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l. INTRODUCCION 

1 • 1 CONCEPTO 

La criptococosis (enfermedad de Busse-Buschke. torulopsis, 

blastomicosis europea) es una infección crónica subaguda o rara 

vez aguda pulmonar, generalizada o meníngea causada 

principalmente por Cryptococcus neoformans y ocasionalmente por 

C. albidus (24) (36) (40) (48) y C. Jaurentii (50) (73). 

La infección primaria en el hombre es casi siempre 

pulmonar seguida de la inhalación de la levadura. La infección 

pulmonar usualmente es eubcl1nica y transitoria, Se caracteriza 

por diseminar con clara predilección al sistema nervioso 

central y afecta principalmente a personas inmunodeprimidas. 

La enfermedad en loe animales es muy similar a la 

presentada en el hombre. La inoculación cut4nea y mucocut6nea 

ee común y ee caracteriza por la pre=encia de lecionec 

localizadas en piel, as1 como en las mucosas oral y nasal. La 

infección en los bovinos por lo coman afecta al tejido mamario 

y los ganglios linf6ticos adyacentes (32)(41)(61). 

1.2 ANTECEDENTES HISTORICOS 

1894. Busse, un patólogo, y 

publican separadamente 

Buscbke, un cirujano, 

el aislamiento de la 

levedurc e p~rtir dv ln tibia dw una mujer. So 

describe y nombra al organismo Saccharomyces, 

. 1 



1894. 

1896. 

1901. 

1901. 

1905. 

1914. 

adoptando el término de 

para la enfermedad. 

sacharomicosis hominis 

Las lesiones fueron 

descritas como gomosas y sarcomatosas. 

Posteriormente algunos autores utilizaron el 

nombre de "neoformans" [Causante de cáncer o de 

tumor) como un epíteto para el organismo. 

San Felice aisló una levadura capsulada a partir 

de jugo de durazno. la cual causó lesiones en 

nnirn~lc~ inf:ctedce experim~nt~lm~ntA. Denominó 

al organismo Saccharomyces neoformans. 

Curtis describe un caso similar al de Busse y 

Buschke y denomina al organismo como 

Saccharomyces subcutaneous tumefaciens. 

Vuillemin transfiere a la levadura al género 

Cryptococcus, al examinar diversos cultivos y no 

observar ascosporas características del género 

Saccharomyces. Denomina como c. hominis a los 

neoformans para el aislamiento de San Felice. 

Klein realiza el aislamiento a partir de leche. 

Von Hansemann observa por primera vez el 

microorganismo asociado a un caso de meningitis. 

Verse reconoce por primera vez un caso ante­

mortem con afección al sistema nervioso central. 
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1916. 

193!5. 

li5ü. 

19!5!5. 

1968. 

Stoddard y Cutler delinean las diferencias 

clinicaa y patológicas entre criptococoaia. 

blaatomicoais y otras micosis. Asumen 

erróneamente que lae cápsulas de las levaduras 

fueran quietes en el tejido causadas por la 

acción digestiva del hongo ("hiatolítico") y 

denominaron al organismo Torula histolytica. 

Baker y Haugen desacreditan la acción 

"enzimática" y definen loa principales tipos de 

lesiones patológicas1 gelatinosas y 

granulomatosas. 

Benham aclara la confusión existente entre 

blaatomicoeis y criptococoaie. Demuestra que el 

tipo cutáneo de criptococoaie europea. era 

causada por el mismo microorganismo que producía 

la forma meníngitica m6e comúnmente reportada en 

Am6rica. 

Evans descubre loa serotipoe A. B, y c. en base 

al estudio de loe componentes de la cápsula. 

Emnona describe el aislamiento de la levadura a 

partir de nidos y materia fecal de pichones. 

Wilaon y Bennet descubren un cuarto serotipo: 

eerotipo D. 
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1970. 

1975. 

1982. 

Lodder y Kreger Van-Rij determinan la prioridad 

del nombre Cryptococcus neoformans (San Felicel 

Vuillemin. 

Benham describe cuatro serotipos de c. 
neoformans: A. B. C. y D. Estos son reconocidos 

dentro de dos variedades: C. neoformans var. 

neoformans (serot1pos A y Dl y C. neoformans 

var. gatii rserotipos By Cl. 

Kwon-Chung muestra el estado perfecto o estado 

f:.eleomórlico Daf:ina ccwo 

Fi lobasidiel la neoformans representante 

teleomórfico de Cryptococcus neoformans. 

Ikeda y cola establecen los patrones antigénicos 

de los cuatro serotipos de C. neoformans y 

adiciona un quinto serotipo. A-D. 

En México. 

comunicaciones de 

González 

casos de 

Ochoa (1955) 

criptococosis 

presentó dos 

localizados en 

cerebro. Y en 19~9. A. ~onzaiez-Menaoza y R. ?érez-Tamayo 

presentaron. un tercer caso ce criptococosis generalizada 

diagnosticada por necropsia. 

4 



1.3 ETIOLOGIA 

Cryptococcus neoforml!ns es considerado fundamentalmente el 

principal agente etiológico de la criptococoeie. Sin embargo, 

otras especies pueden ocasionalmente ser agentes causales de la 

enfermedad en el hombre y loe animales, como c. albidus 

(24) (36) (40) C48) y c. Jaurentii (50) (73). 

Por instancia, C. albidus, C. laurentii, C. lactativorus. 

C. terreus y C. uniguttulatus han sido aislados ocasionalm~nt~ 

a partir de esputo. lavados bronquiales, material de biopsia, 

fluido cerebro-espinal y orina de pacientes severamente 

inmunodeprimidos por enfermedades debilitantes o asociados a 

terapia con corticoeteroidee (16)(42). Algunas especies han 

sido aisladas a partir de casos de maetitis bovina (32) (42). 

l. 3. 1 Taxonom1 a 

De acuerdo con Phaff y Fell (42) el g6nero Cryptococcus 

incluye 17 especies v6lidas y seis variedades. A~! =i~=o. 

sinónimos han sido registrados para c. neoformans. 

Kreger Van-Rij describe al g6nero Cryptococcus como un 

grupo compuesto de levaduras con gemación multipolar, 

peeudomicelio ausente o m•.ly rudimantario. blaetoconidioe 

frecuentemente capsulados; generalmente, en medio sólido se 

observan colonias mucoides, amarillentas. incapaces de 

fermentar carbohidratos, con una variable capacidad para 
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utilizar nitratos como fuente de nitrógeno. y capaces de 

asimilar inositol (42). 

Cryptococcus junto con los géneros Candida. Trichosporon. 

Torulopsis. Halassezia y Rhodotorula forman parte de la familia 

Cryptococaceae. del orden Cryptococales, dentro de los 

Blastomycetes (3ll(Tabla 1). 

Algunas especies de Cryptococcus tienen representantes 

teleomórficos en la familia Filobasidiaceae. en el orden 

Uotilaginalca do la clase Heterobasidiomycetee (Tabla ll. 

Estas levaduras son la fase haploide en el ciclo de vida. 

generalmente de basidiomicetes heterot4licos (2). 

La familia Filobasidiaceae se caracteriza por la formación 

de basidios no septados. estrechos. con basidiosporas sésiles 

terminales. Pueden formarse las blastoaporaa en laa hifaa. paro 

no se producen teliosporas. La familia incluye dos géneros 

Filobasidium (tres especies) y Filobasidiella (una especie 

representante) (2)(62). 

género. laa células ao aparean opuaatamanta daaarrollándoaa un 

micelio dicariótico con conexiones en grapa (fíbulas), se forma 

un basidio estrecho. se presenta la cariogamia y posteriormente 

tiene lugar la meiosis (31)(38). 

En Filobasidium. se forman cuatro a diez basidiosporae 

sésiles. en forma de espiral petaloide en el 4pice del basidio; 
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TABLA 1 

CLASIFICACION TAXONOMICA DE ALGUNAS 

ANAMORFICA V TELEOMORFICA 

Superreino1 Eucarionta 
Reino• Fungl 

División: Eumycota 
ESTADO ANAMORFICO <FASE ASEXUADA! 
Subdivisión: Deuteromycotina 

C!e=== Sl~=tcrnyc•tá~ 
Orden: Cryptococcales 

Familia: Cryptococcacaae 
Géneros Cryptococcus 
Espacies de Cryptococcus: 

neoFarm•ns 
albidus 
ldlurentii 
uniguttulatus 
lutsolus 
1..,ctativorus 
terr•us 
entre otras. 

ESTADO TELEOMORFICO <FASE SEXUADA> 
Bubdivisidn: Basidiomycoti,,_ 

Clases Haterobaaidiomycata• 
Orden• Ustilaginalas 

Familia• Filobasidiacaaa 
Gñnero1 Fi lao.iat cJi•l ld Y 

Filobasidium 
Ecpgc!ss d~ Filoba•idi•lldl: 

r19oForm•n• 
Especies de Filobasidium: 

f' l or J Formt1 
uniguttuldltU• 
cdlp•uliganum 

Ba•ado de Herrera y Ulloa (311 



en F1Job;:is1d1elld en el ápice del basidio se forman cuatro 

largas cadenas de basidiosporas por gemación basipeta a partir 

de cuatro sitios diferentes. 

Fi Jobasidium f Joi-i forme COI ive) es la fase te leomórfica de 

Cryptococcus albidus. Filobasidium uniguttulatus (Kwon-Chung) 

pertenece a fase anamórf ica de C. uniguttulatus. La tercera 

especie del género Filobasidium. F. capsuligenum (Rodrigues de 

Miranda). no ha sido aislada en su fase levaduriforme haploide: 

Fell et al. la· clasifican dentro del género Leucosporidium. El 

estado perfecto de C. laurentii es desconocido. Kurtzman 

descubrió tipos de apareamientos entre las cepas de C. 

ldurent11. las cuales después de Ja .fusión producen un micelio 

dicariótico con conexiones en grapa, con un septo doliporo. 

pero no esporas sexuales (62). 

El género Filobasidiella tiene una única especie 

representante Fi 1 obasidiel la neoformans con dos variedades 

neofonnans y bacillispora. Estas son diferenciadas por Ja forma 

de las basidiosporas y por algunas características fisiológicas 

como son la asimilación de ácido malico. glicina y creatinina 

(301 (37) C49) C7ll. Filobasidiella neofcrmans var. neofonIUJns es 

el estado perfecto de Cryptococcus neoformans var.neoformans y 

Filobasidiella neoformans var. bacillispor;:i de Cryptococcus 

neoformans var. gatii (38), 
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1.3.2 Morfología 

No existen en esencia. diferencias morfológicas entre lee 

variedades de loe estados anamórficoe o aeexualee de 

Cryptococcus neoformans así como de otras eepeciee del g6nero. 

c. neoformans crece en medios de cultivo habituales: 

Sabouraud dextrosa agar !SDA), infusión cerebro-corazón !BHI> y 

extracto de levadura. En el medio de SDA a temperatura ambiente 

y a 37'C. genera colonias con una coloración blanca a 

amarillenta. lieae. mucoides. limitadas. brillantes, 

ligeramente convexas y tienden a escurrir sobre el medio de 

cultivo. Otras especies de Cryptococcus presentan un aspecto 

similar (11)(46). 

Microscópicamente. C. neoformans ee presenta como una 

levadura esf6rica u ovoide de 3 a 7 micras de di4metro. se 

reproduce por gemación multipolar y eet6 rodeada de una c6psula 

mucilaginosa con la cual llega a medir de 15 a 20 micras do 

di6metro tanto en tejido como en condiciones adecuadas de 

cultivo. 

Esta c6psula de naturaleza heteropolisac6rida est6 

constituida de una cadena principal da D-manoaa en un enlace 

a(l-3) conformando numerosas ramificaciones de D-xilosa y 6cido 

D-glucorónico. Dentro de ciertas condiciones de crecimiento la 

c6psula puede también contener compuestos almidonados. loe 

cuales eon liberados al medio de cultivo. Diversas especies del 
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gánero tarnbián producen cápsula. 

El estudio de la estructura inmunoqu1mica de la cápsula 

permite definir los serotipos A, B. c. D y AD: estos serotipos 

difieren en su conformación antigénica, actividad bioqu1mica y 

metabólica e incluso por sus características epidemiológicas. 

C. neoformans ver. neoformans incluye los serotipos A. D, y AD. 

Y c. neoformans var. gatii incluye los serotipos By C (4)(33). 

Las principales diferencias entre los serotipos de C. 

neoformans se presentan en la Tabla 2. 

1.3.3 Fisiología y Bioquímica 

En la identificación de C. neoformans y de otras especies 

del gánero. además de demostrar sus caracter1sticas 

morfológicas se deben de realizar diversas pruebas bioqu1micas 

y fisiológicas (49) (71)(69). 

La capacidad de C; neoformans para crecer a 37"C en SDA es 

un criterio importante pera la identificación, puesto que 

permite diferenciar a esta especie patógena de las no patógenas 

que generalmente son incapaces de crecer a ásta temperatura. La 

temperatura óptima de crecimiento para C. neoformana es de 29"C 

y su limite superior de tolerancia al calor es de 39"C: se 

obtiene un crecimiento abundante a 37"C (44). C. laurentii y C. 

luteolus en ocasiones presentan un escaso crecimiento a 37"C 

(11) (42) y c. albidua y C. 111.ctativorus tambián crecen a 37"C 
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TABLA 2 

PRINCIPALES DIFERENCIAS ENTRE LOS 

1 SERJl'IFQ3 A Y D 1 sm::ll'IFCS B Y C 

Fonna perfecta o tase Fi loblJsid.iel Ja FilobflsiditJlla 
sexuada neofarmrs var. neofanMIJS var. 

nt!JOfarmrs bllci 11 isrxra 

Habitat natural &lelo. materia fecal de Desconocida 
aves 

Repartición geogrdfica EBtad.os Unidol!I de .Africa. Cllina. Asia. Sur 
de CdSOS clínicos l\m6rica, Francia. Ellrooa de California 

Temperatura de Se desarrolla bien a Desarrollo moderado a 
crecimiento 30"C y 37"C 30"C y lento a ':31"C. 

Morfoloaía Fonna redcnda FCC'lDll. oblN'YlM" 

Características U--lato negativo en 48 Ir-malato poeitivo en 48 
bioqu:lmicas horas. 03B negativo a la horM. o:;s poeitivo a la 

coloración azul coloración 112111 

- . .. .. -
't de DrOühet et al. Cié) . 



C32l C42l C44l. 

Las especies de Cryptococcus son sensibles a la 

cicloheximida (actidiona) por Jo cual en medios que contengan 

este antibiótico no se desarrollan. 

La prueba de producción de ureasas es útil especialmente 

en la diferenciación de especies de Cryptococcus con otras 

especies de levaduras incluyendo Candida. Conjuntamente con C. 

neoforma.ns. las especies saprobias de criptococos también 

producen ureasas. Las especies mas comunes del género Candida. 

excepto C. krusei son ureasa negativas. Tabla 3. 

La asimilación de nitrógeno es una característica estable 

de las levaduras. es un medio útil para la diferenciación del 

género y especie. C. neoforma.ns no asimila nitratos a 

diferencia de otras especies del género. Tabla 4. 

C. neoformans emplea creatinina como fuente de nitrógeno. 

Staib comprobó que dicha especie utiliza el extracto de las 

semillas de niger (Guizotia abyssinica) y producen un pigmento 

café a partir de fenoles contenidos en las semillas (54) (78). 

Otros miembros del género como c. la.urentii y c. a.lbidus 

ocasionalmente pueden producir pigmentación a partir de este 

sustrato (15) (68). 

Las pruebas de asimilación de fuentes de carbono tienen 

gran valor taxonómico, especialmente en los casos en que la 

fermentación es ausente. Las pruebas de asimilación de azúcares 
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TAELA 3 

CARACI"ERISTICAS DIF'.EE<ENCIALE.9 DE 

ALGUNAS ESPECIES DE LEVADURAS 

ESPECIE PRESENCIA DE PRESENCIA DE HIDROLISIS SEHSIBILI- PRESENCIA AS1"1LAC!ON 
ft!CEl.10 CAPSULA DE UREA DAD ALA DE DE INOSITDL 

CICLOHEll- COllPllESTDS 
ftlDA CAROTEHOI-

DES 

Cryptococcus o + + + o + 
MDFortans 

Cryptororcu: o + + + o + 
ip, 

Rhodotorull •P o ''º + +10 + o --
Trlcho1poron + o +/O o o + 

cut.ntU• 

Torulopsis o o o + o o 
~l•b"h 

Candi da + o o o o o 
albicans 

1omado de Lodder (4;¿) ¡ Lampbel l (11) 1 Hippon lól> 



TABI...A 4 

CARACTERISTICAS DIFERENCIALES DE 
ALJ3UNAS ESPECIES DEL GENERO 

c::r;ypt;occx:::c:u.s 

ESPECIE DE PIGMENTO HIDROLISIS CRECIMIENTO REDUCCION 
Cryptococcus EN EL DE UREA A 37•c DE 

MEDIO DE NITRATOS 
NIGER 

c. neoformans + + + o 
c. albidus o + +/O + 

var. albidus 

c. aibidus o + +/0 + 
var. 

diffluens 

c. o + o o 
uni~ttulatus 

c. laurentii o .;. •/O o 
c. terreus o + o + 

c. Juteolus o + +/O o 
c. o + +/O o 

Jactativorus 
i:omadc de Lodder (42) y Campllell (11). 



como fuentes de carbono son usadas para diferenciar especies. 

en este caso particular de Cryptococcus. La prueba de 

asimilación de inositol es un criterio importante para 

diferenciar a las especies de Cryptococcus con especies de 

Candida y Torulopsis que son inositol negativas (56) (57). 

Tablas 3 y 5. 

La incapacidad de C. neoformans y en general de otras 

especies del género para producir micelio o pseudomicelio. en 

lo~ medios habituales de laboratorio, es una característica 

importante y una 11ti 1 prueba comprobatoria en la 

identificación. con esta prueba podemos diferenciar a las 

especies de Cryptococcus de las especies de Candida (11) (42). 

No obstante. se debe tomar en cuenta que algunos criptococos 

producen un pseudomicelio muy rudimentario. 

1.4 ECOLOGIA 

Las palomas CColumba livia). parecen jugar un papel 

importante en la diseminación y mantenimiento de Cryptococcus 

neoformans var. neoformans en la naturaleza 

(1)(19)(20) (58)(59) (64)(65). La levadura ha sido recuperada en 

materia fecal de palomares, áticos de edificios viejos. cl1pulae 

y cornisas. Es frecuente la presencia del microorganismo en 

sustratos alcalinos, altamente nitrogenados. ricos en salee. en 

obscuridad y con humedad moderada. Sin embargo, la materia 
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TABLA 5 

ASIMILACION DE F'l.JENT'E:S DE CARBONO 
POR ALGUNAS ESPECIES DEL 

GENERC> Q-:yptococcLJS' 

lo11do do Lodder !421 y Cupbell llll 

ESl'ECIES ASIMil...PCICJ>j 
8AC !EX ~ l"R.. l..l'C IW" CE... TRIA XIL 11\D 

c. f"IBOf'ormdns + + + + o +/O + + + + 

c . .Jlbid.m + + 01·• + +/O + + +/O + + 
Vdr". .Jlbid.ts 

c . .Jlbid.ls + + O/+ + o + + + + + 
Vdl" diffluens 

c. lut:.olus + + + + o O/+ + + + + 

c. l .JUl"Sflt ti + + + + ++ O/+ + + + + 

c. + + O/+ + o +/O +/O +/O + + 
unt guttui..tus 

c. tllrl"SUS +/O + +/O +/O +/O o + + + + 
•im11ación1 O= no ae ~va crac1m1ento ,....., • .1.r• .. &:1,1. n ... 

+ = ea obllanta cnoc:imiento 
++ = asimilación Tt.mrta 
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fecal seca también puede contener levaduras viables y 

virulentas. En estado 

mayor a una micra. 

libre la levadura 

lo que permite sea 

tiene un diámetro no 

inhalada hacia los 

espacios alveolares. En este nicho 

de sobrevivir 

ecológico particular. C. 

o competir con otras neof ormans es capaz 

especies. Los criptococos mueren" cuando se exponen 

directamente con el suelo. esto es debido a que son fagocitados 

y digeridos por amibas del suelo, particularmente por especies 

de Acanthamoeba, Pseudomonas aeruginoaa y Bacillus subtilis 

entre otras especies de bacterias (10)(64)(65). 

En materia fecal húmeda o seca permanece viable por varios 

meses: en sitios que no eet6n en contacto con el suelo el 

microorganismo se establece y sus probabilidades de 

sobrevivencia aumentan por un incremento relativo de humedad. 

El pH de la materia fecal aei como la concentración de 

creatinina y 6cido urico influyen en la distribución de la 

levadura. La exposición directa a la luz solar. especialmente 

en verano. es hostil a C. neoformans • . l!rin embargo, se conserva 

en sitios similares durante el invierno (61)(64!. 

En cmbientes saprobios. las levaduras son esencialmente no 

capsuladas. la presencia de c6psula y el tamano de ésta. parece 

ser un factor significativo de patogenicidad (4)(33!. 

Aunque C. neoformans •eet6 estrechamente asociada con 

palomas no es capaz de causarles infección. debido a la alta 
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temperatura corporal !40-42"!. Swinne-Desgain (80). Guiguen C. 

(27), Abou-Gabal (ll. Hermoso de Mendoza (29). en diversos 

estudios indican que C. neoformans 

el tracto gastrointestinal del 

puede permanecer viable en 

ave. Estas observaciones 

sugieren que las palomas actúan como acarreadores biológicos 

del hongo. 

1.5 EPIDEMIOLOGIA 

1.5.1 Habitat 

Desde 1955. Emmons (20) encontró la relación ecológica 

entre C. neoformans y la materia fecal cuando por primera vez 

realiza el aislamiento de la levadura asociado a palomas. 

Staib (74) (771 (78) menciona que C. neofo_rmans tiene 

predilección por la materia fecal de palomas y otras aves 

debido a que la levadura utiliza creatinina como fuente· de 

nitrógeno. La materia fecal provee un excelente medio de 

cultivo para Cryptococcus spp. 

Desde entonces el habitat natural de la levadura en 

diversas fuentes naturales ha sido discutido. La recuperación 

de C. neoformans se ha realizado a partir de diversos oustratos 

naturales considerados como probables fuentes de infección. Las 

princip·3les fuentes naturales a partir de las cuales se ha 

realizado el aislamiento de C. neoformans son suelo 

!41) (421 !54). aire (42) (75). frutas y vegetales (55). y 
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productos lácteos (32)(42). Pero, definitivamente. el habitat 

natural más importante para la recuperación de la levadura es 

la materia fecal de las aves. principalmente palomas. 

En estudios realizados en los parques zoológicos de 

Amberes (5), El Cairo (59), Nueva Delhi !26). Berlín (77). se 

indica la presencia de .. c. neoformans en materia fecal de 

diversas especies de aves, entre las que destacan canarios. 

loros. pericos, periquitos australianos. las cuales constituyen 

un fRH~trato nutritivo pare. !~ le'.'~dt.:rc. Pe~ lo t~nto. 1: 

materia fecal de otras especies de aves diferentes a palomas 

son también una fuente natural importante para su aislamiento. 

Es importante resaltar que G.· neofo171111ns ver. neotormans 

(serotipos A y Dl ha sido aislada a partir de estas fuentes 

naturales y que C;· neoformans .var. gatii (serotipos By Cl ha 

sido aislada únicamente a partir de material clínico. por lo 

que su habitat natural es desconocido (10). 

El aislamiento de otras especies de Cryptococcus de 

importancia. módico.. se ha eiectuado tambien a partir de materia 

fecal y tracto digestivo de palomas (27)(59). En un estudio 

realizado por Gallo et al. (22) en Turin. se indica la 

presencia de levaduras patógenas en materia fecal de palomas 

semi-domesticadas en ocho áreas densamente pobladas de esta 

ciudad: se aisló una gran cantidad de colonias de Cryptococcus 

albidus. y Cryptococcus laurentii además de C. neoformans entre 
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otras 

al.!3> 

especies de interes cl1nico. Por 

estudiaron la materia fecal 

otra parte. Bangert et 

de 61 psitaciformea 

cl1nicamente sanos: se aislaron bacterias y algunas colonias de 

C. Iaurentii y C. albidus. a partir de 13 cultivos. En este 

trabajo se discute el significado de loa microorganismos 

aislados como patógenos potenciales. 

En nuestro pa1s se han efectuado algunos estudios al 

respecto. En 1986. Rendón-Rojas !60J realizo un estudio en 118 

muestras de materia fecal de palomas y 53 de gallinas 

provenientes del Estado de México. Hidalgo y Distrito Federal. 

Se informa de una frecuencia de aislamientos de C. nsofonnans 

de un 14.4% obtenida únicamente a partir de palomas. Y en 1989. 

López-Mart1nez y Castanón-Olivares (13) informan sobre el 

aislamiento de C. nsoformans indicando que de un total de 283 

muestras estudiadas de materia fecal de 

sitios públicos de la Ciudad de México, 

palomas de diferentes 

66 muestras (23.3%) 

fueron positivas. Se considera que esta frecuencia representa 

un riesgo potencial para la adquisición de la criptococosia, 

sobre todo en la actualidad cuando se puede apreciar un 

incremento de la enfermedad en pacientes con SIDA. En otro 

estudio. López-Martinez y Castanón-Olivares (43J aislaron a la 

levadura a partir de diversas frutas (toronja. fresa, lima, 

entre otras) en un 9.45% y vegetales (remolacha. col. coliflor, 

tomate y otros) con una frecuencia del 4.33%. lo cual indica 
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que esta levadura se encuentra muy ampliamente distribuida en 

la naturaleza. aun cuando el habitat v~getal no es tan 

importante en la epidemiología de la criptococosis. 

1.5.2 Prevalencia 

La criptococosis en el hombre y otros mamíferos ha sido 

informada en todas las regiones del mundo a excepción del 

artico y antartico (18l(25l(34l(51)(70)(71). 

Como se ha mencionado anteriormente, existen cinco 

serotipoe de .c. neoforrDJJns agrupados en dos variedades. la 

distribución googr6fica de loe serotipos es muy importante 

desde el punto de vista epidemiológico ya que presentan 

diferencias considerables. En relación a loe datos clínicos se 

indica una distribución universal para c. neoformans var. 

neoformens (eerotipos A, D. y AD> y una distribución limitada a 

regiones tropicales 

gatf i (serotipos B 

Tablas 2 y 6. 

1.5.3 Incidencia 

y eubtropicales para c. neoformans var. 

y C) (6)(7)(18)(19)(34)(39)(70)(81)(82). 

La criptococoeie ea una micosis · oportunista que 

actualmente presenta una mayor frecuencia. Esta enfermedad ha 

sido observada particularmente en pacientes inmunodeprimidos. 

asociados a leucemias. linfomaa. sarcomas. enfermedad de 
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TABLA 6 

DXSTRXBLJCXCJN GEOGRAFXCA DE LOS 

SEROTXF'ClS DE C- 11E1<CFc;,y-,,,.,.,-,• 

AREA GEOGRAFICA SEROTIPOS A-D SEROTIPOS S-C 
N2 DE CASOS NS! DE CASOS 

Sur de CaliTornia 22 25 

Ra•to de EEUU 205 14 

Tailandia <Hong- 17 13 
Kong, Malasia> 

ATrica (Zair•> 20 b 

Jaoón 52 o 
Alemania 17 o 

8'-~! ~~ 12 o 
TOTAL 345 <S5.b0%l 1 SS 114.40%1 

Tomado a. Schalar <761 



Hodgkin. a pacientes con corticoterapia. y a partir de 1960 se 

ha visto un gran incremento en la incidencia en pacientes con 

sindrome de inmunodeficiencia adquirida CSIDA). En efecto. la 

criptococosis representa el tercero o cuarto tipo de infección 

oportunista después de neumonia por Pneumocystis carinii y 

candidiasis de esófago, entre eete 

(14) (17) (35) (53) (76) (79) (83). 

tipo de 

La incidencia de la criptococosie es 

especialmente en continentes extra-europeos. Tabla 7. 

pacientes 

alta 

No existe una relación significativa entre la incidencia 

de la criptococosis y la raza. ni predisposición ocupacional. 

Se ha descrito con mayor frecuencia en el sexo masculino que en 

ol femenino en una relación de 2:1. En lo que respecta a la 

edad, existen informes de casos desde recién nacidos hasta 

ancianos (6)(61)(84). 

En M6xico. debido a que no se ha realizado un estudio 

epidemiológico completo, se desconoce la verdadera frecuencia 

de la criptococosis asi como la distribución de las variedodáa 

de c. neoformans, solo se cuenta con algunas comunicaciones al 

respecto. Cano-Dominguez et al. (12) informan sobre casos de 

criptococoeis asociados con el SIDA. en los que la micosis fue 

la manifestación inicial. El diagnóstico ee estableció en 23 

(6%) de 360 caeos de SIDA, 22 de ellos hombres. atendidos en el 

Hospital de Infectologia, Centro M6dico "La Raza" del IMSS. en 
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TABLA 7 

ZONAS GEDGRAFICAS DE DISTRIBUCION 

DE LA CRIPTCJCDC:OSIS 

BAJA INCIDENCIA ALTA INCIDENCIA 

1 - 2 casos/1 ººº 000 de 12 casos/1 000 000 de 
habitantes por año habitantes por año 

Estados Unidos de América Australia 

Gran Bretaña Sureste asilitico (Malasia> 

Suiza Japón 

Francia Africa del Norte <Zaire> 
Tomado de Kaufman y Blumer (34> 



el periodo comprendido de enero de 1984 a noviembre de 1988. 

Vergara-Takahashi (84) realiza un an6lisis epidemiológico 

para conocer la frecuencia de la criptococosis en el Hospital 

de Especialidades del Centro Médico Nacional del IMSS en el 

periodo comprendido de junio de 1986 a noviembre de 1989. Los 

resultados de este estudio indican que de 2074 estudios 

micológicos. 489 (23.5%l correspondieron a pacientes con 

diagnóstico de meningoencefalitis de etiología a determinar, de 

los cualas an aeia casos 11.2%! se observaron levaduras en 

liquido cefalorraquídeo <L.C.R.) y se cultivó C. neorormans. Un 

caso correspondió a criptococoeis cut6nea. Loe factores 

predieponentee asociados a la enfermedad incluyeron: SIDA, 

enfermedades debilitantes y tratamiento con glucocorticoides. 

En lo que respecta a la prevalencia da las dos variedades 

en nuestro país, loe estudios realizados comprueban la 

existencia tanto de la variedad neorormans como de la gatii. 

Hernd.ndez- Gómoz (28) realizó un estudio con 28 cepas de c. 
nooforwa11::J uUtaniú.ao .... \,oU. .......... ht::::::.::c::: v:inticinc~ d~ ~~t:~e 

cepas correspondieron a la var. gatii y sólo tres a la var. 

neorormans. Por el contrario, Garza G. et al. (23) realizaron 

un and.lisis de 31 cepas aisladas de pacientes con SIDA. en el 

que observaron un prftdominio de la variedad neorormans (26 

cepas) sobre la variedad gatii (5 cepas). 

18 



1.6 CLINICA 

1.6.1 CRIPTOCOCOSIS HUMANA 

1.6.1.l Generalidades de la criptococoaia como enfermedad 

La infección primaria ea casi siempre pulmonar seguida de 

la inhalación de las levaduras, sin embargo, ea posible que 

pueda existir vía de entrada cut6nea y mucocut6nea. pero ea 

considerada extremadamente rara. La infección primaria pulmonar 

puede permanecer localizada o diseminarse a otros órganos. 

La intensidad y prevalencia de loe signos y síntomas 

presentados en el hospedero en cualquiera de las etapas de la 

enfermedad dependen de diversos factores entre loa que 

destacan: la condición inmunológica del paciente y la 

virulencia de la cepa. En pacientes inmunocompetentea, la 

infección ee resuelve r6pidamente con mínima eintomatología y 

puede evolucionar en forma subclinica. Y en pacientes 

inmunodeprimidoe. o bien. asociados a neoplasias y a 

enfermedades debilitantes. la infección disemina f6cilmente e 

involucra a casi todos loe órganos con particular predilección 

al sistema nervioso central (6)(52) (66)(67). 

De acuerdo con Rippon (61). loa tipos clínicos de 

criptococoaie son: pulmonar. del sistema nervioso central 

CSNCl. cutánea y mucocutánea, ósea y visceral. 
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1.6.1.2 Criptococosis pulmonar 

Usualmente (95% de los casos) cursa como asintom6tica o 

subclínica, o bien. con síntomas inespecíficos que Qnicamente 

definen alteraciones de tipo pulmonar. la mayoría tiende a la 

curación ·espont6nea; los casos sintom6ticos se manifiestan 

desde estados leves a graves. La sintomatología leve simula un 

cuadro gripal. acompaftado de tos. fiebre y discreto dolor 

pleural. Al intensificarse el proceso la fiebre es m6s 

constante, hay p6rdida de peso, astenia, adinamia y tos con 

esputo mucoso o hemoptoico. Despu6s de la ruptura de focos 

dentro de ramas bronquiales. existe una abundante descarga de 

esputo mucoide conteniendo numerosas células fQngicas. 

1.6.1.3 

(S.N.C;) 

Criptococosis del sistema nervioso central 

Esta es la variedad rn4s frecuentemente diagnosticada. Se 

origina a partir de un foco pulmonar con posterior diseminación 

hematógena. La razón por la predilección de Cryptococcus por el 

sistema nervioso central no ha sido satisfactoriamente 

explicada. La neurofilia se le ha atribuído a diversas razones 

como ~on: ll La lcv~dur~ p4obYblGwante encuentra menor 

respuesta celular (fagocitosis) debido al desarrollo de la 

c6psula. 2) La presencia de factores selectivos nutricionales 

para la levadura, es decir. fuentes de nitrógeno como la 
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asparagina y creatinina que se encuentran en el fluido espinal 

y pueden estimular su crecimiento. y 31 La ausencia de factores 

de inhibición en suero o en liquido cefalorraquídeo (factor 

anticriptococósicol. 

La criptococosis del sistema nervioso central presenta 

tres formas o variedades clínicas, éstas son: meningitis. 

meningoencefalitis y criptococomas. 

-Meningitis 

Es la fonna clínica m&s frecuente. generalmente se 

manifiesta en forma crónica y gradual. La sintomatología 

predominante es cefalea intensa (usualmente frontal), fiebre 

constante, dolor orbital intermitente. y mal estado general. En 

la forma crónica de la enfermedad se presenta rigidez y dolor 

de nuca. y son positivos los signos de Kerning y Brundzinski. e 

hipertensión intracraneal. Al intensificarse el padecimiento 

los pacientes presentan gran p6rdida de peso. astenia, 

adinamia. vómito constante. v6rtigo. delirio. alucinación. 

irritabilidad. convulciones, p6rdida temporal de la memoria, 

síntomas oculares como neurorenitis, fotofobia. estrabismo, 

etc. Los pacientes en estado severo generalmente manifiestan 

coma y mueren por insuficiencia respiratoria. 
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-Meningoencefalitis 

Es una entidad cl1nica 

fulminante, al desarrollarse 

poco coman de 

la infección, 

curso agudo y 

el enfermo cae 

r6pidamente en coma y muere en corto tiempo. Los s1ntomas y 

signos presentes en la meningoencefalitis aguda son: naaeeas, 

vómito. hipertensión intracraneal, par6lisis, sopor, coma: las 

manifestaciones oculares son vértigo, visión borrosa, 

diplopia. fotofobia. oftalmoplej1a: los disturbios mentales 

son: irritabilidad, agitación, apat1a. confusión, 

alucinaciones, psicosis, epilepsia. etc. 

-Criptococomas o granulomas criptococales 

Es una entidad cl1nica rara. se forman lesiones cerebrales 

que conforman masas fúngicas desarrolladas en forma de 

abscesos. Los pacientes presentan los mismos signos y a1ntomas 

que en las otras dos variedades clínicas del sistema nervioso 

central. El curso de la enfermedad es grave y los pacientes 

caen en coma, paro respiratorio y muerte. 

1.6.1.4 Criptococosis cut6nea y mucocut6nea 

Las variedades cl1nicaa de la enfermedad: cut6nea y 

mucocut6nea en el hombre son usualmente una manifestación de la 

diseminación de la enfermedad y ocurre en un 10 al 15% de los 

casos. 
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La forma cutánea primaria ea una entidad clínica rara y ae 

inicia por la inoculación del hongo via cutánea a través de una 

solución de continuidad formándose un complejo primario similar 

al de la eaporotricoeie, ae forma una lesión inicial o chancro. 

que puede involucionar o formar lesiones granulomatoaaa como 

pápulae, pústulas acneiformea o abscesos ulcerados. La 

topografía depende del sitio de inoculación que regularmente 

son las extremidades superiores o inferiores. 

La criptococosis cutánea secundaria ea máe común que la 

anterior. se origina a partir de la diseminación hematógena o 

linfática de la criptococosis pulmonar, meníngea y/o ósea. La 

topografía preferente es en cara, cuello y extremidades. Las 

lesiones son similares a las de la forma primaria1 pápulaa 

acneiformee, abscesos. o ulceraciones superficiales con 

evidente necrosis, pero también ocurren como leaionea 

trombóticaa profundas o con apariencia de una celulitis. 

La criptococosis cutánea secundaria a diferencia de la 

variedad primaria, tiene mal pronóstico. 

La criptococoaie primaria y secundaria cutánea aon 

manifestaciones clínicas regulan:nente encontradas en pacientes 

inmunodeprimidoe. 

Las lesiones mucocutáneas ocurren con menor frecuencia que 

las cutáneas. Estas se presentan como nódulos, granulomas o 

como ulceraciones superficiales o profundas y son secundarias a 
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otroe focos de infección. Se localizan principalmente en labio 

y nariz. 

1.6.1.5 Criptococoeie óeea 

Ea una entidad relativamente frecuente. aproximadamente 

cerca del 5 al 10% de los caeos de criptococoeie tienen 

compromiso óeeo. Se origina por la diseminación hematógena a 

partir de un foco pulmonar o mon1ngeo. Como en otras 

enfermedades causadas por hongos. loe criptococoe tienen una 

aiinida.ó. por lo" 

huesos largos. Lae lesiones son usualmente mQltiples. 

diecretae. diseminadas. destructivas, crónicas y poco 

cambiantes. Pueden afectar. articulaciones y ee presenta 

periostitis, oeteofibroeie y oeteólisis. en eete tipo de 

lesiones existe diseminación frecuente a piel originando 

fistulas que drenan material seropurulento mucoide. Los 

síntomas m6.s frecuentes son intenso dolor óseo y artralgias. 

1.6.l.b crip~ococosis visceral 

En las formas diseminadas, cualquier órgano o tejido del 

cuerpo puede tener focos de infección. Invade pr6.cticamente 

todos los órganos de la economia sobresaliendo h1gado. 

intestinos, bazo. corazón, test1culoe, próstata. etc. Se 

producen lesiones de tipo granulomato-gelatinoeas • 
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Sintom4ticlllllente e histológicamente semejan neoplasias 

particularmente de tipo mixomatoso. 

1.6.2 CRIPTOCOCOSIS EN ANIMALES 

Los casos animales de criptococosis han sido informados en 

forma espor4dica desde 1898. Un interés sobre las micosis 

animales se ha desarrollado desde entonces. Uno de loa primeros 

registros de infección criptococósica se realizó de un caso de 

lesión mixomatosa en un toro (61). En 1902, Frothinhlllll aisló a 

la levadura de una lesión pulmonar en un equino. Holzworth fue 

el primero en informar de la criptococoaia en un gato. en 1952. 

Y en 1953, Seibold y colaboradores describieron por primera vez 

la criptococoaia en un perro (32) (41). 

La maatitis criptococóaica en vacas lecheras es una forma 

común y cu distribución as mundial. En 1952, Pounden y 

colaboradores informaron una enzootia en la cual 106 vacas 

fueron afectadas en un hato de 235 vacas Holstein-Friesían. 

Barron en 1953, revisó la literatura mundial de la 

criptococosis en animaleR y notó ~11~ "~ ~n !~e ir.f~cci~n~~ 

humanas. la afección al sistema nervioso central es una 

manifestación común. Las lesiones pulmonares y las infecciones 

generalizadas fueron descritas conjuntamente con la afección al 

cictc::m nervioso central. Otros sitio~ de 

piel. Barron describió nuevos casos de 

25 

infección eon ojos y 

criptococosis en cerdo 



doméstico. leopardo. mono, mono tit1 y en un gato de algalia. 

Littman y Zinunerman en 1956 agregan otras referencias de 

casos animales a la revisión de Barron que incluyen el mono 

Cmangabey tiznado), el zorro. el cobayo y el hurón. Ajello en 

1958, refiere casos en gacelas. cabras. koalas. mink y canguro. 

Rippon (61) menciona la existencia de casos en caballos. 

delfines y leopardos. 

Un sólo caso de criptococosis ha sido descrito en aves, en 

infección se limitó al tejido subcut6neo bajo del ojo. donde la 

temperatura fue inferior a 40ºC. 

Aun cuando los pulmones son probablemente el sitio de 

infección inicial. en varios informes de la enfermedad sobre 

todo en caballos, gatos y perros. se han encontrado le1Siones 

prominentes en la región facial. nariz, paladar duro y piel, lo 

que supone una inoculación directa. Por otro lado. se han 

descrito granulomas ma1Sivos en estómago e intestinos lo que 

un:. 

(45) (47) (63). 

-··--...... ................ :!e 

1.7 DIAGNOSTICO CLINICO 

La toma de productos va a depender de la variedad cl1nica 

de criptococosis. las muestras m6s utilizadas para efectuar el 

diagnóstico son: esputo. pus, sangre. exudados. orina. líquido 
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cefalorraqu1deo (L.C.R.). costras o escamas de lesiones 

cut4neas. material de biopsi~s. etc. (8) (46)(61). 

La criptococosis pulmonar es una forma poco diagnosticada, 

sólo puede ser diferenciada de otrae alteraciones pulmonares 

por la demostración del hongo mediante su observación 

microscópica (Tinta china o mucicarmina de Mayer) y cultivo. 

Las infecciones asintom4ticas sólo se pueden demostrar mediante 

el estudio radiológico del tórax y las pruebas serológicas 

positivas. 

La forma de criptococosie m4e frecuentemente diagnosticada 

ea la men1ngea o del sistema nervioso central. mediante el 

an4lieie bioqu1mico y las caracter1sticae del líquido 

cefalorraqu1deo (L.C.R.) y por la prueba de aglutinación de 

part1culas de l6tex. 

1.7.l Ex6mcn directo 

A partir de los diversos productos biológicos infectados, 

ee realiza un frotis o un montaje hllmedo de preferencia. Para 

realizar este ültimo se toma cualquiera de los productos 

l1quidos infectados y se realiza un extendido en una gota de 

tinta china o nigrosina que puede estar diluida con agua. Se 

examina al microscopio para demostrar la presencia de células 

encapsuladas. Con esta prueba se observa el cuerpo de la 

levadura. algunas ocasiones gemando, rodeada por la c6peula. 
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Diversas fuentes reportan buenos resultados con la tinción de 

mucicannina de Mayer. Otras tinciones alternativas se realizan 

con Grocott-Gomori, azul de alcian y PAS CAcido peryodico de 

SchiffJ (8) (46) (61). 

1.7.2 Cultivo 

hongo. los materiales 

el medio de Sabouraud 

Para efectuar el aislamiento del 

clínicos se siembran en estría en 

dextrosa agar CSDAJ y se incuban tanto 

as1 como a 37•c. En el medio de SDA se 

a temperatura e!:!!bientc 

desarrollan colonias 

blancas y cremosas. brillantes con una superficie elevada y la 

periferia lisa. El ex6men directo en esta etapa de crecimiento 

revela por lo general que las c6psulas no est4n bien 

desarrolladas. después de cinco a siete d1as m~s de incubación 

las colonias se vuelven mucoides, desarrollan 

progresiva y toman un color 

aumenta de tamano (32)(61). 

crema a moreno, 

una convexidad 

y la cdpsula 

requerimientos por l~ ti~:in~ y la 

levadura o el empleo de medios 

infusión cerebro-corazón CBHIJ 

c. neoformens tiene 

adición de extracto de 

enriquecidos como el agar 

estimula el crecimiento y la producción de c6psulas. Después 

del aislamiento inicial. las coloniac pueden ser sembradas en 

estr1a en BHI. Cuando se incuba a 37•c en éste medio se generan 

colonias cremosas, mucoides, opacas. elevadas y circulares en 
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48 a 72 horas (61!. 

También se puede realizar el aislamiento primario de c. 

neoformans a partir de material clínico 

utilizando el medio selectivo de Staib 

Guizotia abyssi.nica) (76). obteniendo así 

muy contaminado 

CAgar creatinina­

colonias con una 

pigmentación café o incluso utilizar el medio propuesto por 

Shields y Ajello Clll C72l adicionando al extracto de l~ comilla 

de niger. difenil y cloranfenicol que actúan como inhibidores 

de mohos y bacterias. 

1.7.3 An6lisis del L.C.R. 

Debido a que la mayoría de las criptococosis 

diagnosticadas son meníngeas. el an6lisis del líquido 

cefalorraquídeo (L.C.R.l es de gran utilidad en el diagnóstico. 

Dicho an6lisis revela alteraciones características en este 

fluido. Tabla B. 

1.7.4 Pruebas serológicas e inmunológicas 

Ninguna de las pruebas inmunológicas desarrolladas hasta 

el momento ha dado resultados completamente satisfactorios. Las 

pruebas de intradermoreacc1ón no presentan importancia desde el 

punto de vista diagnóstico y epidemiológico puesto que por un 

lado, existe una baja respuesta humoral o alérgica causada por 

la naturaleza del material capsular y porque se han demostrado 

29 



TABLA 13 

AL TER.""te !: ONES DEL L !: G!lJ !: DCl 

CEFALORRAGlLJJ:DEO EN LA CRJ:PTCICOCCJSJ:S 

Claro 

Turbio cuando hay numerosas levaduras y 

leucocitos 

Celularidad (800 X mm~>• linfocitos 

Proteínas elevada•• 40 eg a 600 ~O /100 ml 

Cloruro& bajos• 183 mEq/l 

Glucosa baJa1 10 mo a 20 mo I 100 ml 

To•ado d• Rippon <61> 



diversos cruces inmunológicos. 

Las pruebas utilizadas para el diagnóstico son 

Aglutinación de particulas de látex CAL). irununofluorescencia 

indirecta CIFAJ y fijación de complemento <RFCJ, siendo la más 

sensible y específica la primera (61) . 

La presencia de antigeno es determinada por la 

aglutinación de partículas de látex CAL>. En este procedimiento 

una suspensión de particulae de látex sensibilizadas con 

anticuerpoe anticriptococcus~ obtenida da con~jos in.~uni2ado2, 

es mezclada con suero o fluido espinal del paciente. La 

aglutinación de particulae de látex ea considerada una reacción 

positiva. 

Lad pruebas de irununofluoreecencia indirecta (IFAl y 

fijación do complamanto CRFC) son usadas para determinar la 

presencia de anticuerpos. 

Para evaluar el progreso 

la prueba de AL ea de mayor 

del paciente durante la terapia. 

utilidad. Un buen pronóstico ea 

indicado por el decremAntn ~n l~e t!t~l~~ d~ =nti;e~o y ,_ 

persistencia de títulos altos durante al curso da la terapia 

denotan un mal pronóstico y la probabilidad de una recaída. 

Ee importante remarcar que lae pruebas serológicae pueden 

gcncrwr t~nto raaultadoa fulsoa-poeitivoe como taleos-negativoe 

por lo que siempre tienen que correlacionarse con otras pruebas 

diagnósticas. 
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1.8 TRATAMIENTO 

El tratamiento de elección es la amfotericina B. La dosis 

administrada es similar a la empleada en otras micosis 

sistémicas: 0.6 mg/kg/d1a sin pasar de 3 gr como dosis total. 

administrada con solución glucosada por v1a intravenosa. La 

importancia de éste f4rmaco es que atraviesa la barrera 

men!nge~. lo cual no se realiza adecuadamente con algunos 

derivados de los azolea como el ketonazol y el itraconazol. 

~c!•.•o e! :fluccn~zol qua ha üowoai:.ra.tlo mejor oiect.1v1dad, 

administr4ndose a la dosis de 200-400 mg diarios por v1a oral. 

La 5-fluorocitosina (5-FC) es un agente antifangico que 

presenta buenos 

eficacia en el 

efectos contra C. neoformans. Presenta cierta 

tratamiento de meningitis criptococal: Este 

f4rmaco puede ser administrado oralmente. es relativamente no­

tóxico por lo que provoca pocos efectos secundarios. 

Lamentablemente su efecto terapeatico parece ser inferior al 

obtenido con la amfotericina B. En pocos casos se desarrolla 

~aui~loncia durante e! tratamiento con 5-FC. lo que no ocurre 

con la amfotericina B. 

Una mayor eficacia en los resultados se obtiene al 

combinar el tratamiento usando amfotericina B y 5-

f luorocitosina. en cuyo caso la dosis sugerida es de 0.35 

mg/kg/d1a de amfotericina B. y 150 mg/kg/d1a de 5-FC por v1a 

oral. (61) (70). 
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2. PLANT!AllIENTO DEL PROBLEMA 

En M6xico se desconocen datos que indiquen la 

frecuencia de aislamientos de especies de 

Cryptococcus de importancia m6dica en materia fecal 

de aves de zoológico que pueden representar una 

fuente de infección importante para el humano y loe 

animales. 
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3. OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVOS GENERALES 

*Conocer la frecuencia de aislamientos de Cryptococcus 

neoformans y de otras especies de Cryptococcus de 

importancia médica a partir de materia fecal de aves de 

zoológico. 

•Valorar la patogenicidad de las cepas aisladas. 

*Determinar la importancia epidemiológica de los 

aislamientos y considerar su potencialidad como fuentes de 

infección. 

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES 

*Comparar la frecuencia de aislamientos de las especies de 

Cryptococcus patógenas y no patógenas en relación a las 

especies de aves estudiadas. 

*Evaluar la patogenicidad en animales de experimentación 

de las cepas aisladas en comparación con cepas testigo. 

*Comprobar la eficacia de los m6todos utilizados en la 

identificación de diversas especies de Cryptococcus. 
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4. MATERIAL Y NETOOO 

4.1 AISLAMIENTO DE LAS CEPAS 

4.1.1 Procedencia 

de 

Se colectaron 266 muestras de materia fecal provenientes 

aves del Parque Zoológico "San Juan de 38 especies de 

de la Ciudad Aragón" 

falconi formes. 

de México, pertenecientes 

ansariformes. psitaciformes, 

a los órdenes 

galliformes, 

pisciformes. columbifonnes y gruiformes. El estudio se realizó 

tomando 7 mu~:tr~s do cada especie de ave. Anexo 8.1. 

4 .1. 2 Colecta 

En cada una de las jaulas (aviarios), se procedió primero 

a averiguar si hab1a una o m6s especies de aves. Si en la jaula 

se encontraba solamente una especie de ave. la muestra de 

materia teca! se colectaba directamente. Cuando en la jaula 

habia m4s de una especie de ave, so esperó a que el ave 

defecar6, o bien. se procedió a la identificación de la materia 

fecal ~~n !~ ~¡-yaa üel personal del zoológico. 

La toma de la muestra de materia fecal se realizó con la 

ayuda de un hisopo o esp6tula limpia, dependiendo de la 

consistencia de la mil!lllA, y se depositó en un frasco est~ril de 

boca ancha, se etiquetó con el nombre comQn del ave. Las 

muestras se transportaron al laboratorio para ser procesadas 

inmediatamente. 
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4.1.3 Procesamiento de las muestras 

De cada una de las muestras se tomó un gramo de materia 

fecal, el cual fue suspendido bajo condiciones asépticas en 

nueve mililitros Cml) de solución salina isotónica (0.85%). A 

partir de ésta suspensión 1:10, se prepararon las diluciones 

seriadas 1:100, 1:1000, y 1:10 000. Se homogeneizaron y se 

dejaron 15 minutos en reposo. De la interfase de 

se tomaron 0.5 ml y se sembraron en el 

ciida dilución 

medio de agar 

creatinina-Guizotia abyssinica (M'>d.io de ni;;a.-J. ;.n.,xo 6.2 

Las siembras se dejaron incubar a 26ºC durante 15 

con dos períodos de observación: El primero a los 7 dtas 

segundo a loa 15 días para posterior identificación de 

colonias levaduriformes. 

4.2 PURIFICACION DE LAS CEPAS 

dtas. 

y el 

las 

Todas las cepas sospechosas de corresponder a Cryptococcus 

ap. previa identificación macroscópica y microscópica de las 

colonias, se sembraron An ~! =~dio ~º agar dextrosa de 

Sabouraud (SDAl para su purificación. Anexo 8.2. 

Para la purificación de las colonias muy contaminadas. se 

realizo lo siguiente: A partir de el(los) primocultivo(d) o 

retrocultivo(sl. ee prGpar6 una suspensión ajustada al tubo NQ 

(3xl08 cels/mll del nefelómetro de McFarland del cual se 

prepararon las diluciones seriadas 1:100, 1:1000, y 1:10 000 
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para sembrarlas en SDA hasta obtener una colonia purificada. En 

caeos de severa contaminación ee utilizó el medio de SDA 

adicionado con difenil y cloranfenicol. 

4.3 IDENTIFICACION 

A partir de lae cepas aisladas 

siguientes pruebas de identificación: 

se realizaron las 

4.3.l IDENTIFICACION MACROSCOPICA Y MICROSCOPICA 

4.3.l.1 Presencia de pigmento café en el medio de agar­

creatinina Guizotia abyssinica (Medio de n1ger) . 

Se procedió a la observación macroscópica de lae colonias 

levaduriformes para su idontificación. Las colonias con 

pigmento café se consideraron como C. neoformans. Las colonias 

con escaso pigmento o nula pigmentación y clipsula ee 

consideraron como Cryptococcus ep. So consideró el aspecto do 

la colonia (mucoide#brillante. tiR~~ 1.:~r:vc::.:.. ütc.j. 

Tanto lae colonias que presentaron una pigmentación café 

así como las colonias con escasa o nula pigmentación y clipsula 

fueron purificadas para efectuar su posterior identificación 

mediante pruebas bioqu1micas. crecimiento a 37"C y 

patogenicidad en ratón. 
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4.3.1.2 Presencia de c6psula CTinción negativa con tinta 

china> 

La identificación microscópica de las colonias se efectuó 

bajo la prueba micológica consistente en realizar examen en 

fresco con tinta china. 

El ex6men en fresco consistió en tomar una gota de tinta 

china diluida en agua destilada en una proporción 1:1 y agregar 

a una pequena asada de cada una de las colonias levadurifonnes 

idcntific~das antcriórwunte en el medio de niger. 

Posterionnente se observó al microscopio para demostrar la 

presencia de levaduras capsuladas. 

4.3.2 PRUEBAS BIOQUIMICAS Y FISIOLOGICAS 

4.3.2.1 Hidrólisis de urea (Producción de ureasas) 

Para la realización de ~ata prueba se utilizó el medio de 

agar urea de Christensen. Anexo 8.2. 

A partir de colonias jóvenes con 2 ó 3 dias de maduración 

en al wcüio üe SDA, se ~omo una asada de la colonia (o 

inoculación con una suspensión ajustada al tubo NQ4 de la 

escala de McFarland: 12x1oe cels/mll. la cual se sembró 

directamente en el medio de urea en tubos por duplicado, y se 

mantuvo a 26-27"C. 

de 

El medio de urea contiene rojo fenol el cual 

la reacción alcalina en presencia de 

37 
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consecuencia de la hidrólisis de la urea se produce amoniaco. 

La prueba se da como positiva si el medio vira de una 

coloración amarilla inicial a rosa. La lectura se realizó al 

tercer dia. 

4.3.2.2 Crecimiento en presencia de cicloheximida 

Para comprobar la sensililidad a la cicloheximida, se 

utilizó el medio de Sabouraud adicionado con anti~ióticos 

(S.A.l. Anexo 8.2. 

A partir de colonias jóvenes con 2 ó 3 dias de crecimiento 

se sembró una asada en tubos por duplicado, en él medio de S.A. 

Después de 3 a 7 dias se observó si las colonias presentaron o 

no crecimiento. 

Las especies 

cicloheximida por 

de Cryptococcus son inhibidas 

lo que en el medio de S.A. no se 

por la 

observa 

crecimiento de las colonias. 

4.3.2.3 Crecimiento a 37"C 

Esta prueba se roalizó para 

aisladas eran capacee de presentar 

tanto crecer a 37"C y ser patógenas. 

determinar si las cepas 

termotolerancia y por lo 

A partir de colonias con 2 ó 3 dias de maduración, se tomó 

una asada, la cual fue sembrada en el medio de SDA por 

duplicado. Posteriormente se colocaron en una estufa sometiendo 

38 



a cada una de las cepas aisladas a crecer a 37"C. Después de un 

per1odo de 3 a 7 d1as se observó si las cepas presentaron o no 

crecimiento. El crecimiento se registró en escaso(+). moderado 

<++),y abundante (+++). 

4.3.2.4 Asimilación da fuentes de carbono. 

Método de Wickerham (auxanograma). 

de hidrólisis de urea, presencia de c4peula y sensibilidad a la 

cicloheximida (Cepas caracterizadas como Cryptococcus sp.J y 

adem4s presencia de pigmento café o escasa pigmentación, con o 

sin la habilidad para crecer a 37"C (cepas caracterizadas como 

C. neoformans o como probables especies de Cryptococcus de 

importancia médica), ee sometieron a las pruebas de asimilación 

de azQcaree mediante el método de Wickerham. Anexo e.2. 

4.~.2.4.i ~reparación del inoculo 

A partir de colonias puras de 2 ó 3 d1as de crecimiento ee 

preparó una suspensión ajustada al tubo NQl del nefelómetro de 

McFarland C3x10• cele/ml), 

4.3.2.4.2 Siembra en tubos de Wickerham 

Se tomó 0.2 ml de la suspensión anterior y se pipeteó en 

cada uno de loe tubos (por duplicado) que conten1an loe 

39 



siguientes carbohidratos: sacarosa. dextrosa. galactosa. 

maltosa. lactosa. rafinosa. trialosa, xilosa, melibiosa. 

eritritol e inositol. 

Como testigo negativo se utilizó un medio que contenia 

ünicamente el extracto de levadura. Adem4s se utilizaron cepas 

testigo (positivos y negativos) de la micoteca de referencia. 

La prueba se consideró como positiva si se observaba una 

turbidez mayor a la del tubo testigo negativo. 

4.3.3 PATOGENICIDAD EXPERIMENTAL EN RATON 

4.3.3.1 Preparación del inóculo 

Todas las cepas de Cryptococcus sp .• se sembraron en SDA. 

y a partir de colonias con 2 ó 3 dias de maduración se preparó 

el inóculo. 

De cada una de las colonias se 

ajustada al tubo N21 del nefelómetro 

preparó una suspensión 

de McFarland, utilizando 

como vehículo agua destilada est6r11. La concentración ruede 

3xl08 cele/mi. 

4.3.3.2 Inoculación experimental 

De cada una de las cepas de Cryptococcus se inocularon dos 

ratones machos de la cepa Taconic con un peso de 25-30 gramos 

al iniciar el experimento. Los ratones fueron 

via intraperitoneal aplicando una dosis de 
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suspensión. Para la inoculación intraperitoneal se utilizó una 

jeringa de 1 ml (insulina) con una aguja de 27 x 13 an. 

La inoculación intraperitoneal se realizó tomando la piel 

detr4s de las orejas y cuello del ratón, sosteniendo la cola 

con el dedo anular y con el dedo menique la pata derecha. Se 

limpia la zona a inocular con una torunda impregnada con 

alcohol. La inyección se aplica en la ingle derecha del ratón 

teniendo como precaución no perforar las v1sceras, para lo cual 

se inclina un poco el cuerpo del animal (para "cargar" los 

órganos al lado contrario al cual se va a inocular). 

Los animales inoculados se marcaron para su identificación 

y se colocaron en jaulas con grupos de ocho anotando la fecha y 

el nllmero de la cepa. Se mantuvieron en observación durante 30 

dias. A los animales que murieron durante de éste per1odo se 

les realizó necropsia. Después de este tiempo los ratones 

sobrevivientes fueron sacrificados. 

Los testigos positivos fueron los ratones inoculados con 

C. neorormans. C. Iaurentii. y c. albidus procedentes de la 

micoteca. 

~.3.3.3 Re~istro de datos 

Una vez sacrificados los ratones. se les practicó 

laparotom1a exploratoria para observar dano a nivel 

macroscópico: masas gelatinosas, aumento de volumen de la caja 
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craneana. coloración y puntos blancos en órganos, etc. 

Posteriormente se extirparon: cerebro. pulmón. h1gado y 

bazo. Los órganos se colocaron en cajas de petri estériles y se 

lea agrego un poco de solucion salina isotónica (0.85%) para 

evitar la desecación de los mismos. Cada uno de los órganos se 

dividió en dos partes: una se utilizó para realizar ex6rnen en 

fresco con tinta china. y para los subcultivos: la otra se 

colocó en frascos con formol al 10% adicionado con fosfatos. 

Para realizar el ex6rnen en fresco con tinta china se 

efectuó lo siguiente: En un mortero estéril se colocó la mitad 

del órgano a observar. se maceró para obtener el homogeneizado. 

al cual se le agrego solución salina isotónica al 0.85%. A 

partir de ésta suspensión se tomó una gota y se colocó en un 

portaobjetos. se agregó una gota de tinta china. posteriormente 

se revisó la preparación para demostrar la presencia de 

levaduras capsuladas. 

4.3.3.4 Subcultivos 

Los subcultivos se hicieron a partir de la solución de 

homogeneizado de cada uno de loa órganos. de los cuales se tomó 

0.2 ml para ser sembrados en SDA. y se incubaron a 26"C durante 

l~ d1as. Finalmente. fueron revisados y reconocidos mediante 

exdmen directo y observación macroscópica de las colonias 

levaduriformes. 
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4.3.4 PRUEBAS COMPROBATORIAS UTILIZADAS EN LA IDENTIFICACION DE 

ESPECIES DE Cryptococcus. 

Adem6s de la identificación de las cepas por lae pruebas 

anteriormente citadas. se realizaron las siguientes pruebas 

comprobatorias, con la finalidad de confirmar la identidad de 

las cepas aisladas: 

una 

de 

4.3.4.1 Producción de pseudomicelio 

A partir de colonias con 2 ó 3 dias de maduración se tomó 

asada y se sembró directamente en el medio de agor 

mo.iz adicionado con tween 80 CAnexo 8.2). Despu6s de 72 

horas se realizó el exámen directo de las colonias con azul de 

algodón. Las especies de Cryptococcus son incapaces de 

desarrollar micelio o pseudomicelio y cuando éste ültimo se 

desarrolla es muy rudimentario. 

4.3.4.2 Formación de tubo germinal 

Una pequefta asada de las colonias levaduriformes con 2 6 3 

d!as de maduración fue suspendida en suero humano y sometiüQ 

durante 2 horas a 37"C. Despu6s de 6ste tiempo se realizó el 

ex6.men directo en busca de tuboo germinales. Las especies de 

Cryptococcus no desarrollen tubo germinal. 
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4.3.4.3 Pigmentación en agar malta 

Las colonias de Cryptococcus con 2 ó 3 días de maduración 

se sembraron en el medio de agar malta para observar los 

patrones de pigmentación de algunas especies. Este criterio fue 

útil sobre todo para la identificación de especies que no 

mostraron crecimiento a 37"C y no presentaron patogenicidad en 

ratón. además de su identificación por pruebas de asimilación 

de carbohidratos. 

Al realizar cada una de las pruebas de identificación se 

utilizaron tanto testigos positivos 

de la micoteca del Laboratorio 

como negativos procedentes 

de Micología Médica del 

Departamento de Microbiología y Parasitología de la Facultad de 

Medicina. UNAM. 

Las cepas testigo fueron las siguientes: 

Cryptococcus neoformans Cserotipos A. B. C. y 0). 

Cryptococcus laurentii 

Cryptococcus albidus 

Candida albicans 

Rhodotorula sp. 

Torulopsis glabrata 
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5. RESULTADOS 

5.1 AISLAMIENTO 

De un 

fecal de 38 

total de 266 muestras obtenidas a partir de materia 

especies de aves (7 muestras por especie). en 82 

muestras (30.83%), se aislaron colonias de Cryptococcus. de las 

cuales el 6.40% corresponde a Cryptococcus neoformans. 5.64% a 

Cryptococcus albidus. 3.76% a Cryptococcus laurentii. y el 

restante 15. 03% a Cryptococcus sp. 

En las muestras de materia fecal pertenecientes a aves de 

los órdenes falconiformes (cóndor de los Andes. cara cara. 

halcón cola roja, halcón Harry's. zopilote rey. 6guila real. 

ce1:-nícalo y azor), anseriformes (pato pekín y 

strigiformes (lechuza de campanario) no se 

ninguna especie de Cryptococcus. 

ganso común l . y 

logró aislar a 

El mayor porcentaje de aislamientos de C. neoformans 

(3.01%), se realizó en galliformes Cfais6n chino de collar. 

chachalaca. hoce fais6n, fais6n dorado y pavo real). seguido 

por psitaciformes en un 1.88% (periquito australiano. perico 

frente naranja, guacamaya verde y guacamaya roja), 

columbiformes en un 1.13% (paloma común. paloma alas blancas) y 

paseriformes en un 0.38% (gorrión común). 

C. nlbidus se aisló en un 3.38% a partir de psitaciformes 

(perico frente naranja, guacamaya roja. cotorra cucha, 

guacamaya verde y periquito australiano), y en un 1.88% en 
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TABLA 9 

FREJCUENCIA RELATIVA DE AISLAMIENTOS DE 
c:rypt:c><:::C>C'c:us l!!IPJ? • EN 266 Mt.JE:sTRAS DE 

MATERIA FECAL EN RELACION A 'I....OS 
DIF.E:RENT.ES C>HDENES DE ;..v..;;.,; 

ORDEN M! DE FRECUENCIA RELAlIYA TOTAL 
ftUESTRAS C, 010forl•n1 C. dbidus c. 1'urtntii Cryptococcos spp 

EIMlllADAS 1 ll 

FALCOKlflJl<lt[S 56 o.o o.o o.o o.o o.o 

lllSERIFOR!IES 14 o.o o.o o.o o.o o.o 

STRl61FO~S 7 o.o o.o o.o o.o M 

PISClFORllES 14 o.o o.o 0.38 0.38 0.76 

6Al.LlFORllES ~3 3,01 l.BB 1.s 5.26 11.65 

PSITACIFDRl!ES 63 1.88 3,38 1.s 5.26 12.02 

PASERlfORll[S 21 0.38 0.38 o.o 0.75 1.51 

COLU!IBIFORllES . 21 1.13 o.o o.o 1,5 2.ti~ 

6RUlFORllES 7 o.o o.o o.38 1.1111 2.26 

TOTAL 266 6.4 S.64 3.76 15.03 30.83 



galliformes Choco fais6n, chachalaca y fais6n plateado). adem6s 

de paseriformes en un 0.38% (azulejo de San Bl6sl. 

C. laurentii se aisló con igual frecuencia Cl.50%) de 

galliformes (pavo real, fais6n plateado y hoco fais6n) y 

psitaciformes (periquito australiano y guacamaya roja) seguido 

por piocifonnes (tucaneta verde) y gruiformes (gallina de agua) 

en un 0.38% respectivamente. 

L~ Tübl= 9 indica l~ frecuencia de aislamientos de éstas 

tres especies en relación a los diferentes órdenes de aves. 

Otras especies de Cryptococcus se aislaron a partir de 

materia fecal de galliformes (codorniz común, gallina de 

Guinea, pavo real. hoco fais6n. gallo de Bankiva y fais6n chino 

de collar), y psitaciformes (periquito australiano. cotorra 

amapola, cotorra montanesa y guacamaya verde) principalmente. 

La frecuencia de aislamientos do C. neoformans. C. 

albidus, y C. laurentii en relación a las diversas especies de 

a.ves se indico. au ª"'' l!. y ,_2 respectivamente, en 

donde se puede notar que C. nooformans predomina en paloma 

común. fais4n dorado, hoco fais4n, fais4n chino de collar y 

periquito australiano. C. albidus en hoco fais4n, perico frente 

naranja, guacamaya roja. cotorra cucha y guacl:Ullb.y& varda. ':! C. 

laurentii predomina en periquito australiano. guacame.ya roja y 

pavo real. 

La micobiota que se encontró asociada a C. neoformans, C. 
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TABLA 10 

FRECUEN'CIA :RELATIVA DE AISI..11.MIENTOS DE 
~t=ococcUS' r2ete>forzna.n.s EN DIVERSAS 

ESPECIES DE AVES DE ZOC>LC>GICO 

ESPECIE N:! CE l'1.ESTRAS ¡,¡;¡ DE 1-i..ESTRAS F~IA 

~I~ PIEITIVAS FE..ATIVA ('Y.l 

Gorrión c:arún 7 1 14.28 
p~ é:t=ti= 

Paloma alas blancas 7 1 14.28 
Ztlndidd asiatiCd 

Paloma c:orún 7 2 28.57 
Cbl.....W livia 

Faiún d:rac*> 7 2 28.57 
Chrygoloplus pictt.m 

Pavo .-....¡ 7 1 14.28 
Pdva crist.lt:us 

li:x:o .fata.in 7 2 28.57 
Crax rubt-a 

Chac:halaa 7 1 14.28 
crt.11 is oollocaohdl• 

Fals4n chiro dll ccllar 7 2 29 .. 57 
FrYsiana a.lchia.is 

Peri<1-.Li to australiano 7 2 28.57 
Helopsit.la.is undJ.l•ba 

Plwtc:o frente naranja 7 1 14.28 
Ardtinaa c:atl/O.lldriS 

&.iacamaya VArcla 7 1 14.28 
Ard mil itdris 

Guacamaya roja 7 1 14.28 
Ar .. /DdCdO 

otras especies 182 o o 
mm .. 266 17 ó.40 



TABL.A 11 

F.RECUENCIA RELATIVA DE AISLAMIENTOS DE 
c:Typt:o==c:ua 4-.Z.b.:idu.sr EN D:J:VE:RSAS 

ESPECIES DE AVES DE ZOC>LOG:J:C:O 

ESPECIE -NQ DE NQ DE FRECUENCIA 
MUESTRAS MUESTRAS RELATIVA 

EXAMINADAS POS!T!'!?.S: (!;j 

Perico frente naranja 7 2 28.57 
Aratinaa canicularis 

Periquito australiano 7 1 14.28 
Helopsitacus undulatus 

Guacamaya roja 7 2 28.57 
Ara m1Jcao 

Cotorra cucha 7 2 28.57 
Amazona autumnalis 

Guacamaya verde 7 2 28.!57 
Ara militaris 

Azulejo de San Bl4e 7 1 14.28 
CissiloDha slUDbJasiana 

Hoco tais4n 7 3 "!2.es 
C::::: ;-;.il;¡~a 

Chachalaca 7 1 14.28 
Ortalis noJiocephala 

Faie4n plateado 7 1 14.28 
LoDhura nvcthemera 

Otras especies 203 o o.o 
TOTAL 266 Hi 5.64 



TABLA 12 

F.RE:CUENCIA RE:I...A.TIVA DE AISLAMIENTOS DE 
c:rypt:oc:c:u:::c:us .Z al...U""lSnt: :f :f EN DIVERS.1\S 

ESPECIES DE AVES DE ZCX>LOGICO 

ESPECIE NQ DE NQ DE FRECUENCIA 1 
MUESTRAS MUESTRAS RELATIVA 

EXAMINADAS POSITIVl\S {\'!) • 

Periquito australiano 7 2 28.57 
Neloositacus undulatus 

Guaclll!laya roja 7 2 28.57 
Ara =cao 

Pavo real 7 2 28.57 
Pavo cristatus 

Faistln plateado 7 1 14.28 
Lochura nycthemera 

Hoco faistln 7 l 14.28 
Crax rubra 

Ga 11 ina de agua 7 1 14.28 
Porohvrula martinica 

Tucaneta verde 7 1 14.ZR 
Aulacorhvnt:>h!!!!' ~~::=i,7:;,g 

Otras especiea 217 o o.o 
TOTAL 266 10 3.76 



albidus. C. Iaurentii y Cryptococcus sp. en las 266 muestras de 

materia fecal. se presenta en la Tabla 13. Se encontró la 

persistencia de hongos contaminantes. en mayor proporción 

Mucorales (56.01%). deuteromicetes como Penicillium sp 

(46.24%). Aspergillut!I sp (16.16%). Fusarium sp (14.28%). 

Cladosporium sp (15.41%) y Alternaria sp C13.53%l. as1 como 

levaduras blancas (63.15%) y Rhodotorula sp (32.33%). Esta 

micobiota se aisló principalmente en las siembras efectuadas 

con la suspensión 1:10 y la dilución 1:100. 

5.2 PURIFICACION 

El proceso para separar las colonias levaduriformes 

sospechosas de corresponder a especies de Cryptococcus de 

hongos y bacterias contaminantes presentó efectividad en 82 

cepas, por los procedimientos indicados en material y m'todo. 

sin embargo, la persistencia de contaminantes y el pequefto 

tamafto de algunas colonias levaduriformes impidieron la 

purificación en 8 cepas (3.0%). pertenecientes a codorniz. 

gallina de Guinea. faisdn chino de collar. hoco faisdn, gallina 

de agua y guacamaya verde. No obstante. una pigmentación tipica 

marrón y la presencia de levaduras capsuladas indicó que 

pertenec1an muy probablemente a C. neoform11.na aunque 'etas no 

fueron tomadas en cuenta para la tabulación de resultados. 
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TAELA 13 

FRECUENCIA DE MICOEIC>TA ASOCIADA A 
c::rypt;ococcusr epp EN 266 MUESTRAS 

DE MATERIA F'ECAL DE AVES DE ZOOLCX3ICC> 

GRUPO FUNGICO NQ DE MUESTRAS FRECUENCIA RELATIVA 
POSITIVJ\S !%! 

Mucorales 149 56.01 

Penicillium so 123 46.24 

Aspergi J J us sp 43 16.16 

FUsarium se 38 14.28 

Altt1rn11ria so 36 13.53 

Clt>dosoorium so 41 15.41 

Ceoh11JosIJOrium so 8 3.00 

Geotrichum so 8 3.00 

ScooularioDllis so 4 r.:-50 

Verticillium l!ID 2 0.75 

St:-e;;toth;-:1~ ;;¡, ;¡ 0.75 

Nonoci JJ ium l!IP 3 1.13 

Stt1.chybot~ l!ID 1 0.38 

GJ iocladium sp 1 0.38 

Micelio e•t6ril 77 28.94 

Levadural!I blancas 168 63.15 

Levaduras 59 22.18 
oimnAntadal!I 

Levadural!I nearal!I 10 3.75 

RhodotoruJ"' l!lp 86 32.33 



5.3 IOENTIFICACION 

5.3.l Identificación macroscópica y microscópica. pruebas 

bioquimicas y fisiológicas 

La producción de pigmento en los primoaislamientos 

utilizando el medio de agar-creatinina Guizotia abyssinica 

(medio de nigerl , se caracterizó por mostrar diversos patrones 

de pigm~ntación con tonalidades café obscuro. café tenue a 

beige. Por lo tanto, las colonias con una tipica pigmentación 

café o marrón se consideraron como C. neoformans y las colonias 

con una escasa o nula pigmentación y cépsula como Cryptococcus 

sp. Las colonias presentaron un aspecto mucoide o eemimucoide, 

con apariencia lisa, convexa y con bordes regulares. 

C. neofonnans fue identificada en ll cepas en los 

primoaislamientoe. Y las cepae que presentaron una pigmentación 

inferior a la café obscuro o marrón fueron resembradas en este 

wi~mo =ed!o. A! rftpetir la resiembra en el medio de niger, la 

intensidad on la pi!JD!entación de las colonias se conservó o 

bien varió ligeramente, lo que llevó a suponer que algunas eran 

tentativas de corresponder a ésta especie. Algunao cepas de C. 

albidus y c. laurentii mostraron una escasa pigmentación. Tabla 

14. 

En el medio de SDA las colonias de C. neoform4ns, asi como 

de otras especies de Cryptococcus con tres dias de maduración 

exhibieron una coloración cremosa a ligeramente amarillenta y 
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ocasionalmente rosada, con 

convexa. con bordes regulares 

mucoides. El aspecto mucoide de 

5-B d1as de crecimiento. 

apariencia lisa. ligerdlllente 

y en algunas ocasiones poco 

las colonias se incrementó en 

El tamano de las capsulas fue variable. pero en general, 

en el primoaislamiento se presentó como un halo escaso a 

mediano. En algunas ocasiones se observaron cdpsulas bien 

desarrolladas (15-17 micras). 

La forma de las levaduras observadas u1ú5tr::ron <J4lulas 

redondas en su mayor1a y en ocasiones ligerdlllente ovaladas. 

Loe datos obtenidos en las principales pruebas bioquímicas 

y fisiológicas efectuadas en este trabajo para la 

identificación de especies de Cryptococcus, indican lo 

siguiente: 

1) En 

positiva se 

la prueba de hidrólisis de urea, la reacción 

observó entre las 46 y 72 horas, denotada por el 

cambio de coloración inicial del medio de Christensen a rosa. 

Tabla 14. 

21 Ninguna de las cepas presentó crecimiento en el medio 

adicionado con cicloheximida (S.A.) despu~e de 3-7 d1as de 

incubación a 26"C, lo que implica que tales cepas mostraron 

sensibilidad a dicho antibiótico. Tabla 14. 

3) Treinta y seis cepas (43.9%1 identificadas 

posteriormente como C. neofonrums, C. 11lbidus, y c. Jaurent:ii 
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mostraron crecimiento a 37"C. El crecimiento en 31 colonias a 

ésta temperatura se exhibió de escaso a moderado. Unicdlllente 5 

cepas de C. neoformans presentaron crecimiento relativlllllente 

abundante cuando se sometieron a ésta temperatura. Tabla 14. 

4) En lo que respecta a las pruebas de asimilación de 

fuentes de carbono. se observó que las especies identificadas 

tuvieron b4siclllllente un patrón bioquímico similar al descrito 

en la Tabla 5. El principal criterio para la identificación del 

género Cryptococcus fue basado en demostrar la asimilación de 

inositol. Ochenta y dos cepas aisladas tueron inositol 

positivo. Para caracterizar a nivel de especie ee tomó en 

consideración la asimilación de otros carbohidratos. 

principalmente lactosa y galactosa. 

Diecisiete (20.73%) de las ochenta y dos cepas se 

determinaron como C. 

dextrosa. galactosa 

neoformans ya que asimilaron sacarosa. 

(débilmente), maltosa. ratinosa, xilosa, 

trialosa. pero no lactosa. 

El 18.29% (15 cepas) se caracterizó por presentar 

variaciones en la asimilación de galactosa, lo que condujo a la 

determinación bioqu1mica de C. albidus. Sa observaron 2 

patrones diferentes: a) Diez cepas (12.19%) que presentaron 

tanto galactosa como lactosa negativo~ y b) Cinco cepas (6.09%) 

en las que 

trat4ndose 

hubo tanto galactosa positiva 

de la mil!lllla especie. Las 15 
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TABLA 14 
PRUEBAS MORFOLOGJ:CAS Y FJ:SJ:OLCX3J:CAS 

DETERMJ:NANT'ES EN LA J:DENTJ:FJ:CACJ:ON 
DE ~P.E.CIES DE' C':i-y-pi:~coc;-c:LIJ!!!I' 

PIUJHA Cryptocaccus Cryptacaccus Cryptacaccus Cryptocaccus sp 
n10ForHns 1/bidu• l•urrntii 140 cepasJ 
!17 <rpHJ 115 ctpiSl 110 cepas! 

Pm•ncir dr pigHnla 11 161 -m 1161 - 1401 
111 1111 1 191 11 141 

11 !21 

Prmncir dr clpsuh t 1171 t 1151 t 1101 • !401 

Hidrllisis dt urr• t 1171 t 11'1 t 1101 t 1401 

Smibilid1d • ciclohni1id1 t 1171 t 1151 t 1101 t 1401 

Crrciti•nh • 37'C t 191 +m t 131 - 1401 
.. 141 .. 1101 tt 131 

;.;;. {:;; - Íll - 141 
rt11nt11 dr p1911nto: , .. , na u oDstrYI p1g1tnt1oa; ,u co1an11 be191¡ 1n1 coJonu tarr&n tenue; 

UU! caloni• 11rrdn oscura. 
Clpsul11 l+l pmtnci1 dt clpsuh. 
Hidrllisis de um: l+J producci6n do urenas. 
S•n.ibllid1d 1 ciclohni1id11 hl no SI obmva crecitionlo, 
Cnci1ienta 1 37'C: (-1 sin creci1ienta1 (+J 1St1Sai (++J 1aderlda; (++t} i1bund1ntt. 



sacarosa. dextrosa. maltosa. rafinosa. trialosa y xilosa. 

C. laurentii presentó asimilacion de sacarosa. dextrosa. 

galactosa. maltosa. rafinosa. trialosa. xilosa y una fuerte 

asimilación de lactosa. por lo que el 12.19% do las cepas (10 

cepas) correspondieron al patrón exhibido por 6sta especie. 

Cuarenta cepas se identificaron como Cryptococcus sp., por 

no presentar crecimiento a 37"C y patogenicidad en ratón, 

adem6s de la ausencia de pigmento en el medio de niger. 

Unicamente 12 de 6stas cepas se pudieron idont1Licv.:-

tentativamente como C. infirmominiatus. C. laurentii var. 

magnus. C. laurentii var. flavescens. C. ater. C. flavus. C. 

skinneri y C. uniguttulatus. En el resto de las cepas no se 

lograron las resiembras. motivo que impidió realizar las 

respectivas pruebas de asimilación de carbohidratoa para su 

identificación. 

5.3.2 Patogenicidad experimental en ratón 

A la observación clinica la mayoria de los anima.les 

inoculados intraperitonealmente. no mostraron sintomas y signos 

aparentes de la enfermedad. Uniceur.ente cinco ratones mostraron 

li¡¡cro aumento del didmetro craneal y erizamiento de pelo. 

Por medio de la autopsia se observó que en 143 animales el 

aspecto macroscópico de los órganos fue normal. En 21 animales 

se observó hepato y esplenomegalia. 
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En los animales que murieron antes del período de 

observación no se presentaron alteraciones macroscópicas y 

microscópicas en las necropsias, por lo que se atribuye la 

muerte a causas ajenas a la infección criptococósica. 

De un total de 82 cepas de Cryptococcus spp inoculadas, en 

el 51.2% (42 cepas) se observaron cólulas capsuladas en 

cerebro, pulmón. hígado y bazo. En 6etas mismas 42 cepas 

patógenas para ratón, las pruebas morfológicas, fisiológicas y 

bioquímicas fueron correlativas ya sea a C. neoformans (17 

cepas), C. albidus (15 cepas) o a C. laurentii (10 cepas). Y en 

el 48.8% (40 cepas) no se presentó ninguna sospecha de 

patogenicidad por lo que se clasificaron como Cryptococcus sp., 

ya que tampoco dichas pruebas correlacionaron con especies 

patógenas. ~nicamente se reconocieron como Cryptococcus por las 

características morfológicas macroscópicas y microscópicas. 

En las Gr4ficas 1, 2 y 3 se indica el porcentaje de 

órganos afectados en relación a cada una de las especies de 

Cryptococcus inoculadas intraperitonealmente. Las 42 cepas 

identificadas como C. nooformans. C. albidus y C. laurentii. 

presentaron c6lulas levaduriformes capsuladas al ex4men directo 

con tinta china a partir de los órganos indicados 

anteriormente. La frecuencia de órganos afectados dependiendo 

de las especies de Cryptococcus fue variable. Comparativamente. 

la mayor afección se observó con C. neoformans, los órganos más 
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GRAFICA 2 
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GRAFICA 3 
ORGANOS AFECTADOS POR C. /aurentii 

{!NOO!Jl.Ml!ON INTP.APE.S!!TONE.~) 

80 

70 

80 

eo 

30 

20 

10 

PORCENTAJE 

ORGAN08 

- C!AEIRO 
:::= ;=uu.;or.i 

llilfil HIGADO 

- BAZO 



afectados con ésta especie fueron pulmón y cerebro seguida de 

hígado y bazo. Para C. albidus y C. laurentii la mayor afección 

se presentó también en pulmón, pero seguido de hígado, bazo y 

cerebro. 

El tamano de la cápsula se incrementó con la inoculación 

intraperitoneal. En general. el diámetro de las levaduras 

capsuladas presentó un rango de 15 a 20 micras en pulmón y 

cerebro. superior al observado en hígado y bazo que fue de 12 a 

15 micras. La cantidad de levaduras examinadas 

microscópicamente en los órganos de animales inoculados con C. 

neoformans fue superior respecto a las encontradas con C. 

albidus y C'. Jaurentii. 

5.3.2.1 Subcultivos 

De un total de 336 subcultivoe Cun 

órgano de 

cerebro. 

ratón) 

pulmón. 

efectuados a 

hígado y 

partir 

bazo de 

intraperitonealmente con C. neoformans. 

eubcultivo por cada 

de homogeneizados de 

animales inoculados 

C'. albidus y c. 

laurentii. el 4.76% (16 subcultivoe) fueron positivos. Eetoe 

subcultivoe correspondieron a 14 animales. 

La frecuencia de subcultivoe positivos en relación a cada 

uno da los órg~nos ox:mtinüdos so indicn on l~ Gr~fic~ 4. 

Para C. neoform1J.ns 11 eubcultivoe (68.75%) fueron 

positivos. de loe cuales, el 31.25% (cinco subcultivos) 
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GRAFICA 4 
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correspondieron a pulmón. seguido de un 18.75% (tres 

subcultivosl en h1gado. un 12.5% (dos subcultivos) en cerebro y 

un 6.25% Cun subcultivo) en bazo. 

C. albidus se obtuvo de tres subcultivos 

cuales. dos subcultivos (12.5%) proven1an de 

(18. 75%) de loa 

pulmón y un 

aubcultivo (6.25%) de h1gado. Y para C. laurentii se obtuvieron 

dos subcultivos, uno de pulmón (6.25%1 y uno de bazo (6.25%). 

No se lograron subcultivos a partir de cerebro. 

5.3.3 Pruebas comprobatorias utilizadas en la identificación de 

especies de Cryptococcus 

Otras pruebas efectuadas en el presente estudio (presencia 

de pseudomicelio. producción de tubo germinal y presencia de 

pigmento en agar malta) se realizaron únicamente para confirmar 

la identidad de las cepas aisladas. En éstas pruebas se observó 

lo siguiente: 

ll Ninguna de las cepas de C. neoformans, c. albidus. c. 

laurentji y Cryptococcus ª!>·. produjftrnn tu~ ~~~i:l~!. 

2> Unicamente dos cepas de Cryptococcus sp presentaron un 

pseudomicelio muy rudimentario en agar harina de ma1z. 

3) La pigmentación presentada por las colonias de 

Cryptococcus spp en el medio de agar malta fue poco 

determinante particularmente en la identificación de algunas 

especies no patógenas, la mayor1a generaron colonias hialinas 
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en este medio. Microscopicamente se observaron levaduras 

gemando y ocasionalmente blastoconidios alargados. 



6. DISCUSION 

En estudios realizados sobre la recuperación de c. 

neoformans. C. albidus y C. laurentii se ha demostrado una 

considerable frecuencia de aislamientos a partir de materia 

fecal de diversas especies de aves, particularmente palomas 

(columbiformes) y periquitos australianos. pericos. loros, etc. 

(psitaciformes). 

En el presente estudio se informa sobre el aislamiento de 

especies del género Cryptococcus. C. neoformans se aisló en 17 

(6.40%) de 266 muestras de materia fecal de diferentes aves 

pertenecientes a los órdenes psitaciformes. columbiformes, 

gelliformes y paseriformes. La frecuencia aquí obtenida y las 

especies de las cuales se recuperó la levadura concuerdan con 

los datos encontrados por otros autores: Gugnani et al. (26) 

encontraron una frecuencia del 14.7% en 102 muestras de nidos. 

jaulas y sitios inhabitados por palomas y de un 7.7% de 39 

muestras de suelo. Bauwens (5) 

de 13 diferentes especies de 

indica el aislamiento a partir 

aves. Y por Ultimo Staib (75) 

observó que de cada cuatro aves positivas. tres eran pericos. Y 

recientemente en otro comunicado Staib y Heibenhuber (77) 

informaron del aislamiento de la levadura en un 5.78% de 294 

muestras de diferentes especies de aves en las que predominan 

los psitcciformes y coneideraron que no ce enccntrcron 

diferencias significativas con la frecuencia encontrada en 
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1962. Respecto a las especies de aves indicadas en estos 

trabajos y comparando con el presente trabajo tenemos que 

algunos géneros y especies coinciden: Melopsitacus undulatus 

(periquito australiano), 

Columba livia (paloma), 

Ara militaris (guacamaya verde), 

cotorras pertenecientes al género 

Aratinga y pericos pertenecientes al género Am4zona. as1 como 

algunas especies de faisanes como Phasianus colchicus (Faisán 

chino de collar) y Lophura nycthemera (faisán plateado). 

El aislamiento de otras especies de importancia médica en 

particular c. albidus y C. laurentii de esta fuente natural ha 

sido poco estudiada, debido probablemente a que son patógenas 

ocasionales de la criptococosis en el hombre. Sin embargo, 

existen algunos registros como los de Bangert et al. (3) y 

Gallo et al. (22) que indican su aislamiento a partir de 

materia fecal de palomas y 

estudio, se encontró una 

aislamiento y se encontró 

de psitacitormes. En el presente 

considerable frecuencia en su 

que la principal fuente lo 

constituyen las especies de aves pertenecientes a los órdenes 

psitaciformes. columbiformes y galliformes. C. albidus se aisló 

en 15 (5.64%) y C. laurentii en 10 (3.76%) de 266 muestras. 

Se considera que la frecuencia encontrada en los 

aislamientos de C. neoformans, C. laurentii y C. albidus pOdr!a 

indicar la amplia distribución de éstas especies en la 

naturaleza. 
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Al parecer. ea constante el hecho de que Cryptococcus sólo 

ae presente en ciertos órdenes de aves. 

ee esa "selección" de habitat para 

un aspecto interesante 

eu desarrollo. La 

distribución en la naturaleza de las especies de Cryptococcus 

en particular de C. neoformens ee debe a diversos factores como 

son: el pH de la materia fecal. aa1 como la concentración de 

4cido urico y creatinina en las mismas. Hubalek (64) determinó 

que la composición qu1mica de las excretas son un factor 

primario que influye en la distribución de C. neoformens. Por 

lo tanto la distribución de otras especies de Cryptococcus en 

la naturaleza puede 

similares. 

El medio de agar 

en el primoaislemiento 

estar influenciada por condiciones 

creatinina Guizotie ebyssinica utilizado 

de las colonias mostró gran utilidad en 

la diferenciación entre las especies de Cryptococcus de otras 

levaduras. Sin embargo. en algunas colonias de este g6nero no 

ae observaron diferencias en la pigmentación. C. neoformans fue 

identificada en once cepas en el primoaislamiento a trav6a de 

lae pruebas morfológicas y de pigmentación y seis fueron 

corroboradas por pruebas de asimilación de carbohidratos. 

Algunas coloniae de C. albidus y c. laurenti i exhibieron una 

neoformans. 

realizadas 

la cual no fua distintiva de c. 
Esta observación parece estar de acuerdo con las 

por Chaakea y Tyndall (15), Salkin et al. (68). en 
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la que se hace notar que éstas especies ocasionalmente pueden 

producir pigm~nto a partir de precursores de fenoles prec~ot~e 

en el medio de niger. 

Las pruebas de asimilación de carbohidratos fueron útiles 

en la diferenciación de c. neoformans, c. iJlbidus y c. 

Jilurentii particularmente en aquellas cepas que no mostraron 

diferencias en la pigmontación de las colonias y crecimiento a 

37·c. 

Por otro le.do, lii il<lbilidad de diversas especies del 

género para crecer a 37•c fue un criterio atil para diferenciar 

cepas patógenas de las no patógenas pero no para distinguir a 

algunas cepas de C. neoformilns de C. illbidus y C. lilurentii. 

Las cepas identificadas por su termotolerancia también 

mostraron la capacidad a producir cdpsulas en condiciones 

experimentales por inoculación intraperitoneal en ratones. Y a 

diferencia de éstas. otras especies de Cryptococcus no 

demostraron crecer a 3o·c y 37"C y por consiguiente no 

produieron c~p~u!wü ~ajo ias mismas condiciones. C. neoformans 

causó una mo.yor afección que C. illbidus y C. l<'Jurentii. aun 

cuando al tratarse de cepas de origen saprobio. todas éstas 

mostraron una débil patogenicidad a ratón. 

La infección criptococósica fue 

obtención de 

homogeneizados 

subcultivos. 

de órganos 

especialmente 

de animales 
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neoformens. Los subcultivos obtenidos de C. eJbidus y C. 

Jeurentii fueron sumamente escasos. No obstante al ex6men de 

los órganos en fresco se observaron levaduras con c6psulas bien 

desarrolladas que no se demostró con Cryptococcus sp. 

Es importante considerar que otras especies de 

Cryptococcus diferentes de c. neoformans pueden producir 

infección bajo ciertas condiciones. De Bernardis et al. (16) 

observaron que el catado inmunologico del hospedero es 

importante para que se establezca la infección por otras 

En M6xico. es justificable continuar con estudios sobre el 

aislamiento de Cryptococcus neoformans. principal agente causal 

de la criptococosis. as1 como C. elbidus y C. Jeurentii. en 

materia fecal de aves y otras fuentes naturales y definir el 

papal de las aves en la distribución de este hongo en la 

naturaleza. as1 como realizar un estudio epidemiológico m6s 

exhaustivo que integre datos sobre la frecuencia en el 

aislamiento de especies de Cryptococcus de importancia m6dica y 

}a preVA}Anryi~ ~ !ncidCnCiü d~ }n enfermedad. 
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7. CONCLUSIONES 

En base a los datos obtenidos en el presente trabajo se 

concluye lo siguiente: 

l. La materia fecal de las aves constituye una fuente natural 

importante para el aislamiento no solamente de C. 

neoformans que es el principal agente causal de la 

criptococosis. sino de otras especies de Cryptococcus. 

incluyendo tanto patógenos ocasionales como C. albidus y 

C. Jaurentii como especies no patógenas. 

2. La composición química de la materia fecal puede estar 

determinando la distribución de las especies de 

Cryptococcus en ciertos órdenes de aves. 

3. El medio de agar-creatinina-Guizotid abyssinica, al menos 

en el presente estudio, fue poco selectivo para 

diferenciar a C. neoformans de algunas especies de C. 

laurentii principalmente y de C. elbidus, debido a que las 

dos últimas presentaron una ligera pigmentación inclusive 

en los primoaislamientos. 

4. La habilidad para crecer a 37"C no fue una característica 

distintiva ontrc c. neotormans. C. albidus y c. Jaurentii 

ya que las tres exhibieron termotolerancia. aun cuando el 

crecimiento fue de escaso a moderado, lo cual indica que 

éstas especies pueden ser. consideradas como patógenas. 

5. En las pruebas de .patogenicidad se demostró la presencia 
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de levaduras capsuladas en mayor o menor grado tanto en 

animales inoculados con C. neoformans como animales 

inoculados con C. albidus y C. laurentii. lo que 

demuestra Ja variable potencialidad de las cepas como 

patógenas. 

6. Desde el punto de vista epidemiológico. se pu8de decir. 

que la materia 

importante para 

fecal constituye 

el hombre y 

una fuente de 

los animales 

infección 

para la 

adquisición dt: la criplococosia. Ex1st6 unü posible 

implicación en la salud pública. el contacto con 

psitaciformes y columbiformes principalmente. representa 

un riesgo para las personas que manejan a éstas aves en 

los zoológicos y sob1·e todo para grupos susceptibles de 

padecer la enfermedad como los inmunodeprimidoa 

(principalmente los pacientes con SIDA), con enfermedades 

debilitantes y en corticoterapia. 
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B. ANEXOS 

ANEXO 8.1 

Nombres comunes 

muestreadas. 

y cient1ficos de las especies de aves 

CLASE AVES 

ORDEN FALCONIFORMES 

Cara cara 

Cóndor de los Andes 

Ha león Harry' e 

Halcón cola roja 

Zopilote rey 

Aguila raal 

Cern1calo 

Azor 

ORDEN PSITACIFORMES 

Cotorra amapola 

Guacamaya serrana 

Guacamaya verde 

Gueccma;'e. roj~ 

Perico frente naranja 

Periquito australiano 

·-· .. _·_,_··_:__·· 
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Polyborus plancus 

Vultur gryphus 

Parabuteo unincictus 

Buteo Jamaicensis 

Sarcoramphus papa 

Aqui la cllirysat>tos 

Falco sparvt>rius 

Spizaetos ornatus 

J!m.2zona viridiginalis 

Rhynchopsitta pachyrhyncha 

Ara militaris 

A.i'•ii lüaCáO 

Aratinga canicularis 

Helopsitacus undulatus 



Cotorra montanesa 

Cotorra cucha 

Perico verde 

ORDEN GALLIFORMES 

Fais6n plateado 

Faie6n dorado 

Fais6n chino de collar 

Hoco fais4n 

Gal lo de Bankiva 

Codorniz común 

Gallina de Guinea 

Pavo real 

Chachalaca 

ORDEN PASERIFORMES 

Cuervo común 

Azulejo de San Bl4s 

Gorrión común 

ORDEN COLUMBIFORMES 

Paloma coml1n 

Paloma de collar 

Paloma alas blancas 
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Am11zon11 finschi. 

Am11zon11 11utumn11lis 

Ar11ti.ng11 holochlor11 

Lophur11 nycthemer11 

Chrysolophus pi.ctus 

Ph11si11nus colchi.cus 

Cr11x rubra 

G11llus g11llus 

Colinus virgi11nus 

Numid11 mele11gris 

Pavo cristatus 

Ortalis polioceph11l11 

Corvux corax 

Cissiloph11 s11nblasi11n11 

P11sser domesticus 

ColumlHJ 1 ivi11 

Columba fa11ci11ttJ1 

Zenaida 11si6tic11 



ORDEN STRIGIFORMES 

Lechuza de campanario 

ORDEN PISCIFORMES 

Tuc4n 

Tucaneta verde 

ORDEN ANSERIFORMES 

Pato pek:!n 

Ganso común 

OftDEN GRUIFORMES 

Gallina de agua 
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fyto alba 

Rhamphastos sulfuratus 

AuJacorhynchus prasianus 

Ana11 sp 

Chilophaga Ieucoptera 

Porphyrula martinica 



ANEXO 8.2 

Medios de cultivo 

8.2.1 Agar creatinina- Guizotio abyssinicil (Modio de niger, 

medio de Staibl. 

Guizotia obyssinica 

'oextroea 

KH:.PO .. 

Creatinina 

Agar CBioxonl 

Cloranfenicol 

Difenil 

Agua destilada 

50 gr 

1 gr 

1 gr 

1 gr 

15 gr 

50 mg 

100 mg 

1000 mi 

-Pulverizar la semilla con la ayuda de un mezclador 

el6ctrico. 

-Adicionar el agua destilada y hervir por 30 

minutos. 

-Filtrar con gaea, obtener el extracto de la semilla y 

aforar a 1000 mi. 

-Adicionar loe dem4e ingredientes. 

-Esterilizar a 121•c ó 15 Lb de presión durante 15 

minutos. 
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-Enfriar a una temperatura aproximada de 5o•c 

-Adicionar el cloranfenicol y difenil disueltos en 

etanol. 

-Dispersar en cajas de petri en condiciones asépticas 

-pH final : 6.5 

8.2.2 Agar dextrosa de Saboureud (SDAl 

Seboureud dextrosa eger (Bioxon) 

Agua destilada 

65 gr 

1000 ml 

-Suspender el egar dextrosa de Saboureud en el agua 

destilada, mezclar hasta obtener une suspensión uniforme. 

-Calantar agitando frecuentemente y hervir durante un 

minuto. hasta disolver completamente. 

-Dispersar en tubos con tapón de algodón. 

-Esterilizar a i21·c por 15 minutos. 

-Enfriar a temperatura ambiente en posición inclinada. 

-pH final: 5.6 ± 0.2 

6.2.3 Agar urea de Chrietensen 

Base de urea CDifco) 

Agua destilada 

67 

29 gr 

100 ml 



-Disolver la base de urea en agua destilada. 

-Esterilizar por filtración milipore. 

Preparar por separado: 

Agar bacteriológico (Bioxonl 

Agua destilada 

15 gr 

900 ml 

-suspender el agar en agua destilada. hervir hasta 

disolver. 

-Est~ri!izar a 121·c por 15 minuto~. 

-Enfriar a 50"C 

Combinar ingredientes: 

-Adicionar la base de urea al agar y mezclar bajo 

condiciones asépticas. 

-Dispersar en tubos est6riles alicuotas de 2 ml 

-Enfriar a temperatura ambiente en posición inclinada. 

-pH final: 6.9 

B.2.4 Agar micobiótico (Sabouraud antibióticos1 S.A.) 

Agar adicionado con cicloheximida y cloranfenicol 

Agar micobiótico <BioxonJ• 

Agua destilada 

68 

36 gr 

1000 ml 



-Suspender el agar micobiótico en el agua destilada y 

mezclar. 

-Cuando la suspensión sea uniforme. calentar con agitación 

frecuente y hervir hasta disol.ver completamente. 

-Distribuir en tubos con tapón de algodón. 

-Esterilizar a 121·c por 15 minutos. 

-Enfriar a temperatura ambiente en posición inclinada. 

-pH final: 6. 9 

8.2.5 Medio basal para la asimilación de carbohidratos 

(tubos de Wickerham para auxanogramal 

Extracto de levadura (Difco) 

Agua desionizada 

Carbohidrato 

0.67 gr 

100 ml 

O .50 gr 

Preparación del extracto de levadura Cyeasts nitrog base): 

-Suspender el extracto cie levad.ur·a art DO iül de 

agua desionizada. Mezclar y disolver completamente. 

-Esterilizar a 121·c por 15 minutos. 

-Enfriar a temperatura ambiente. 

Preparación de la solución del carbohidrato: 

-Suspender el carbohidrato de elección (sacarosa. 
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dextrosa. maltosa, galactosa. lactosa, xilosa, 

rafinosa, trialosa. inositol. etc. l en 20 mi de agua 

desionizada. 

-Esterilizar por filtración milipore. 

Combinar la solución del carbohidrato elegido con la base 

nitrogenada o extracto de levadura: 

-Adicionar los 20 ml de la solución del carbohidrato 

esterilizado en 80 ml del extracto de levadura 

previamente enfriado. 

-Dispersar alícuotas de 2 ml en tubos estériles bajo 

condiciones asépticas. 

-Concentración final del carbohidrato: 0.5% 

Concentración final del extracto de levadura: 0.67% 

-pH fina 1 : 5 • 6 

8.2.6 Agar harina de maiz 

Agar harina de maiz (Difco) 

Agua destilada 

Tuoon 60 

17 gr 

1000 ml 

10 ml 

-Suspender el agar harina de maíz en el agua destilada y 

mezclar. 
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-Calentar y hervir con agitación frecuente hasta disolver 

completamente. 

-Retirar y adicionar el tween 80 y mezclar. 

-Esterilizar a 121·c por 15 minutos. 

-Dispersar en cajas de petri bajo condiciones asépticas. 

-Solidificar a temperatura ambiente 

-pH final: 6.0 

8.2.7 Agar con extracto de malta 

Agar extracto de malta (Bioxon) 

Agua destilada 

33.6 gr 

1000 mi 

-Suspender el agar en el agua destilada. 

-Disolver calentando, hervir durante un minuto. 

-Esterilizar a 121•c por 15 minutos. 

-Dispersar en cajas de petri bajo condiciones asépticas. 

-Solidificar a temperatura ambiente. 

-pH final : 4.6 ± 0.2 
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