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RESUMEN 

La criptococosis o blastomicosis europea es una infecti6n 

cr6nica o subaguda cuyo agente etiol6gico .es una levadura. caps!:! 

lada .. llamada f. neoformans. Ocasionalmente la cr.iptococosis se 

pres'cnta en forma pulmonar, en casos sistémicos y meníngeos de

bido·~ que tiene predilecci6n por sistema nervioso central. El 

habitat natural de f. neoformans son las excretas de paloma )º -

canatfo. Se ha demostrado que ,!;;. neoformans son en realidad dos 

·levaduras diferentes: Filobasidiella neoformans ''aricdad ~ 

~ y ·Filo8asidiella neoformans variedad gatti, que correspo!! 

den· a· 16s serotipos A,D, y B,C de Evans respectivamente. un·a de 

las .diJerencias entre estas dos variedades es su distribuci6n 

geogr~fica, en donde la variedad neoformans se encuentra en Z! 

.nas frias y la variedad gatti en zonas tropicales y subtropic! 

les, aunque hasta ahora no se conoce el origen natural de ésta 

dltimn variedad. En 1986, Juana Rend6n Rojas aisl6 a partir de 

excretas de paloma la variedad ncoformans, mientras que en un 

caso clínico se obtuvo la variedad ¡;atti. Con el fin de aclarar 

cuál es la variedad que prcvnlecc en casos clínicos se rcaliz6 

el presente trabajo, recolectando cepas aisladas de casos clí

nicos y biotipificándolas. 

Las pruebas realizadas a las .cepas fueron: tinci6n negativa, 

prueba de urcasa, crecimiento en medio de Siger, prueba de pat! 

genicidad en rat6n y prueba en el medio de canavanina-glicina-

a:ul de bromotimol (CGA). En total fueron obtenidas 28 cepas -

de las cuales 25 pertenecieron a la variedad gatti r s6lo 3 a 



2: 
la variedad neofo.irnans, las cuales r·epresentan el 89~ 39% .,. el 

: ·., ... ' " 
10. 11~·. re spectivarnente, Los resultados. i~dÍca~ qÚe 11a. vnried~d -

gatti es la que prevalece en ~~scis;'~1i~iÚs ~~r lo que es priori_. 

tario el encontrár la fuente de infed~i6n de esta vár.ied~d. 



3 

I' INTRODUCCHJN 

A) . Generalidades . 

La cÚptococosis, conocida tambien como to rulos is, .enfermedad 

de Busse•Bbschke, blastomicosis europea y recientemente filoba~i

diellosis •és una enfermedad de distribuci6n mundial causada por 

una levadura capsulada llamada Cryptococcus neoformans (49). 

La criptococosis en el hombre es considerada generalmente como 

una infecci6n cr6nica, subaguda o aguda pulmonar, sistémica, lin

fangial o meníngea debido a que tiene predilecc16n por sistema 

nervioso central con invaci6n primaria a tracto respiratorio, es

pecialmente en pacientes inmunodeprimidos (60). La ruta de iníec

ci6n en humanos y animales es por la inhalaci6n de la levadura. 

Recientemente se·ha sugerido como medio de infecci6n la inhala--

ci6n de basidiosporas, que son las esporas del estado perfecto de 

f· neoformans (12, 16)i 

f. neoformans se encuentra en el medio ambiente, por lo que 

las infecciones por esta levadura son comunes. La infecci6n huma

na usualmente ocurre por vía pulmonar resultando en una infecci6n 

subclínica respiratoria la cual es resuelta espontáneamente por -

el hospedero. En aproximadamente 10\ de los individuos con infec

ci6n pulmonar el microorganismo pasa a sangre, causando una disc

minaci6n en el organismo que generalmente se manifiesta por menin 

gitis. La diseminaci6n ocurre con mayor frecuencia en pacientes -

con enfermedades inmunosupresoras como diabetes 1ncllitus, leucc--

mi as, SIDA, etc. ·czs). 
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c. néofórmans se. considera como· un pat6geno oportunista ya que -

como ant~rio~mente.se mcncion6 ataca a hospederos inmunodeprimic' 

dos 'sin embargo, se ·ha ·observado que la infecci6n diseminada· pue

de desarrollarse en personas normales (21). 

f· neoformans no.es un hongo dim6rfico, es decir,.·tanto en su 

estado parasitario como vegetativo presenta la forma íevadurifor

' me capsulada. Exixten otros géneros de Cryptococcus no pat6genos 

que se .diferencian de f.· neoformans porque esta especie ·se desa-

rrolla· de 2S~37°C y es pat6gena para el rat6n. Características 

como pr_esencia ·de cápsula, forma de la c6lula, aspecto de la co

lonia, producci6n de ureasn, asimilaci6n de nitratos, fermenta--

ci6n y·asimilaci6n de azúcares nos sirven para diferenciar al gé

nero Cryptococcus de otras levaduras pat6genas (1). 

Hasta 1975 se consideraba q.ue f. .. neoformans era una levadura 

imperfecta la cual pertenece a la familia Cryptococcaseae, sin 

embargo, de acuerdo con Van Cutsem y col. (1987) Kwong-Chung y -

col. demostraron en 1986 la existencia del estado perfecto de es

ta levadura llam6ndola Filobasidiella la cual pertenece a la cla~ 

se de los Basidiomicctes, familia Filobasidiaceae (60). Filobasi-

diella presenta conccciones en "clamp" y basidias, lns cuales dnn 

origen a basidiosporas haploidcs (~3). 

Se ha establecido que f.· neoformans mide de 2. 5 a 14 µ de di6-

metro, esta variaci6n depende de la cantidad de cápsula que se 

forwe y del medio en que se encuentre, produciendo así células e~ 

cepcionalmente grandes o pequeñas (43), 



·.f: ·neciforníans se .ha aislado del suelo y se asocia con excre

t'~<s ·de· páJ aros, especialmente la.s excretas de paloma que resultan 

un ilxcelente. medio de cultivo. Además se encuentran en algunos o

tra·s \{fganismos como el tracto intestinal de las cucarachas. Ta!!! 

bilm ·sé ha reportado que excretas de canario contienen la levadu 

ra, la cual se combierte en organismo de vida libre después de -

seis días de incubaci6n por la alcalinizaci6n y descomposici6n -

del medio debido a las bacterias en las excretas (51, 59). Los -

.organismos son recuperados en un gran número de materia orgánica 

acumulada en ruinas, desvanes, cúpulas y todo aquel lugar en do~de 

se encuentren palomas. 

f. neoformans no parece infectar a las palomas que tienen una 

temperatura corporal de 42°C por lo que el organismo sobrevivie 

pero no se desarrolla a esta temperatura. 

La superviviencia de la levadura en excretas de paloma aumen

ta por el incremento de la humedad relativa, el pH, el ácido úrl 

ca, concentraci6n·de creatinina y la luz del sol por lo que de -

acuerdo.con Ruiz y col. (1982) Hubalek determin6 que la composi

ci6n qufmica de las excretas son el factor primario que influye 

en la distribuci6n de f. neoformans. Sin embargo, la exposici6n 

directa al sol, especialmente en 6poca de verano son letales pa

ra la levadura. En ambientes sapr6fitos la levadura presenta una 

cápsula muy pequefia (51) 



Neilson, en 1978 observ6 el crecimiento de amoebas entre las 

colonias de C. neoformans las cuales fueron identificadas como 

Acantamoeba polyphaga la cual mostr6 fagocitar a la levadura y -

producir cambios en las características de crecimiento y virulen-

cia (43). 

Ruíi y col. (1982) determinaron los factores biol6gicos que. i~ 

fluyen en la distribuci6n de~· neoformans en la naturaleza, en-

centrando que varias especies de bacterias, especialmente Pseudo

~ auroginosa y Basillus subtilis aisladas de excretas de palo

ma inhiben· el crecimiento de la levadura, probablemente por prod!;! 

cir substancias inhibitorias, así como Acantamoeba palestinensis 

que la fagocita (43). 

Evans, en 1950 dividi6 las cepas pat6gcnas de ~· neoformans en 

tres tipos antigénicos, A, By C basados en la composici6n capsu

lar (14). Wils.on en 1968 (6Z) report6 otro serotipo designhndolo 

co.ÍnÓ D. Estos serotipos capsulares fueron obtenidos por reacciones 

espec.Íficas de aglutinaci6n y precipi taci6n en suero inmune de CE_ 

nejo. 'Recientemente se ha descrito otro scrotipo llamado AD que -

reacciona con antisuero especifico para los scrotipos A y O (26). 

Actualmente, f· neoformans se ha clasificado en dos varieda-

des las cuales han sido relacionadas can los diferentes scrotipos: 

·Filobasidiella {Cryptococcus) neoformans variedad ncoformans quc

agrupa a los scrotipos A y O ; y f · neoformans variedad gatti que 

agrupa a los serotipos B y C de Evans . 

Existen algunas diferencias entre cstfis tlos variedades: 1) pre-



sencia de basidias y basidiosporas; 2) aus,encia ·dé la. variedad 

g.at.t.i en algunas áreas del .mundo; 3) l.as infeccforiés .causadas por 
·,' ·, .. (·'. . - .· .:: - :. 

los serotipos ll y C son más resisten.tes a la·:tcrapia antifungal -

que los serotios A y D; 4) cada vez hay niás evidencias que indican 

que la variedad neoformans es la Única cau~a .de .crip~~cocosis ell -

pacientes con SIDA (30, 55). 

En Octubre de 1984, se public6 un ·:i:opb'rte/sobre lá distribuci6n 

mundial de !::· neoformaris en 6Ú aisl~~ié~~~s:'C.1ífii~d~ y in adicio·. 

J\ales de otro laboratorio. El lOÓ\ de lal~ep~s aisl~das de Aus•-: 
· .. - •;-,·, -- ,-_ ---: .. '- ~'.'. __ ,. .-·_ -,. . - '. 

tria¡ ll()landa, Italia,· Suec.i~. y Jap6n'<fueron·variedad neoformans -
'"=--_ . .;_,:_~~'- -_--,~-~ _ _: .. -· ------

Más del 85\ de las. cepas prove.nie~tes de.Argentina, Canadá y Esta-

Jos. Un.idos (cxéepto sur de California) fueron también variedad ~ 

formans el otro 15~ fueron variedad gatti. La variedad gatt:i fue -

prevalente en Australia, Brasil, Cambodia, llawaii, sur de Califor

nia, México, Paraguay, Tailandia, Nepal, Vietnam )' ciudades de A- -

frica Central. La variedad gatti es prevalente s6lo en áreas trap.! 

cales y subtropicales. de las 725 cepas estudiadas 507 (70\) fue-

ron serotipo A; 66 (9%) serotipo D; 48 (7%) serotipo AD; 77 (11%) 

serotipo C y 10 (1%) no fueron tipificados (26). 

Un aspecto importante a sel\alar es que hasta ahora no se conoce 

cL habit.11t, natural de la variedad gatti. 

En 1987, ,Shadomy y col. publicaron un trabajo con el fin. de. ob-... 

tener datos epidemiol6gicos para considerar la ocurrencia de infef 

ci,ones causadas por los diferentes serotipos de f. neoformans. e- -

llos trabajaron con 323 cepas aisladas de casos clínicos de las --



cuales 276 pertenecieron a los serotipos A y D, mientras que 20 a 

l_os serotipos B y C, a los 27 restantes no se fes determin6 el se

rotipo. Los resultados obtenidos se muestran en el cuadro No. 1 

En el cuadro se muestra que los serotipos B y C excepto por el 

sur de California son poco frecuentes en Estados Unidos, sin em

bargo, se observa que otros estados se han sumado a la lista de -

casos de criptococosis causados por la variedad gatti. Estos son -

Florida, Lousiana, Mississippi, Tcnnessic y Virginia. Estos resul

tados son compatibles con la tesis de que la variedad gatti es 

prevalcnte en áreas tropicales y subtropicales (SS). 



ORIGEN DF. t.A CEPA No. JOTAL DE REACCIONES REACCIONES 
AISLAMIENTOS POSITIVAS A/D POSITIVAS B/C 

Virginia ss: 47 z 
Alabama · s1> 45 1 
Norte de California 49 . .44 1 
Missouri · 1a·· ·- · 17 o 
Ca 1 i fornia 17' 15 z 
1'exas •:-.17:ci '·" 17 o 
Louisiana 17 14 3 
Oklnhoma 1:1 9 1 
GC'orgia 12 10 2 
Michigan 10 7 3 
Minncsota 9 8 o 
Maryland 7. 6 o 
Tonncssec 7 5 1 
/\rkansas 4 4 o 
Plorida 4 3 l 
Sur de California 4 3 o 
llhode Is land 3 2 o 
l llinois 3 3 o 
Kcntucky 3 1 o 
Ohio 2 2 o 
Pcnnsylvania 2 2 o 
Oeste de Virginia 2 2· o 
In<liana 1 1 o 
Main<' 1 1 o 
New York 1 o o 
NIH 4 4 o 
Total en Estados Unidos 316 272 17 
China 7 4 3 

Cuadro No. 1 Distribuci6n de los aislamientos clínicos de~ neoformans por estado 

de origen, reacciones bioquímicas y serol6gicas (55). 

Nota¡; el n6mero de cepas restantes son las reacciones no determinadas. 



10 

.. CaractedsÚcas' cÚlliéáS 

Según Rippon, existen dncci. tipos .de cdptococosis, estos son: 

a) ·críptococosis pulmonar; b) críptococosis a nivel de siste.~a -

nervioso central (SNC); c) criptococosis cutánea y mucÓcutánea;-

d) criptococosis 6sea y e) criptococosis visceral (49) 

a) Criptococosis pulmonar 

La infecci6n en los pulmones es en la mayoría de los casos a

sintomática. Los síntomas que podrían presentarse son tos, en o· 

casiones fiebre, dolor pleural, baja de peso, también puede pro-

ducirsc esputo que en raras ocasiones va acompañado de sangre. 

Las lesiones en pulmones frecuentemente son bilaterales aunque 

tambien pueden aparecer en un s61o 16bulo, estas lesiones son P! 

quenas y forman granulomas o criptococomas. 

b) Criptococosis en SNC 

Este tipo de críptococosis es más frecuente, la raz6n de la -

predilecci6n por SNC no es muy clara. Se cree que factores nutrl 

cionales para la levadura se encuentran en este lugar. En lÍquí

do cefalorraquídeo (LCR] existen asparagina y creatinina que pu! 

den estimular el crecimiento de f· neoformans ya que los utiliza 

como fuente de nitr6geno. 

El síntoma común en todos los pacientes es dolor de cabeza i~ 

termitcntc, fiebre y rigid6z en el cuello. 

El granuloma criptococal en cerebro produce naúceas, v6mitos, 
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coma, paralisis·,· m.anifostaciónes ocúlares, támbién. l'ucden produ-

cir ttasto~no; mentales que incluyen irritabilidad, agitaci6n, !!. 

patía, etc. ( 49) 

:ú: líquido ce falorraquítleo en la mayoría de los casos es cla

ro, el conteo de células es ligeramente elevado, aproximadamente 

800 células por mililitro, los linfocitos son numerosos, l.as P:"E'. 

·tcínas varían de 40 a 600 miligramos por decilitro (valor normal 

de 15 a 40 mg/dl), los cloruros son bajos (183 miliequivalentés 

o menos) y la glucosa es bastante baja (10 mg/dl) (49). 

c) ,Criptococosis cutánirn y .ruucocotánea 

El primer caso descrito de criptococosis por Busse y Buschke 

presentaban manifestaciones cutáneas, 6seas y sistémicas pero -

no meníngeas. La mayoría de los casos en Estados Unidos son a nl 

vel de SNC, pero en Europa las manifestaciones a nivel cutáneo y 

mucocutáneo son frecuentes (49). 

Las lesiones en piel se pesentan en aproximadamente 10% de P!!. 

cientes con criptococosis diseminada y se ha visto que la infec

ci6n .a este nivel no es tan rara (59, 60). 

Las lesiones que se presentan son pápulas, pústulas acneifor

mes o.' abcesos que con el tiempo se combierten en Úlceras. 

d) Criptócocosis 6sea 

La infecci6n 6sea se presenta en un 5-10% de los casos, f!:IE.-. 
tococcus tiene predilecci6n por huesos largos, craneales y vér-

tebras. Los rayos X no muestran características específicas en -
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este tipo de ~nfeCci6n (49). 

e)Criptoc~co~is visCeral 

En la .infecci6n diseminada varios 6i:g~no_s y tejidos .pueden 

estar involucrados. Lesiones gránulomatosas'sonpÍ:oducidas, las 

cuales semej:m sintomatol6gica he histopatologfcamente a neopla

sias malignas. El coraz6n, testículos, pt6stata y. ojos es tan frE_ 

cuentemente involucrados, mientras.que rifiones, hígado, bazo y -

n6dulos linfáticos no. Las lesiones: en ef fr11cto genital y geni-
--~. . - . ,' - - . - ' . 

to urinario son similares a tas de.tub~iculos·is (49). 



El dÍ.agl16st~cci de ~rip~¿co,cC>s{~ es hec.ho usu~lme~te ~or: ;l{cu.!_ 
tivo d~ ~~putd( s~¿r;i:i6n' br~riqui~l, orina, hedes y ~a~g~c; 2)c la 

~bs~rv~~i6~'e'~:·titlc~6~)ri!lJati,va yfo 3) .la demos~racicSn del antíg~ 
no cr~pto¿óccl;il ~~· el'l.íq¿ido'cef~lorraquídeo por agluti!Ínci6n en 

Üt~x cuando, la infecd6nes diseminada (47, 57, 63). 

La 'i'riocÜla~l6nde ratones jovenes por vía intracraneana es un 

mét~dÓ aux~liárpara el diagn6stico de la criptococosis cuando • 

no.se logra· observar la levadura capsulada en las muestras clín,! 

cas (1). 

Pruebas serol6gicas 

El uso ·de pruebas cutáneas para medir la hipersensibilidad r~ 

tardada en una infecci6n mic6tica ha declinado, la raz6n es la -

baja especificidad de los antígenos usados e interferencia de e

llos con otras pruebas de diagn6stico como la fijaci6n de compl~ 

mento. 

En años recientes, varos autores han tratado de obtener mejo

res antígenos para una prueba cutánea en pacientes con criptoco

cosis, estos antígenos han sido extraídos de varias fracciones -

de f. neoformans los cuales han dado buenos resultados (2, 23). 

Una prueba simple, sensible y especifica para la detecci6n de 

antígenos y anticuerpos sería un importante avance para el estu~ 

dio de la criptococosis. Varios ensayos serol6gicos han sido US! 

dos pero resultan incspecíficos y de difícil estandarización. La 
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:. utilÚ.aci6n de métodos. más sensibles como el inmunoensayo .e.nzf~ 

mático (ELrSA) es import.ante ·ya que detecta. la .apadci6n, circu

laci6n, persistencia y desaparici6n deLpplisacárido capsular 

(54). 

Los antígenos fungales provocan camb~os. en el dihgn6st:i.co y 

crean dificultades en lÍls téénii:as s:erol6gi.cas; La fo~maci6n de 

~~lulÍis fusionadas entre. células de'inielomÍI y '¿éiulÚ de bazo 

sensibilizadas con un aritígeno·(hibridomas) proporcionan un mee.!!_ 

nismo p~r.i l~ p;o·d~~ci6i de ariÚ~u~fpos>monoclo~illis monoe~ped -

fl.c~s: i.{pr~duci:.i6~ de e,stos anticuerpos c&nfra f. neoformans 

podría te.n~.r ,.i¡>iic:aci6n en ei diagn6stico serol6gico por medio de 

prueb'ás c6~qC~gÍ.U~in~ci6n, inmunoprecipitac:16n el gel, inmunoflu.9_ 

re~ce~cÚ:·'ci;}éctt e~:i~m~noeri~ayo enzimático (9. 10; 2 2) . 

·.. /};.2· 
Ai~1a'i,;Íe~io 
·s~.'.hán:elaborado medios espedficos que permiten el aislamie~ 

to primario de f. neoformans de ambientes contaminados que tamc~ 

bi6n ¡i·~ecÍen ser usados para la identificaci6n en muestras clíni

cas. Seg(m Salkin (1979) Staib, en 1982 observ6 que§.. ncofor.-

~ fué la única levadura que desarroll6 una pigmentación café 

- obscura en un medio que contenía semillas de Guizotia abyssinica 

(Niger). Según Healy (1977) este medio fue simplificado por Pall 

ual yRanddhnua en 1978 proporcionando mejores resultados (24,52). 

Se dice que el medio de Níger puede diferenciar a las dos varie

dades de Cryptococcus ya que la variedad neoformans produce un -

pigmento café más obscuro que el producido por la variedad gatti 
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(52) aunque esta apreciaci6n es mu~ relativa. 

Fleming, en 1987, desarroll6 un medio llamado SOC (solryth

oxagall-caffeic acid medium) que es usado como una prueba rápida 

para la diferenciaci6n del género Cryptococcus y Candidn. El SOC 

es un sisitema s6lido que favorece la producci6n de tubo germin! 

tivo y clamidiosporas así como la oxidaci6n del fenal producien

do una coloraci6n café obscura (15). 

La actividad de la ureasa es una de las propiedades bioquími

cas más importantes de los miembros del género Cryptococcus y b! 

sidiomicetes en generar (SO)En vista de las diferencias bioquíml 

cas entre las variedades neoformans y gatti la actividad de la -

ureasa podría ser diferente.Se ha probado un medio modificado de 

urea el cual contiene glucosa, peptona, extracto de levadura y -

EDTA que puede diferenciar a las variedades de Cryptocaccus, en 

un medio normal de urea la actividad de ambas variedades es la -

misma. La variedad gatti. disminuye en 86% la ·actividad de la u-

reasa, mientras que la variedad neoformans reduce la actividad -

en 30%. Estos resultados pueden ser usados como criterio diag--

n6stico para la identificaci6n de las dos variedades (30). 

El medio hasta ahora más usado para la diferenciaci6n de las 

dos variedades de f. neoformans es el medio de canavanina-glici

na-azul de bromotimol (CGA). En este caso s6lo la variedad gatti 

utiliza a la canavanina como fuente de nitr6geno. Como la canav! 

nina resulta ~oca accesible para los laboratorios de diagn6stico 

podrían ser utilizados otros medios como el de urea modificado -

descrito anteriormente. 
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Tanto .el medio de·, Niger como el de CGA contienen creatinina la 

cual. es asimilada por C. neoformans por lo que se· han realizado -

estudios par·a determinar el papel que juega .en el· metabolismo de 

las dos variedades. Estudios de cromatografia indican que el me-

tabolismo de la .creatinina en C1·yptococcus involucra un solo pa

so que resulta en la producci6n de metilidantoína y amonio. La 

e·nzima responsable· del metabolismo de la creatinina es la creati 

nina desaminasa La síntesis de esta enzima esta sujeta a dos ti 

pos. de regulaci6n: la variedad neoformans es inducida por la 

creatinina y:re~rími.da·por el amonio, al contrario, la síntesis 

de la enzima· por· la. variedad gatti es inducida por creatinina p~ 

ro no es controlada.·pór amonio. Las excretas de paloma son ricas 

en amonio por lo tan.to la represi6n de la variedad neoformans 

puede ser un mecanismo de control adaptativo el cual no se desa

rrolla en la. variedad gatti (46) 
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E) Tratamiento 

La anfotedcina B junto con la·.s'cfluóri>~i:tocina-'.e~- él .trata~-
,' ,. ·•' . , .... ·. 

miento de elecci6n contra criptocÓcósi.~•. ~j'¡d;;;ba~go existe un -

20% de mortalidad en los pacientes'.ft~~i~cl~Fc¡9)., 
Se tienen datos que indi.~an el hpaf~~~td~~;e~ento de la su--

ceptibilidad por parte de los serotitipos B y C a 5-fluoroci toe_! 

na, comparado con los serotipos A y D. Considerando las diferen

cias de suceptibilidad • 5-fluorocitocina, puede explicarse el -

por que> •pacientes infectados con los serotipos B y C parecen 

ser más resistentes a la terapia antifungal, que los serotipos A 

y D (55)~ Debido a la resistencia a la terapia, se han propuesto 

otr~_-tipo de tratamientos con diferentes medicamentos, como el -

de lu combiriaci6n aminociclina y anfotericina B, el problema de 

·esta combinaci6n es que la minociclina presenta toxicidad para -

el organismo (19). 

Van Cutsem, en 1987, prob6 "in vitro" e "in vivo" una nueva -

droga llamada itraconazol, en varios géneros de hongos. esta su~ 

tancia ~esult6 ser un excelente agente contra f. ncoformans, ade 

m6s no se observaron efectos adversos, por lo que resulta un 

buen candidato para ln terapia, no s6lo contra criptococosis, 

sino con otro tipo de infecciones causadas por hongos (61). 

Por 6ltimo, se ha sugerido el uso <le anticuerpos monoclonales 

como terapia contra criptococosis lo cual al parecer a dado bue-

nos resultados en modelos animales (9). 
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lI OB.JET.IVOS: 

Biotipificar las cepas de: Filobasidiella (cryptococcus) 

~isla~os a p"'.rtir de casos clínicos en humanos. 

- Determinar cual de {;'~ ~~~ varÚdad~s de Filobasidiella 

se presenta. i:on '~~Y~~ riec~~ncia en casos de criptococosis 

humana. 
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III MATERIAL Y METODOS 

AJ_ Obtenci6n de las muestras 

Las cepas de Crrptococcus fueron obtenidas de varios hospita

les e instituciones las cuales fueron generosamente donadas y se 

muestran en la siguiente tabla: 

Hospital General deMéxico 

Centro Dcrmatol6gico Pascua 

Hospital Infantil de México 

Hospital de petroleas Mexicanos 

Hospital 20 de Noviembre 

Departamento de Ecología Humana 
Facultad de Medicina. UNAM 

Escuela Nacional de Ciencias Biol6gicas 

No. de cepas donadas 

3 

'.1 

Instituto de Salud de Enfermedades. Tropicales 18 

TOTAL 28 

Par~ obte~'~¡ T~~,~~p¡s de C. neofcirmans a par.tir de. LCR se -
-;'· ··.· ··;_. . - -

sigue el ~iguiente procedimiento: 
·-: .. '.· ··-> ": 

1. - Ce.ntrifug¡¡r' la: muestra de LCR a zoo rpm durante\20 min. 

2. - Con una pipeta pastcur ester il se separa éuidadosament~ 
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el sobrenadante. 

3,"fl se~iÍIÍen:to se ~tiliza para. las pruebas de diagn6stico, 
',,.' -,-:._ ._.:.'_: __ 

seÍniirá~~o~.cf ~¡i.i~ga;; sabouraud .dextrosa (SDA); 
·.,:'.; :.-~.·.x.?., ¡. -. .• -, .. 

,. • < - ·:-{·.~ 

..;_.::' \:<ii:,y::>. ':1:·· •• :·.',: ',, 

"C'(:f, ··:f:•' ~·:f> : .... :·--.'~:: _: · __ '. 
... ,"" ·_ -~'.;~-.: ._ -~~f~'.:~· :j;":: ~;:_.:r ·.· -· . .· 

Nota: Enest~'.tr~bájofno s~::re~Üz6 el aislamiento de Cryptoco--

. cc~s ~;~-t~i~titS~e{~ék: ya que ·1as cepas nos fueron donadas 

'·ccsin emlla~g;; .lá'.metodologfo usada por los laboratorios el_! 

.. ni~os c~;j~\¡t¿sir'úa. 



21 

Las cepas de· Cryptococcus fueron tratácias .como se muestra en el 

siguiente diagrama~ 

'°'"'• do 'í±'º'º"" 
.~ ... .,r··:: ::,!1°' 

,, •• ,. do ''~''' •• ,,,, •• 

''"''"(' ...... 
"""...... ..r,,. " "·" 
''º''' do '"'ºf '"'''dod oo 0•<60 

crecimiento en medio de CGA 
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Las p;~l'bá~ d~;icl~~iÚ:¡cllgi6né que se lé realizaron a• la ce-
·~-·';'~- :~+ ·_.,;·. ~ ... </·.-:~·: 

pas fÚerori.: ''.?- •- · - · · '·· \~'} ,·<::··: 

·1.- pruéiia• d_e 1;i~fi6.~;.ll~~~tiy.~ .-.--

z Oi prúeoa de C~r~~s~·;:; ~;;¿ 
~--, 

3 ;- creci~iento eÍl ni~tlio•; ile_ Níger 

4. - pfu~b'; df~ll~{i:&~iúda~ ~n rft}6n;;· 

s·:¿ -¿·tec{fuféil"i:'ó• é-n' m~,diédeccanavariiíía~iiiicina~azul: de_bromoti-

mol (i:Új, ;•_;; -- --- ·-
.. -.. t:·~ .::'-,~;: __ ~, ·:,; -··~i:,;- ,:··,'.·;· ,•:_-,-,_,_ 

., ... ::_·_~_._i:_·o X~\:-._-~,;-·' 
----~""·-- --".,,:~.; ~ 

i·.:<~-~ P~-~e b3~···d~-:~~-t-in~f6~ ~~~-~g~·~~ ~~-

E~ t~ _ {écdl~a.bons'is te en la observaci6n dir~ctÍl _de ,las)eváduras 

cnpsul;d1s utilizando tinta china. 

Metodología: 

Colocar en un portaobjetos una gota pequei\a dé,ti.nta,Í:hina 

y una gota pequei\a de agua destilada.. __ _ .. , . 

- Suspender una pequeña parte de la muestra y m~·zc:J.~-r- -én-_1-a -

tinta china. 

-- Colocar_ un cubreobj etas 

:.- : ·:::. --~ ... 
:' ··;·:::-

presionando ligeriinie~1:_e:~ 
----

- Observar al microscopio buscando las -•Úvaduras:• eajisuladas. 

z.- Prueba de ureasa (1, 6) 

El género Cryptococcus y otras levaduras produ'cen -_1a· enzima· urc!!_ 

sa, esta característica provee una prueba. ~til 'Para di-~e~enci~r 

al género Cryptococcus de otros géneros como Gandida, Ei agar u

sado en esta prueba contiene rojo de fenal el cual· sirve como Í!!_ 
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dicádor:de ia 'rcatd6n alcalina· que resulta cuando ia- urea ~ 

gradada: pro'dticicndo amonio en _la re~cd~~'. < > -_ 
M~todologí./. - • ---•--- ·-·----•- \;:-

-~6diJ de( llrJa dé -Christ'.ed~es._e_:;na· __ :-g'·u';da;_f,-~_-•ds•e~-s~--vt''ei·r1,Ja)_dla~---_'_;,;_ .• Y~--- -~~J' ;.%úo 
c'afc!() de ·~r•~a en 100 ml_ _ _ - ¡j-~'teifü_á-~r.-~Ór -
fíÚraci~~:- - · ---- 'é":S>\'~ ~) ;>: •• --
- _. - .-.,e--.. - --.,-- - .... -_ - ,.~:-·" - :+~ _; !~~L~ -: :· :::~,:f;:~¿;~_}é-~ -_-;:t!~.Y _-. ,_. 

- -Ílfatii.buí.r el crtldo de úrea e~:'tüb'cis ¡~t:;;fües;, apfoximadam-~ 
Til~nte __ .·-_1._s __ ml __ ~~(:ad~_ u~ci._--_-_;_¿_t __ -_-_•· L ~;·; <'.~>:)f; -~f'..'. ~!•c.•; ': -

::t~ -.:-·_-:'.:::.'.~> .: .. • _,.;,..::.~- _, ~~'- _,_,_ _.:·¿: -::\• - --_.' 

--r::::s:~:v:rs! ~::;e~~/;~e-;~;~~r!r~-;~~~l~itrt~~~J~:~r~t~~:-· 
a 37°c: Ei.iesariot1ocde ~n\o_i~'r!:.f~s'ain~'.~ú~~oé;;n,~T tubo -

- indica' una pruéb1l"'ilosiúvá~'1á''cú~i-Pil;;•;¡~;;ú:r;~~t'.ré ii ;~is -
' - :;.·,-;:.;-:e;~~_;>'_._;_:,_,_, ·:\·:····. '.-:_._>::.~:·~-f-- -~-,o:-

hrS, ,f'._._:_: <r : _ _ 
·.··;·: ,;-

3.· • Cre~lfur~~t6;kn .m~dio d~ Niger (6) -

El ·~¡.~¿Í~i~hto•idiÍii'renC:ial de·~; neoformans en medio de Niger se 

ha ~saio_ c~l1lo-Jna ~ru~~a p~ra su identificaci6n, ya que es la Ú· 

nic~ i~vadiir'a- en su género capaz de asimilar a la creatinina que 
: ;; .. --··· '• ' .. :_ . . .' -.~ 

se encuentra en las semillas de Niger, así como la producci6n de 

un pigmento_café obscuro. 
- - - - ~ . -

·una.prueba positiva se obtiene con el desarrollo de colonias 

café obscuro en ocasiones con apariencia vidriosa y húmeda dcbi· 

do a la gran cantidad de material capsular presente. 

Preparaci6n del medio de Niger simplificado: 

Semillas de Guizotin abvssinica (~igcr) 

Agar bacteriol6gico 

agua des ti 1 ada 

so g 

15 g 

1000 ml 
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Metodologfa·:- • " · 

- Pulveriz:f ~11~ s~mniás ~e Í4iger en un mezclador. elécrico y 

h_ervir· por_2~{i.~~ ~-~;1ci~-~ ml de agua destilada; filtrar a 

trave_z d~~~ri~:·-g~~~ ()'pap~l filtro. 
-: .. -,º . ~ .' > : - ; .,_. ••• • 

- Ag~elig'ar}'15 'g de''agar; llevar. a un volumen de un :Litro con 
·::.:O'-'. 

4.~· Pru~ba de patogenicidad en rnt6n (1) 

J.a inoculaci6n de ratones jovenes (aproximadamente 3 semanas de 

edad) por vía intratecal es un método auxiliar en el diagn6stico 

de la criptococosis ya que esta levadura es la 6nicn especie en 

su género pat6gena para el rat6n. 

Metodología: 

- Preparar una suspensi6n de las levaduras en soluci6n salina 

fisiol6gica esteril de un cultivo de 48 hrs de crecimiento. 

se recomienda preparar una diluci6n 1:100. 

Utilizando una jeringa ue insulina aspirar 0.02 ml de la 

suspension de las células. 

- Anestesiar al rat6n con éter o cloroformo. 

- Colocar los uedos índice y pulgar de la mano izquierda so--

bre las orejas para inmovilizar la cabeza. 

- Limpiar la piel con alcohol. 

Un poco hacia la línea media a traves de la parte posterior 

dei cráneo insertar la aguja lentamente rotando la jeringa 
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como un pequeño taladro entre ,el dedo",:pulgar índice hasta 

que se ,persi va un pequeño e~tír6n en '1~ a~uj~, 
-.-:~: ';: 

Empujar lentamente el émbolo d!l lá Jc;ing~ pil~a inocular 

0,02 ml de la diluci6ri. 

Repetir la inoculaci6n por lo menos en, t'ri.s ratones; 

,La infecci6n so manifiesta entre los 8 y 15 díÍúÍ después de la 

inoculaci6n, provocando en Jos ratones alteraciones ,en su c,ó.mpor-. 

tamientó: J,a muerte instantánea. o durante las pi:imcras 48 nZ.s se 
debe a traumatismos causados por .la inac

0

ulacÜ~:';:. 

s. - Crecimiento. en. medfo de canavanina-glicina-a.~tll de bromo~ 

timol (CGA) • 

Este medio cuenta con glicina como Única fuente de carb~no: y ni

tr6gcna, y un ·análogo de arginina (la canavanina) ,'como ·.un 'inlÍÍ.~ 

bidor selectivo. Se adiciona azul de bromotimol al medio como i~ 

dicndor de pH. 

Su uso se basa en'las diferencias bioquímicas que presentan -

la·s dos variedades de f. neoformans, Las cepas que corresponde a 

· .. ·la· variedad gatti no son inhibidas por la canavanina a difcren- -

cía del serotipo D y casi el 30\ del serotipo A, cuyo desarro.llo 

sí resulta inhibido. 

Las cepas de la variedad gatti pueden usar a la glicina como 

fuente de carbono y nitr6geno. La gaceta Newslctter (1984) men-

ciona que de acuerdo a Kwong-Chung y col. s6lo el 19% de las ce

pas probadas del scrotipo A y 11':. del serotipo O, usan glicina -

como fuente de carbono y de nin6geno. Todas las cepas del sera-



tipo D que utÚizan a '.ia '¡Úi~'lna,:son 'sensibles a,la canavanina y 

como resui tado ~o creceri {~ :r~~~io de ÚGA; En cuarito a las c~" 
pas de; serCJti;o /\a~~~ue rio fodas SCJ~ serisibles a, la canavania: 

y un 19\ utii¡~~n} l~ gikina,no crecen cuando el medio conti.!!_ 

ne a ambas: ca~ava~ina y glicina (26); 

La alcalinidad indicadá por el, pH refleja el resultado de la 

producci6n de amonio .<-a su vez ,p_roducio de la degradaci6n de la _ 

creatinina, que proviene de la Ütílizaci6n_ del análogo .de la ar

ginina, ln canavanina. 

Preparaci6n del medio de CGA 

Soluci6n A: gliciri~, L~canav:an-ina 

glicina 

KH2_Po4 

MgS04 < 
_,."'. , 

- soluci6n vitaminada 
(SO _ ), 

s~lfato de L-canavanina 

agua destilada 

io g 

g 

1 g 

gota 

30 nicg 

100 ml 

La soluci.6n vitaminada puede ser reemplazada por 1 mg de tiamina

HC!. ¡:f'¡llff'inal--de la soluci6n se ajusta a 5.0 y se esterliza 

por filtraci6n. 

Soluci6n B: soluci6n del indicador 

Soluci6n acuosa de azul de ·bromo timol (O. 4 % P/V). 

0.4 g de azul de bromoi:imol s6dico 

100 ml de agua des t.ilada 
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Para un litro. de mediO: .. 

. 880 ml de ~~~.ª d~stíladá 
ZO • · llll. dé iii''-~oltlci.Sn B 

·:; .. ', 

iií úde .·agai'. · 

Esterilizfr por 15 ~Í.n.'. a lf i~Jpul~ Cuando ei agar se encuentre 
... -....... ·•·. • ·º.; ·:. 

aproximadaníente<:_a SO C.-se agregan. 100 ml de la s<lluci6n _A y •se 

mezclan sir1'lé~~os~ posteriormente en cajas de petri. 

Una ;rueba p~si fiva es .indicada por un cambio de pH .s. 6 o .1 

(amarili~ ·verdoso) hasta 7 .o (azul cobalto) (48). 
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IV 

En tiitál'flleron 'obteriidas 28 cepas ·de f· neoformáns a las cu~ 

.les'. se ie· iea1:r7.ar~n las pruebas de identificaci6n y diferenci~ 
·ci6nftd~~cri;1:.~s •. ;En el cuadro No. 2 se muestran· los resultadós 

::-oh.tenidos para cada prueba así como el origen de cada cepa. 

Como puede observarse, todas las pruebas de identificaci6n 

(tinci6n·negativa, producci6n.de ureasa, crecimiento en medio de 

Níger y patogenicidad en iat6n) fueron positi~as. 

En el caso de la prueba de patogenicidad en rat6n no todos 

los animales presentaron alteraciones en su comportamiento lo 

cual nos estaría hablando de una alteraci6n a nivel de SNC, sin 

embargo la mayoría de ellos murieron en un 'peri6do de 5 a 30 dias 

post-inoculaci6n observándose lesiones licuefactas en cerebro y 

recuper6ndose las cepas en todos los casos de este 6rgano. 

En cuanto a Ja prueba que diferencía a las dos variedades,~ 

forman~ y gatti (CGA), observamos que de las 28 cepas, 25 

(89.29%) pertenecieron a la variedad gatti y s6lo 3 (10.71%) a 

la varicda<l ~~· 

Cabe señalar que se le realizaron las mismas pruebas de iden

tificación )' diferenciación a cepas ya perfectamente Serot-iPifi- -

cadas pertenecientes al laboratorio de micología de la unidad de 

posgrado de la FES-Cuautitlán para usarlas como controles de las 

mismas pruebas. Los serotipos usados fueron: B, e, D y KCll (cepa 

de caso clínico perteneciente a la variedad neoformans) así como 

una cepa de Candidn albicans usada como control negativo. Los -

resultados se muestran en el cuadro No. 3. 



No. de Origen ' ~prueba .de producci6n ·cree. pat. en cree. 
cepa ··unci6n ' de ureasa medio de rat6n medio de 

negativa Níger. CGA 

1 IL General ·+ '+' + + + 
2 H. General + + + + 
3 11. General + + + 
4 c.o.P. + ·+ + + + 
5 H. Infantil " 

+ + + + + 
6 H. Infantil + + + + + 
7 D.ll.H, UNAM +· "+ .+ + + 
8 B.N.C.B. + + +: + + 
9 H. Petrol!Jos. + + + + + 
10 !l. 20 de Nov. + + + + 
11 I.S.E.T. + + + 
12 I.S.E.T. + .+ + + + 
13 l.S.E.T. + + + + + 
14 I.S.E.T. + + + + + N .,, 
15 I.S.E. T. + + + + + 
16 I.S.E.T. +' + + + + 
17 l. S.E. T. + + + + + 
18 l. S.ll. T; + + + 

. 19 l.S.E.T . + + + 
20 l.S.E,T. + + 
21 I.S.E.T. + + + + 
22 I.S.E.T. + + + 
23 I.S.E.T. + + + 
24 l.S.E.T. + + + + 
25 I.S.E.T. + + 
26 I.S.E.T. + + 
27 I.S.E.T. + + + 
28 I.S.E.T. + 

TOTAL (pruebas posi 28 28 28 28 25 
ti vas) 

Cuadro No. 2, Resultados de las pruebas realizadas a ~as cepas de C. neoformans y origen 
Ci"ilCiii!a-Cepa. Para la prueba de tinci6n negativa + representa la ooservac16n de levaduras 
con c&psula. Para el crecimiento en medio de Niger el signo + representa el desarrollo de 
colonias con pigmentaci6n café obscuro. Para la prueba de patogenicidad en rat6n el signo 
+ representa lesiones en cerebro, Para las pruebas de producci6n de ureasa y crecimiento 
en CGA el signo + representa cambio de color en el medio y el signo - sin cambio. 



. Serotipo ~bn ;: de.: producci.Sn cree.- Pat. en Cree. 
.tinci6n·: de : urea s_a. · medio de rat6n medio de 
negativa Niger CGA 

B + + + + 
e + + + 
D + + + 
KCH + + + 
f. albicans -

Cuadro No. 3. Resultado de las pruebas realizadas a los serotipos usados como contro
res:-ToS-Si&nos representan las mismas características que en el cuadro anterior pa
ra cada una de las pruebas. 
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V 

. . 

La criptococosÍs :en 'México, es considerada comó una enferme- -

dad p~co frédu~ni"~ Xe~ido tril vez, a que en nuestro país existen 
,- ', --:· --;--·:-_ ·- .,, -

. pocos ·centros.: hospitÍilarios dedicados al diagn6stico micol6gico. 

Sirl embar.go ,·_cada.:.vez hay más evidencias que indican que la en- -

"fermed~d se presenta con mayor frecuencia de la que se cree, una 

de .. ellas es .et trabajo realizado por Juan Manuel Paulin quien r.<:_ 

éopil6 datos en un peri6do comprendido de Enero <le 1983 a Julio 

de "1995 en diferentes centros hospitalarios del área metropolit~ 

na_ para .determinar las micosis más frecuentemente diagnosticadas. 

s1· ob~erv6 que de las micosis superficiales se encuentran más 

fi~cuente~ tifia pedís, tifia cruris, tifia unguiurn, tina capitis, -

tifia versicolor y tifia corporis. 

Con respecto a las micosis profundas, las más frecuentes fue-

ron rnicetoma, esporotricosis, crornomicosis, criptococosis y cae-

cidioidomicosis (44). 

Los cuatro centros hospitalarios encuestados por Paulin furon 

el Centro Médico Nacional, Hospital General, Centro dermatol6gi

co Pascua y Hospital de la Raza, en ellos se encontraron un to-

tal de 20 casos de criptococosis distribuídos de la siguiente m~ 

nera: 

Centro Médico Nacional 12 

Hospital General 

Centro. Derma.tol6gico Pascua O 
. . . 

Hospital de_ la: Rafa 6 



No se ha realiza.do uri es.tu.d.io e'pideniiol6gico completo sobre 

la criptococosis en nuestro paÍs,~pcro existen reportes aisla-

dos como el de Juana R~~d6n ~;· qui.en en 1966 llev6 a cabo el 
: "'o ; 

aislamiento de f· n·eoforinans a· partir de escretas de paloma con 

el fin de ·Obtener c°epas ~naüvas ya que no existían datos sobre · 

el biotipo presente en su.habitat natural. Para ello se recolec· 

taron· 116 muestras ,de.excretas de paloma en los estados de Méxi-

co, Hidalgo Y .. D.F, rec.uperando de ellas 17 cepas de f· neofor· -

~ las cuales biotipificaron y determinaron que todas pertene

cían a la variedad neoformans. En este mismo trabajo se reporta 

también una cepa.aislada de un paciente .del Hospital Infantil la 

cual también fue biotipif icada determinando que la variedad en -

este caso fue gatti (48). 

En el número 44 de la gaceta Newsletter (2ó) se informa que 

la variedad presente en México es la gatti. En la referencia es

crita al respecto mencionan solamente una cepa aislada de caso 

clínico lo cual coinside con lo reportado por Juana Rend6n sobre 

el biotipo presente en este tipo de muestras, sin embargo, dos · 

datos reportados de f. ncoformans variedad gatti consideramos -

que no son suficientes para afirmar que en México os prevalente 

esta variedad, m•s a6n, cuando se ha reportado que la variedad · 

presente en excretas de paloma es ncoformans por lo que consid~ 

ramos necesario realizar el trabajo presentado aquí con el fin -

de determinar la variedad prcvalente en casos de criptococosis. 

De acuerdo a los resultados obtenidos, es evidente que la va

riedad prevalente en casos clínicos es gatti. 
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Como se mencin6 anteriormente, hasta este momento s6lo se conoci 

an dos reportes que indicaban que la variedad prevalente era 1[!!

lli · Con los datos obtenidos aquí se confirman estos resultados. 

Aparentemente la fuente de infecci6n principal no se encuen-

tra en las excretas de paloma ya que como reporta Rend6n (48), -

c,n este tipo de muestras solo se encuentra la .variedad neoformans 

que en los casos clínicos reportados ac¡uí, representan solamente 

el 10.71% por lo que cl!nicarnente es más importante la variedad 

gatti la cual representa el 89.39% de los casos estudiados. 

La cantidad de casos de criptococosis atribuidos a la varie-

dad' gatti hacen prioritario el encontrar la fúcnte de infecci6n 

de esta variedad, aunque hasta ahora no se tiene ningún indicio 

de cual pudiese ser su habitat natural (26). 

Con las cepas nativas ya biotipificadas, es posible hacer un 

antígeno más especifico para el diagn6stico preciso de criptoco

cosis, ya que probablemente los antígenos usados hasta hoy son -

inespccíficos, debido a que no se sabe de que serotipo provienen, 

dando entonces, resultados falsos negativos. 

Al mTsmo tiempo, .;s -importante conocer la variedad presente -

en casos clínicos, ya que así puede darse una terapia a<lecuada,

tomando en cuenta, que la variedad gatti es resistente a 5-fluo

rocitocina; la c,ual sigue utilizándose como tratamiento de clec

ci6n junto con anfotericina B (19, 55). 



VI CONCLUSIONES 

l.- ·La variedad prcvalente en casos de criptococosis en Mlxico -

es la gatti, por lo que aparentemente la fuente de infecci6n 

no son las excretas de paloma ya que en este tipo de muestra 

s6lo se:encuentra la variedad neoformans. 

2.- Es evidente que la variedad gatti es m~s importante en los C! 

sos clínicos ya que representan el 89.39~ de los casos est~ 

diad6s aqul, por lo que resulta apremiante el encontrar el 

habitat natural de esta variedad. 

3.- Al conocer la variedad que prevalece en casos de criptococo

sis en humanos pueden hacerse antígenos más específicos P! 

ra el diagn6stico seroJ6gico, asl como el buscar terapias -

más adecuadas contra esta enfermedad. 
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