•-rojo d• fenal <66 1 71>, mo•trando l•• tr•• ce13aa 

la vari•dad nnofocmaon, d• acuerdo al color rojo dal m•dio. 

Al probar la virulencia de las trew ce13cu¡ ratones 

corr••?ondi•nt•• a cada. una., los ratone• inoculados con la 

ca13a EH-170 capsulada murieron en una semana, y los 

inoculados con las otras doa cepas CEH-169 y EH-171) algunos 

muri"ron una semana y los que continuaban vivos se 

eacrificaron. La necropsia correspondiente de tejido 

cerebral reveló la presencia del hongo capsulado 

gemación, con las técnicas de hematoxilina y eosina <H&E> y 

tinción con tinta China. El cultivo de tejido cerebral en 

A09 praaentó a los siete dias colonias cuyas caracteristicas 

•• de•cribieron anteriorm•nt•. 

S• escogió la cepa de Cryptpc;gc:c:us oepfgrmane EH-169 

ai•l•da de un paciente con criptoc:ocosis meningea y SIDA, 

por pres;entar una c:ápsul a pequeña que Tavorace una mejor 

obt•nción del suero hiperinmune. La cepa fue conservada en 

ADS a 4"C. 

Todas las células levaduriformes utilizadas para 

preparar los diferentes antígenos de inmunización, 

co!ii•Charon al final de la fase logaritmica de crecimiento, 

la. cual se obtuvo a los 4 dias de incubac:ión como puede 
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cb••rv•r•• •n l• fi;ur• 4. 

De los cuatro diferente& esquemas de inmunización 

practicado& •e obtuvo la mejor respuesta de anticuerpos con 

•l esquema de Harrel 1 il.t, Al_. (42>, y con al esquema de Dolan 

!ti. Al_. (24). La prueba d• aglutin&ción en tubo de los sueros 

hiperinmun•• obtenido• con e•to& esquemas detectó titules de 

antiCU•rpo• anti-~ negfgrmens hasta la dilución de 111024. 

L• gamma-globulina anti-C...... negfgrm;ans purificada reveló 

titulo• de 1: 1280 por la técnica de ELlSA. Con el esquema 

de inmunización utilizando células secas con acetona se 

obtuvo un titulo de 1132 y el esquema de Colan 

modificado <ver Materiales y Métodos> el titulo obaervado 

fu• de 11 :512. 

Da los dos tipos de partículas de tatex utilizados para 

prep•rar los reactivos LACN y LGGN, las partículas de O.SO 

pm de Bi;aux presentaron un• mayor estabilidad. La• 

particulas de lAtex de diámetro de 0.81 pm de fabricación 

nacional presentaron problemas de inestabilidad coloidal 

rasultando en una autoaglutinación. Por lo tanto, se 

procedió realizar la prueba con las partículas del 

laboratorio Bigaux. 

Los datos de los pacientes estudiados se muestr•n en la 

tabla 3. El 64.5 porciento corresponde al sexo masculino y 

el 35.5 al femenino. Las edades .fluctuaron entre 25-48 

años. Todos loa pacientes con criptococosis asi como los 



teatiQc• con otr•• micosis fueron diagnosticados por eK•men 

direc:to y cultivo. Se estudiaron 5 muestras de suero Y. 15 

de LCR, proveniente• da paciente• con criptococoai• y dentro 

del grupo testigo se amtudiaron 15 muaatrau de suero v 15 de 

LCR. 

Se probó la maxima reactividad de la'!I &uspensiones de 

l&tex sensibilizadas por medio de dos métodoa1 Harrell R.t. 

A!.<42> y Hudson & Hay <45), cuyas diferencias fundamentales 

fueron lae aiguientea1 La preparación de los reactivo& LACN 

y LGGN, la cantidad de particulas de látex y el lavado 

previo da la& particulas da l•tex, además de utilización de 

albUmina sérica bovina para el bloqueo de los sitios libres 

<v•r H•teriales y Métodos>. Se observó la mejor aglutina

ciOn con el 5uero de referencia por el método de H~rrall R1. 

Al.·, el cu•l presanto aglutinación de 4+ en una dilucion de 

118 del suero positivo de referencia a una concentración de 

Si 100 del reactivo LACN. La misma dilución del suero (1:8) 

preaentó igualmente 4+ cuando se utilizó el LACN a 1:41)0 y 

11800 <Tabla 4). Al utilizar LCR de referencia. de un 

paci•nt• con criptococo&is se observó la mi&ma rea.ctividad 

que con el suero de referencia <Tabla.~). 

Con el procedí mi ente de Hudson & Hay se observó 

reactividad de sólo 3+ con el reactivo concentrado deade 

dilución 1:2-1:32 del suero de referencia, y la reactividad 

fua disminuyendo con respecto a las menoreli concentraciones 



d•l reactivo LACN (Tabla b). En la tabla 7 observamos que 

la máxima reactividad en el LCR de referencia, se obtiene 

ta.mbién una dilución 1:32 el reactivo LACN 

concentrado, y una aglutinación menor con la concentración 

112 del LACN. Sin embargo, la reactividad con las 

s¡iguientes concentraciones se pierde y la mayoria de las 

diluc:ion•• del LCR d• referencia se mo&traron negativas. 

Ha sido ampliamente demostrado que la mayoría de las 

reacciones falsas po~itivas son debidas a la prasencia del 

factor reumatoide en el suero (6,36,37 ,99). Por lo tanto 

toda• las muestra• de suero y LCR fueron valorada• para aste 

factor según lo descrito en material y métodos. Aquellas 

mu••tra• positivas fueron tratadas con DTT ,;egún lo 

r•com•ndado por Gordon g1. ill. (36>, para descartar las 

reacciones falsas positivas. 

Para int•rpretar correctamente los re•ultados de la PAL, 

es necesario incluir los reactivos LGGN, y testigo 

positivo constituido de polisacárido criptococal ajustado a 

una concentraciOn de 10 µ~ /ml. De e&ta forma se cuenta con 

un patrón comparativo y entonces se considera como positivas 

aquellas reacciones que muestren una aglutinacion igual o 

m•s fuerte que el testigo positivo, y/o aquelli\S muestras 

que pre&enten aglutinación cuatro veces mas alta con el 

reActivo LACN comparAndola con el reactivo LGGN <85). 

La PAL y la prueba de factor reumatoi de. en el suero de 
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cinco pacientes y las muestras testigo de polisacArido 

fú.ngico, antes del tratamiento con DTT, muestran en la 

t•bla s. El FR resultó po&itivo para un •LI•ro de cinco 

anRayados. La PAL segUn Harrell ~ J1.1_., mostró positividad 

en todo• lo• au•ro• utilizAdD• proveni•nte• de p•ciente• con 

criptoc:ocosia a una concentr11.ción 1: 100 del LACN y a 

dilucicm•• da l•• mua•tr .. a de suaro de 118 a. 1132. A un• 

concentr•ción 11400 del LACN, se observó aglutinación menos 

•Vidente que la observada a una concentración 1:100 y las 

diluciones da los suero& problema v•n desde 114 hasta 1:64. 

El miemo comportamiento ob••rvado con la concantracián 11400 

del LACN lo siguió la de 11800, a excepción de un suero 

(6-SHR>, en el cual el reactivo LACN de concentración 11800 

no aglutinó, pero si hay ilglutinación ~ineilpecifica con el 

reactivo LGGN, tanto en 1:800 como en la concentración de 

11100. E•te •uero r•ault6 positivo al FR. Con la 

metodología de Hudson & Hay todos los sueros probadofi 

moatra.ron aglutinación de 2+ con el reactivo LACN 

concentrado y la reactividad en las mues;tras de suero van 

desde 1:4 hast_a 1:64, como se muestra en la mi9ma tabla e. 

El reactivo LGGN no mostró reactividad para ninguna muestra 

da suero, ni para aquella que resultó positiva al FR. La• 

muestras de polisacárido de ~ neoformaos y el filtrado de 

cultivo utilizado& como t•stigos positivos, por el metodo ds 

Harrell tl "ª1_., dieron positividad con el reactivo LACN a 



concentraciOn de 11100 da 4+ y de 3+ reapectivamente1 p•ra. 

la• ccncentracione• d• 11400 y 11BOO •• observó aglutinación 

d• 2+ para el poli•acB.rido y negativo para el filtrado de 

cultivo. El reactivo LGGN no presentó aglutinación 

in••P•Cifica. a ninguna concentración. Por el método de 

Hud•on & Hay la reactividad que se observó fue de· 2+ para 

amba• mueatr•• t••tiQO (poli•acarido y iiltrado de cultivo>, 

con el reactivo LACN y negativo para el LBBN. 

En la tabla 9 &e mueatran los resultados de la PAL y FR 

para las muewtras de LCR de lS paciente5 con criptococo5is, 

antes del tratamiento con DTT. Por el metodo de Harrell 81. 

..i.., toda.a laa mu••traa resultaron positiva• con el raactivo 

LACN a una concentra.ción de 1:100 y a dilucione• del LCR 

desde 1:8 hasta 1164. Para la concentración de 1:400 del 

LACN se ob&ervó una a~lutinación de 3+ a dilucione& de LCR 

que van desde 1:2 a 1: 16 y con las diluciones 1164 la 

aglutinación disminuye hasta 2+. Asi mismo se observaron 2 

c••o• negativos (6-SHR,7-050). Con la concentración de 

11800 del LACN &e observa aglutinación de 2+ 3+, a 

diluciones de LCR da 1i4 a 1164 asi como los mismos casos. 

negativo& (6-SHR,7-090,>. 

reactivo LGBN no prasentó reactividad inespecifica a ninguna 

concentración y con ninguna dilución de las muestras de LCR. 

Do!i pacientes (10-GAJ, 16-IPN> preaentaron FR positivo~ 

Si;uiendo el método de Hudson ~ Hay se observó una 
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a;lutinación de 3+ con al r•activo de LACN con titulo& de 

l 1 16 y 11 64 paril dos mue»tras <S-VRT, 15-VRS> y de 2+ a 

d:Llucion•• dal LCR que v•n desde 118 hilata 1164. 

ob••rv•ron reaccion•• positivas al re•ctivo LGGN. 

No ae 

Lo• resultados que nos muestra la tabla 10 refieren la 

PAL.. en muestras con otras micosis, como candido•is, 

••P•rQilo•i•, hi5toplasmo5i& y pariacoccidioidomicoai•. To

das las mu•5tra• tanto •Uaro como LCR p•rman•c•n ne;ativaa a 

1 o• react:L voa LACN y LGGN tanto en el procedi mi ente de 

Harrell 1U;.. Al,., como para el de Hudson ~Hay. 

En la tabla 11 observamos los resultados de la PAL con 

las mueatras de paciente• con otras patoloQias no micóticaa. 

Con el método de Harrel 1 ñ Al.· aquellas muestras que 

reault•ron n•Q•tiva• al FR, tambi•n lo fueron con el 

r••ctivo de LACN y LGGN en tod~s sus concentraciones y para 

tod•• la• dilucion•• d• la• mueatraa probada•. Las mu•stra• 

con FR po&itivo (21-TCE,22-RPD,31-CPF,33-LDD,34-AAD> 

mo&traron Tal sos positivos con el reactivo LACN y 

a;lutinacién inespeci fica. con el LGGN y un ca<oo con FR 

neQativo (36-GPD> presento aglutinación inespecífica de 2+ a 

conc•ntracion•• 1:400 y 1:800 del LACN. Con el 

proc•dimi•nto de Hudson & Hay las mismas muestras con FR 

positivo <21-TCE,22-RPD,31-CPF, 33-LDD,34-AAD> dieron .falsos 

po•itivos y aglutinación inespecifica. Sin embargo en un 

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



Harr•l l ~ il.· , presentó una polii ti vi dad de 2+ con ambos 

reactivos <LACN y LGGN). 

Loa reaultadoa de la PAL con suero9 normales ~e muestran 

•n l• tabla 12. Todas la• muestras de QUero con FR negativo 

pr•••ntaron ·la prueba negativa todas las diluciones 

_proba.das 1 con ambos reactivos <LACN y LGGNJ asi como con 

ambo• métodos. De la& tres muestrali (39-PML,43-JLM,44-FROJ 

poaitivaa al FR sólo dos de ellas <39-PML,44-FROJ, 

presentaron aglutinación inespecífica en ambos métodos 

•ns.aya.dos, uno (43-JLM) permaneció negativo a la prueba 

ind•p•ndient.•mente de los reactivos y métodos uti 1 izados. 

LA muestra 39-PML presentó posi ti vi dad Uni camente con el 

reactivo LACN del método de Hudson ti. Hay. Por último la 

muestra 44-FRO presento positividad tanto con el reactivo 

LACN como LGGN •n ambo• m8todos ensayados. 

El resultado de las muestras de suero y LCR que dieron 

po•itivas para el FR, fueron tratadas con DTT para eliminar 

L&Q falsas positivas y se muestran en las tablas 13 y 14 

r••P•Ctivam•nte. La int•rf•rencia dada por •1 factor 

rauma.toide se eliminó completamente y sólo permanecieron 

positivas aquellas procedentes de pacientes 

criptococo•i• confirmada por cultivo <7-060,10-SAJ>, al 

utilizar ambas métodos. El reactive LACN mostró 1 a mayor 

aglutinación con la concentración de 1: 100. 

LGGN no mostró aglL1tinación inespecific--.. 

El reactivo 



El estudio de la virulencia y patogenicidad da ~. 

neoforman• ha aido inve•tigado ampliamente por Kwon-Chung lll.. 

11.• <60,61), utilizando método& genéticos bi•n definidos. 

ldentific•ron tres factoreo;¡ de virulencia para este hongo: 

•u crecimiento a :s7•c, su cAp•t..lla de mucopol isacarido y una 

fenol o>eidasa activa que sintetiza melanina a partir de los 

pr•cur•or•s apropiado&. 

Aparte de los métodos convencionales da identificación 

de !ü.. n•oforman• como prewencia d• capsula, virulencia en el 

ra.ton y pruebas bioquimicas, se utilizó el medio de Staib 

conteniendo semillas de ~ abyssinica, que contiene 

compue•tos fenólicos, como el ácido cafeinico, para poner en 

evidencia la fenol oxidasa del hongo. El resultado mostró 

que la& cepas utilizadas fueron capacea de transformarse de 

colonia• cremosas a café oscuro, indicando indirectamente la 

pre•encia de la fenol oxidasa en las cepas estudiadas. En 

este hongo se demcetró la asociación de este producto la 

virulencia del mismo, partir da un modelo murino 

experim•ntal realizado con mutantes deficienteE en melanina 

y la cepa silvestre de Cryptgcm:cus neofgrmang C:Sl ,47 ,60-

84185,BB>. 

S• utilizó la cepa EH-169 c:.on poca cAp&ul• para el 

esqu•ma de i nmun i z ac i ón debido a que di versos trabajos 



t446,~7 ,~B,68), indican ti tul os bajos de •nticuerpos en 

con•Joa con las cepas capsuladas. Esto debe entre otros 

fraccion•• poli•acaridicas1 manos.a, xi los.a y acido 

i;lucurónico <GXM> 1 y galactosa, xi losa y manoaa (C3a1XM> es 

un fuerte inhibidor de la fagocitosis<S7,59,60,65,76,79>, 

p••o crucial para 1 levar a cabo l• presentación de un 

antigeno. La cepa EH-170 que presentó una cápsuLa grande se 

utilizó para producir el antígeno polis•carídico soluble que 

fue utili:•do como testigo positivo de referencia (35,40). 

El antígeno se obtuvo al final de la fase logarítmica de 

crecimiento, y• que •~tudioe con otros hongo• pMtOgenos como 

Scorothrix scbendd i y Aspergi l lus fumi gat,us mostraron que 

l& mayor reactividad inmunogénica y reproducibilidad del 

•ntigeno se obtenían en esta fase <2,02>. 

Ourant• la preparación de los reactivos para el 

desarrollo de la prueba de aglutinación en látex, se 

pre•entaron varios problema.a. Uno da ello• fue la obtención 

del suero hiperinmune debido que •n su mayoria la 

compoaiciOn quimica de la cépgula de este hongo esta formada 

por polisacáridos por tanto resulta un pobre inmunógeno 

Se ensayaron cuatro esquemas de 

inmuniza.ción, de los cuales los de Harrel 1 W;. 21.· <42>, y 

Dolan g.t. !!l.• <24) 1 dieron los mejores resultadoa , &iando la 

diferencia entre los dca procedimientos la muerte del hongo, 



uno con tim•roaal y al otro por c•lor raapectiv•mente. Se 

si;uió la recomendación de Dolan <24> de inmunizaciones 

mUltiplea intravenos•a para la óptimea obtención de titules 

d• •ntic;uerpo. 

Por otro lado la estabilidad de las particula9 de látex 

d• 0.81 ,.:m del laboratorio nacional se perdía poco después 

de preparar al reactivo LACN y LGGN, resultando en una 

auto•;lutinaci On. Estas par ti cu las de látex no presentaban 

un tamaño homogéneo. El lograr la esotabilidad de laa 

particulas de látex con albúmina sérica bovina, antes y 

deapu•a de au sensibilización, fue definitivo porque A$Í se 

aae;uró que los resultados fueran representativos. Para 

lo;rar la estabilidad de las partículas se tomaron en cuenta 

•us cearacteres fisicoquimicos como el de ser una suapensión 

coloidal de partículas hidr-ofóbicas cargadas en su 

superficie. En presencia de pequeñas cantidades da proteína 

pierden su estabi 1 i dad y aglutinan, sin embargo al 

•u•pand•rlas en una mayor cantidad de proteina la recuperan 

<6,24,81>. 

E• un hecho ampliamente estudiado que la presencia del 

factor r•umatcide en fluido• corporales produce un remultado 

fal110 positivo en la PAL <6, 10,30,36,39,43,99). La 

•xplicación de este fenómeno es qt.te la macroglobulina 

pr•••nt• en suero de pacientes con artritis reumatoide 

corre•ponda a una IgM, la cual reacciona con determinantes 



antig•nico• especificas de la cadena gamma de globulinas 

lgG. Se ha demostrado la habilidad de la tgM para agli..ttinar 

p•rticulas de late>< que han &ido sensibilizadas con 

•nticuerpoti lgG, y en esta prueba mas del 90% de la gamma 

Qlobulina anti-criptococal usada par.a sensibilizar 

partículas de látex consiste de IgG <6,36}. 

Adem•s del factor reumatoide también &e ha.n aceptado 

factores que puedan interferir en la reacción tales como 

cruce antigénico con Trichosporum ~ <70 1 83) y otras 

sustancias cuya naturaleza se desconoce <6,24). Estudios 

sobre estos factores de interferencia en la PAL 

(30,36,39,41,43> reportaron que compueatos eulfihidrilo como 

al mercaptoetanol,ditiotreitol <DTT>, asi como un 

trat•mientc con EDTA (36,39,70> remueven e¡¡tos factores sin 

•fectar la cantidad presente de antigeno criptococal. 

Po•iblem•nta al tratamiento con DTT rompa enlacma disulfuro, 

eliminando lo• factoras responsables de la& reacciones 

fale~• positivas. Además del tratamiento con DTT, diversos 

autores (36,24 ,51,99) sugieren el proce- di miento del 

calentamiento de las muestrag de suero y LCR a s6•c durante 

30 min antes de realizar la PAL, para eliminar las 

reacciones inespecificas. Se desconoce la natura.laza de 

•stos factores lábiles al calor. 

Uno de los factores de virulencia de ~ neoformanw,la 

c•psula, lo protege de la defensa del hospedero produciendo 



éat• en general una respuesta minima de anticuerpos en el 

hombre y l O'li ani m.;al es. Esto se debe probablemente & 1 a 

compoai ci ón qui mi ca de la capsula, ya que este mi croorga

ni smo libera gr•n cantidad de polisacárido criptccocal hacia 

los fluidos corporales evitando con ello generen 

anticuerpo• en su contra (58,72,76,77,70,BB>. En 

consecusnci• 1 ••t• micosis lo• procedimi•ntoa aerológicos 

da diagnóstico estan enfocados a la detección del antigeno 

circulante fluidos corporales, como la aglutinación de 

p•rti cul as de l átew, _prueba desarrollada en el presente 

••tudio. 

Entre diversos trabajos realizados con la PAL, Mackenzie 

(69) reportó en un estudio realizado con el filtrado de 

cultivo de 104 l•vadurau dif•runtes a ~.neoforman•, que esta 

prueba sólo aglutina con el filtrado de cultivo de este 

hongo. Adem•s la encontró positiva para muestras de 

paciantaa con inTección criptococal. Bennett y Bai ley (6) 

encontraron que después de analizar 252 muestras de LCR y 

•uero, el 9.5h presentaba reacciones falGas positivas y que 

••t•• se debian en gran parte al factor reum,;¡atoide <FR>. 

Por su parte Kauffman !ll_ 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 ~ 5!.l.· <4> 

en un estudio retrospectivo donde adem~& de valorar la PAL, 

la compararon con las pruebas de diagnóstico de tinta China 
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y cultivo, encontraron que de 59 mueatras, solo el 2'l.. fue 

po•itivo para la tinta China y el 227. para cultivo, sin 

•mbargo el 917. da •llas pres•nt•ron la PAL po•itiva, 

concluyendo ~si la ventaja de esta última con re•pecto a los 

métodos de tinta China y cultivo. Sekhon tl 41.. (90>, 

realizaron una valoración de la PAL en Canada, mientras 

tanto Scheler HJ (92> en un ••tudio en mue•tra• procedentes 

d• difarant•• partas del mundo <Europa,Aaia 1 Africa) ani como 

De•met g_t_ al..· (22> realizaron un trabajo similar en un área 

de Africa. En todos esto• trabajos &e llaga • la concluaion 

d• que la PAL es una de las pruebas de mayor utilidad para 

el diagnówtico de la criptococosis, y en caso de presentar 

f•nOmenou de reacciones inespecificas dadas por factores 

interfarantes entre el loe el FR, éstas ocurran en l..ln 5-iO'l.. 

En •l presente estudio de muestras <SUERD,LCR> de 

paci•ntea con c:riptoc:ocosis provenientes de hospitales 

me>eicanoE>, se encontró que el 100% de éstas dieron un 

re•ulta.do positivo la PAL, lo que mostro una alta 

sensibilidad de la prueba, por otro lado la misma prueba 

reaultó negativa en muestras de paciente• con otras micosis 

y otras patologías mostrando asi mismo gran e•pecificidad 

con este reactivo para la detección de antígeno circulante 

de ~ neofocmans. 

Los estudios de mayor relevancia con respecto 

reacciones falsas positivas encontradas la PAL están 
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r•alizados principalmente por Bennett R al.• <6>, Oolan tl 

!!.!.. <24). Bennett il i\!_. lb) recomendó el uso de controles 

tale& como un reactivo de particulas de látex sensibilizadas 

con gamma globulina normal de conejo y un reactivo que 

consistió de polisacár1do criptoc:ocal 

polisacórido/ml. Con el usa de estos control es la PAL 

comparada con otros procedimiento6 resulta mucho mas 

aenaible y especifica. 

Por su parte Dolan tl ª1_.l24J. en un estudio reali::ado 

con muestras de suero y LCR de pacientes con cr1ptococ.osis, 

de otras infecciones mic6t1cas, y otras con FR positivo asi 

como un grupo de auero6 de individuos s~nos, encontró inter-

ferenci a& en muestras de p~c1 entes con aspergí losi s 

bronc.opulmonar y blastomicosi6. En aueros con FR, el 87h de 

ella• aglutinaban con el reactivo de látex gamma globulina 

anti-criptococal <LACN) y el 38% aglutinaba con el re~ctivo 

lAtex gammma globulina normal de conejo CLGGN). Ninguna de 

las muestras de individuos sanos aglt.1tin6 los reactivos 

antes mencionados. Concluyó que una reacción positiva con 

el reactive de l é.te}: gamma globul i na anti-criptococal, 

combinada con un FR negativo y la no aglutinaciÓIJ del 

reactivo látex gamma globulina normal de conejo, es 

altamente significativa de infección criptococal. En el 

presente estudio con el fin de eliminar las reacciones 

inaspecificas, se ca.lento el suero como lo recomendó Dolan, 



alimin•ndo con ello los resultados falsos positivos encon

trados en un porcentaje del 27.2 del cual el lCl'l. aglutinó el 

rei\ctivo LACN y el 17.2 Y. aglutinó el LGGN. Se incluyo 

además un testigo positivo de polisacárido criptococal, 

rea.ctivo de láte>t gamma globulina normal, y el tratamiento 

con DTT de las muestras analizadas, para obtener una 

aspeciTicidad y senaibilidad de un 100% en l• PAL. 

La prueba de aglutinación en látex desarrollada para la 

detección, del antigeno criptococal demostró ser las 

muestras de pacientes de hospitales mexicanos un proce

dimiento serológico de gran ayLtda para el diagnóstico de la 

criptococo&i& por la sensibilidad y especificidad, con la 

inclusión de controles apropiad os para detec:tar 1 as 

reaccionas inespecificas. 
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CONCLUBIONEB 

l) La obtención de un suero hiperinmune con altos 

ti tul os de anticuerpos es fundamental para la 

•an&ibiliz•ción de las particulas de látex y la realización 

de la prueba de aglutinación. 

2) Para la. realización óptima de la prueba, las 

p•rti cul as de látex deben ser es tri eta.mente de un tamaño 

homoQ•neo. 

4b 

3) El tratamiento con OTT y calor e& determinante par.a. 

eliminar los factores interferentes en la prueba de 

&glutin~ciOn en iatex para el antigeno criptococal y por lo 

t&nto las r••ccion•• +•leas positivas. 

4) La inclusión del reactivo de partículas de liltex 

••n•ibilizado con inmunoglobulina de su•ro da conejo normal 

(LGGN> facilita la interpr•tación de reacciones falsas 

positivas durante la prueba de aglutinación en muestras de 

suero y LCR. 

5) La PAL con los reac:tivoto preparados en el presente 

e•tudio confirmó el diagnóstico clínico de criptoc:ocosi& en 

mue•tr•• de •uaroa y LCR de lo• paciente• astudi•dos. 



ANEXO 

l. l'IEDIOB DE CU~TIVO V REACTIVOS. 

a> Agar DeMtrosa P11Ptana Sabouraud. 

paptona to.o g 

dextroaa 

11.g•r 

•Qu• destilada 

40.0 g 

15.0g 

1000 ml 
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Se utilizó para el mantenimiento de cepas, y para 

pruebas da ••terilidad. 

bl C.ldo De>etr09a Babauraud. 

peptona 

dextrosa 

10.0 g. 

20.0 g. 

1000 ml. 

<Difcc>. 

<Merck). 

Se utilizó para la obtención del antígeno levaduriforme, 

•~i como para la curva de crecimiento. 



el AQar Alpis~• "911ro.<S119un S~aibl 

•lpiste negro o niger. 50.0.g 

cloramf•nicol. ~O.Omg 

•;•r bacteriologico. 

gluco~• 

craatinina 

KH2P04 

ac¡ua dest. 

15.0 

1.0 

1.0 g 

1.0 g 

1000 ml 
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S• utilizó como medio diferencial. La producción de un 

pigmento castaño roji:::o marrón 

~ neoformans. 

d> AQar Nitritos. 

aga.r 

KN03 

peptona de carne 

agua dest. 

20.0 g 

1.0 g 

2.0 g 

1000 ml 

caracteristico de 

Se utilizó como medio diferencial. ~ neoformanp no es 

capaz de utilizar como fuente da nitrógeno al KNO~. 



•> Agar Bt1111y-Nick.,-•on. 

citrato de bi&muto amonico 

•Ul+ito d• •odio 

d&Ktrosa 

extracto de levadura 

9licina 

cloramfenicol 

agar 

agua dast. 

5.0 g 

3.0 g 

10.0 g 

1.0 g 

1. o g 

0.5 g 

:20.0 g 

1000 ml. 

Sa utilizó como un medio de referencia para otras 

especies. El desarrollo de pigmento mat""rón es 

f) AQar Glicina RoJc d• Fenal. 

Salicin y Hard los describen medio diferencial de 

variedad&&. Con la var. ~el medio produce un cambio de 

color del rojo al amarillo. 

glicina 

ciclohexamida 

rojo da fenol 

agar 

L.a• placas 

1.0 )\ 

1.6 ml 

0.0018 g 

15.0 g 

inoculadas abundantemente con el 



QI Dializado d• N9op11pt:ona y Levadura. 

neopeptona 

•Ktracto da l•v•dura 

d•>etro•• 

1.0 ;( <Difco) 

l,O Y. <Difcol 

1. O :t. 11 <Merck > 

Utililizado para la preparación de antigeno criptococal. 

h> A.ortiguadar d• Foa-Fat:os. 

N•CI a.o 9 

KH2PD4 

N•2HP04 12H20 

KCl 

a;ua d11at. 

pH• 7.2 

0.2 g 

2.9 g 

0.2 g 

1000 mi 

i> A9ortigutador de solución Glicina-Salina. 

N•CI 9,0 g 

CaC12 

glicina 

agua dest. 

pHQ9,0 

1.0 g 

7.:S g 

1000 mi 

Añadir 1 g de albümina sérica bovina. 

5(t 



JI Alwortiguadcr d• Blicina-Balina 0.~7 H pH B.b. 

Glicina 14.0 

NaOH o. 7 

N~Cl 17.ú 

Azida de •odio (coneervadcr> 1.0 

Di solver en 500 ml de agua desti 1 ada y ajustar a pH e. 6. 

Aforar a 1000 ml. 

kl Alt~tiguador Tris HCl 0.2 H 

Tris-HCl 

•c¡¡ua daati lada 

S• ajuatar el pH da B.ó. 

21 PRUEBAS BlOQUIHICAB 

31.2 g 

1000 ml 

a> A•imilaciOn de carboti•dratos. 

51 

Se utilizó el caldo base para asimilación de 

carbohidrato•. 

triptaina BBL 

NaCl 

rojo de fenol 

10.0 g 

5,0 g 

0,0l8g 

agua daat. 1000 ml 

El carbohidrato en aatudio •e añade al caldo ya 



52 

estarilizado, a una concentración de 0.5 -1 Y. esterilizado 

por -fitrac1ón. 

Sa inocula el cal do con una asada del microorganismo 

pr•viament• aislado en cultivo pLtro. Incubar • 37ºC de 6-10 

di••· El desarrollo de un color amarillo estable, indica 

qu• la producción de ácido es suTiciente como para bajar el 

pH a 4.4 y •• una pruwba po•itiva. 

b> Pru.ba d• ur••••· 

El caldo Urea de Christensen es uno de los medios m.is 

utilizados, para la dat•cci6n de actividad de ureasa. 

peptona 

glucosa 

NaCl 

Fo•fato monopotasico 

urea 

rojo de -f•nol 

pH• 6.B 

1.0 g 

L.O g 

:s.o g 

2.0 g 

20.0 g 

O.Ol2g 

La misma qu• al inocular los carbohidrato•. 

El desarrollo de un color bugambilia, indica prueba 

poeitiva. 



e> Pru•b• de Pata;•nicidad •n el ratón. 

Se hace una suspension salina de células obtenidas de 4-

:i dia• da crecimiento. Se recomiend• una dilución 1:1(1(1. 

Se inoculan 2-4 ratones via intracerebral con o.<12-0.03 

ml de la suspensión 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 e~amina al 

mat•rial gelatinoso del cerebro en 1 gota de tinta china 

naora para observar la preuencia de células levaduriformes. 

d> .-..tcdc d• la a-taluidina. 

Utilizado para la determinación de glucosa en el medio 

da cultivo para la curva de cracimiento. 

o-toluidina 6.0 ml <Merck> 

tiour•a 0.15 g (Merck) 

ac. acético glaci~l 100 ml. 

SR agregan 3 ml de éste reactivo por cada ml de 

aobranadante centrifugado del medio de cultivo. La 

coloración resultante se leyó 

espectofotómetro. 

630 -635 nm. en el 



FIGURA 1. Cultivo de f..:. neoformans en Medio de agar 

Sabouraud donde presenta colonias blancas 

cremosas y mucoides. 

FIGURA 2. Cultivo de ~ neoformans en Medio de agar 

alpiste negro donde presenta colonias -

oscuras cafe-marr6n. 

54 



FIGURA 3. Cryptococcus neoformans. A) Cepa EH-169 

B) Cepa EH-170 y C) Cepa EH-171. Tin -

ci6n con Tinta China. (1000X) 

SS 



56 

DOOr·-----·--·__;···----
1 
! 

sooi 
----==----·· .......................................................................... ::::::.:=: .............. . 

1 
i'OO~·············· ' ···-·····-········" ................ ·-·-·- ........ ,.~ ............................. ····················-·· ·········· ... -······-·············· 

1 • 
aoo+ 

¡:; 1 l 500j
1

·•• ••••••••••••••••• •·••· •••• ···~;¡;'---·······:·:: .................. : ... ·.~:··:··.·:·:.··:·:·::··:·.:·:-.: .. ··-.::·-.··.···:·.··.··-.:·: 
ª ::: ...... ······ .................... ,~;:.::~~-~: .. :: ............................................... -...................................................................... . 

1 200¡··············· ............................................................................................................................................................ . 
100J. ............... . 

1 
1 

0~1-----....---,.---,.---..---..---,---..--' 
o 2 3 4 5 6 

DIAS 

FIGURA 4. Curva de crecimiento de Cryptococcus neoformans 

EH-169 por medio de la determinacion del consumo 

de glucosa. Ca.da punto es el promedio de tres expe -

rimen tos distintos. 
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TABLA 1.Caract.,..faticaa de Cryptocgccyw oppfgrmans. 

CEPA 

EH-169 

EH-!70 

EH-171 

iJRllEllCIA 
EN RAIOM 

CR.ECJftJElllO 
A 37'C 

PllllENIO UllUSA KNO, 
El 111111111.PISIE 
1111!11 

TABLA 2. A•i•ilación dR carbohidratos por 
crvptpcqccuw negfgrm.ns 

CEPA SAC LAC ftAL ftAll OEI RIB IJL IND FRU ftAllJ 

EH-169 + •1- • +1-

EH·J70 

EH-171 .,. 

SAC•11c1ro11, LAC•l1cto11, ML•11lto11 1 tlAN•11no11 1 DEI•dutrou, Rll•rlbo11 1 

XIL•1llo11 1 INO•tnD1tto1°1 FRU-fruct011 1 ftMl•1111itol, 
l+I• Alitihción. H11 No 11l1thtión, !+/-): Yarilble. 
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TABl.A 3. Datos o•ruwal•• de la población de indivi-
duoa de la• cual•• •• obtuvi•~an llU .. tr•• 
bialóQicas para la prueba de aglutinación 
•n 16teK 

Pachntt illD Edad Oi1;nOltiCo Enftraedld llu11tn 
(UOI) Cllnitol•I 11oti1d1l•I utudi1d1 

l-ILE l5 &IDA Cri,tococD1i1 t111ro 
2-IM 28 BIDA trlptoucosl1 LCR 
l·Rl!S l2 SIDA crtptococ.0111 lt11 
4-l!R 27 ilDA CrtptDcoc01l1 LCR 
1-YRT l6 SIDA Crlptococo1i1 LCR 
6·SHR lB SIDA Crtptococo1i1 Sutro.v Ltfl 
7-0SO 27 SIDA Crtptoc.ou1i1 S111ro y LCR 
8-fW ll SIDA Crtptococo1l1 s .. ro y LCR 
HLE 41 Criptococo11 IOn;un l11.1ro y LCR 

unbral 
10-Sl.l 27 Crtptococa111 •t LCR 
11-llO!IL ~ Crtptococo1l1 •t LCll 
12-VN 21 Criptococ0tl1 •C LCll 
ll·RVT 28 Crlptococotll •e Lt11 
14·RIA l5 Criptoc.oce1l1 •e LCR 
15-VRS ll trtptococoti• •t LCR 
16-m 29 trlptococnl1 •C LCR 

• El dl1;no1Uco dt la Criptococo1h 11 confirt6 por 11111n diucto y cultivo, 
F• ft•nlno 11 .. 11culino MC• no conocido 
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TaUa l, (cont,I 

6rupH T11t100 

P1cl1nt1 Sno Ed1d Dl1gnó1tico Enftr•d1d ftiaelln 
(11011 Cllnicoltl uochda<•I ntudi1d• 

17-DBR NC C1ndido1i1 NC Su1ro 
IB·5"l NC Hi1topl11101i1 NC Suero 
l!·lllA llC P1r1coccidlo· NC Sutro 

dlo1lcD1h 
20·1111 NC A1p1rtilHl1 NC LCR 

21-TCE 29 BID! N1urolnf1tc1on LCR 
22-Rl'D ¡5 Nturolnftction NC LCR 
2HYA !2 SIDA NC LCR 
24-ARN ¡5 N1t1rolnfecclOn NC LCR 
25·11'P 29 1turolnf1cclOn NC LCR 
26-FRllD !2 NturolnftcclOn NC LCR 
27-iLllC ll A~cno NC LCR 

tntr1cr1n11l 
28·ML 42 Infarto c1rtbnl llC LCR 
29-HAB ll NturochUctr· NC LCR 

COlh 
!0-SRE 45 Crhh COnYUI· NC LCR 

thll 
!1-CPF !6 lturolnflcclón NC LCR 
!2-llCD 27 SIDA TaxopJ&1101l1 LCR 
lHDD NC Tftanos NC Sutra 
!l·MD 29 SIDA Ta1opl111a111 LCR 
l5·H'IA ¡¡ Lupus 

Erlt1Hto111 NC Sutro 
Sl1U1lco 

l6-6PD 11 Nturolnflcclón NC LCR 

!7·RJY 25 Sino Su1ro 
!B•JLY 21 Sano Sutro 
!9-flll 26 Sino Suero 
4D·DSH 28 Sano Suero 
41-111!1 25 S.no Sutro 
12-DPS 2! Sino Su1ro 
43-IL" 26 Sano Sutro 
11-FRD 21 Sano &utro 
45-PAB 22 Sano Sutro 

F• f1unlno ,.. IU~Ultno NC•nocanocldo. 
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TABLA 4. Deter•inación de la n1axi•a dilución r•activa 
d• LACN par •l m•tcdo d• Ha~r•ll mJ;. Al. 142) con •1 

suero de rrier.ncia d• un pacient.• con criptacocaai• 

Dtlucionn Dilucl1111t1 d1l 1111ro d1 nf1nnd1 
j1l LAC>I 

112 111 llB 1116 1132 1164 11121 11m 11m 111021 

11100 4+ I+ 4+ l• l• l+ ... 111¡ ... 111¡ 

11200 2• 2• l• l• l• .. , ... lllt ... 111¡ 

11400 l• l• 4' l• "" ... . .. .. , ... .. , 
11800 l• l• 4' l• 3+ 2+ ... .., ... .. , 
111600 l• 2+ l• l• l• l+ .. , .. , .. , "'' 

L!Cll . Ut11 g1•a-globulina anti C..... llGfRt.linl, 
o 11+• Mlg1tiva 
2•14+• Pa&IUvo 
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TABLAS .Det.,..Minación de la .a.xima dilución r•activa 
d• LACN par •1 m•toda d• Harrell 11.t.. .i.. (42> con 
al LCR dw r•f•r•ncia prcv•ni•nt• d• un paci•nt• 
can criptococasi• 

OiluciDn11 
d1I UICN 

Dllucion11 dtl LCR dt nftnnch 

112 114 hB 1116 1132 1164 11128 112'6 l1fü 111021 

11100 4+ 4+ 4• 3+ l+ l+ M19 .. , N1g 

11200 4+ l+ l+ l+ 3+ N19 lltg .. , 
11400 l+ 3+ 4t l+ lltg .. , .. , 
11100 ]+ ]+ 4+ l+ l+ 2+ Mt; Ntg .. , 
111600 2+ 2+ lt l+ 2+ 2+ M19 .. , Nlg 

LACM • Uttx gu11~9lobulina1 inti Ci. unf.2r.unl. 
o 11 .. 11t1tlvo 
2+ 14t1 P111itlvo 
LCJI Liquido tthlornquidto. 
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TABLA 6. D•t•rminación de la m8xim• dilución 
r•activA d• LACN por •1 m6tcda d• 
Hud•an 11 Hay (4:5) ccn •1 au•ra d• 
r•f•r-•ncia d• un paciente ccn 
criptcc:aco•i• 

Diluclan11 d1l Conctnlraclon dl!l suero d1 reftrencn 
L!CM 

lt2 lt4 ltB ltl6 1112 "" lt12B 

Conc1ntr1do l• lt l• l• Jt 2• 2• 

lt2 l• l• l• 2t 2• 2• Ntg 

113 2• 2• 2• 2• 2• Ntg ,,, 
114 2• 2• Ntg No¡ ,,, No¡ Nog 

ltS N1g ,,, N1¡ No¡ No¡ No¡ Ntg 

LACN • LitH gu11~gtobulina anU~b_ ll1RfllwD.1 
O 1 l+• N1;1U~o 
2+ 1 4+• Posttho 
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TABLA 7. Dttt•rminaci6n de la maxima dilución 
r-•activa d• LACN por •1 Mtodo de Hudacm 
~ Hay (45> con el LCR d• r•f•r•ncia de un 
paciente con criptococo•i• 

Dilucionu d1J Conc1ntración del LCR de referench 
LACN 

112 114 118 1116 1132 1164 11129 

Connntr1do 2+ J+ l+ l+ l+ 2+ .. i 

112 2+ l+ J+ l+ 2+ 2+ 2+ 

lll Ntg 2+ Ntg 2+ Ntg H1g Htg 

114 Ntg 2+ 2+ 2+ llog N1g .. i 

11! Ntg lltg Ntg Htg lilg lltg Ntg 

LllCN • Utei 9uu·9lobulin1 anti·~ !l!Pl.1!!.!ill 
o 1 J+•N111tho 
2•14+•Po1itivo 
LCll •Liquido cehlaraquideo. 
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TABLA B. Prueb• de aglutinación en látex y f•ctor reumatoide 
IFRI utilizando llU.,.D• p09it.ivoa can cript.acaca•i• <•> 
Y -..•st.ra• t.••t.igo d• polisacArido fUngico 

Mtoda Mtododt 
CfldigD Diagnhtico FR dt H1rnll l1 il· Hud1on • H1y 

LU1111tnsibiliudo -LU11 11n1ibilh1do 
IDllucion11I conc111trado 

11100 11400 11800 
LACll L66M LACN L6611 LACM LB6M LACM LSGll 

l·ILE criptococoti1 nrq 1116 nt¡ 118 "'' 114 nt¡ 1132 nrq 
y SIDA 2+ 2+ 2+ 2+ 

6-SHR criptacoco1i1 POI 118 118 114 nt¡ nt¡ 1132 114 nt¡ 
y SIDA 4+ 2+ 2+ 2+ 2+ 

7-DSO crtptococali1 ntl 118 118 no¡ 118 nt¡ 1132 ntl 
y SIDA 3+ nrq 2+ 2+ l+ 

B• FY8 crlptococo1t1 nt¡ 1132 nrq h64 nt¡ !164 nt¡ 1164 nt¡ 
ySlllll 3+ 2+ 2+ l+ 

HILE crlptocaco11 nt¡ 118 nrq 118 no¡ 118 "' 1116 nrq 
ctrHrtl 4+ 2+ 2+ l+ 

poltuc1rldo•1 nt¡ hl6 nrq 118 ntl 118 nrq 118 ne¡ 
b_~lttl 4+ 2+ 2+ l+ 

filtrado dt cultivo nt¡ 1132 nt¡ nrq nt¡ nt¡ ni! 114 nt¡ 
dt ti. nttlliJ..l!llllfl 3+ 3+ 

t La crlptococo1h fu6 conf1nad1 por 11111n dtr1cto y culUvo. .. E1to1 1nUg1t101 constituytron el trslig~ pHitivo que st 1ju1to • 10pg CH0/11 
LACN• Utll g .. a-globulin11nti C,. ae:gfgrmeo:a. 
L96N • Uttx g1•1·globulin1 aon&I dt contjo. 
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TABLA 9. Prueba d• •QlutinaciOn •n lAtei<. y factor reumatoid• 
CFRI utilizando LCR positivo• a cri ptocacosi •. 

!ltlodo 
COdlgo Oi1g!ló1lito FR dtHirrellfi.ll.· 

------------------··-------------------------
Llt11s1nsibiliudo 

10Uucion11I 

----------------·---------·---------·---------
11100 11400 11800 

LACH L66N LACN L66H L>CM LGGN 

------·----------------------·--------------------·--------·----------------
Z·&SK crtptococo1l1 nt<¡ 1132 ntg 114 

y SIDI 3+ 3+ 

3-RKS crlptococ01i1 no¡ 1164 nt¡ 1164 
y SIDA 3+ Z+ 

HAR criptococo1i1 no¡ 1116 ntl lllb 
y SIDA 3+ 2+ 

5·VRI criptococat1 nt¡ 116 nt¡ 116 
y SIDA I+ 3+ 

6-SHR crlptococo1i1 nt¡ 1132 nt¡ neg 
y &IDA 2+ 

7·0SO criptococo1i1 no¡ 1116 ntg nog 
y &IDA Z+ 

s-m crlptococo1i1 ntg 1164 ntQ 1116 
3+ 3+ 

MLE triptlltOCOll ntg l1lZ ntQ 114 
unbr1l 3+ 3+ 

LACM • Litex g11H-;lobulin1 1;ntl· e,. oeoformans. 
LSSM • LU1x gu11~l°'ulin1 nonll di! cooejo. 

nt¡ 114 '"l 
3• 

nog "' nog 

no¡ l:i nt¡ 
3• 

nt¡ 116 ntg 
l• 

no¡ !'IQ no¡ 

ntg nlg ntg 

neg lllo ntg 
3• 

"' 11• nlg 
l• 

Pl•tododt 
Hud¡ont..Hay 

litu Hnubiliu.dc 
concentrado 

-------------------
LACN LGGH 

-------------------
1132 nog 
l• 

112 "' l• 

1132 nog 
l+ 

\116 "' l+ 

h32 no¡ 
Z+ 

118 nog 
2+ 

lU4 nog 
Z+ 

hB no¡ 
2+ 
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TABLA 9. <cont> 

!IUado Mtodo dt 
CDdigo Di1gnó1Uco FR dt H1rrtll 11 ll.· 111.dMlll li H1.y 

Utlx 11n1ibili11do UtH 11nstbllludo 
IDilucton11I ununtrado 

11100 11400 11100 
LACll LG6N LACM L6611 LACM LGGJI LACN Leetl 

lo-BAJ crtptDCDCOlil , .. 1116 "'' 1116 ntg 111 "' lll2 "I 
l+ l• l• 2• 

11-DD!L criptDCDCOlil '111 1112 '111 n111 "I "I '111 1132 n111 
2+ 2• 

12-VIA crtptGCOCD•I• '111 1132 "I 1164 "I 1164 ntQ ll:S2 n111 
lt Jt 2+ 2+ 

ll-R'll crtptococall1 n111 118 "' 1116 "111 1116 '111 1116 nt¡ 
Jt 2+ 2+ 2• 

14·RJA crtptacoct11i1 n111 llB "I 112 ntg hl6 ntg 1132 n111 
J+ J+ 2• 2+ 

15-VRS crtptocac01l1 '111 1164 ntQ 1164 ntg 1164 n111 1164 "' Jt 2• Jt J+ 

16-IPN crtptacoco1t1 '" 1116 •111 1116 "' 1116 '111 hl2 '111 
l+ l+ J+ 2+ 

LAC~Lüi;g;;;;:g¡ob~ii;;-;ñtr:~ñiPfiiriiñi~----------------H------ -------------
LB&Ma Ultx g1H1-glo~ultn1 norul dt contJo. 
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TABLA 10. Pruaba d• aglutinación en lAt•x y Tactor 
reu•atoid• CFR> en mueatra• d• LCR y auero d• 
paci•nt•• con otra• mico•i• 

Mtodo 
Cl>dlgo Oi1gnósl1co FR dt H1rrell tl !l· 

---------------------------------------------
Lil11 un1ibiliudo 

IOllucionul 
•••••••eo••••"•••••••••••••••,o••-••••••••••••• 

hlOO 11100 hBOO 
LACM L66M LACM L66M LACN Lll&N 

11-DBR candLdo1h ntg ntg no¡ "' nt¡ ntl nt¡ 
llUtt"DI 

18-SMI hl1topl&HC11il ntl "' nt¡ ntl nt¡ "' ntl 
l1u1ro) 

19-DRA paratotctdio nt¡ "' nt¡ nt¡ nt¡ "' no¡ 
dl0tico1i1 

l111tro) 

20-MTI 11ptr;i101h ntl "'' nt¡ ntl nt¡ ntl no¡ 
tLCRI 

LACK• Ute1 g1•a·9loblllin1 anti·'-1- llGf.I!U.lni.· 
l&&M• Ut11 g1H1-glob11lin1 nortll de contjo, 

"ttodo dt 
Hudson la Hly 

--------------------
L1t11 Hnlibiliudo 

c.onuntr1do 

--------------------
LACN LB&N 

nt¡ nt¡ 

no¡ .. , 
nt¡ ntl 

nt¡ "I 



68 

TABLA 11. Pruebil de •Qlut.inación en latwM y .factor 
rewaatoid• CFRI "" •uestra• d• paciente• con 
patolOQiaa na •icótic•• 

ftftodD "•todo 
COdiqo Oi1;no1tica FR dt H1rnll tl il· di Hudlon Ir H•y 

Ut11 senubili:udo L•ttt t.ensibiliudo 
IDilucionHI conctntr&do 

11100 11400 11800 
LACN L66N LACM L66N LACN LBBM LACIO L66N 

21-TCE SIPA PDI 1164 1111 112 "'' "' 1161 1116 1164 
2+ 3• ,. 3+ ,. 2+ 

22-RPD nturolnflcciDn PDI 114 "'l neg nog "'l "''l 111 114 
2+ 3• 3• 

23-LYA SIDA ntg "' nrg nrg nll "' nll ni<¡ nll 

24-ARll nturotnftcciDn no¡ "' neg neg nl'l neg n1<¡ nrg nl'l 

2'·ftPP n1Uroinf1cclDn nlg "' nrg neg neg neg nrg neg nrg 

26-FRftD nturoinf1tciOn "'l neg neg neg neg neg nrg nr; ni! 

2MLftC 1bc110 "' nll "' nll "' "' nll "' "' intr1cr1n11l 

2B·m inf1rto nll "' n11 ni<¡ "' "' "' "' "' cenbnl 

2!-HA6 lllllroci1ti- "' ne¡ "' "' neg nll "' nr; •11 
urco1ll 

30-SRE cri1i1 nll "' nog nog nll "' ntg ni<¡ nll 
convul11v11 

LACIP Utlr QPN-9lobulin1 1nti-C.. oggfgt:maos. 
L6611- Ut11 QHH91lobulin1 norHl de conejo, 



TABLA 11. <contl 

Ctldigo DhQnOstico FR 
INtodo 

de Harnll 11. !l.• 

69 

"ttodo 
d1Hud1onliH•y 

Llte1 senslbiliudo Ut11 HHibillu.ao 
lDilvclonHI conuntr1do 

11100 11400 11800 
LACN LBGN LACN L66N LAtll LB&N LACN L56N 

31·CPF n1uroinf1cci6n pos h64 hlZ h64 h64 OIQ r.tq l:b4 1164 
3+ 3• 2+ 2• l• l• 

32-ftCO to1opl11101l1 nog nog no¡ no¡ no¡ nog nt¡ no¡ nog 
y SIDA 

ll-LOD Uhno1 pDI 111 no¡ nlQ nog nlQ l:B l:B 111 
2+ l• 2• 2• 

31-AAD to1opl11101is PDI nlQ nog nog ne¡ nog nog llB nog 
y510A l• 

ll·HVA lupu1 nog nog "I nog ntg nog ntg 112 112 
1rito11to10 2• 2• 
1ilU1lco 

36-SPD n1uroinf1Cti6n Olg neg neg 11~ nog l:B neg neg neg 
2• 2• 

----------------------------------------------------------------------------- -------------------
------------------------------------------------------------------------------ -------------------
LACN= Látex gamma-globulina anti-~ o~ofQrDH!Di 
LGGN= Lé.tex gamn1a-g 1 obul i na normal de co11e;o. 
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TABLA 12. Prueba d• •Qlutin~cién en late>< y -factor-
r.umatoid& IFR> utilizando 9u...-os d• indi-
viduos ••nos 

"tlDdD ltUOdD 
Códiqo Dhgnollico FR dt Hurell 11 tl· d1 Hud1cn ~ H¡y 

Litex nn1ib11iuda Ut11 Hnibilludo 
tDU11cion111 c.anc1ntr1do 

11100 11400 11800 
LACN L66N LACN L66N LACll L66N LACN L66N 

37-RJY u.no nr¡ no¡ ni¡ no¡ ntg ntg nt¡ "I nt9 

38·JLY sana ne¡ ntg "I no¡ no¡ no¡ nt¡ ni¡ ntg 

39-P"L uno POI nt9 ni¡ "9 ntg nt9 nt¡ 114 nt¡ 
3• 

40·D6H uno ntg nt9 "9 nt9 nt9 nt9 "9 "9 nt9 

41-1"" uno "9 ntQ "9 no¡ nlg nt9 no¡ no9 no9 

42·DPS uno no9 "9 "'9 nt9 no9 nt9 nt9 nt9 nt9 

43-JL" 11no PDI no; no9 nt¡ nt¡ ntg no¡ "9 no¡ 

44-FRO uno POI 1132 1116 llb4 118 no¡ no¡ 1132 1132 
2• 2• 2• 2• 2• 2• 

IHA8 uno nr9 nt; "'9 no¡ nr¡ nr¡ nr¡ no¡ nr¡ 

LACN= Látl'.l':: gamma.-globulina anti 6.. ogoformao2-
LGGN= Latex g~mma-globulina normal da conejo. 
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TABLA 13. Prueba d• aolutinaciOn en lAtex da las muestr•s 
d• au•ro y factor r•umatcid• <FR> d••pu6s d•l 
tratami•nto con DTT 

tlttodo 116todo 
Clldigo Diignóstico FR de Ha.rrell tl ll· de Hudson' Hh 

Ut11 Hnsibiliz•do L.11te111nsibiltt1:30 
<Dllucton11> conc1ntr1d11 

11100 11400 11800 
LACN L86fl LACN L66N LACN L66N LACN L66N 

-------·------------------------------------------------------------------------ -------------------
!-SHR criptococo1h nt¡ 118 ntg 1132 "9 114 nt¡ 1164 no¡ 

y SIOA 41 2• l+ l• 

I0-6AI trJptococosi1 no¡ no¡ no¡ nog no¡ nt¡ nt¡ no¡ no¡ 

33-LOD Ut1not no¡ "9 nt¡ "9 "9 nt¡ no¡ ntg n19 

39-P!!L uno no¡ n11 no¡ no¡ n1¡ no¡ no¡ nt¡ no¡ 

43-IL• 11no no¡ n19 n19 nog "i no¡ nr9 no¡ no¡ 

4HRD uno no¡ n19 nt¡ no¡ "9 no¡ n19 nr¡ nr9 

------------------------------------------------------------------------------ ---------·--------
------------------------------------------------------------------------------ -------------------
LACN= Late~: gamma-globulina anti ~ oeofgrnians 
LGGN1::1 Latex gamma-globulina normal de conejo 
DTT = D:ltiotr~itol 
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TABLA 14. Pru•ba d• a9lutinación ..., lAteM ..... l•• muestr•• 
d• LCR y -factor reu1natoid• IFRI d••pu•s d•l 
trata .. i.nt.o con DTT 

"6todo ftttado 
COdtgo Di1gnó1tlco FR dt Hurell tl 11.. dt H11d1on • Hiy 

Ut111tn1iblliudo Lit•• 11nsibiliudo 
tDilucion111 conc1ntr1do 

11100 111io 11900 
LACll LB&M LACN 181111 LACM 16611 LACN L&llll 

IO·Ml criptocou11l1 no¡ 1164 "I ll64 nt¡ 1116 nt¡ 1164 nt¡ 
4+ 2+ 2+ 2+ 

16-JPN crlptococni1 no¡ hl2 nt¡ 1116 no¡ 1116 '" hl2 "" l• 2+ 2• 2• 

21-!CE SIDA nt¡ no¡ nt¡ no¡ ntQ no¡ no¡ nt¡ "" 
22-RPD n111roinf1cct6n ne¡ neg neg neg neg no¡ neg neg neg 

ll-CPF ntW'oinflcción nt¡ "9 "9 neg ntg ne¡ "9 ne¡ "" 
ll·MD lo•opl11101i1 no¡ nt¡ nt¡ ntl no¡ no¡ '" ntQ no¡ 

¡SIDA 

:U-t!PD nirurolnf1cclon no¡ '" no¡ nt¡ ntQ noq no¡ ntQ no¡ 

LACNa LAtex gamma-globulina anti-~ neofgrmpos 
LGGN= Látex gamma-globulina normal de cene Jo 
DTT = Di ti otrei tol 
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