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RESUMEN. 

se desarroll6 la técnica de aglutinaci6n en látex para la 

det.ecci6n del antlgeno capsular de Cryptococgus neoformans 

variedad neoforrnans y variedad gattii. Se extrajo el antigeno 

soluble (Extracto crudo de Polisacárido) de éste hongo, por 

técnicas de filtraci6n y centrifugaci6n. se produjo suero 

hiperinmune Anti-cryptococcus neoformans en conejos raza Nueva 

Zelanda, hasta obtener un titulo de aglutinaci6n en placa con 

células completas de 1:1024 para la variedad ~y 1:2048 

para .variedad neoformans. Este suero se utiliz6 para recubrir 

particulas de látex y utilizarlas en la detecci6n de antigeno 

soluble. Corno control negativo se utiliz6 part1culas de ,látex 

sensibilizadas con suero normal ae conejo. ·. La m1nima · 

concentraci6n de ant1geno soluble detectada por ésta técnica 

es de 25 ng/ml para la variedad neoforrnans y 19 ng/ml para la 

variedad gattii. 
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I. INTRODUCCION. 

A) Generalidades. 

La cript;oc.ocosis es una micosis de curso subagudo o 

cr6nico, causada por un hongo levaduri~orme, denominado 

cryptooocous neof'ormans se caracteriza por afectar 

inicialmente pulmones y posteriormente se disemina. a piel y 

vísceras, con una clara predilección por el sistema nervioso 

central (5), la criptococosis es conocida también como 

"Blastomicosis Europea" (Enfermedad de Busse-Buschke 6 

meningitis Torular . (Torula hystolitica) (l) es una enfermedad 

de distribución mundial que afecta tanto al hombre como a los 

animales. 

El agente etiológico de la· criptococosis, · Cryptococcus 

neoformans presenta do_s variedades: ~ 

neoformans y~ neoformans var. -~(28). 

B) ECOLOGIA. 

neoformans var .. 

La v1a de entrada es casi· siempre respiratoria, sin 

embargo, existen informes de casos cutáneos primarios, que se 

inician por la inoculación a través de una solución de 

continuidad, ~ neoformans también puede ingresar por vía 

oral (frutos, leche), pero la lisozima salival y el pH del 

est6mago lo inactivan la mayor1a de las veces(S,44). 

Durante mucho tiempo se consideró un padecimiento raro, 

sin embargo en la actualidad su frecuencia es mayor, ya que·se 

presentan casos de criptococosis asociados con 
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enfermedades '·debilitantes del s-istema inmune como leucemia, 
- . -- - . 

diabetes mellitÚs, lfnf-oma, Sarc:oIDa; con enfermos tratados con 

corticO~t~rc~)ides·;·,_.~n'.--paC:t.'enteS -c-On ti:ansplantes renales y con 

el s1ndrome de Inmuriodeficienéia ·Adquirida (SIDA) (44,47). El 

hábitat· n.atural inás·· i111port ... 11te y frecuente de la variedad 

neoformans eS la ·excreta de paloma. El_ guano de las aves es 

por lo regular alcalino, y tiene una gran cantidad de 

productos nitrogenados, que mantienen viable al microorganismo 

por varios meses (13,40,47). La variedad~ se ha aislado 

de casos clínicos y· se reconoce como su habitat natural a 

varias especies de eucaliptos (12). 

C) MORFOLOGIA. 

A h neoformans se le han encontrado dos estados perfectos o 

telem6rficos, que corresponden a basidiosporas y se denominan 

Fillobasidiella neoformans (27) . .Q..:__ neoformans no forma 

pseudomicelio ni clamidosporas y en suero, no genera brotes ni 

tubos germinativos, es un hongo que presenta forma de levadura 

tanto in... vivo corno in... vitre, se desarrolla en medios de 

cultivo habit.tiales como son: Sabouraud dextrosa, extracto de 

levadura y agar Infusi6n Cerebro Coraz6n; es inhibido por 

cicloheximida. Genera colonias mucoides, convexas, brillantes 

de color blanco amarillento. cuando la cepa se siembra en 

medio ·de semilla de niger Gu;igotia ab:issin,ica genera 

pigmentos caf_é-marr6n, debido a que transforma el ácido 

cafelnico .que .contiene la semilla·, en un compuesto polirnérico 



de estructura qu1mica.similar a la melanina(47).· 

Mi~ros~6piCa:ment8.1 ·~'. n~ofo~~anS-:, s:e.-.. pr~se_n_~a. -:· co~~ -u~ hongo 

levaduriforme cak~ul~_do =9u1> ll<ÚJa'a .Íl\~dir de:1s-20 micras 

de diámetro con :·~~m~é( ci~<1a· mitad dé s.u tamai'lo, el resto lo 
'' . .· - ··: :·: .. - ' ;' .-~ ... , :, . '( '· 

forma .•la. cápsula-_.que··:llega a ser ,hasta .3 veces el tamai'lo de la 

levadura, ~enJ~~-~Jú<:>~ de c~lti~o y e~ ~special en resiembras 

posterio;~~.,iia ·. _Já~'éuía tiende a reducirse o inclusive a 
-·'·'·-· · ... •·' - .-

d~saparece·~,.:: P~r-Er~"eVital:- este· fen6meno es necesario resembrar 

el hongo en LCR estéril o hacer un pase en rat6n(S). 

P~~~ ~-is~'ili'c]:uir -~ ~ neoformans de otros g'éneros de levaduras, 

se· realizan- ·otras pruebas sencillas que se resumen en el 

cuadro l (5,47). 

Existen otras especies ·de cryptococcus que no son 

pat6genas, microsc6p.ica y macrosc6picamente son similares a s;... 
neoforniaris. por lo que hay que diferenciarlas por pruebas 

fisiol6gicas y térmicas. En el cuadro 2 se resumen algunas de 

las propiedades más importantes(S,47). 
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CUADRO l. 

PROPIEDADES DE LOS :DIVERSOS; HONGOS·. LEVADURIFORMES DE INTERES 

'MEDICO. · -, ' 
' ,--·,, .' ,;-· ·: 

+--------------""."'."--------... --... -,. ... -... ~-------.,------------------+ 

t::::::::~---:~:::i~:r::_:::~~t:_j:l~~=;~:_::~::::::::: __ l 
Formaci6n + 
de cápsula 

Producción + 
de ureasa 

Producci6n + 
de pseudohifas 

Pigmento en 
Medio de + 
niger 

Ascosporas 

Basidiosporas + 

-----------------------------------------------------------+ 



CUADRO. 2. PROPIEDADES DE DIFERENTES .ESPECIES DEL GENERO 

cRYPTococcus .• 

l+::::~:::::~-1+-:---~----1+--~-:--l+---~----1+--:-~----l+--~---l+ ,, neoformans ~ laureni:il gastric:us ~ . 

~-~---7~:~~~~: -..;~~-:-:...-.-~ ------- -:---~--- -----~--- ~------

Produc~iÍ>n ·+ + + + + 
de ureasa 

'· . ., 

cred~ie~to + a· 37ºC '." 

crei;;imiento 
: + a· 40~c· 

Utilización· + + 
de J<NOJ 

Virulencia + 
en el ratón 

Producción de + 
pigmento en 
medio de 
niger 

+-----------------------------------------------------------+ 



El perfil bioqu1mico de los carbohidratos 
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.para S:.... 

neoformans es: asimilaci6n positiva: de :·.glucoSa, galactosa, 

sacarosa, maltosa, trealosa, ramn~~a; :-. ~ri:':·~ciáSionS·~ la. rafinosa 

y nunca _la lactosa ( 4 5) • 

Las diferencias bioqu1mic~s. ·entre ambas variedades han 

permitido la formulaci6n .. de medios· como el CDB que contiene 

creatinina, dextrosa y azul de bromotimol(43) y el medio CGB 

que contiene 1-canavanina, glicina y azul de bromotimol(JB), 

éstos dos medios favorecen el desarrollo de la variedad 

ru!llll, mientras que para variedad neoformans inhiben su 

crecimiento. 

D) CARACTERISTICAS CLINICAS. 

Dentro de las enfermedades que puede causar Qa. neoformans, 

se encuentra la criptococosis pulmonar que se inicia por la 

inhalaci6n de las levaduras, éstas llegan hasta los alvéolos 

atravesando las v1as respiratorias generando as1 el 

primocontacto pulmonar, que. la mayor1a de las veces cursa de 

manera subcl1nica o asintomática y no genera una respuesta 

inflamatoria tan intensa como lo hacen otros hongos o 

micobacterias. ~ neoformans prolifera rápidamente si no 

existe una adecuada respues~a celular, en especial células 

mononucleares, linfocitos, histiocitos, etc., ésto explica por 

qué los pacientes linfomatosos son altamente suceptibles a la 

enfermedad. Si el proceso infeccioso no se detiene, los 

microorganismos fácilmente se diseminan por v1a linfática y 



hemat6gena, con gran predilecci6n. hacia el sistema nervioso 

central, en 'dond~· las, lesiones se desarrollan en las meninqes 

y afectan los_· rie~v-io~ '·crane~les,: tal.lo. cerebral y cerebelo; el· 

cuadro que' provoca es generáim~nte ·de una :1neningiÚs cr6nié:a 

(5,41;50) /'· 
·:~,·~·· - 'ó· :: - --¡,-.-· 

E) INMUNÓi.oG~A de'~_-neoform11ns • 
. se· co~C~en··~rBS-·serotipos ~nt¡~é~ico~· de.;~ 'rieofOrnians A, a 

y e, todos ª~~ciados con los polisacÍáridos capsulares (14); en 

1968 Wilson y col. agregaron otro tipo antigénico designado 

como 0(51). 

La ünica especie del género cryptococcus que es pat6gena es 

la neoformans en sus '~os·_.VaX.ie:d"ades neoformans y 9..Mtl,! y su 

patogenicidad se atribuye a la cápsula(28,J7). 

El interés por dilucidar la estructura del polisacárido que 

conforma la cápsula de i;;.._ neoformans ha llevado a estudios 

como los realizados por Evans y Kessel (15); y Blandamer y 

Danishefsky(J), donde mencionan que la cápsula es un 

determinante de patogenicidad; Murphy y Goren (19,36), 

encontraron que una.alta dosis inmunogénica de polisacárido dá 

como ·resuitado una supresión de 

hemol1ticas. Kozel(26), estudi6 

células 

_las 

esplénicas 

propiedades 

ant:~fagoci:t_icas de la cápsula . y encontr6 ·_que .in.. YiS:2... la 

fa9'0citosis:.de .una mutante acapsular de·~-:~L:~ .··¡,e.oformans, fué 

inhlbida por 10 micrograci"s ;:por,' m1:; . de polisacárido 

criptococal, y·que el•polis~cárido alt:e".6 a lCÍs·receptores en 
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la levadura inhibiendo la adherencia de los macr6fagcis de 

rat6n. -Por otro ·lado,>,_a_ulmer ,_-estudiando la fagocitosis del 
. --· -.· ... ,, __ . -" -·-· 

h neDfO·rmaoS :;'en -~i~UCOC-~to'S .h~tñan?s, - observo que las cepas 

mutantes ;acap;,¡ul.ida;,¡ ··erán fagocitadas de un 70 a 80% por los 

leucocitos, ~i.~.i~i~~- que· las capsuladas eran fagocitadas en 

meno~ dei:- 20~; •;e Por; 10 qUe Se puede deducir que en Verdad la 

c!lpsula ,.es '_•la· -¿a~~~-;,-té-. de la patogenicidad(6). Todos éstos 

estudfos--il~~ar'ori-;' dilucidar la estructura del polisac!lrido 

hecha'-por' Bhattacharjee A.K.' y col. en 1978, encontrando que 

~l · poHsaCJ!\~idd<:~~Í.ptococal es una GlucuroxiloManana (GXM) , 

.respo,,"sa~l_e-~_ire~f~:de l_a diferenciaci6n en serotipos, la cual 

conti~n~-c;c~d~na~;lat~rales que contienen !leido glucur6nico y 

grupos ~i-~<Je¡i.1,'· ·.cada uno de éstos determinantes confiere 

propiedades fi~.Í.6~qÚimicas- -distintivas para la superficie 

ca~sula'r; 'E"xi.~te\n~ '~a~Í.ad6n natural entre los serotipos de 

cryptococcus'_cen'', •l~:_:;ca;,-Úd~d - ·de--: ·sustituyentes o-acetilo y 

xilosila; L~ 'o.;aietil~ci6h ~~ria de io. 3% en el serotipo o y 

3% . en el serotipo -e; sin einl:iargo -.ia sustituci6n de xilosilo 

varia en .una propci~c-i6~ xilcisa/manosa de 1:3 en el serotipo e 

(l-3) de 

por residuos 

u otro. 

· L~·:·.fi~~~~~-.:~1-""::ln~~-e;t~~ :·un -~~~qu·~ma_· .. de un octasacárido que es 

una unida~ , rep~{iti~~ ' de ·- GXM, poÜsac!lrido que compone la 

c!lpsula de g_,_. neoformans '(2,.8). 
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man: manosa 

glcUA: ·ácido .glucur6nico 

xyl: xilosá 

FIGURA :1-"' .·•. ,OCTASACARIDO UNIDAD' DE GXM. 

Por otro· lado ; se··: ha ·tratado de·· explicar cuáles son los 

efectos que puede producir' éÍ:p~li~~c~~ició':'de ~ ~eoformans en 

las de~ensas 'C::eiula~e~ ise"lia";,;15to~qÜe-i~s .··mejores. factores 

innatos de . defensá .: en' e1': ¡,c;~pedsr~\.contra las .micosis son 

celulares, ~s~~ s~: .11e~~r~fiÍ'~~;. '~oi~~it~s ·.Y macr6fagos de 

tejido, y células 'íiat\lral:'.'~it,,rer(•: (16¡2~';23) ~ Gadebusch(la), 

propone al menos doa·:.;écanisino.i:rpar·a::explicar,:1a inhibici6n de 
, . . ·:· ' ~· , : /< ·· ·· .. A :·e ·f::·.;;,,. '.:'-"~:·: ·.· <-'.'_'~ :'·· ""·: ; .;' ·.,_, ¡:.~ _ ','-o 

la ·fagocitosis por :;:ei ::.:¡)oÚsacáddo·· ·criptoccic6ccico: El 
'<. -· .. ~ ... --_:.:~:.--.· -::{ .. "<}7:~,\ ·-:.r.~~: ·-_ 1:'L.l ,~: {~;;:_~;._ :-\-:>>:><:· ·· ··, . ·­

material capsular puede/: pór) su,, sola. ·présencia .: alrededor ·de la 

levadura, i?~eve~ir/ u~a- 1~l:~i~~c'í.6n.ief~~~1va .~11tre e1 ~ 
neoformans y la ~él~ia{faq6~it1éa;i b' bi'en Ch!'~aterial 
capsular, puede aq~fa~";-_b·o~~o~~~~t~·~:- hé~ic~~-· ~~,~~~s·~~:io-~~ p~X-a la 

fagocitosis. 
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La t1ltima posibilidad debe ser considerada porque el 

polisacArido. cryptococ6c~ico. ha. demostrado inactivar a la 

P"'.Operdina : y' consume< los 0.l timos componentes del complemento 

cuando'se encuentra en·a1tas concentraciones (10,'18). 

En 1974 Neilson, .J.B. y col. (citados por Bulmer y Nhuan) 

demostraron q':1e er· ;~~-~~-~~. no se requer1a para fagocitar y 

englobar a las. levaduras· que eran muertas. cuando se extrajo 

mieloperoxidasa de .. 'lÓs' leucocitos periféricos humanos se 

encontr6 que- fué l~tal para ~ neoformans y otros hongos 

pat6genos. As1 pare~~: que la mieloperoxidasa es un factor 

anticryptococ6ccico ':importante que se encuentra en los 

leucocitos P!'riféricos'humanos(G). 

Los macr6fagos juegan un ·papel critico en la 

inrnunoindúi::ci6n, incluyendo el catabolismo y presentaci6n de 

ant1gen'o para que respondan los linfocitos. El papel auxiliar 

de los macr6fagos incluye la habilidad para· desencadenar una 

serie de moléculas. regulatl)rias, .. qu!' pueden modificar la 

:::~~::::~16pnor d:is~~~t°!tt~~P~f;~f~fr:;:ci~;:::~it~: :~t:: 
sido observada, j:'. cu,andC) ·; !'1;;:;pr9ducto de una estimulaci6n de 

linfocitos puede·;:reguiafi;l'a,· a.ctividad tumoricida que tienen 

los rnácr6fagÓs. E~t.o::,ha:_'.siclo mostrado dentro del laboratorio, 

con ratones irio~ui~éío~< con s;. neof ormans demostrando una 

disminucfÓ~ en\~ r'~~p~~sta inmune. Durante el desarrollo de 

la enferm~~~d, ei,_'::~-~~6~' ·"irif~ctado co'n ~ neoforrnans exhibe 



depresi6n en la respuesta 
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inmunohumoral .. Y .'depre~i6n en la 

respuesta de células m~diadoras de la· in.;,:,~idad ·.C;.it6genas), 

para los ant1genos especÜicos T 

dependientes d!'I ant1geno(3l, 33, 34). ;·' 

Investigando la puerta de e~trió;aá.:)(c:Í~\ &.....:::: neoformans 
. ...<'.~'·:-.' J; ~_'"'..· 

(6) se ha descubierto lo siguiente .(usando'cuyos'y macr6fagos 
¡'.;_._., 

pulmonares humanos): 

-Los macr6fagos pulmonares engloban··'· a> ::.·1:as células no 

capsuladas de Q.... neoformans . ·<-·:·:·<.-.. 
-El proceso de fagocitosis fue inhi~i~o·· P.()r: ~:~~~ial. c.apsular 

cryptococ6ccico. 
".·Y>·. - ·•:.·:. '·. 

-Los macr6fagos alveolares engloba.n al. ¡;;:,_ p~·ofo;:,manS- pero na 

lo matan. __ , \:·-)~=t·~~- i~\;t:·~· 
··-·.· •. ;;-,_· __ ·_,.:¡;.' 

-Los macr6fagos alveolares no.contienen·m.ieloperoxidásá •. •· 

Estos descubrimientos hicieron·: (dudarTi\acerca/ de ·la 

efectividad de los macr6fagós ~j~~~{~~~;,''~o'mo;i'~ri~j p~imera 
barrera celular de defensa c6nsiderand.o''.'mÍi.s'·:importante una 

segunda barrera que dispone' de··ellos ~1a ~apá:mucocHiar en el 

tracto gastrointestinal,, o bien un secuestro en el pulm6n, 

induciendo un estado de éstasis. si. ·10 dltimo es verdad es 

posible que las células de ,¡;,,_ neoformans pueden encontrarse en 

estado latente en muchos .individuos aparentemente sanos. Más 

adelante durante una fluctuaci6n. inmunol6gica, éstas células 

pueden activarse, multiplicándose y diseminándose, 

eventualmente resultando en un estado de enfermedad. La 

definici6n de los defectos de la defensa del hospedero, 
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responsable de la .• Predisposición., a mico.sis, quizá abra el 

camino de la irimunómodulac.i6n, é.s~o produce . un acercamiento a 

la prevenci6n ó terapia(~.>.; 

F) METO DOS 'DE DIÁGNO~;I~O s:. " 
La tóma de :inÜe~f¡,.,:~:dep:énd.ei6. dei· ~ipo de criptococosis, por 

lo que .se·· pueiie in;;riejar;,expé'ctoráci6n, lavado bronquial, LCR, 
exudad.;,., .b.'i~p~i.·.~s'.; .•.. ' ::.•'' ·.:;\<·';~,::: :'. 

'. .. ·.'" · .. <';:_~·.=-:·.5p;,·:::.J::::,:..-.·:. 
La · mayo.r1a·:fde::¡-:1_as/; crip,tococosis que se diagnostican son 

men1nge11s; ,i~s, c~ry~Í.~l~n~s·;Je LCR son muy espec1ficas, en un 

inicio p~áctÍ.~a~~rit ... /'es un. f1Ú1do normal, pero en casos 

· cr6nicos. :i~s· •:!i::aÍ,acterisUc~s que presenta son turbidez, 

disminuC:i6n d.i. gluc.;~~. aumento de prote1nas, aumento de la 

densidad ;: ce~Ü'ia,;,idad • 
.. Él 'e>iámen dir.ecto .es de poca utilidad, porque mediante 

esta técni~a no se' hace evidente la cápsula; por lo tanto las 

levaduras fácilmente se confunden con ~ sp. u otros 

hongos, ·levadur.iformes (5, 47). 

Los· frotis se hacen. a partir de las muestras de LCR, 

esputo, etc·., .Y se _agr:ega extendiendo una gota de tinta china 

o nigrosina; por refringe'ncia con el microscopio se puede 

observar fácÚm~nte · ei cuerpo: d.; la _levadura y el halo .de la 

cápsula, o< también ~~~i~nd~·--·~na. gota de .fucsina básica (de 

Ziehl,-Neelsen)·:. por -.un· lllinuto y posteriormente se 

contraste con Ú?l~~: ~tí·j_;,~; ' los resulta dos son 

til'le en 

buenos, 

obteniendo. ei, cue'rpo,;de. la <1ev~dura' de color rojo-rosa, un 
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halo blanco de la c.!ipsula y el fondo de la preparación en 

negr~. Algunos autores reportan excelentes resultados ·con 

tinción de musicarmina de Mayer, este colorante tille la 

c.!ipsula en fracciones. Las biopsias son ütiles sobre todo para 

los casos cutáneos, donde se presenta por lo regular una 

reacción inflamatoria crónica constitu1da por abundantes 

células gigantes, linfocitos y eosinófilos. Las células 

levaduriformes se distinguen con facilidad con tinciones de 

Hematoxilina y Eosina, o musicarm1na de Mayer. Los rayos X y 

tomograf1as son de gran utilidad para los casos pulmonare~ y 

men1ngeos (5,47). 

Pruebas serológicas. 

Las prueb~s serológicas para ant1genos y/o anticuerpos de 

Cryptococcus neof ormans deben indicarse en pacientes con 

s1ntomas de infección pulmonar o men1ngea. Se han probado 

diversas pruebas inmunológicas y ninguna d.!i resultados 

satisfactorios en su totalidad, la m.!is recomendable es 

aglutinación en l.!itex (técnica para medir ant1geno) con 

fluidos tales como liquido cefalo Raquídeo, suero u orina, 

ésta prueba permite detectar hasta · 35 ng/ml de ant1geno 

(4,30,32), tam~ién se ha realizado la detección de anticuerpos. 

por inmunofluorescencia indirecta .(IFA) y fijación de 

complemento. Recientemente se ha desarrollado un paquete de 

ELISA que permite la detección de una c.oncentraci6n de 

antígeno' de 6 ng/ml (32). Las pruebas con base en la detección 

de anticuerpos (prueba de . IFA y Aglutinación en tubos) son 
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valiosas para detectar criptococosis_ precoz o localizada y 

para dar un ·pronóstico(29). En un .reporte de ·19s5, Scheler, 

menciona positividad de 90-95% para .la aglutinación en. látex 

en liquido cefalo Raqu1deo de personas sin :tratar que sufren 

criptococosis men1ngea(44). En 1986 1 Kaufman y Blumer (citado 

por Rose) , observaron que la · criptococosis se diagnostica 

mejor serológicamente a través del uso simultáneo de tres 

pruebas: la de aglutinación en látex para detectar ant1geno y 

las de IFA y aglutinación en tubos para anticuerpos contra 

g.neoformans. Un falsó positivo con la prueba de aglutinación 

en·lAtex es raro y solo ocurre con el suero de ·pacientes que 

sufren artritis reumatoide severa (25 1 42), para eliminar éstos. 

factores, la muestra se trata con ditiotreitol 0,003 M.(39), y 

in&s recientemente mediante una extracci6n con EDTA 

caliente(49). La inoculación de ratones jóvenes por via 

intracerebral es un método auxiliar para el diagnóstico de 

criptococ.o.;i.;, Es importante mencionar que los resultados de· 

ésta~ pruebas deben correlacionarse con los aspectos 

micológicos (cultivo y observación directa). 

G) TRATAMIENTO. 

El tratamiento de elección para la criptococosis es a base 

de anfotericina B pero los mejores .resultados terapéuticos se 

obtienen al combinar los esquemas terapéuticos, por ejemplo 

anfotericina B-5 Fluorocitocina y 'sobre todo anfotericina B 

con fluconazol (21,48) .El uso de derivados de los imidazo.les 
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(Ketoconazol e itraconazol), por v1a oral·a dado buenos 

resultados en el tratamiento de ésta micosis·, pero estudios 

recientes han demostrado resistencia in_ ~ de i;;..._ 

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

. . 

- Desarro.llar. ;i.a · técnica· de a9liltiriaci6n en látex ·para 

la :detecci6"n . del artt1qeno. capsular de ~ neoformans. 
-'" '\, ~-<-· 

OBJETIVOS PARTICÚLARES:' ,, ... -- - . 

a) Obtener' _del .·antigeno soluble de la cápsula de Cryptococcus 

neofoi:-maós·:v,a·riedades neoformans y ~. 

b) · Prod~cii- :· suero hiper inmune Anti-cryptococcus neoformans 

·variedades neoformans y~ en conejo. 

c) Rec_ubrir part1culas de Úitex .con anticuerpos anti-J;;.,_ 

neof°orman'S ambas var~eda-des. 

d) Determinar las condiciones.experimentales para la detecci6n 

de la m!nirna concentraci6n' de ant1geno soluble de -~ 

neoformans por medio de · lá : técniciá de a9lutinaci6n con 

part1culas de látex. 
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III. MATERIAL Y METODOS 

A) PREPARACION DEL ANTIGENO 

Cultivo de cryptococcus neoformans: 

cepas: cryptococous neoformans variedad neoformans. 

cryptocoocus neoformans variedad ~ 

Estas cepas fueron proporcionadas por el Laboratorio de 

Micolog1a de la coordinaci6n de Estudios de Posgrado de la 

Facultad de Estudios Superiores cuautitlán, campo l. 

Para cultivar las dos cepas se utiliz6 el caldo GGA-B (Caldo 

Glutamina Glicina Asparagina) descrito por Chaskes and Tynd.al 

(7) y el cual se seleccion6 por proveer a Crvntococcus 

neoformans de un buen tamaf\o de cápsula (ver apéndice).'.• 

Preparaci6n del in6culo: 

Matraces con 250 ml. del medio GGA-B ¡iara·.,.:i~Ócular 

c.neoformans var. neoformans. 

2 Matraces con 250 ml. del medio GGA-B para\··i~Ócul~r 
c,neoformans var. ~. 

Los 4 matraces se incuban durante 4 . d!a~~: e~ "_agit.ádor 

rotatorio a una temperatura de 2s 0 c a 1sO, rpm;'· ,, ·,. . 
Se procedi6 a inactivar los cultivos c;_:le~t~ndo a: 60 º!= 

durante 60 min. (17) ,se determin6 la ina.;,Úvai::i6n-compieta 

por la ausencia de crecimiento en los subcultlvos ·(éstos se 

hacen en agar dextrosa sabouraud)(45). 

Se comprob6 la inactivaci6n, y ·se hicieron. lavados con 
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solución salina fisiológica 3 a 4 vec11s hasta eliminar 

completamente el .medio, el precipitado se resuspendió en.· 

solución salina .fisiológica',.- finalm;,nte-, ·se preparó una 

suspensión de levaduras ·c1e; 2 ~'4-x_ ios ~el~las/ml', Útilizando 

para ello una cámara. de ~e~ba~e~ (3 2). 

La suspensión·· se·: níantuv~ .~:·a·. 4 •c · durante el periodo de 

inoculación de l~s ~;.i~~l.~~(29); 

A.l) PRODUCCION.DEL EXTRACTO. CRUDO DE POLISACARIDO, 

-OBTENCION DEL ANTIGENO.SOLUBLE- segün Small(46). 

La biomasa obtenida de ambas variedades (neoformans y 

~) se centrifugó.a 10 000 gravedades.por 30 min. a 4ºC 

(previamente inactivadas con cal.ar a .6.0ºC durante 60 min.). · 

El sobrenadante se filtró con membrana millipore de 0.45 

micr'as. 

Este sobrenadante ya clarificado se concentra utilizando la 

polivinil pirrolidona o azücar glass. 

El filtrado concentrado se dializa toda -la noche a 4ºC 

contra :10 volümenes de agua desionizada. 

Despues de la diálisis se adicionan al sobrenadante acetato 

de sodio al 10% y ácido acetico glacial al 1% a 

concentración fina l. 

El.polisacárido 

etanol, frto: (4~C) 

constante . ( J 5) . 

se precipitó con ·2,5· volumenes de 

al 95%, .. durante 24' hrs. en agitación 

El précipitado de polisacárido crudo se remueve por 
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centrifugación.y se·redisuelve.en agua. 

Se dializa : P.Or 2 •cuas -cc;nti:a vados cambios de agua 

desionizada: P_ª':'ll re~~;er .él acetato; · 

sá. cuantificó ·1á cantidad~ ~~·:a~ri~ares . por el método de 

fenal ácido. s'ulftldc~; cii¡,- ;;tl.li~ando: como patrón glucosa 

y se, leyó a •45s nm~ 

B) PRODUCCJ:ON DE SUER~ ~i~~~IN~~E. 

Los animales elegido.a fueron:' conej.Os, hembras, raza Nueva 

Zelanda con ·un peso aproximado de 2·. J kg., los animales fueron 

inoculados por v1a intravenosa con 2. 4 >< 106 célul.as/ml. 

inactivadas por calor, diariamente durante trece dias, ocho 

dias despues de terminado el esquema se sangraron(J2), (ver 

apéndice para método de ·Sangrado) •. Con éste. suero se 

realizaron agl.utihaciones en pl.aca determinánd9se.un t1tul.o de 

1:2046 para variedad neo.formans .y .1:.1024 para variedad gattii, 

la prueba de aglutinación "se. realiz~ con una su~pensi6n de 

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

de aglutinación se colocó o.·4 :rnv de:. antlgeno. y o. oi mi_.· de 

suero hiperinrnune, s_e Í-iÓ~o~eneiió ~on un'~alino Yse agitó.a·· 

160 revoluciones por rnln~tb durante s ni.i~uto~ /6om~ :co~tr6~ 
negativo se · utiúzó suero norniá1 _de cone:Í.º·~' Ta".'bién sé 

hicieron pruebas de · ~~bl~ · difusión _ (~er O ap:éndlce), 

determinándose un tit1Úo de .1: 6 .para ambas '. varledad.~s. Al 
obtenerse lOs titules · requeridos' para·· las ··pruebas 
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e><perimentales_ de aglutinaci6n _con part1culas .de láte><, se 

sangraron ·ª los conejós'. por la ;vena margl.ríal <l:é la o~eja (ver 

apéndice); 
-· '·- •'• ,· 

C). SENSIBILiz~dl:oNiú 'PARTICULAs; DE :iAT~x·coN::~HTICUERPOS . 
. :~ :'. '.'' ---.~ 

. ~ •. <"•> 

SegO.n. stockman '.:(49f::· sei.~puede :~~e~2i_~:iii:~~-a~:-;~a':r~¡c~l-as _de 14tex 

con. suero Íi{p~rinmurÍe: :y ' c,;ri ' fr~éci6n IgG par~ pruebas de 

aglutinaci6n, , par,a ... pr_oba_r .. 'ai .' hab1a· alguna diferencia se 

·e><periment6 cori'ambás·pruebas: .del·total del suero hiperinmune 

obtenido se separ6 lá :mitad· para obtener la fracci6n IgG, por 

medio de ~recipita~ciones salinas con sulfato de amonio (42) 

(ver apéndice) • ·con la fracci6n IgG se recubri6 un lote de 

part1culas lá.te>< y el otro . lote de part1culaa láte>< restante 

se recubri6 con el suero hiperinmune que no se utiliz6 para 

fraccionarse. -Pará la preparaci6n de la _suspensi6n de 

part1culas láte><, se emplearon esferas de poliestireno de 0.81 

micr6metros de diámetro (SIGMA), las part1culas de láte>< se 

suspendieron . en amortiguador salino de glicina pH 8. 2 , la 

suspensión se.colocó en una cubeta de cuarzo y se ajust6 a una 

absorbanciá de o .• 3 en: una longitud de onda de 650 nm. Y. se 

incubaron a· 37c:>C 'pOr ·una hora con un volQ.men igual de suero 

hi,perinmune o· de fracci6n IgG anti-_¡;_,_ neoformans diluido 1:2. 

(La diluci:~n 6pti~a ·del suero hiperinmune y de la fracci6n IgG 

se seleécÍ.onaron --por. titulaciones' en placa µtilizando la 

técnica de. titulacÍ.ón llamada "Tablero de ajedrez", donde se 
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hicieron todas'las combinaciones posibles de diluciones dobles 

seriadas tanto cie· anticuerpo (Ac), como de ant1geno .(Ag) ¡,por' 

medio de é~ta ti tu{aci6n en placa se determin6 qué. diluci6n de· 

suero·hipeÍ'inmÜne-látex y de fracci6n IgG-Lát.ix servir1aÍ'\ para 

estandarizar. la .Pruebá ·Y se escogi6 la mayor diluci6n ·c1:2L: 

que diera ·1as part1culas 16tex mas sensibles, es .. · decir 

aquellas part1culas de látex sensibilizada~ quE! detectarán 

adecuadamente la menor . cantidad de ant1geÍ'\o '··posible), 

D) PRUEBA DE AGLUTINACION, 

(prueba ·experimental:. para determinar la diluci6n, 6ptima de 

suero hlp~rinmuni. ( i'tr...:ccÜn IgG con que serán sensibilizadas 

las particula¡; Út~x); ·••. 

Reactivos:· 

Anticuerpos. 

suero h_iP~.r1nm~ne contra cryptococcus neoformans variedad 

neofornlcíns. 

suero ·hiperinmúne contra cryptococcus neoformans variedad 

9ªllil. 
Fracci6ri . : IgG contra Cryptococcus neoformans variedad 

neoformans. ' 

Fra9~i6n IgG contra cryptococcus neoformans variedad ~-

·Ant1genos. 

Extracto crudo de polisacárido de Cryptococcus neof ormans 
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variedad neoformans. 

Extracto crudo de polis~cár,ido .. de cryptococcus · neoformans 

variedad ~. 

Testigo. 

Testigo negativo: particulas de -1átex - , recubiertas con 

globulina normal de conejo, equipo c~mer~iáf:, crypto LA'.'TEST, 

Wampole, Laboratories. ,- ':·> <·:· · .. _· 

Testigo positivo: particulas _'de_' látex/ ':recubiertas c_on 

globulina anti-g_,_ neoformans, equipe'. ccime;,Óial _ Cryp_t~ LA-TEST 

wampole Laboratories. 
'··', .. L'.'·'.,,: 

Para la prueba de aglutinación-_ con 'partículas de' látex, se 

prepararon diferentes conceÓtraCiones. :··de éxtracto crudo de 

polisacárido (ant1geno) var~ neoformans: 

12.5, 25.06, so.12, 100.25, 200.6, 401, 802, 1605, 3210 y 6420 

ng/ml. y las siguientes -conce-Íltraciones de ~ neoformans var. 

gattii:9.6, 19, 38, 77, 155, 310, 620, 1240_1 2480, 4960 ng/ml. 

para determinar la m1nima concentración detectada por éste 

método. En cada prueba de aglutinación se utilizó como testigo 

positivo y negativo las part1culas de látex provistas en el 

equipo comercial, Crypto LA-TEST de Wampole Laboratories. 

Las pruebas de aglutinación para éste caso se realizaron de la 

misma forma que la utilizada en la titulación del suero 

hiperinmune _desc~ita al_ inicio: En una placa de vidrio para 

aglutinación, se colocaron: 0.04 ml. de ant1geno y se 



24 

agregaron O, 02. ml', .de anticuerp.o unido al láteK, se agit6 con 

un palillo y· se; coló;,6 en. c.ánii\ra htimeda. sobre un. ~gitadór 
rotatorio,---pc)~- cin~~:·_·-~1riUtO:~-=-_::a·~--1~0· ~-r~~~1u~·'i"on~·s-por· itiinU.tO y·'_­
se procedi6. a:-re~:li~-~i- ia-~;ie~6tur·a:·~- ~ont~~lu·,~ . . 

Interpretaci6n ·de. ,;e~~l~~do~ '..· 
se estandarúb:e1·tÍ.empÓ.de.lectúra que.fué de cinco minutos, 

siendo. el raiÍgo desd~ ~~gativo (nada de. aglutinacl6n), hasta 

tres cruces, de una ·cr\lz o m'as seconsider6 reactiva.· 

Q
·· . 

. . 
. 

. 

(-) (+) (++) (+++) 

GRADO DE AGLUTINACION EN PLACA. 
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E) PRUEBAS. CRUZADAS·. 

Se hicieron pruebas· de · ;.specif icidad de la técnica de 

aglutinación· :déS'~rrollacia., se .realizó pruebas cruzadas con 

~ ~J.b{b~n~·. la·c~al es una levadura patógena en el humano 

y que.;·-pu9de:,·· p.resentar cruces inmunol69icos con -º..:._ neoformans 
·: :.• 

debido a·su parecido estructural; también se hicieron pruebas 

cruzadas entre las variedades de ~ neoformans, se aglutin6 

antiCuerpos variedad neoformans con antígeno variedad ~; 

y aparte se aglutinó anticuerpos variedad ~ con ant1geno 

variedad neoformans. 

La prueba se hizo de la siguiente manera: 

se. mezcló o. 04 ml. de suspensión de células completas de 

cándiga albicans al 2% (vol/vol) (2 x 108 células/ml. 

aproximadamente) con 0.02 ml. de.part1culas.sensibilizadas con 

suero hiper inmune anti--º-'. neoformaos '(s'e utilbaron · 1os ·mismos 

volúmenes para hacer las pruebas. :cruzadas entre ambas 

variedades de 'º-..!... neoformanS), .se mezc16· perfecitamente con un 

palillo, se coloc6en cáma'.ra hained'á": ·~~bre un agitador 

rotatorio, por 5 minutos a· 180 ~e0ci'lJ~i~n~~ por minuto y se 
-:.:.•,·· ,. 

procede a realizar la lectura a· "contraluz. como testigo 

positivo se utilizó una suspensió~ .'d~ .éé1uals completas de g_,_ 

neoformans al 2% (2 x '108 · cé1uláá'¡~{:: ;{proximadamente) y como 

testigo negativo se utiÚzó: p~rt1c0~l.as:'de .láhx recubiertas 

con globulina normal de ·:co~e}o. :provistas en el equipo 

comercial crypto LA-TEST, Wampole Laboratories. También se 
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efectu6 la· prueba· con diluciones dobles de la suspensi6n de 

células completas de~ albicans al 2% (vol/vol). 
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IV. RESULTADOS. 

En la tabla 3 -. se muestran los resulta dos de la valoración de 

los niveles de _.anticuerpos en el suero hiper inmune por medio 

de una titulacú'iri,en' pruebas de doble .difusión y en pruebas de 

aglutinación- _e~ placa:·;· 

En las ·tablas· 4 y· .. 6 se muestran los resultados de la 

ti tul~ción. d·~, las par'ti:.culas de látex sensibilizadas con suero 
- ... 

hiperinmune arí~_i .... ~ n~ofórmans var. neoformans, como se puede 

ver _la· diluci_ón 1: 2 de part1culas sensibilizadas con suero 

hiperinmune: logra." aglutinar hasta un titulo de 1:256 de 

extracto 'crudo ·de polisaciirido, que corresponde en 

concentraci6n' d.e '.arit1geno de 25. 06 ng/ml. 

En -1as- .. tablas.- s· -·y .-6 se muestran los resulatados _de la 

titula.;ión' de._'las part1culas de liitex sensibilizadas con la 

fracci6n · · IgG anti-~ neoformans var. neoformanS, se observa 

que d". igual ·manera la diluci6n 1: 2 de part1culas de látex 

sensibilizadas con fracci6n IgG logra ag_lutinar hasta una 

diluci6n de 1:8 de extracto crudo de -poli~acárido, que 

corresponde a una concentraci'6n de ant1é;Jeno -de'. 8Ó2 :nq/ml. 

En la tabla 6 se resumen los resultados de - i~': titulációri de' 

las part1culas de látex sensibiliz.Ídas co~ ,. s~e~o :'h'ip~~inni~ne 
en comparaci6n con la titulaci6ri .de_ las parts'.c~-~~~ ~e· ·látex 
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sensibilizadas con la fracci6n IgG y· muestran en cada una de 

las _prueba!" la ,·dltima', diluci6n de ·ant1geno que detectaron ·y 

sus respec~~v~s~ ~o~Óeltt~-~~i~~e~~ 
'/,_-"=-.', ':.'·~-~;::_-,;,". "._._.:_-, ·~-::,,.,:_;--

De igual forma '~e pueden interpre~ar -_~os resultados de las 

::~~::13~6~ª1Í-¡!~L~:?¿~~;tto:f ~: • :::~::a:a::t~! i ~r::::~én se 
.-;:·: ':_~'·. - <- _. '.,~_: __ ·: .... : .--- -~ 

-19 m~es~~~ ~~: -réeiulta.dos de las pruebas cruzadas, La- tabl.a 

donde se pued~ ver que entre variedades de ~ neoformans, si 

hay-cruce inmunol6gico, pero no hay cruce con c§ndida 

albicans. 



B) PRODUCCION DE ANTICUERPOS 
TABLA 3. 

RESULTADOS DE LA TITULACION DE LOS NIVELES DE 
ANTICUERPOS DEL SUERO HIPERINMUNE 

TECNICA ANTIGENO ANTICUERPO TITULO 

ECP 

DOBLE DIFUSION DE C. NEOFORMANS SUERO HIPERINMUNE 108 

VAR. NEOFORMANS 

ECP 

DOBLE DIFUSION DE C. NEOFORMANS SUERO HIPERINMUNE 1:8 

VAR. GATTll 

AGLUTINACION CELULAS COMPLETAS 

EN PLACA 
DE C. NEOFORMANS SUERO HIPERINMUNE 102048 

VAR. NEOFORMANS 

AGLUTINACION CELULAS COMPLETAS 

EN PLACA 
DE C. NEOFORMANS SUERO HIPERINMUNE 1:1024 

VAR. GATTll 

ECP • EXTRACTO PURO DE POLISACARIDO 

lh:~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 



TABLA 4. 
TITULACION DE LAS PARTICULAS DE LATEX 

SENSIBILIZADAS CON SUERO 
ANTl-Cryptococcus neoformans var. neoformans 

DILUCION DE PARTICULAS DE LATEX SENSIBILIZADAS 
CONC. 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 

CONC.+++ +++ +++ ++ + + 

E 
1:2 +++ +++ +++ ++ + + 

1:4 +++ +++ ++ + + 

e 1:8 +++ +++ ++ + 

1:16 +++ ++ + + 

PI 1,32 +++ ++ .+ 

1:64 ++ ++ + 

1:128 ++ + 

1:256 ++ + 

ECP= EXTRACTO CRUDO DE POLISACARIDO 
w 

'='~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~=.~diº 



TABLA 5. 
TITULACION DE LAS PARTICULAS DE LATEX 

SENSIBILIZADAS CON lgG 
ANTI-Cryptococcus neoformans var. neoformans 

DILUCION DE PARTICULAS DE LATEX SENSIBILIZADAS 
CONC. 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 -1:251 

lcONC.+->+ +++ +++ 

E 
1:2 +++ +++ ++ 

1:4 +++ ++ 

e 1:8 ++ + 

1:16 + 

p¡1:32 -
1:64 -

1:128 -
11:256 -
ECP• EXTRACTO CRUDO DE POLISACARIDO 

w 
~ 



TABLA 6. 
RESULTADO DE LA TITULACION DE SUERO HIPERINMUNE - LATEX 

Y FRACCION lgG - LATEX (DETERMINACION DE LA MINIMA 

CONCENTRACION DE POLISACARIDO VAR. NEOFORMANS) POR 
AGLUTINACION 

NUM. DILUCION ECP TESTIGO+ TESTIGO - LATEX LATEX 
DE ECP VAR. NEOFORMANS SUERO lgG 

(ng/ml) DIL. 1:2 DIL. 1:2 

1 CONC. 6420 +++ - +++ +++ 

2 1:2 3210 +++ - +++ +++ 

3 1:4 1605 +++ - +++ ++ 

4 1:8 802 +++ - +++ + 

5 1:16 401 +++ - ++ 

6 1:32 200.5 +++ - ++ 

7 1:64 100.25 ++ - ++ 

8 1:128 50.12 ++ - + 

9 1:256 25.06 ++ - + 

10 1:512 12.53 ++ 

11 
'w 

"' 



TABLA 7. 
TITULACION DE LAS PARTICULAS DE LATEX 

SENSIBILIZADAS CON SUERO · 
ANTl-Cryptococcus neoformans var. gattii 

DILUCION DE PARTICULAS DE LATEX SENSIBILIZADAS 
CONC. 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:2ITT 

CONC.+++ +++ +++ +++ ++ ++ • 

E 
1:2 +++ +++ +++ ++ ++ + + 

1:4 +++ +++ ++ ++ + .. 
e 1:8 +++ +++ ++ + + 

1:16 +++ ++ + + 

PI 1:32 +++ ++ + 

1:64 +++ ++ + 

1:128 ++ + 

1:256 + + 

ECP• EXTRACTO CRUDO DE POLISACARIDO .... .... 



TABLA 8. 
TITULACION DE LAS PARTICULAS DE LATEX 

SENSIBILIZADAS CON lgG 
ANTl-Cryptococcus neoformans var. gattii 

DILUCION DE PARTICULAS DE LATEX SENSIBILIZADAS 
CONC. 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:25€ 

f º"··· E 1:2 +++ 

1:4 ++ 

e 1:8 ++ 

1:16 + 

p¡1:32 -
1:64 -

1:128 -

h:2s6 -

+++ +++ + 

+++ ++ + 

++ + 

+ 

+ 

ECPm EXTRACTO CRUDO DE POLISACARIDO 
w 

"=~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 



TABLA 9 
RESULTADOS DE LA TITULACION DE SUERO HIPERINMUNE - LATEX 

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

ECP LATEX LATEX 
NUM. DILUCION VAR. GATTll TESTIGO+ TESTIGO - SUERO lgG 

DE ECP ng/ml DIL. 1:2 DIL. 1:2 

1 CONC. 4960 +++ - +++ +++ 

2 1:2 2480 +++ - +++ +++ 

3 1:4 1240 +++ - +++ ++ 

4 1:8 620 +++ - +++ + 

5 1:16 310 +++ - ++ + 

6 1:32 155 +++ - ++ 

7 1:64 77 ++ - ++ 

8 1:128 38 ++ - + 

9 1:256 19 ++ - + 

10 1:512 9.6 ++ 

11 
w 

"' 



TABLA 10. 
RESULTADO DE LAS PRUEBAS CRUZADAS 

DILUCIONES 
PRUEBA DE SUSP. 

1:2 1:4 1:6 1:16 1:32 1:64 1:126 1:256 1:512 1:1024 ~:204! 
AGLUTINACJON 2'11. 

Ac VAR. 
NEOFORMAN! 

CONTRA •• •• •• .. •• •• •• • • •• . • • 
Ag VAR. 
GATTll 

Ac VAR. 
GATTll 

CONTRA .. ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ + + + -
Ag VAR. 
NEOFORMAN! 

Ac VAR. 
NEOFORMAN! 

CONTRA - - - - - - - - - - - -
CANDIDA 
ALBICANS 

Ac VAR. 
GATTll 

CONTRA - - - - - - - - - - - -
CANDI DA 
ALBICANS 

lb,,~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~==" 

w 
~ 
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V. DISCUSION. 

La concentraci6n de carbohidratos que se obtuvo al 

valorar el extracto crudo de polisacilr.ido es de 6420 ngl,ml 

para la variedad neoformans y 4960 ng/ml. para la variedad 

gattii concentraciones que fueron adecuadas para las 

nececidades experimentales de las pruebas de doble difusi6n y 

aglutinaci6n. La técnica empleada en la extracci6n, adem6s de 

dar buenos resultados es sencilla pues utiliza s6lo métodos de 

filtraci6n. Es importante mencionar que si se requiere de 

pr~ducir mayores cantidades de ant1geno,_ se debe poner 

especial cuidado en cuanto a las contaminaciones tanto en la 

cepa· pura como en el medio de cultivo seleccionado para éste 

caso ya que debido a su composici6n tiende mucho a 

contaminarse por lo que es recomendable esterilizar 

adecuadamente y eso depende en gran parte del personal que lo 

haga. Para comprobar si existia reacci6n entre el antigeno y 

el anticuerpo se hizo la prueba de inmunodifusi6n 

proporcionando una linea de precipitaci6n bien definida con un 

titulo de l:B para ambas variedades, mientras que en la· prueba 

de aglutinaci6n con células completas al 2% se obtuvieron 

titules en suero de 1:2048 para variedad neoformans y 1:1024 

para variedad gattii (tabla 3), la literatura recomienda que 

se tiene que alcanzar un titulo de 1: 1024 al aglutinar los 

sueros para ·que la prueba de aglutinaci6n con l6tex se 

desarrolle en forma 6ptima. En las tablas 6 y 9 los resultados 
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de las pruebas de sensibilizaci6n con látex con suero 

hiperinmune y con IgG respectivamente fueron realizadas con el 

extracto crudo de polisacárido, comprobándose que · la 

sensibilidad de ·1as particulas de látex recubie~tás con suero __ 

hiperinmune anti~cryptococcus neoformans es ma~or ~ue la 

sensibilidad de las particulas recubiertas con IgG. Por ésta 

. raz6n la diluci6n de suero hiperinmune seleccionada para 

recubrir las partl'.culas de .. látex fué la de __ 1:2 pára. ambas 

variedades (~~l:' tablas 4, s, 7 y ·s) ya que a ésta diluéi6n ·se 

logra detectar '25 ng/ml. de an:tigeno soluble variedad 

neoformans ·y 19, ng/ml. de antigeno. soluble_ variedá:d -~ •. Se 

puede sele_cciona/_la",.diluci6n .de 1:4 para ambas variedades, 

per~ no se" recomienda· pu~s mientras más diluido sea el suero 

detecta cantidades· menores .. de antigeno; si se analiza 
· ... 

comenzando·: con :1a :_tabla 4 que muestra la titulaci6n de las 

particuias sensibilizadas con suero anti-cryptococcus 

neoformans var . neoformans en la diluci6n 1:4 de particulas 

. látex 'sensibilizadas con suero hiperinmune alcanza a detectar 

una concentraci6n · de 100 ng/ml, de anti geno ·soluble; en la 

tabla 5 se reporta la titulación de· las particulas de látex 

sensibilizadas con IgG anti-cryptococcu~ neoformans var. 

neoformans en la dilución · 1: 4 de particulas de látex 

sensibilizadas con IgG alcanza a detectar una concentraci6n de 

antigeno soluble de 3200 ng/ml; siguiendo con el análisis y 

viendo la tabla 7 que. reporta la titulaci6n de las particulas 

de látex sen.sibilizaaas con suero "anti-cryptococcus neoformañs 
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var. gattii, en la .. diluci6n 1:4 la prueba dá positiva hasta 

u~a concentración de ant1geno. de 77 ng/ml, y por 1lltimo en la 

tabla a, que repoi::ta•.·la titulación de las part1culas de látex 

sen.sibilizadas---.-- c-on ~gG anti-cryptOcoccus neoformans var. 

gattii,·. en .1a' dilución 1:4 la pru,eba es sensible para detectar 
. , . . '.·;-; 

una é:oncentraci6n· ,·de ant1geno de 1240 ng/ml, dados éstos 

resultados·, se· opt6 ·por é1egir lá dilución de sÚ_ero. y ~l tipo 

de suero que al ·recubrir las· ·p~rt1culas fueran _'1~s' ·de .mayor. 

sensibilidad' El· análisis entre el suero hip~rinmune '..'e IgG 

utilizados en el presente trabajo hace pensar que el 

fraccionamiento del suero hizo que se perdiera •'sensibilidad, 

es decir que con el fraccionamiento se ~erdi~ro~ · ot~o tipo de 

inmunoglobulinas que , favorecen la uni6n _en presencia del 

ant1geno, por tanto en la superficie de las part1culas látex y 

en presencia del ant1geno la aglutinación se dió en menor 

grado; mientras que uniendo las part1culas látex con suero 

sin fraccionar' la superficie de las part1culas de látex se 

van a encontrar cubiertas por todo tipo de. inmunoglobulinas 

entre ellas las IgM que se les ha denominado 11 aglutininas 11 , 

siendo su constitución pentamérica aumentan la aglutinación en 

presencia del ant1geno, y además la cantidad de alb1lmina 

presente favorece el acercamiento entre las part1culas al 

aumentar la densidad, por lo que se recomienda ·utilizar el 

suero sin fraccionar. Además el ant1geno seleccionado 

(extracto crudo de polisacárido)' es un carbohidrato que 

pertenece al grupo de ant1genos timoindependientes, los ;cuales 
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provocan una respuesta de anticuerpos por IgM principalm.ente 

que son en un·a proporci6n de ·750 veces :mlis .eficiente que las 

IgG en las pruebas de aglutinaéi6n, por lo tanto la diferencia 

de sensibilidades en los dos tipos·.de:pruebas desarrolladas es 

bastante evidente ya que la fracci6n ,IgG astil dirigida en 

contra de antígenos prote!c'r.>s. se utiliz6 un parlimetro de 

comparaci6n que fui? la cantidad m1nima de Ant1geno detectada 

por un test comercial: crypto LA-TEST··de Wampole Laboratories, 

cuya prueba detecta 25 ng/ml, de ant1geno, la prueba descrita 

·en el ,presente trabajo detecta la misma concentraci6n de 

antígeno que el paquete comercial para variedad neoformans, 

pero adem&s detecta el ant1geno de la variedad !lll.l;.l<i.i a una 

conceñtraci6~ de 19 ng/ml, es decir que la prueba es sensible 

· en _las 'condiciones en las que se desarrolló. Cabe señalar que 

en el' presente trabajo se realiz6 por separado las 

aglutinaciones con ambas variedades de la especie neoformans: 

neoformans y~ (ambas pat6genas). Con lo que respecta a 

la especificidad de la prueba, los resultados mostrados en la 

tabla 10, nos indican que no existen reacciones cruzadas al 

enfrentar las part1culasde Utex sensibilizadas con 

anticuerpos anti-~ neoformans y ~ albicans la cual 

ser1a la levadura mas relacionada que tiene importancia 

cl1nica en el humano (41), mientras que las pruebas cruzadas 

entre ambas variedades de Q.:_ neoformans si presentan cruces 

inmunol6gicos. 
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Estudios,realizados por diversos investigadores demuestran· que 

la variedad' 'Sllili.... está 'distribuida 'irreg.ularmente' por' el 

mundo, Herni!.ni:lez-'en (1988), demostr6 en México que la vari'edad· 

g;U;lli puede· ser ,aislada con gran frecuencia en casos cl1niccis , 

(22); auiiq~e hasta l.a fecha no se ha podido diferenciar por 

aglutinación las ·dos variedades. debido a que su composici6n 

capsul.ar es muy parecida, no está. por demás, el realizar la 

prueba con ambos antisueros (anti-.C..:.. neoformans var. 

neoformans y anti-C.neoformans var. ~) a una muestra 

sospechosa de cryptococcus neoformans. 
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VI. CONCLUSIONES. 

La técnica -de :a:glutinaci6n en látex -.es ·een13ible ._para· la_ 

detecci6n de 25 ng/ml. de ant1geno criptocóc6ccico var. 

neoformans soluble en suero y para la detecci6n dÉ!_·l9'.ng/ml. 

de ant1geno ciiiptococ6ccico var. ~ soluble_ en" suéro, e~ 

un método.rápido para el diagn6stico de infecciones producidas 

por éste hongo, y puede ser utilizada junto con otras 

pruebás'de labóratorio, para poder hacer una correlaci6ri entre 

ellas y llegar a· un diagn6stico acertado. Es necesario ·el 

hacer pruebas de campo para verificar la sensibilidad y 

especificidad del método en sueros de casos cl.1nicos de 

positivos a i;;_,_ neoformans y hacer pruebas de ·validaci6n con 

concentraciones conocidas de ant.1genos en el lugar donde se va 

a correr la prueba. El presente trabaj·o ofrece las 

perspectivas para utilizarse eri • un-- futuro, con ant.1genos y 

antisueros nacionales sin la. necesldád .. de. importar equipos 

comerciales. 



VII. APENDICE. 

CALDO GLUTAMINA,·. GLICINA, ASPARAGINA. 

El medio se formula de la sigui~nte manera: 

Glutamina •• :; • ; ••••• ·.; •••••••••• ; ••• ;i.o ·gr. 

Glicina..................... ·;;·; :1;·0 _gr. 

Asparagina ••••••••••.• ·;.. ¡·;·.;· •• i. O gr. 

Sulfato de magnesio .•• .- • • • • • ;·;-;-.·;o; 2 '-~r. 

Cloruro de calcio ••.•••• ; • ; ••••• :.:.c.:. tl. l gr. 

Fosfato Acido de sodio:hi~~atad~/.\ :·:'úo gr. 

Sulfato ferroso •• -;· •• ; ./.:;:;c.;:~"i<'t;_;~;·o1 gr. 

Glucosa ••••••• ·; •••• :: •• '.·;°;;:; ••• ;.:./.;. ;10 gr. 

Tiamina •• · ••..••••••• : .·;~.: ;":; .:;-;; .;·¡. ó'.ooi. gr; 
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'.',. ·;,, 

Se disuelve· en 100 mi;· de ·agua destilada y ·se esteriliza por 

filtraci6ri, - se. mezc~e:· ·C~rl ;·90·0 '· ml, de una Sol\ici6n· cori 6.0 

gr. de fosfá.to · !cido. ·de:. potasio previamente esterilizado en 

autoclave. se>sb~eté :~ pru~b~ d.~ esterilidad durante un dia; 

para posterio~m~nte h~ce/ l;;_,ino·c.i1aci6n.· de las cepas puras. 

METO DO DE SANGRÁDO. '' 

El s.angrado de \¡,s::· c~riej~s,se hizo mediante un .sistema de 

vacio y se utiliz6 el siguiente mat~riill: 
Una lilnceta;:'.in' inatr~z ·ki.tasato- d~-_-250- nÍl.,_ una bomba de vacio, 

diez túi:ios de' ensa:,:o· de 7 ml., una g_rad:Í.lla, torundas. 

Método: 

l.- Se frota con una torunda la vena periférica de la oreja, 
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se pincha con la lanceta, se coloca la oreja dentro del 

matraz kitasato previamente conectado a .la bomba de 

vacto,_(Debe marcar 5 Lb, de presión); la. oreja no debe 

tocar las paredes del matraz debe quedar bien · adaptáda la 

oreja al matraz, por que de lo contrario· no se hace un 

buen vac1o y la sangre puede coagulár, y no· se obtendri; 

una buena cantidad de muestra. 

2. - Obteniendo la mues.tra de sangre .se vac1a inmediatamente en 

los tubos de ensayo esto .se hace :con el fin de recuperar 

mi;s ·suerá, ya que se>.-~ú":-que. dejando ia sangre en el 

: . . ··~ -
3.-· Los·.:.tu~O.~:·-.~~~~):~.~~q~S:-.{S~- dejan., reposar_ a ·24 __ horas. a_ 4°C 

p'ar~· i:~~~~B-~/~~\~:~~-~~~Ui~·,.: ~~~~~és·· _se( ~btie_ñe _el suero. Al 

éuerá obtenido·;»áe''le agrega iizidá. de ,_sodio: al ·ó;2% como 

conser;,ador(29)::· :i'. ": '" . . ; 
- -~~;:....-e;="" __ ¿. - .-:. _-- -

• .\"~~·: -;--~ '-:O-;::---~-~:.""o._--~-';o"'): - ~-. -

PROCEDIMIENTO PARA:i:NMÚ~cio:i~usÍON'ÓoÍlLE. ;.:, t:· .. { 
11 Diso.~v~i-1'.'s;¡r~i:J~~i'~~f~~~É/)~~u~~f~~~~~,··¡,·:en .·5o m1. de 
amortiguaor. ver-Ónal . cali~nte\:(56~C) 0\¡:Con;'/.azida '. de< sodio ya 

· incorpo~;ocia.Ja~J~~%~i~;f~~g. ~-~· ~i.:_ ;::~t :~¡~·:;;,· .. '., ; .. ···•• 
2) ;V~cl~;, en .cajasiPetdi'grandesi.(8-.51,cm>, de.:.di6nÍetro) 10 ml. 

;·: . . -.:·.- .... ':.:.· ' _: ·'.'.: ... ;::· ,-;.;,.·:~·:·:¿:;.:·::' 1-~~:~'.\·~·~l:.~~- ~ ... : .. ' . 
del medió pára' cada. caja; utiliz_ando;_ üiia'c 'mi:::iª o Úna tabla 

,':?r. ;;;.~~:-~.< nivel •. · 

3) Dejar solidificar, para que .el. ag<lr \~;',:;;ii.;jfi'.,,me, se puede 

refrigerar por espacio de 5 minut'os ~ 4•c:'áp~·6ximadamente. 
4) Por cada caja tener 3 patrones _y'\~6~r ·los pozos con 
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oradador. 

5) Los patrones se marcan con azul de AlS~cia. 

6) Los orificios hechos en el agar se lÍenan con e~ antigeno 

( 5 mg /ml,. de. antigeno extracto crudo de. po.li.sacár ido) . ( 8 r de 

·las dos variedades: neoformans y gillil). en· el: .centro y los 

antisuéros (variedades neoformans y gattiil alrededor o 

vicever~a, se recomienda anotar en ·un papel· el esquema 

seguido. 

7) Las cajas se colocan en una cámara.hÜmeda· y se incuban a 

temperatura . ambiente 7 . .· ~- . 
dias para lo~;~~ las lineas de 

precipitación. 

8) j>espues .. de los 7 dias las placas se retiran ·de la caja 

Petri; y se dejan remojando en la soluci6n de amortiguador 

salino de fosfatos· (PBS) por esp¡i.cio de 24 horas. 

9) A las 24 horas, la soluci6n se cambia por PBS limpia. 

10) A las 24 horas la soluci6n de PBS se cambia por agua 

destilada y las placas se dejan por 48 horas. 

11) Por último se colocan las placas en planchas de vidrio y 

se dejan en una estufa para secar. se tillen con soluci6n de 

Negro de Amido. 

FRACCIONAMIENTO DE SUERO DE MAMIFERO CON SULFATO DE AMONIO. 

Procedimiento: 

Esta técnica separa aproximadamente 65% de Gama globulinas, 

34% de otras globulinas, y 1% de albúmina. 

1) Adicionar un volúmen de soluci6n de sulfato de amonio 
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al 70 %, la solución de sulfato de amonio debe ser igual al 

vcil!lmen de _ suero por ejemplo 10 ml. de suero y 10 ml. de 

solución. La solución saturada de sulfato _deb_e estar- a un pH 

de 5. a, .·_se . prepara colocando: 

1) 55 gr. de (NH4) 2so4 - puro en 100 ml •. en matráz volumétrico de 

100 mL y' aforarando a 100 ml. con H2o destilada. 

2) Para la reacción de la mezcla guardar a 25 ~e por un m1nimo 

de 4 horas o a 4 •e por un m1nimo de 24 horas. El suero a 

fraccionar debe precipitarse por centrifugación a 4 ºC por 30 

min. a una fuerza centrifuga de aproximadamente 1440 

gra~edades. Decantar y separar el sobrenadante. 

3) ·Adicionar agua destilada. en el precipitado, agitar durante 

la adición para obtener una solución de globulina teniendo un 

vol!lmen total igual al del suero original (10 ml). 

4) Reprecipitar la globulina:con el método descrito en el-paso 

1, centrifugar inmediatamente después, separar el sobrenadante 

y resuspender. (Reprecipitar·3 veces). 

5) Dializar la globulina con cambios frecuentes de solución de 

Nac1· al 0.85% a pH=8. 

Procedim1ento para diálisis. 

io El precipitado que quedó del paso anter_ior se resuspende 

en 10 ml. de agua destilada estéril. 

2 • 'Esta solución se coloc6 en membranas p_ara diálisis corte 

14000. 

3 ° Diálizar con solución salina f'isiÍ_ógiéa .-: ( SSF) (O. 85% de 

Nacl estéril PH=8), ._cambiar cada 4 •horas- durante un dia. 
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4 ° El segundo d1a de dializado cambiar la SSF dos veces al 

d1a. 

s• Al t~rcer d1a de dializado se cambia la SSF y se hace una 

prueba con cloruro de bario para verificar si hay o no 

presencia de sulfato de ·amonio, .Yª que debe eliminarse 

completamente. Por (iltimo la SSF se cambia por una solución 

amortiguadora de Glicina-NaCl pH a;2 (el amortiguador 

deberá estar 6 veces mayor' al vol11men de la soluci6n a 

diálizar) , es decir si el vollimen que contiene la membrana 

para diálisis es de· 10 ml., el vol limen de amortiguador que 

debe contener el r·eCipiente donde se sumerjan las membranas 

llenas es de 60.ml. 
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