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1. INTRODUCCION
1.1 CONCEPTO

La criptococosis (enfermedad de Busse-Buschke, torulopsis,
blastomicosis europea) es una infeccion crénica subaguda o rara
vez aguda pulmonar, generalizada 3 meningea causada
principalmente por Cryptococcus neoformans y ocasionalmente por
C. aldidus (24)(36)(40)(48) y C. laurentii (50)(73).

La infeccién primaria en el hombre es casi siempre
pulmonar seguida de 1la inhalacién de la levadura. La infeccién
pulmonar usualmente es subclinica y transitoria, Se caracteriza
por diseminar con clara predileccién al sistema nervioso
central y afecta principalmente a personas inmunodeprimidag.

La enfermedad en los animales es muy similar a la
presentada en el hombre. La inoculacién cutdnea y mucocuténea
o8 comin Yy aa caracteriza por 1la prssencia de lecionsc
localizadas en piel, asf como en las mucosas oral y nasal. La
infeccién en los bovinos por lo comGn afecta al tejido mamario

Yy los ganglios linf4dticos adyacentes (32)(41)(61).

1.2 ANTECEDENTES HISTORICOS
1894. Busse, un patdlogo, y Buschke, un cirujano,
publican separadamente el aislamiento de 1la
levadura & partir dJdc la tibis ds una mujer. Se

describe y nombra al organismo Saccharomyces,



1894.

1896.

1901.

1901.
1905.

1914.

adoptando el término de sacharomicosgis hominis
para la enfermedad. Las lesiones fueron
descritas como gomosas Yy sarcomatosas.
Posteriormente algunos autores utilizaron el
nombre de '"neoformans'" (Causante de cédncer o de
tumor) como un epiteto para el organismo.

San Felice aisglé una levadura capsulada a partir
de jugo de durazno., la cual causé lesiones en
animales infectadog experimentalmenta. Danomind
al organismo Saccharomyces neoformans.

Curtis describe un caso similar al de Busse vy
Buschke Y denomina al organismo como
Saccharomyces subcutaneous tumefaciens.
Vuillemin transfiere a la levadura al género
Cryptococcus, al examinar diversos cultivos y no
observar ascoaporas caracteristicas del género
Saccharomyces. Denomina como C. hominis a los
aislamientos ds Dusss—-Duschiks y Curtic vy come .
neoformans para el aislamiento de San Felice.
Klein realiza el aislamiento a partir de leche.
Von Hansemann observa por primera vez el
microorganismc asociado a un caso de meningitis.
Verse reconoce por primera vez un caso ante-—

mortem con afeccién al sistema nervioso central.



1916.

193s.

1955.

1968.

Stoddard y Cutler delinean las diferencias
clinicas vy patolégicas entre criptococosis,
blastomicosis b otras micosis. Asumen
erréneamente que las cdpsulas de las levaduras
fueran quiste=z en el tejido causadas por 1la
accion digestiva del hongo (“"histoliticoe") vy
denominaron al organismo Torula histolytica.
Baker y ﬁaugen desacreditan la accién
"enzimatica'" y definen los principales tipos de
lesiones patolégicas: =~ gelatinosas Yy
granulomatosas.

Benham aclara la confusidn gxistente entre
blastomicesis y criptococosis. Demuestra que el
tipo cutdneo de criptococosis europea, era
causada por el mismo microorganismo que producia
la forma meningitica més cominmente reportada en
América.

Evans deascubre los serotipos A, B, y C, en base
al estudio de los componentes de la cépsula.
Emmmons describs el aislamiento de la lsvadura a
partir de nidos y materia fecal de pichones.
Wilson y Bennet descubren un cuarto serotipo:

serotipo D.



1970. Lodder y Kreger Van—Rij determinan la prioridad
del nombre Cryptococcus neoformans (San Felice)
Vuillemin.

Benham describe cuatro serotipos de C.
neoformans: A, B. C. y D. Estos son reconocidos
dentro de dos variedades: C. neoformans var.
neoformans (serotipos A y D) y (. neoformans

var. gatii (serotipos By C).

1675. Kwon-Chung muestra el estado perfecto o egtado
teleomériico (-] ia lsevaduia. Dsfins como
Filobasidiella neoformans representante

teleomérfico de Cryptococcus neoformans.
1982. Ikeda y cols establecen los patrones antigénicos
de los cuatro serotipos de (. neoformans y

adiciona un quinto serotipo, A-D.

En México. Gonzalez Ochoa (1955) presents dos
comunicaciones de casos de criptococosis localizados en
cerebro, Y en 1959, A. Gonzalez-Mendoza Yy R. Pérez-Tamayo
presentaron. un tercer caso de criptococosis generalizada

diagnosticada por necropsia.



1.3 ETIOLOGIA

Cryptococcus neolormans o5 considerado fundamentalmente el
principal agente etiolégico de la criptococosis. Sin embargo,
otras especies pueden ocasionalmente ser agentes caugsales de la
enfermedad en el hombre y los animales, como C. albidus
(24) (36) (40) (48) y C. laurentii (50)(73).

Por instancia, C. albidus, C. laurentii, C. lactativorus,
C. terreug y C. uniguttulatus han sido aislados ocasionalmante
a partir de esputo. lavados bronquiales, material de biopaia,
fluido cerebro-espinal y orina de pacientes severamente
inmunodeprimidos por enfermedades debilitantes o asociados a
terapia con corticosteroides (16)(42). Algunas especies han.

gido aigladas a partir de casos de mastitis bovina (32) (42).

1.3.1 Taxonomia

De acusrdo con Phaff y Fell (42) el género Cryptococcus
incluye 17 especies vdlidas y seis variedades. Amf{ mi=me, 22
sin6nimos han sido registrados para C. neoformans.

Kreger Van-Rij describe al género Cryptococcus como un
grupo compuesto de levaduras con gemacién multipolar,
pseudomicelio ausente o muy rudimsntario, biastoconidios
frecuentemente capsulados; goneralmente, en medio s8élido se
observan colonias mucoides, amarillentas, incapaces de

fermentar carbohidratos, c¢on una variable capacidad para



utilizar nitratos como fuente de nitrégeno, y capaces de
asimilar inositol (42).

Cryptococcus junto con los géneros Candida, Trichosporon.
Torulopsis. Malassezia y Rhodotorula forman parte de la familia
Cryptococaceae, del orden Cryptococales, dentro de los
Blastomycetes (31)(Tabla 1).

Algunas especies de Cryptococcus tienen representantes
teleomérficos en la familia Filobasidiaceae, en el orden
Uastilaginales de la clase Heterobasidicmycetes (Tabla 1},

Estas levaduras son la fase haploide en el ciclo de vida,
generalmente de basidiomicetes heteroté&licos (2).

La familia Filobasidiaceae se caracteriza por la formacién
de basidios no septados, estrechos, con basidiosporas sésiles
terminales. Pueden formarse las blastosporas en las hifas. psro
no se producen teliosporas. La familia incluye dos géneros
Filobasidium (tres especies) y Filobasidiella (una especie

repressntante) (2)(62).

género, las células so aparsean opusstamente desarrcllindoss un
micelio dicarisético con conexiones en grapa (fibulas), se forma
un basidio estrecho, se presenta la cariogamia y posteriormente
tiene lugar la meiosis (31)(38).

En Filobasidium, se forman cuatro a diez basidiosporas

sésiles, en forma de espiral petaloide en el 4pice del basidio;



TABLA 1
CLASIFICACION TAXONOMICA DE ALGUNAS
ESPECIES DE COCryptrtoococcues EN SU FASE

ANAMORF ICA Y TELLEOMORFICA

8Buperreinot Eucarionta
Reino: Fungit
Divisidén: Eumycota
ESTADD ANAMORFICO (FASE ASEXUADA)
Subdivisidén: Desuteromycotina
Cla==: Blasicrycetes
Ordan: Cryptococcales
Familia: Cryptococcaceas
Génaro: Cryptococcus
Especias de Cryptococcus:
neofarmans
albidus
laurentii
uniguttulatus
lutaclus
lactativorus
tarraus
antre otras.
ESTADD TELEOMORFICO (FASE SEXUADA)
Bubdivisidn: Basidiomycotina
Clase: Heterobasidiomycetes
Orden: Ustilaginales
Familia: Filobasidiaceae
Geénero: Filopasidiella y
Fllobasidium
Ecpecies da Filobasidiella:

neoformans
Eapecies de Filobasidium:
floriforme
uniguttulatus
capsul i ganum

Basado de Harrera y WUlloa (31)



en Fi1lobasidiella en el &pice del basidio se forman cuatro
largas cadenas de basidiosporas por gemacién basipeta a partir
de cuatro sitios diferentes.

Filobasidium floriforme (Olive) es la fase teleomérfica de
Cryptococcus albidus. Filobasidium uniguttulatus (Kwon-Chung)
pertenece a fase anamérfica de C. uniguttulatus. La tercera
especie del génerc 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 (. laurentii es desconocido. Kurtzman
descubrisé tipos de apareamientos entre 1as cepas de C.
laurenti:, las cuales después de la fusién producen un micelio
dicariético con conexiones en grapa., con un septo doliporo.
pero no esporas sexuales (62).

El género Filobasidiella tiene una unica especie
representante Filobasidiella neoformans con dos variedades
neoformans y bacillispora. Estas son diferenciadas por la forma
de las basidiosporas y por algunas caracteristicas fisiolégicas
como son la asimilacidén de dcido malico, glicina y creatinina
(301(37)(49)(71). Filobasidiella neofcrmans var. neoformans es
el estado perfecto de Cryptococcus neoformans var.neoformans y
Filobasidiella neoformans var. bacillispora de Cryptococcus

neoformans var. gatii (38).



1.3.2 Morfologta

No existen en esencia, diferencias morfolégicas entre las
variedades de los estados anamérficos o asexuales de
Cryptococcus neoformans asi como de otras especies del género.

€. neoformans crece en medios de cultivo habituales:
Sabouraud dextrosa agar (SDA), infusién cerebro-corazén (BHI) y
extracto de levadura. En el medio de SDA a temperatura ambiente
y a 37°C, genera colonias con una coloracién blanca a
amarillenta, lisas, mucoides, limitadas, brillantes,
ligeramente convexas y tienden a escurrir sobre el medio de
cultivo. Otras especies de C(ryptococcus presentan un aspecto
similar (11)(46).

Microscépicamente, ¢. neoformans 'se presenta como una
levadura esférica u ovoide de 3 a 7 micras de di&metro. se
reproduce por gemacién multipolar y estd rodeada de una cépsula
mucilaginosa con la cual llega a medir de 15 a 20 micras de
didmetro tanto en tejido como en condiciones adecuadas de
cultivo,

Esta cépsula de naturaleza heteropolimacérida estd
constituida de una cadena principzl ds D-manosa en un enlace
a(1-3) conformando numercsas ramificaciones de D-xilosa y &cido
D—glucorénicd. Dentro de ciertas condiciones de crecimiento la
cdpsula puede también contener compuestos almidonados, los

cuales son liberados al medio de cultivo. Diversas especies del



género también producen cdpsula.

El estudio de la estructura inmunoquimica de la cépsula
permite definir los serotipos A, B, C, D y AD: estos serotipos
difieren en su conformacién antigénica, actividad bioquimica vy
metabdlica & incluso por sus caracteristicas epidemiolégicas.
C. neoformans var. neoformans incluye los serotipos A, D, y AD.
Y C. neoformans var. gatii incluye los serotipos By C (4)(33).
Las principales diferencias entre 1los serotipos de C.

neoformans se presentan en la Tabla 2.

1.3.3 Fisiologia y Bioquimica

En la identificacioén de C. neoformans y de otras especies
del género, ademas de demostrar sus caracteristicas
morfolégicas se deben de realizar diversas pruebas bioquimicas
y fisiolégicas (49) (71)(69).

La capacidad de C. neoformans para crecer a 37°C en SDA es
un criterio importante para la identificacién, puesto que
permite diferenciar a esta especie patdgena de las no patdégenas
que generalmente son incapaces de crecer a ésta temperatura. La
temperatura optima de crecimiento para C. neoformans es de 29°C
Y su limite superior de tolerancia al calor es de 39°C: me
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. albidus y (. lactativorus también crecen a 37°C



TABLA 2

PRINCIPALES DIFERENCIAS ENTRE LOS

SEROTIPOS DE O.

NI MRS

SEROTIPOS A Y D

SEOTIFOS BY C

aves

Forma perfecta o fase Filobasidiella Filaobasidiella

gexuada : neofarmans var, neofarmans var.
neofarmans Dbacillispara

Habitat natural Suelo, materia fecal de |Desconocida

Reparticion geogrdfica
de casog clinicos

Estados Unidoe de
América, Francia, Buropa

Africa, China, Asia, Sur
de Califarnia

Temperatura de

Se desarrolla bien a

Desarrollo moderado a

coloracién azul

crecimiento 0°Cy I7°C 30°C y lento a 37°C.
Horfologia Forma redonda Forma oblongada
Caracteristicas L~malato negativo en 48 |L-malato positivo en 48
biogquimicas horas, 0GB negativo a la {horas, OGB poeitivo a la

coloracién azul

Fatogenicidad en raton

Fuerte

Deébil

Tomado de Drouhet ot al.

OGB: CANAVANINA-GLICINA-AZUL DE BROMOTIMOL

[6L:)




(32)(42) (44) .

Las  especies de (ryptococcus son sensibles a la
cicloheximida (actidiona) por 1o cual en medios que contengan
este antibidtico no se desarrollan.

La prueba de produccién de ureasas es util especialmente
en la diferenciacién de especies de Cryptococcus con otras
especies de levaduras incluyendo Candida. Conjuntamente con C.
neoformans. las especies saprobias de criptococos también
producen ureasas. Las especies mads comunes del género Candida
excepto C. krusei son ureasa negativas. Tabla 3.

La asimilacién de nitrégeno es una caracteristica estable
de las levaduras., es un medio util para la diferenciacién del
género y especie. C. neoformans no asimila nitratos a
diferencia de otras especies del género. Tabla 4.

C. neoformans emplea creatinina como fuente de nitrégeno.
Staib comprobé que dicha especie utiliza el extracto de las
gsemillas de niger (Guizotia abyssinica) y producen un pigmento
café a partir de fenoles contenidos en las semillas (54)(78).
Otros miembros del género como (. laurentii y C. albidus
ocasionalmente pueden producir pigmentacién a partir de este
sustrato (15)(68).

Las pruebas de asimilacidén de fuentes de carbono tienen
gran valor taxonémico, especialmente en los casos en que la

fermentacion es ausente. Las pruebas de asimilacién de azucares

10



TABLA 3
CARACTERISTICAS DIFERENCIALES DE
ALGUNAS ESPECIES DE LEVADURAS

ESPECIE PRESENCIA JE PRESENCIA DE | HIDROLISIS { SENSIBILI- | PRESENCIA [ ASIMILACION
MICELID CAPSULA DE UREA DAD A LA DE BE INOSITOL
CICLOKEXI~ | - COMPUESTOS
NIDA CARGTENGL~
0ES
Cryptococcus 0 + + + (1] +
neoforaans
" Crystococcus 0 + + + 0 +
5D,
Rhodotorula sp [} +/0 + +0 + [
Trichosporon + 4 +0 0 0 +
cutaneus
Torulopsis 0 (4 0 + 0 0
alabrata
Candida + 0 ¢ ¢ 0 [
albicans

Tomado de Lodder (423; Campbell (1113 Rippaon (61)




TABLA <4

CARACTERISTICAS DIFERENCIALES DE
ALGUNAS ESPECIES DEL. GENERO

Craypltocococus
ESPECIE DE PIGMENTO | HIDROLISIS | CRECIMIENTO | REDUCCION
Cryptococcus EN EL DE UREA A 37°C DE
MEDIO DE NITRATOS
NIGER
C. neoformans + + + 0
C. albidus 0 + +/0 +
var. albidus
C. albidus o] + +/0 +
var.
diffluens
C. 0 + 0 0
uniguttulatus
C. laurentii 0 + +70 4]
C. terreus 0 + [s] +
C. luteolus 0 + +/0 Q
. 2] + +/90 (¢}
lactativorus

omadc de Lodder (42) y Campbell (11).




como fuentes de carbono son usadas para diferenciar especies,
en este caso particular de Cryptococcus. La prueba de
asimilacién de inositol es un criterio importante para
diferenciar a las especies de (ryptococcus con especies de
Candida y Torulopsis que son 1inogitol negativas (56)(57).
Tablas 3 y 5.

La incapacidad de . neoformans y en general de otras
especies del género para producir micelio o pseudomicelio. en
ios medios habituales de laboratorio, es una caracteristica
importante Y una atil prueba comprobatoria en la
identificacién, con egta prueba podemos diferenciar a las
especieas 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 (Columba Iivia). parecen jugar un papel
importante en la diseminacién y mantenimiento de Cryptococcus
neoformans var.‘ neoformans en la naturaleza
{1)(19)(20) (58) (59) (64) (65). La levadura ha sido recuperada an
materia fecal de palomares, 4ticos de edificios vieljos, cupulas
y cornisas. Es frecuente 1la presencia del microorganismo en
sugtratos alcalinos, altamente nitrogenados, ricos en sales, en

ohscuridad y con humedad moderada. Sin embargo, 1la materia

11



TABLA S
ASTIMILACION DE FUENTES DE CARBONO

POR ALGUNAS ESPECIES DEL
GENERO Cryrmtococcus

Toaado de Lodder (42} y Caspbell (1f}

ESPECIES ASIMILACION
8AC DEX GA. MAL LAC RAF CEL  TRIA XIL IND
C. _neoformans + + + + 0 +/0 + + + +
C. albidss + + o/+ + +/0 + + +/0 + +
var. albidus
C. albidus + + o/+ + 0 + + + + +
var diffluens
C. lutealus + + + + 0  Oo/+ + + +
C. lauwrentii + + + + +  O/+ + + +
[ + + o/+ + 0 +/0 +/0 +/0 +
uni guttulatus
C. terreus +/0 + +/0 +/0 +/0 O + + + +
imllacin: O = no @e cbeerva crecimiento TR = INGOSTTOL
+ = sa obasarva crecimiento B8AC = SACAROSA
++ = agimilacién fuerte DEX = DEXTROGA
GAL. = GALACTOBA
MAL= MALTOBA
LAC = LACTOSA

RAF = RAFINDBA
CaL = CE1L.OBI08A
TRIA = TRIALOBA

XIL = XILOBA



fecal seca también puede contener levaduras viubies Yy
virulentas. En estado libre la levadura tiene un diametro no
mayor & una micra, lo que permite s8sea inhalada hacia los
espacios alveolares. En este nicho ecolégico particular. C.
neoformans es capaz de sobrevivir o competir con otras
especies. Los criptococos " mueren' cuando aes exponen
directamente con el suelo, esto es debido a que son fagocitados
y digeridos por amibas del suelo, particularmente por especies
de Acanthamoeba, Pseudomonaé aeruginosa Yy Bacillus subtilis
entre otras especies de bacterias (10)(64) (65).

En materia fecal humeda o seca permanece viable por varios
meses; en gitios que no estd&n en contacto con el suelo el
microorganismo e establece Y sus probabilidades de
gobrevivencia aumentan por un incrementc relativo de humedad.
El pH de 1la materia fecal asi como la concentracién de
creatinina y &cido urico influysn en la distribucién de 1la
levadura. La exposicién directa a la 1luz solar, especialmente
en verano, es hostil a C. neoformans, sin embargo, se conserva
en pitios msimilares durante el invierno (61)(64).

En zmbientes saprobios, las levaduras son esencialmente no
capsuladas, la presencia de cdpsula y el tamafio de ésta, parece
ger un factor significativo de patogenicidad (4)(33).

Aunque C. neoformans :est4 estrechamente asociada con

palomas no es capaz de causarles infeccién, debido a la alta
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temperatura corporal (40-42°). Swinne-Desgain (80), Guiguen C.
(27), Abou-Gabal (l). Hermoso de Mendoza (29). en diversos
estudios indican que C. neoformans puede permanecer viable en
el tracto gastrointestinal del ave. Estas observaciones
sugieren que las palomas actuan cumo acarreadores biolégicos

del hongo.

1.5 EPIDEMIOLOGIA
1.5.1 Habitat

Desde 1955, Emmons (20) encontré la relacién ecoldgica
entre C. neoformans y la materia fecal cuando por primera vez
realiza e) aislamiento de la levadura asociado a palomas.

Staib (74){(771(78) menciona que C. neoformans tiene
predileccién por la materia fecal de palomas y otras aves
debido a que la levadura utiliza creatinina como fuente: de
nitrégeno. 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 recuperacién
de (. neoformans se ha realizado a partir de diversos gustratos
naturales considerados como probables fuentes de infeccién. Las
principales fuentes naturales a partir de las cuales se ha
realizado el aiglamiento de €. neoformans son : suelo

(41)(42)(54), aire (42) (75), frutas vy vegetales (55), vy
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productos l&cteos (32)(42). Pero, definitivamente, el habitat
natural mas importante para la recuperacién de la levadura es
la materia fecal de las aves, principalmente palomas.

‘ En estudios realizados en los parques =z2ooldgicos de
Amberes (5), El Cairo (59), Nueva Delhi (26), Berlin (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 gustrato nutritive pava 1
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lo tanto, la
materia fecal de otras especies de aves diferentes a palomas
son también una fuente natural importante para su aislamiento.

Es importante resaltar que C.- neoformans var. neoformans
(gserotipos A y D) ha sido aislada a partir de estas fuentes
naturales y que C. neoformans ~var. gatii (serotipss By C) ha
sido aislada unicamente a partir de material clinico, por lo
que su habitat natural es desconocido (18).

El aislamiento de otras especies de (ryptococcus de
importancia médica, se na 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 Ila
presencia de levaduras patdgenas en materia fecal de palomas
semi—domesticadas en ocho 4&reas densamente pobladas de esta
ciudad: se aislé una gran cantidad de colonias de Cryptococcus

albidus, y Cryptococcus laurentii ademés de C. neoformans entre
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otras especies de interes clinico. Por otra parte. Bangert et
al.(3) estudiaron la materia fecal de 61 psitaciformes
clinicamente sanos: se aislaron bacterias y algunas colonias de
C. laurentii y C. albidus, a partir de 13 cultivos. En este
trabajo Be discute el significado de los microorganismos
aislados como patégenos potencialesg.

En nuestro pafs se han efectuado algunos estudios al
respecto. En 1986, Rendén—Rojas (60) realizé un estudio en 118
muestras de materia fecal de palomas y 653 de gallinas
provenientes del Estado de México, Hidalgo y Distrito Federal.
Se informa de una frecuencia de aislamientos de C. neoformans
de un 14.4% obtenida Unicamente a partir de palomas. Y en 1989,
Lépez-Martinez y Castafién~Olivares (13) informan sobre el
aislamiento de C. neoformans indicando que de un total de 283
muestras estudiadas de materia fecal de palomas de diferentes
sitios publicos de la Ciudad de México, 66 muestras (23.3%)
fueron positivas. Se considera que esta frecuencia representa
un riesgo potencial para la adquisicién de la criptococosis,
gobre todo en la actualidad cuando se puede apreciar un
incremento de la enfermedad en pacientes con SIDA. En otro
estudio, Loépez-Martinez y Castafidn-Qlivares (43) 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 vegetal no es tan

importante en la epidemiologia de la criptococosis.

1.5.2 Prevalencia

La criptococosis‘en el hombre y otros mamiferos ha sido
informada en todas las regiones del mundo a excepcién del
drtico y antdrtico (18)(25)(34) (51)(70)(71).

Como se ha mencionado anteriormente, existen cinco
serotipos de . neoformans agrupados en dos variedades. la
distribucién geogréfica de 1los smerotipos es muy importante
desde o1 punto de vista epidemiolégico ya que presentan
diferencias considerables. En relacién a los datos clinicos se
indica una distribucién universal para (¢. neoformans var.
neoformans (serotipos A, D, y AD) y una distribucién limitada a
regiones tropicales y subtropicales para C. neoformans var.
gatil (serotipos B y <€) (6)(7)(18)(19)(34)(39)(70)(81)(82).
Tablas 2 y 6.

1.5.3 Incidencia

La criptococosis es una micosis - oportunista que
‘actualmente presenta una mayor frecuencia. Esta enfermedad ha
sido observada particularmente en pacientes inmunodeprimidos,

asociados a leucemias, linfomas, sarcomas, enfermedad de
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TABLA &

DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE LOS

SEROTIPOS DE .

1O FENITIR IS

AREA GEOGRAFICA

SEROTIPOS A-D

SERQOTIPO8 B-C

N2 DE CAS08 NQ DE CAS08

8ur de California 22 25

Rasto de EEUU 205 14
Tailandia (Hong- 17 13

Kong, Malasia)
Africa (Zaire) 20 -]
Japén 52 2]
Alamania 17 2]
Buiza 12 )
TOTAL 345 (85.60%) 58 (14.40%)

Tomado de Scholaer (700



Hodgkin. a pacientes con corticoterapia, y a partir de 1980 se
ha visto un gran incremento en la incidencia en pacientes con
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA). En efecto, la
criptococosis representa el tercero o cuarto tipo de infeccién

oportunista después de neumonia POY ppeumocystis carinii y

candidiasis de eséfago, entre este tipo de pacientes
(14)(17)(35)k53)(76)(79)(83).

La incidencia de la criptococosis es més alta
egpecialmente en continentes extra-europeos. Tabla 7.

No existe una relacién significativa entre 1la incidencia
de la criptococosis y la raza, ni predisposicién ocupacional.
Se ha descrito con mayor frecuencia en el sexo masculino que en
¢l femeonino en una relacién de 2:1. En lo que respecta a la
edad, existen informes de casos desde recién nacidos hasta
ancianos (B8)(61) (84).

En México. debido a que no se ha realizado un estudio
epidemiolégico completo, se desconoce la verdadera frecuencia
de la criptococosis asi como la distribucién de 1las variedades
de C. neoformans, solo se cuenta con algunas comunicaciones al
respecto. Cano-Dominguez et al. (12) informan mobre casos de
criptococogis asociados con el SIDA, en los que la micosis fue
la manifestacién inicial. El diagnéstico se estableci6é en 23
(6%) de 380 camsos de SIDA, 22 de ellos hombres, atendidos en el
Hospital de Infectologia, Centro Médico "La Raza" del IMSS., en
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TABLA 7
ZONAS GEOGRAFICAS DE DISTRIBUCION
DE LA CRIPTOCOCOSIS

BAJA INCIDENCIA ALTA INCIDENCIA
1 -~ 2 casos/1 000 000 de 12 casos/1 000 000 de
habitantes por afo habitantes por afo
Estados Unidos de América Australia
Gran Bretara Sureste asidtico (Malasia)
Suiza Japén
Francia Africa del Norte (Zaire)

Tomado de Kaufman y Blumar (34)




el periodo comprendido de enero de 1984 a noviembre de 1988.
Vergara-Takahashi (84) realiza un andlisis epidemiolégico
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 estudie indican que de 2074 estudios
micolégicos, 489 (23.5%) correspondieron a pacientss con
diagnostico de meningoencefalitis de etiologia a determinar, de
log acqualam an geis casos (1.2%) se observaron levaduras en
liquido cefalorraquideo (L.C.R.) y se cultivé C. neoformans. Un
caso correspondié a criptococosis cutdnea. Los factores
predisponentes asociados a la enfermedad incluyeron: SIDA,
enfermedades debilitantes y tratamiento con glucocorticoides.
En lo que respecta a la prevalencia de las dos varisdades
en nuestro pais, los estudios realizados comprueban la
existencia tanto de la variedad neoformans como de la gatii.
Herndndez~ Gémoz (28) realizé un estudio con 28 cepas de C.
neoformans Obienidas &s cacos humanczs; veinticineo da eatas
cepas correspondieron a la var. gatii y sélo tres a la var.
neoformans. Por el contrario, Garza G. et al. (23) realizaron
un anélisis de 31 cepas aisladas de pacientes con SIDA, en el
que observaron un predominio de la variedad neoformans (26

cepas) sobre la variedad gatii (5 cepas).
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1.6 CLINICA
1.6.1 CRIPTOCOCOSIS HUMANA

1.6.1.1 Generalidades de la criptococosis como enfermedad

La infeccién primaria es casi siempre pulmonar seguida de
la inhalacién de las levaduras, sin embargo, es posible que
pueda existir via de entrada cutdnea y mucocutdnea, pero es
congiderada extremadamente rara. La infeccién primaria pulmonar
puede permanecer localizada o diseminarse a otros dérganos.

La intensidad y prevalencia de los signos y sintomas
presentados en el hospedero en cualquiera de las etapas de la
enfermedad dependen de diversos factores entre los que
destacan: la condicién inmunolégica del paciente y la
virulencia de la cepa. En pacientes inmunocompetentes, la
infeccién se resuelve répidamente con minima sintomatologfa y
puede evolucionar en forma subclinica. Y en pacientes
inmunodeprimidos, -] bien, asociados a neoplasias y a
enfermedades debilitantes. la infeccién disemina fécilmente e
involucra a casi todos los oérganos con particular predileccidén
al sistema nervioso central (8)(52) (66)(67).

De acuerdo con Rippon (61), 1los tipos clinicos de
criptococosis son: pulmonar, del sistema nervioso central

(9NC), cutdnea y mucocuténea, désea y visceral.
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1.6.1.2 Criptococosis pulmonar

Usualmente (95% de los casos) cursa como asintomdtica o
subclinica, o bien, con sintomas inespecificos que unicamente
definen alteraciones de tipo pulmonar, la mayoria tiende a la
curacioén -espontédnea; los casos sintomdticos se manifiestan
desde estados leves a graves. La sintomatologfa leve simula un
cuadro gripal. acompafiado de tos, fiebre Yy discreto dolor
pleural. Al intensificarse el proceso la fiebre es mds
constante, hay pérdida de peso, astenia, adinamia y tos con
esputo mucoso o hemoptoico. Después de la ruptura de focos
dentro de ramas bronquiales, existe una abundante descarga de

esputo mucoide conteniendo numerosaz células fungicas.

1.6.1.3 Criptococesis del asistema nervioso central
(S.N.C:)

Esta es la variedad m#s frecuentemente diagnosticada, Se
origina a partir de un foco pulmonar con posterior diseminacién
hematégena. La razén por la predilecciédn de Cryptococcus por el
sistema nervioso central no ha sido satisfactoriamente
explicada. La neurofilia se le ha atribuido a diversas razones
como  son: 1} Lz levadura probablsmsnts sncusntra mehor
respuesta celular (fagocitosis) debido al desarrollo de 1la
cépsula, 2) La presencia de factores selectivos nutricionales

para la levadura, es decir, fuentes de nitrégeno como la
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asparagina y creatinina que se encuentran en el fluido espinal
y pueden estimular su crecimiento, y 3) La ausencia de factores
de inhibicién en sguero o en liquido cefalorraquideo (factor
anticriptococésico).

La criptococosis del sistema nervioso central presenta
tres formas o variedades clinicas, éstas son: meningitis,

meningoencefalitis y criptococomas.

~Meningitis

Es la forma clinica mas frecuente,. generalmente se
manifiesta en forma crénica y gradual. La sintomatologia
predominante es cefalea intensa (usualmente frontal), fiebre
constante, dolor orbital intermitente, y mal estado general., En
la forma crénica de la enfermedad se presenta rigidez y dolor
de nuca, y son positivos los signos de Kerning y Brundzinski, e
hipertensién intracraneal. Al intensificarse el padecimiento
los pacientes presentan gran pérdida de peso, astenia,
adinamia, vémito constante, vértigo, delirio, alucinacién.
irritabilidad, convulciones, pérdida temporal de la memoria,
sintomas oculares como neurorenitis, fotofobia, estrabismo,
etc. Los pacientes en estado severo generalments manifiestan

coma y mueren por insuficiencia respiratoria.
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-Meningoencefalitis

Es una entidad clfinica poco comun de cursc agudo Yy
fulminante, al desarrollarse la infeccién, el enfermo cae
rdpidamente en coma y muere en corto tiempo. Los sintomas y
signos presentes en la meningoencefalitis aguda son: nadseas,
vémito, hipertensién intracraneal, parédlisis, sopor, coma: las
manifestaciones oculares son : wvértigo, vigién Dborrosa,
diplopia, fotofobia, oftalmoplejia; los disturbios mentales
gon: irritabilidad, aéitacibn. apatia, confusién,

alucinaciones, psicosis, epilepsia, etc.

~Criptococomas o granulomas criptococales

Es una entidad clinica rara, se forman lesiones cerebrales
que conforman masas fungicas desarrolladas en forma de
abscesos. Los pacientes presentan los mismos signos y sintomas
que en las otras dos variedades clfnicas del sistema nervioso
central. El curso de la enfermedad es grave Y los pacientes

caen en coma, paro regpiratorio y muerte.

1.6.1.4 Criptococosis cutanea y mucocutdnea

Las variedades clinicas de la enfermedad: cutdnea vy
mucocutidnea en el hombre son usualmente una manifestacién de la
diseminacién de la enfermedad y ocurre en un 10 al 15% de los

cagos.
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La forma cutédnea primaria es una entidad clinica rara y se
inicia por la inoculacién del hongo via cutédnea a través de una
solucién de continuidad formi&ndose un complejo primario similar
al de la esporotricosis, se forma una lesidén inicial o chancro,
que puede involucionar o formar lesiones granulomatosas como
pépulas, pustulas acneiformes o abscesos ulcerados., La
topografia depende del sitio de inoculacién que regularmente
son las extremidades superiores o inferiores.

La criptococosis cutdnea secundaria es mas comun Qque la
anterior, se origina a partir de la diseminacién hematdgena o
linfatica de la criptococosis pulmonar, meningea y/o 6sea. La
topografia preferente s en cara, cuello y extremidades. Las
leginones son similares a las de 1a forma primaria: pépulas
acneiformes, abscesos, o ulceraciones superficiales con
evidente necrosis, pero también ocurren como lesiones
trombéticas profundas o con apariencia de una celulitis.

La criptococosis cutdnea secundaria a diferencia de la
variedad primaria, tiene mal pronéstico.

La criptococosisg primaria y secundaria cutdnea son
manifestaciones clinicas regularments encontradas en pacientes
inmunodeprimidos.

Las lesiones mucocuténeas ocurren con menor frecuencia que
las cutédneas. Estas se presentan como nédulos, granulomas o

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

y nariz.

1.6.1.5 Criptococosis 6sea

Es una entidad relativamente frecuente, aproximadamente
cerca del 5 al 10% de los casos de criptococosias tienen
compromiso éseo. Se origina por la diseminacién hematégena a
partir de un foco pulmonar o moningeo. Come en otras

enfermedades causadas por hongos, los criptococos tienen una

afinidad por los hue308 prominsntss, crancales, vértsbrae v
huesos largos. Las lesiones s0on usualmente multiples,
discretas, diseminadas, destructivas, crénicas Y poco

cambiantes. Pueden afectar articulaciones vy se presenta
periostitis, osteofibrosis y ostedélisis., en este tipo de
lesiones existe diseminacién frecuente a piel originando
fistulas que drenan material seropurulento mucoide. Los

sintomas mds frecuentes son intenso dolor émeo y artralgias.

1.6.1.6 Criptococosis viscerai

En las formas diseminadas, cualquier organo © tejido del
cuerpo puede tener focos de infeccién. Invade practicnmento'
todos los oérganos de la economia sobresaliendo higado,
intestinos, bazo, corazén, testiculos, préstata, etc. Se

producen lesiones de tipo granulomato-gelatinosas.
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Sintom&ticamente e histoldégicamente seme jan neoplasias

particularmente de tipo mixomatoso.

1.6.2 CRIPTOCOCOSIS EN ANIMALES

Los casos animales de criptococosis han sido informados en
forma esporddica desde 1898. Un interés sobre las micosis
animales se ha desarrollado desde entonces. Uno de los primeros
registros de infeccién criptococosica se realizé de un caso de
lesién mixomatosa en un toro (61). En 1902, Frothinham aislé a
la levadura de una lesién pulmonar en un equinc. Holzworth fue
el primero en informar de la criptococosis en un gato, en 1952,
Y en 1953, Seibold y colaboradores describieron por primera vez
la criptococosis en un perro (32)(41).

La mastitis criptococésica en vacas lecheras es una forma
comin y oSu distribucién &5 mundial. Dn 1952, Pounden vy
colaboradores informaron una enzootia en la cual 106 vacas
fueron afectadas en un hato de 235 vacas Holstein~Friesian.

Barron en 1953, revigé 1la literatura mundial de la
criptococosis en animaleas v noté aua como an laa infaccionaa
humanas, la afeccién al s=istema nervicsc central es una
manifeatacién comin. Las lesiones pulmonares y las infecciones
generalizadas fueron descritas conjuntamente con la afeccién al
cistema norvioso central. Otros sitios de infeccidn mon ojos y

piel. Barron describié nuevos casos de criptococosis en cerdo
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doméstico, leopardo, mono, mono tit1 y en un gato de algalia.

Littman y Zimmerman en 1956 agregan otras referencias de
cagsos animales a la revisién de Barron que incluyen el mono
(mangabey tiznado), el zorro, el cobayo y el hurén. 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 8élo caso de criptococosis ha sido descrito en aves, en
una grulla coronata o piCQOn coronado de Bacgecari {21); 1la
infeccién se limité al tejido subcutdneo bajo del ojo. donde la
temperatura fue inferior a 40°C.

Aun cuando los pulmones son probablemente el aitio de
infeccién inicial, en varios informes de la enfermedad sobre
todo en caballos, gatos y perros, se han encontrado lesiones
prominentes en la regién facial., nariz, paladar duro y piel, lo
que supone una inoculacién directa. Por otro lado, se han

descrito granulomas masivos en estémago e intestinos lo que
(45) (47) (63} .

1.7 DIAGNOSTICO CLINICO
La toma de productos va a depender de la variedad clinica
de criptococosis, las muestras mds utilizadas para efectuar el

diagnéstico son: esputo, pus, sangre, exudados. orina, liquido
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cefalorraquideo (L.C.R.), costras o escamas de lesiones
cutdneas, material de biopsias, etc. (8)(46)(61).

La criptococosis pulmonar es una forma poco diagnosticada,
8dlo puede ser diferenciada de otras alteraciones pulmonares
por la demostracién del hongo mediante Bu observacién
microscépica (Tinta china o mucicarmina de Mayer) Yy cultivo.
Las infecciones asintomdticas s6lo se pueden demostrar mediante
el estudio radiologico del térax y las pruebas seroldégicas
positivas.

La forma de criptococosis m&s frecuentemente diagnosticada
es la meningea o del sistema nervioso central, mediante el
andlisis bioquimico Yy las caracteristicas del l1quido
cefalorraquideo (L.C.R.) y por la prueba de aglutinacién de

particulas de l&tex.

1.7.1 Ex&men directo

‘ A partir de los diversos productos bioldgicos infectados,
se reajilza un frotis o un montaje humedo de preferencia. Para
realizar este ultimo se toma cualquiera de 1los productos
liquidos infectados y s3e 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 cédpsula.
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Diversas fuentes reportan buenos resultados con 1la tincién de
mucicarmina de Mayer. Otras tinciones alternativas se realizan
con Grocott-Gomori, azul de alcian y PAS (Acido peryodico de

Schiff) (8)(46)(61).

1.7.2 Cultivo

Para efectuar el aislamiento del hongo., los materiales
clinicos se siembran en qstria en el medio de Sabouraud
dextrosa agar (SDA) y se incuban tanto a temperatura amhients
asf como a 37°C. En el medio de SDA se desarrollan colonias
blancas y cremosas, brillantes con una superficie elevada y la
periferia lisa. El exdmen directo en esta etapa de crecimiento
revela por lo general que lag cé&psulas no estén bien
desarrolladas, después de cinco a siete dias mds de incubacién
las colonias se vuelven mucoides, desarrollan una convexidad
progresiva y toman un color crema a moreno, y la cépsula
aumenta de tamafio (32)(61).

€. neoformans tiene requerimientos por 1la ti=minz ¥y la
adicioén de extracto de levadura o el emploc de medios
enriquecidos como el agar infusiodn cerebro-corazén (BHI)
estimula ol crecimiento y la produccién de cdpsulas. Después
del aislamiento inicial, las coleoniag pusden ser sembradas en
egtria 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 8e puede realizar el aislamiento primario de ¢,
neoformans a partir de material clinico muy contaminado
utilizando el medio selectivo de Staib (Agar creatinina-
Guizotia abyssinica)(76). obteniendo asi colonias con una
pigmentacién café o incluso utilizar el medio propuesto por
Shields y Ajello (11)(72) adicionando al extracto de la somilla
de niger, difenil y cloranfenicol que actdan como inhibidores

de mohos y bacterias.

1.7.3 An4lisis del L.C.R.

Debido a que la mayoria de las criptococosis
diagnosticadas son meningeas, el andlisis del liquido
cefalorraquideo (L.C.R.) es de gran utilidad en el diagnéstico.
Dicho andlisis revela alteraciones caracteristicas en este

fluido. Tabla 8.

1.7.4 Pruebas serolégicas e inmunolégicas

Ninguna de las pruebas inmunolégicas desarrolladas hasta
ol momento ha dado resultados completamente satisfactorios. Las
pruebas de intradermoreaccién no presentan importancia desde el
punto de vista diagnéstico y epidemiolégico puesto que por un
lado, existe una baja réspueata humoral o alérgica causada por

la naturaleza del material capsular y porque se han demostrado
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TABLA S
AL TERAUIONES DEL. LI IIDOD
CEFALORRARUIDEO EN LA CRIPTOCOCOSIS

-~ Claro

= Turbio cuando hay numerosas levaduras y
leucocitos

— Celularidad (800 X mm™): linfocitos

- Proteinas elevadas: 40 mg a 400 mg /100 ml

=~ Cloruros bajos: 183 mEq/1

— Glucosa baja: 10 mg a 20 mg / 100 ml

Tomado de Rippon (&61)



diversos cruces inmunoloégicos.

Las pruebas utilizadas para el diagnéstico son
Aglutinacién de particulas de l&tex (AL), inmunofluorescencia
indirecta (IFA) y fijacion de complemento (RFC), siendo la més
sensible y especifica la primera (61).

La presencia de antigeno es determinada por la
aglutinacidén de particulas de ldtex (AL). En este procedimiento
una sBuspensién de particulas de ldtex sensibilizadas con
anticuerpoe anticriptococcus. cbtenida da conaios inmunizadee,
es mezclada con suero o fluido espinal del paciente, La
aglutinacién de particulas de ldtex es considerada una reaccién
positiva.

Lad pruebas de inmunofluorescencia indirecta (IFA) vy
fijacién do complomento (RFC) son usadas pare determinar la
presencia de anticuerpos.

Para esvaluar el progresc del paciente durante la terapia,
la prueba de AL es de mayor utilidad. Un buen pronésatico es
indicado por el decramento an log tftulos da antfganc vy
persistencia de titulos altos durante el cursc de la terapia
denotan un mal pronéstico y la probabilidad de una recaida.

Es importante remarcar que las pruebas serolégicas pueden

.generar tanto iesultados falsos-positivos como falsos-—negativos
por 10 que siempre tienen que correlacionarse con otras pruebas

diagnésticas.
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1.8 TRATAMIENTO

El tratamiento de eleccién es la amfotericina B. La dosis
administrada es similar a la empleada en otras micosis
sigstémicas: 0.6 mg/kg/dia sin pasar de 3 gr como dosis total,
administrada con solucién glucosada por via intravenosa. La
importancia de éste fdrmaco es que atraviesa la barrera
meningez2, o cual no se vrsaliza adecuadamente con algunos
derivados de los azoles como el ketonazol y el itraconazol,
aalve el flucenazol Gus ha dewmosirado mejor efectivadad,
administrdndose a la dosis de 200-400 mg diarios por via oral.

La S—-fluorocitosina (5-FC) es un agente antifungico que
presenta buenos efectos contra C. neoformans. Presenta cierta
eficacia en el tratamiento de meningitis criptococcal: Este
fdrmaco puede ser administrado oralmente, es relativamente no-
toxico por lo que provoca pocos efectos gecundarios.
Lamentablemente su efecto terapelGtico parece ser inferior atl
obtenido con 1la amfotericina B. En pocos casos se desarrolla
resistencia durante ei tratamiento con 5-FC. lo que no ocurre
con la amfotericina B.

Una mayor eficacia en los resultados mse obtiecne al
combinar el tratamiento usando amfotericina B y 35~
fluorocitosina, en cuyo caso la dosis sugerida es de 0.35
mg/kg/dia de amfotericina B, y 130 mg/kg/dia de 5-FC por via
oral.(61) (70).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México se desconocen datos que indiquen la
frecuencia de aislamientos de especies de
Cryptococcus de importancia médica en materia fecal
de aves de zooldégico que pueden representar una
fuente de infeccion importante para el humano y los

animales.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GENERALES

*Conocer la frecuencia de aislamientos de Cryptococcus
neoformans vy de otras especies de Cryptococcus de
importancia médica a partir de materia fecal de aves de
zooldégico.

*Valorar la patogenicidad de las cepas aisladas.
*Determinar la importancia epidemiologica de los
aislamientos y considerar su potencialidad como fuentes de

infecciédn.

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES
*Comparar la frecuencia de aislamientos de las egpecies de
Cryptococcus patégenas y no patégenas en relacién a las
especies de aves estudiadas.
*Evaluar la patogenicidad en animales de experimentacién
de las cepas aisladas en comparacién con cepas testigo.
*Comprobar la eficacia de los métodos utalizados en la

identificacién de diversas especies de (Cryptococcus.
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4. MATERIAL Y METORO
4.1 AISLAMIENTO DE LAS CEPAS
4.1.1 Procedencia

Se colectaron 266 muestras de materia fecal provenientes
de 38 especies de aves del Parque Zooldégico "San Juan de
Aragén" de la Ciudad de México, pertenecientez a lo=2 d6rdenes
falconiformes, angeriformes, psitaciformes, galliformes,
pigciformes. columbiformes y gruiformes. El estudio se realizé

tomando 7 mue=tris de cada especie de ave, Anexo 8.1.

4.1.2 Colecta

En cada una de las jaulas (aviarios), Bse procedié primero
a averiguar si habia una o méds especies de aves. Si en la jaula
se arnicontraba solamente una especie de ave, la muestra de
materia fecal se colectaba directamente. Cuando en 1la jaula
habia mds de una especie de ave, 8o esperé a que el ave
defecard, o bien, se procedié a la identificacidén de la materia
facal con la2 zyuda del personal del zZooldgico.

La toma de la muestra de materia fecal se realizé con la
ayuda de un hisopo o esp&tula limpia, dspsndiendo de la
consistencia de la misma, y se depositsé en un frasco estéril de
boca ancha, se etiqueté con el nombre coman 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 tomé un gramo de materia
fecal, el cual fue suspendido bajo condiciones asépticas en
nueve mililitros (ml) de solucién salina isotdénica (0.85%). A
partir de ésta suspensién 1:10, se prepararon las diluciones
geriadas 1:100, 1:1000, y 1:10 000. Se homogeneizaron Yy se
dejaron 15 minutos en reposo. De la interfase de cada dilucién
se tomaron 0.5 ml y se sembraron en el medio de agar
creatinina-Guizotia abyssinica (Madio d= nigor). Ahexo 6.2 .

Las siembras se dejaron incubar a 26°C durante 15 dias,
con dos periodos de observacidén: El primero a los 7 dias vy el
gegundo a los 15 dias para posterior identificacién de las

colonias levaduriformes.

4.2 PURIFICACION DE LAS CEPAS

Todas las cepas sospechosas de corresponder a Cryptococcus
sp. previa identificacién macroscépica y microscépica de las
colonjas, se sembraron en el mz2dic ds agar dextrosa de
Sabouraud (SDA) para su purificacién. Anexo 8.2,

Para la purificacidén de lasg colonias muy contaminadas, se
realizé lo siguiente: A partir de el(los) primocultivo(s) o
retrocultive(s), =2 prspardé una suspensién ajustada al tubo NQ
1 (3x10°® cels/ml) del nefeldémetro de McFarland del cual se

prepararon las diluciones seriadas 1:100, 1:1000, y 1:10 000

35



para sembrarlas en SDA hasta obtener una colonia purificada. En
casos de severa contaminacién sge utilizé el medio de SDA

adicionado con difenil y cloranfenicol,

4.3 IDENTIFICACION
A partir de Jlas cepas aisladas ge realizaron las

gsiguientes pruebas de identificacidn:

4.3.1 IDENTIFICACION MACROSCOPICA Y MICROSCOPICA

4.3.1.1 Presencia de pigmento café en el medio de agar-
creatinina Guizotia abyssinica (Medio de niger).

Se procedidé a la observacién macroscépica de las colonias
levaduriformes para su idontificacion. Las colonias con
pigmento café se consideraron como C. neoformans. Las colonias
con escaso pigmento o nula pigmentacisén y cdpsula se
congideraron como Cryptococcus sp. Se conaiderd el aspecto de
la colonia (mucoide,brillante. lima, conwvexz, stc.).

Tanto las colonias gque presentaron una pigmentacion café
as!{ como las colonias con escasa o nula pigmentacién y cé&psula
fueron purificadas para efectuar su posterior identificacién
mediante pruebas hicquimicas, crecimiento a 37'c  y

patogenicidad en ratén.
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4.3.1.2 Presencia de cdpsula (Tincién negativa con tinta
china)

La identificacion microscépica de las colonias se efectud
bajo la prueba micolégica consistente en realizar examen en
fresco con tinta china.

El exdmen en fresco congistié en tomar una gota de tinta
china diluida sn agua destiiada en una proporcién 1:1 y agregar
a una pequefia asada de cada una de las colonias levaduriformes
identificadas anteriormenée en el medio de niger.
Posteriormente se observé al microscopio para demostrar la

presencia de levaduras capsuladas.

4.3.2 PRUEBAS BIOQUIMICAS Y FISIOLOGICAS

4.3.2.1 Hidrélisis de urea (Produccién de ureasas)

Para la realizacidén de ésta prueba se utilizé ¢l medio de
agar urea de Christensen. Anexo 8.2.

A partir de colonias jévenes con 2 ¢ 3 dias de maduracién
on &i modio de SUA, se tomo una asada de la colonia (o
inoculacién con una suspensién ajustada al tubo N24 de la
escala de McFarland: 12x10® cels/ml), la cual se agembréd
directamente en o1 medio de urea en tubos por duplicado, y se
mantuvo a 26-27'0.

El medio de urea contiene rojo fenol el cual es indicador

de la reaccién alcalina en presencia de ureasas. Como

37



consecuencia de la hidrélisis de la urea se produce amoniaco.
La prueba gse da como positiva si el medio vira de una
coloracion amarilla inicial a rosa. La lectura se realizé al

tercer dia.

4.3.2.2 Crecimiento en presencia de cicloheximida

Para comprobar la sensililidad a 1la cicloheximida, se
utilizé el medio de Sabouraud adicionado con antibidtices
(S.A.). Anexo 8.2.

A partir de colonias jévenes con 2 6 3 dias de crecimiento
ge sembré una asada en tubos por duplicado, en el medio de S.A.
Después de 3 a 7 dias se observé si las colonias presentaron o
no crecimiento,

Las eppecies de Cryptococcus gon inhibidas por la
cicloheximida por lo que en el medio de S.A. no se observa

crecimiento de las colonias.

4.3.2.3 Crecimiento a 37°C

Esta prueba s 1realizé para determinar si las cepas
aisladas eran capaces de presentar termotolerancia y por lo
tanto crecer a 37°C y ser patdégenas.

A partir de colonias con 2 6 3 dias de maduracién, se tomé
una asada., la cual fue sembrada en el medio de SDA por

duplicado. Posteriormente se colocaron en una estufa sometiendo
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a cada una de las cepas aisladas a crecer a 37°C. Después de un
periodo de 3 a 7 dias se observé si las cepas presentaron o no
crecimiento. El crecimiento se registrd en escaso (+). moderado

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

4.3.2.4 Asimilacion de fusntes de carbono,

Método de Wickerham (auxanograma).

Tecdas 1a5 cespas qus pressitaron positividad on las prusbas
de hidrélisis de urea, presencia de cipsula y sensibilidad a la
cicloheximida (Cepas caracterizadas como Cryptococcus sp.) y
ademds presencia de pigmento café o escasa pigmentacién., con o
sin la habilidad para érecer a 37°C (copas caracterizadas como
C. neoformans o como probables eepecieé de Cryptococcus de
importancia médica), se sometieron a las pruebas de asimilacién

de azdcares mediante ol método de Wickerham. Anexo 8.2.

4.3.2.4.1 Preparacion del inoculo
A partir de colonias puras de 2 6 3 dias de crecimiento se
preparé una suspensién ajustada al tubo NQ1 del nefelémetro de
McFarland (3x10® cels/ml).

4.3.2.4.2 Siembra en tubos de Wickerham
Se tomé 0.2 ml de la suspensién anterior y se pipeted en

cada uno de los tubos (por duplicado) que contenian los
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siguientes carbohidratos: sacarosa, dextrosa, galactosa.
maltosa, lactosa, rafinosa, trialosa, xilosa, melibiosa.
eritritol e inositol.

Como testigo negativo 8e utilizé un medio que contenia
anicamente &1 extracto de levadura. Ademis se utilizaron cepas
testigo (positivos y negativos) de la micoteca de referencia.

La prueba se considerdé como positiva si se observaba una

turbidez mayor a la del tubo tesitigo negativo.

4.3.3 PATOGENICIDAD EXPERIMENTAL EN RATON

4.3.3.1 Preparacién del indculo

Todag las cepas de Cryptococcus sp., se sembraron en SDA,
y a partir de colonias con 2 ¢ 3 dias de maduracién se preparé
el inéculo.

De cada una de las colonias se prepard una suspension
ajustada al tubo N21 del nefelémetro de McFarland, utilizando
como vehiculo agua destilada estéril. La concentracidn tue de

3x10® cela/ml.

4.3.3.2 Inoculacién 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 inoculados por

via intraperitoneal aplicando una dosis de 0.5 ml. de la
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suspensioén. Para la inoculacion intraperitoneal se utilizé una
jeringa de 1 ml (insulina) con una aguja de 27 x 13 mm.

La inoculacién intraperitoneal se realizé tomando la piel
detréds de las orejas y cuello del ratén, sosteniendo la cola
con e} dedo anular y con el dedo mefiique la pata derecha. Se
limpia 1la =zona a inocular con una torunda impregnada con
alcohol. La inyeccién se aplica en la ingle derecha del ratén
teniendo como precaucién no perforar las visceras, para lo cual
se inclina un poco el cuefpo del animal (para *"cargar" los
érganos al lado contrario al cual se va a inocular).

Los animales inoculados ge marcaron para su identificacidén
Yy se colocaron en jaulas con grupos de ocho anotando la fecha y
el numero de la cepa. Se mantuvieron en observacién durante 30
dias. A los animales que murieron durante de éste perifodo se
les realizé necropsia. Después de este tiempo los ratones
sobrevivientes fueron sacrificados.

Los testigos positivos fueron los ratones inoculados con
C. neoformans, C. laurentii, y C. albidus procedentes ds8 la

micoteca.

4.3.3.3 Regimtro de datos
Una vez wsacrificados los ratones, se les practicé
laparotomsfa exploratoria para observar dafio a nivel

macroscépicd: mapas gelatinosas, aumento de volumen de la caja
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craneana, coloracién y puntos blancos en 6rganos, etc.
Posteriormente se extirparon: cerebro. puilmén. higado y
bazo. Los Organos se colocaron en cajas de petri estériles y se
les agregdé un poco de solucion salina isotdénica (0.85%) para
evitar la desecacién de los mismos. Cada uno de los drganos se
dividié en dos partes: una se utilizé para realizar exdmen en
fresco con tinta china, y para los subcultivos: la otra se
colocé en frascos con formol al 10% adicionado con fosfatos.
Para realizar el exdmen en freaco con tinta china se
efectus lo siguiente: En un mortero estéril se colocé la mitad
del érgano a observar, se macerdé para obtener el homogeneizado,
al cual se le agregé solucidén salina isoténica al 0.83%. A
partir de ésta suspensién se tomé una gota y se colocé en un
portaobjetos, se agregé una gota de tinta china, posteriormente
se revisé la preparacién para demostrar la presencia de

levaduras capsuladas.

4.3.3.4 Subcultivos

Los subcultivos se hicieron a partir de la solucién de
homogeneizado de cada uno de los érgancs, de 108 cuales se tomd
0.2 ml para ser sembrados en SDA, y se incubaron a 26°C durante
15 dfas. Finalmente, fueron revisados y reconocidos mediante
exdmen directo y observacién macroscépica de las colonias

levaduriformes.
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4.3.4 PRUEBAS COMPROBATORIAS UTILIZADAS EN LA IDENTIFICACION DE
ESPECIES DE Cryptococcus,

Ademés de la identificacién de las cepas por las pruebas
anteriormente citadas, se realizaron las siguientes pruebas
comprobatorias, con 1la finalidad de confirmar la identidad de

las cepas aisladas:

4.3.4.1 Produccién de pseudomicelio

A partir de colonias con 2 ¢ 3 dias de maduracidén se tomd
una asada y se sembré directamente en. el medio de agar larinz
de maiz adicionado con tWween 80 (Anexo 8.2). Después de 72
horas se realizé el exdmen directo de las colonias con azul de
algodén. Las especies de Cryptococcus ason incapaces de
dasarrollar micelio o pseudomicelio y cuando éste ditimo se

desarrollia es muy rudimentario.

4.3.4.2 Formacién de tubo germinal

Una pequefia asada de las cclonias levaduriformes con 2 ¢ 3
dias de maduracioén fue suspendida en suero humano y sometida
durante 2 horas a 37°C. Después de éste tiempo se realizé el
exdmen directo en busca de tubos germinales. Las especies de

Cryptococcus no desarrollan tubo germinal.
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4.3.4.3 Pigmentacién en agar malta

Las colonias de Cryptococcus con 2 6 3 dfas de maduracidén
se gembraron en el medio de agar malta para observar los
patrones de pigmentacién de algunas especies. Este criterio fue
Uutil sobre todo para la identificacién de especies que no
mostraron crecimiento a 37°C y no presentaron patogenicidad en
ratén, ademds de su identificacidén por pruebas de asimilacién
de carbohidratos.

Al realizar cada una dé lags pruebas de identificacidén se
utilizaron tanto testigos positivos como negativos procedentes
de la micoteca del Laboratorio de Micologfa Médica del
Departamento de Microbiologia y Parasitologfa de la Facultad de
Medicina, UNAM,

Las cepas testigo fueron las siguientes:

Cryptococcus neoformans (serotipos A, B, C., y D).

Cryptococcus laurentii

Cryptococcus albidus

Candida albicans

Rhodotorula gp,

Torulopsis glabrata
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5. RESULTADOS
5.1 AISLAMIENTO

De un total de 266 muestras obtenidas a partir de materia
fecal de 38 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 o¢rdenes falconiformes (céndor de los Andes, cara cara.
halcén cola roja, halcén Harry's, zopilote rey, dguila real.
cernicalo y azor), anseriformes (pato pekin y ganso comun), ¥y
strigiformes (lechuza de campanario) no se logré aislar a
ninguna especie de (Cryptococcus.

El mayor porcentaje de aislamientos de C. necformans
(3.01%), se realizé en galliformes (fais&n chino de collar,
chachalaca, hoco faisdn, fais&n dorado vy 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 comin, paloma alas blancas) y
pageriformes en un 0.38% (gorrién comun).

C. albidus se aislé en un 3.38% a partir de psitaciformes
(perico frente naranja, guacamaya roja, cotorra cucha,

guacamaya verde Yy periquito australiano), ¥y en un 1.88% en
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TAELA 9

FRECUENCIA RELATIVA DE AISIAMIENTOS DE
Cryptococcts mpp. EN 266 MUESTRAS DE
MATERINM FECAL. EN RELACION A ILOS
DIFERENTES ORDENES DE AVIZED

ORDEN N2 DE FRECUENCIA RELATIVA ToTAL
KUESTRAS | C. meoforsans . albidus L, laurentii  Cryptococces spp
EIMMINADAS (1)
FALCONIFORMES Sh 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
MISERIFORNES 14 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
STRIGIFORMES 1 0.0 0.0 0.0 9.0 0.0
PISCIFORMES 14 0.0 0.0 0.38 0. 38 0.76
GALLIFORNES 43 3.01 1.80 1.5 5.26 11,63
PSITACIFORRES [ 1.88 3.3 1.5 5. 26 12,02
PASERIFORNES 2 0.38 0.38 0.0 0.78 1,51
COLUNBIFORKES i 1.13 0.0 0.0 L3 2.63
GRUIFORMES 7 0.0 0.0 0.38 1,88 2.2
ot 8b b.4 S84 3.7 15.03 30.83




galliformes (hoco faisén, chachalaca y faisdn plateado), ademds
de paseriformes en un 0.38% (azulejo de San Blas),

C. laurentii se aislé con igual frecuencia (1.50%) de
galliformes (pavo real, faisdn plateado y hoco faisén) vy
peitaciformes (periquito australiano y guacamaya roja) seguido
por pisciformes (tucaneta verde) y gruiformes (gallina de agua)
en un 0.38% respectivamente.

La Tablz 2 indica la freocuencia de aislamientos de éstas
tres especies en relacién a los diferentes érdenes de aves.

Otras especies de C(ryptococcus se aislaron a partir de
materia fecal de galliformes (codorniz comun, gallina de
Guinea, pavo real, hoco faisdn, gallo de Bankiva y faisédn chino
de collar), y peitaciformes (psriguito australiano, cotorra
amapola, cotorra montafiesa y guacamaya verde) principalmente.

La frecuencia de aislamientos de C. neoformans, C.
albidus, y €. laurentii en relacién a las diversas especies de
aves se indica ou 1&5 Tablac 12, 11 v 12 respectivamente, en
donde 86 puede notar que C. neoformans predomina en paloma
comin, faimdn dorado, hoco faisén, faisdn chino de collar vy
periquito australiano. C. albidus en hoco faisdn, perico frente
naranja, guacamaya roja, cotorra cucha y guacamaya veids. ¥ C.
laurentii predomina en periquito australiano, guacamaya roja y
pavo real.

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

FRECUENCIA RELATIVA DE AISLAMIENTOS DE
CryVPtocoCCUs neOolfarmar:s EN DIVERSAS
ESPECIES DE AVES DE ZOOLOGICO

ESCECIE N2 OE MEBTRAS | N2 DE FMUESTRAS FRECLENCIA
EXAMINADAS POSITIVAS RELATIVA (%)

Gorridén comin 7 1 14.28
Pagomy domosticus
Paloma alas blancas 7 1 14.28
Zanaida agiatica
Paloma comin 7 2 28.57
Columba livia
Fainan doradn 7 2 28.57
Chryaolophus pictus
Pava real 7 1 14.28
Pavo cristatus
Hoco faisdn 7 2 28.57.
Crax rubva
Chachalaca 7 - 1 14.28
Ortalis poliocephala
Faisan chino da collar 7 2 .57
Fhasianus colchicus
Periquito australiano 7 2 28.57
Molopsitacus undulatus
Perico frente narania 7 1 14.28
Aratings canicularis
Guacamaya varde 7 1 14,289
Ara militaris
Guacamaya roja 7 1 14.28
Ara macao
Otras especies 182 o [+]

TOTAL 254 17 6.40




TABLA 121

FRECUENCIA RELATIVA DE AISIAMIENTOS DE
Cryptococcus albidies EN DIVERSAS
ESPECIES DE AVES DE ZOOLOGICO

ESPECIE -No DE N2 DE FRECUENCIA

MUESTRAS MUESTRAS RELATIVA
EXAMINADAS POSITIVAS (%)

Perico frente naranja 7 2 28.57

Aratinga canicularis

Periquito australiano 7 1 14.28

Melopsitacus undulatus

Guacamaya roja 7 2 28.57

Ara macao

Cotorra cucha 7 2 28.57

Amazona autumnalis

Guacamaya verde 7 2 28.57

Ara militaris

Azulejo de San Blas 7 1 14.28

Cissilopha samblasiana

Hoco faisén 7 3 42,88

Lrex sudlia

Chachalaca 7 1 14.28

Ortalis poliocephala

Fais&n plateado 7 1 14.28

Lophura nycthemera

Otras especies 203 1] 0.0

TOTAL 266 15 5.64



TABRLA 12

FRECUENCIA RELATIVA DE AISLAMIENTOS DE
Crryptococclssy 2saur-ontdZi EN DIVERSAS
ESPECIES DE AVES DE ZOOLOGICO

ESPECIE Ne DE Ne DE FRECUENCIA

MUESTRAS MUESTRAS RELATIVA
EXAMINADAS POSITIVAS (%}

Periquito australiano 7 2 28.57

Molopsitacus undulatus

Guacamaya roja 7 2 28.57

Ara macao

Pavo real 7 2 28.57

Pavo cristatus

Faisdn plateado 7 1 14.28

Lophura nycthemera

Hoco faisén 7 1 14.28

Crax rubra

Gallina de agua 7 1 14.28

Porphyrula martinica

Tucaneta verde 7 1 14.28

Aulacorhvnochue peacinis

Otras esgpecies 217 0 0.0

TOTAL 266 10 3.76




albidus, C. laurentii y Cryptococcus sp. en las 266 muestras de
materia fecal, se presenta en la Tabla 13, Se encontré la
persistencia de hongos contaminantes., en mayor proporcién
Mucorales {56.01%). deuteromicetes como Penicillium sap
(46.24%). Aspergillus sp (16.16%)., Fusarium sp (14.28%),
Cladosporium sp (15.41%) y Alternaria sp (13.53%)., asi como
levaduras blancas (63.15%) y Rhodotorula sp (32.33%). Esta
micobiota se aislé principalmente en las siembras efectuadas

con la suspensién 1:10 y la dilucién 1:100.

5.2 PURIFICACION

El proceso para separar Jlas cclonias levaduriformes
gospechosas de corresponder a especies de Cryptococcus de
hongos y bacterias contaminantes presenté efectividad en 82
cepaa; por los procedimientos indicados en material y método,
sin embargo, la persistencia de contaminantes y el paquefio
tamafio de algunas colonias levaduriformes impidieron la
purificacién en 8 cepas (3.0%), pertenecientes a codorniz,
gallina de Guinea, faisdn chino de collar, hoco faisd&n, gallina
de agua y guacamaya verde. Né obatante, una pigmentacidn tipica
marrén y la presencia de levaduras capsuladas indicé que
pertenecian muy probablemente a C. neoformans aunque éstas no

fueron tomadas en cuenta para la tabulacién de resultados.
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TABLA 13

FRECUENCIA DE MICOBICOCTA ASOCIADA A
Cryptococcus spp EN 266 MUESTRAS
DE MATERIA FECAL DE AVES DE ZOOLOGICO

GRUPO FUNGICO

Ne DE MUESTRAS

FRECUENCIA RELATIVA

POSITIVAS

Mucorales 149 56.01
Panicillium sp 123 46.24
Aspergillus sp 43 16.16
Fusarium sp 38 14.28
Alternaria sp 36 13.53
Cladosporium sp 41 15.41
Cephalogporium sp 8 3.00
Geotrichum sp 8 3.00
Scopulariopsis sp 4 1.50
Verticillium sp 2 0.75
Streptetliris sp 2 0.75
Monocillium sn 3 1.13
Stachybotrys sp 1 0.38
Gliocladium 8p 1 0.38
Micelio estéril 77 28.94
Levaduras blancas 168 63.15
Levaduras 59 22.18
pigmentadas

Levaduras negras 10 3.75
Rhodotorula sp 86 32.33




5.3 IDENTIFICACION
5.3.1 Identificacion macroscoépica Y microscoépica, pruebas
bioquimicas y fisiolégicas

La preoduccioén de pigmento en log primocaislamientos
utilizando el medio de agar-creatinina Guizotia abyssinica
(medio de niger), se caracterizd por mostrar diversos patrones
de pigmantacién con tonalidades café obscuro, café tenue a
beige. Por lo tanto, las colonias con una tipica pigmentacién
café o marrén se consideraron como C. neoformans y las colonias
con una escasa o nula pigmentacién y cdpsula como Cryptococcus
ap. Las colonias presentaron un aspecto mucoide o semimucoide,
con apariencia ligs, convexa y con bordes regulares.

C. neoformans fue identificada en 11 cepas en los
primoaigslamientos. Y las cepas que presentaron una pigmentacioén
inferior a la café obscuro o marrén fueron resembradas en este
mismo mcdic. A) rapetir la resiembra en el medio de niger, la
intensidad on la pigmentacién de las colonias se conservé o
bien varié ligeramente, lo que llevé a suponer que algunas eran
tentativas de corresponder a ésta especie. Algunac cepas de C.
albidus y C. laurentii mostirsren una escasa pigmentacién. Tabla
14,

En el medio de SDA las colonias de C. neoformans, asi como
de otras eapecies de (Cryptococcus con tres dias de maduracion

exhibieron una coloracién cremosa a ligeramente amarillenta y
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ocasionalmente rosada, con apariencia lisa, ligeramente
convexa, con bordes regulares y en algunas ocasiones poco
mucoides. El aspecto mucoide de 1las colonias se incrementé en
5-8 dias de crecimiento.

El tamafio de las cdpsulas fue variable, pero en general,
en el primoaislamiento se presentd como un halo escaso a
mediano. En algunas ocasiones se observaron cdpsulas bien
desarrol ladas (15-17 micras).

La forma de las levaduras observadas wmostiarcn gélulas
redondas en su mayoria y en ocasiones ligeramente ovaladas.

Los datos obtenidos en las principales pruebas bioguimicas
b fisioldégicas efectuadas en este trabajo para la
identificacion de especies de Cryptococcus, indican lo
siguiente:

1) En la prueba de hidrélisis de wurea, la reaccidén
positiva se obuervé entre las 48 y 72 horas, denotada por el
cambio de coloracion inicial del medio de Christensen a rosa.
Tabla 14.

2) Ninguna de las cepas presentéd crecimiento en el medio
adicionado con cicloheximida (S.A.) después de 3-7 dias de
incubkacién a 26°C, lo que implica que tales cepas mostraron
sensibilidad a dicho antibiético. Tabla 14.

3) Treinta vy seis cepas (43.9%) identificadas

posteriormente como C. neoformans, C. albidus, y C. laurentii
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mostraron crecimiento a 37°C. El crecimiento en 31 colonias a
ésta temperatura se exhibi¢ de escaso a moderado. Unicamente §
cepas de C. neoformans presentaron crecimiento relativamente
abundante cuando se sometieron a éata temperatura. Tabla 14.

4) En lo que respecta a las pruebas de asimilacioén de
fuentes de carbono, se observé que las especies identificadas
tuvieron bdsicamente un patrén bioquimico similar al descrito
en la Tabla 5. El principal criterio para la identificacidén del
género Cryptococcus fue basado en demostrar la asimilacién de
inositol. Ochenta y dos cepas aisladas fueron inositol
pogitivo. Para caracterizar & nivel de especie 8e tomé en
congideracidén la asimilacién de otros carbohidratos,
principalmente lactosa y galactosa.

Diecisiete (20.73%) de las ochenta y dos cepas ge
determinaron como €. neoformans ya que agimilaron sacarosa,
dextrosa, galactosa (débilmente), maltosa, rafinosa, xilosa,
trialosa, pero no lactosa.

El 18.29% (1S copas) sSe caracterizé por presentar
variaciones en la asimilacién de galactosa, lo que condujo a la
determinacisén bioquimica de C. aibidus. Se obpervaron 2
patrones diferentes: a) Diez cepas (12.19%) que presentaron
tanto galactosa como lactosa negativoem y b) Cinco cepas (6.09%)
en las que hubo tanto galactosa positiva como negativa aun

tratdndose de la misma especie. Las 15 cepas asimilaron
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TABLA 1<
PRUEBAS MORFOLOGICAS Y FISIOLOGICAS
DETERMINANTES EN I.A IDENITIFICACION

DE ESPECIESE DR Csypliococous
PRUEBA Cryptococcus Cryptococcus Cryptororcus Cryatococcus sp
npoforains albidus laurentii {40 cepas)
{17 cepas) {15 cepas) {10 cepas}
Presencia de pigeento 8 (8 - (i ~ {40}
" t ) 1"
1" {2
Presencia de cpsula + (17 + {15} + (10) + {40}
Hidrdlisis de urea + (17 + (15} + (10} ¢+ {40}
Sensibilidad a ciclohexinida + {17} + (15) + (10} + {40)
Creciniento a 37°C + () + (3 + {31 - {40)
+ (4} ++ {10} +# (3
s5 {0 - {0 LR U]

resencia de pigsento: {-) no se observa pigeentada;

{838} colonia sarrén oscura,

Cdpsula: (+) presencia de cépsula,

Hidrélisis de urea: (¢} produccién de ureasas.
Sensibilidad a cicloheximida: (¢} no se observa creciniento,
Creciniento 2 37*C: {~) sin crecimiento; (4} escasoy (+4) moderado; (+++} abundante,

1} colonia beige; (§3) colonia earrén tenue;




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

C. laurentii presenté asimilacion de sacarosa, dextrosa,
galactosa, maltosa, rafinosa, trialosa, xilosa y una fuerte
asimilacién de lactosa, por 1o que el 12.19% do las cepas (10
cepas) correspondieron al patrén exhibido por ésta sspecie.

Cuarenta cepas se identificaron como Cryptococcus sp., por
no presentar crecimiento a 37°C y patogenicidad en ratén,
ademds de la ausencia de pigmento en el medic de niger.
Unicamente 12 de éstas cepas ge pudieron identificar
tentativamente como C. 1nfirmominiatus. C. laurentii var.
magnus, C. laurentii var. flavescens, C. ater, C. flavus, C.
gkinnerf y C. uniguttulatus. En el resto de las cepas no se
lograron las resiembras, motivo que impidié realizar las
respectivas pruebas de asimilacién de carbohidratos para su

identificacién.

5.3.2 Patogenicidad experimental en ratén

A la observacién clinica la mayorfa de los animaies
inoculados intraperitonealmente, no mostraron sintomas y signos
aparentes de la enfermedad. Unicaments cinco ratones mostraron
ligore aumento del didmetro craneal y erizamiento de pelb.

Por medio de la autopsia se observé que en 143 animales el
aspecto macroscoépico de los 6rganos fue normal. En 21 animales

ge observé hepato y esplenomegalia.
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En los animales que murieron antes del periocdo de
observacién no se presentaron alteraciones macroscépicas y
microscépicas en las necropsias, por lo que se atribuye la
muerte a causas ajenas a la infeccién criptococésica.

De un total de 82 cepas de Cryptococcus spp i‘noculadae. en
el 51.2% (42 cepas) se observaron células capsuladas en
cerobro, pulmén, higado Y bazo. En éstas mismas 42 cepas
patégenas para ratén, las pruebas morfoldgicae, fisiolédgicas y
bioquimicas fueron correlativas ya sea a €, neoformans (17
cepas), C. albidus (15 cepas) o a C. laurentii (10 cepas). Y en
el 48.8% (40 cepas) no se presentd ninguna sospecha de
patogenicidad por lo que se clasificaron como Cryptococcus sp..
ya que tampoco dichas pruesbas correlacionaron con especies
patdgenas, uUnicamente se reconocieron como Cryptococcus por las
caracteristicas morfolégicas macroscépicas y micromcépicas.

En lae GOréficas 1, 2 y 3 se indica el porcentaje de
érganos afectados en relacién a cada una de las especies de
Cryptococcus inoculadas intraperitonealmente. Las 42 cepas
identificadas como C. neoformans. C. albidus y C. laurentii,
p}esentaron células levaduriformes capsuladas al ex&men directo
con tinta china =a partir de lop d4rganos indicados
anteriormente. La frecuencia de érganos afectados dependiendo
de las especies de (Cryptococcus fue variable. Comparativamente,

la mayor afeccién se observé con C. neoformans, los érganos més
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GRAFICA 1

ORGANOS AFECTADOS POR C. neoformans
(INOCULACION INTRAPERITONEAL)
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GRAFICA 2

ORGANOS AFECTADOS PQOR C. albidus
(INOGULAGION INTRAPERITONEAL)
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GRAFICA 3

ORGANOS AFECTADOS POR C. laurentii
(INOCUIL AGION INTRAPERITONEAL)
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afectados con ésta especie fueron pulmén y cerebro seguida de
higado y bazo. Para (. albidus y C. laurentii la mayor afeccioén
se presenté también en pulmén, pero seguido de higado, bazo y
cerebro.

El tamafio de la cdpsula se incrementd con la inoculacidn
intraperitoneal. En general. el didmetro de las levaduras
capsuladas presentd un range de 15 a 20 micras en pulmén y
cerebro. superior al ohservado en higado y bazo que fue de 12 a
15 micras. La cantidad de levaduras examinadas
microscépicamente en los 6rganos de animales inoculados con C.
neoformans fue superior respecto a las encontradas con C.

albidus y C. laurentii,

5.3.2.1 Subcultivos

De un total de 336 subcultivos (un subcultivo por cada
brgano de ratén) efectuados a partir de homogeneizados de
cerebro, pulmén, higado y bazo de animales inoculados
intraperitonealmente con C. neoformans, C. albidus y C.
laurentii, el 4.76% (16 subcultivos) fueron positivos. Estos
subcultivos correspondiercn a 14 animales.

La frecuencia de subcultivos positivos en relacién a cada
uno de los organos oxaminados ss indicz on la Griéfica 4.

Para C. neoformans 11 subcultivos (68.75%) fueron

positivos, de loa cuales, el 31.25% {(cinco subcultivos)
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GRAFICA 4
SUBCULTIVOS POSITIVOS DE C. neoformans
C. albidus v C. laurentii
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correspondieron a pulmén, seguido de un 18.75% {tres
subcultives) en higado. un 12.,5% (dos subcultivos) en cerebro y
un 6.25% (un subcultivo) en bazo.

C. albidus se obtuvo de tres subcultivos (18.75%) de los
cuales, dos subcultivos (12.5%) provenian de pulmén y un
subcultivo (6.25%) de higado. Y para C. laurentii se obtuvieron
dos subcultiveos, uno de pulmén (6.25%) y uno de bazo (6.25%).

No se lograron subcultivos a partir de cersbro.

5.3.3 Pruebas comprobatorias utilizadas en la identificacién de
especies de Cryptococcus

Otras pruebas efectuadas en el presente estudio (presencia
de psesudomicelio, produccién de tubo germinal Yy presencia de
pigmento en agar malta) se realizaron Unicamente para confirmar
la identidad de las cepas aisladas. En éstas pruebas se observd
lo siguiente:

1) Ninguna de las cepas de (. neoformans, C. albidus, C.
laurentii y Cryptococcug sp., produisran tuho garminal,

2) Unicamente dos cepas de Cryptococcus sp présentaron un
pseudomicelio muy rudimentario en agar harina de maiz.

3) La pigmentacién presentada por las colonias de
Cryptoceccus gpp on el medio de agar malta fue poco
determinante particularmente en la identificacién de algunas

especies no patdégenas, la mayoria generaron colonias hialinas
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en este medio. Microscopicamente se observaron levaduras

gemando y ocasionalmente blastoconidios alargados.
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6. DISCUBSION

En estudios realizados sobre la recuperacidén de c.

neoformans, C. albidus y €. laurentii se ha demostrade 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 aislé en 17
(6.40%) de 266 muestras de materia fecal de diferentes aves
pertenecientes a los o¢rdenes psitaciformes, columbiformes,
galliformes y paseriformes. La frecuencia aquf obtenida y las
especies de las cuales se recuperd¢ 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) indica el aislamiento a partir
de 13 diferentes especies de aves. Y por ditimo Staib (75)
obgservé que de cada cuatro aves posgitivas., 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
loea paitaciformas y con=ideraron que no =¢ encontraron

diferencias significativas con la frecuencia encontrada sn
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1962. Respecto & las especies de aves indicadas en estos
trabajos y comparando con el presente trabajo tenemos que
algunos géneros y especies coinciden: Melopsitacus undulatus
(periquito austruliunoi. Ara militaris (guacamaya verde),
Columba livia (paloma), cotorras pertenecientes al género
Aratinga y pericos pertenecientes al género Amazona, asf como
algunas especies de faisanes como Phasianus colchicus (Faisén
chino de collar) y Lophura nycthemera (faisdn 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 patégenas
ocasionales de 1la 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 de psitaciformes. En el presente
estudio, se encontré una considerable frecuencia en Bsu
aislamiento y se encontré que la principal fuente lo
constituyen las especies de aves pertenecientes a los érdenes
paitaciformes. columbiformes y galliformes. C. albidus se aislé
en 13 (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 v (. albidus podria
indicar la amplia distribucién de éstas especies en la

naturaleza,
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Al parecer, es constante el hecho de que Cryptococcus sélo
se presente en ciertos érdenes de aves, un aspecto interesante
es esa 'seleccion de habitat para su desarrollo. La
distribucién en la naturaleza de las especies de C(ryptococcus
en particular de C. neoformans se debe a diversos factores como
gon: el pH de la materia fecal, asf como la concentracién de
d4cido urico y creatinina en las mismas. Hubalek (64) determind
que la composicién quimica de las excretas son un factor
primario que influye en la distribucién de C. neoformans. Por
lo tanto la distribucién de otras especies de Cryptococcus en
la naturaleza puede estar influenciada por condiciones
similares.

El medio de agar creatinina Guizotia abyssinica utilizado
en ol primoaislamiento de las colonias mostré gran utilidad en
la diferenciacién entre las especies de Cryptococcus de otras
levaduras. Sin embargo, en algunas colonias de este género no
se observaron diferencias en la pigmentacién. C. neoformans fue
identificada en once cepas en el primocaislamiento a través de
las pruebas morfolégicas y de pigmentacién y 8seis fueron
corroboradas por pruebas de asimilacién de carbohidratos.
Algunas colonias de C. albidus y C. laurentii exhibieron una
ligera pigmentacidn, l1a cual no fus distintiva ds c.
neoformans. Esta observacion parece estar de acuerdo con las

realizadas por Chaskes y Tyndall (15), Salkin et al. (68), en
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la que se hace notar que éstas especies ocasionalmente pueden
producir pigmonto a partir de precursores de fenoles presantes
en el medio de niger.

Las pruebas de asimilacién de carbohidratos fueron dudtiles

en la diferenciacion de (. neoformans, C. albidus y C.

laurentii particularmente en aquellas cepas que no mostraron
diferencias en la pigmentacién de las colonias y crecimiento a
37°C.

Por otre lzdo, la habilidad de diversas especies del
género para crecer a 37°C fue un criterio util para diferenciar
cepas patsdgenas de las no patégenas pero no para distinguir a
algunas cepas de (. neoformans de C. albidus y C. laurentii.
Las cepas identificadas por su termotolerancia también
mostraron la capacidad a producir cédpsulas en condiciones
experimentales por inoculacidén intraperitoneal en ratones. Y a
diferencia de éstas, otras especies de Cryptococcus no
demostraron crecer a 30°C y 37°C y por consiguiente no
produijeron cfrnculas bLajo las mismas condiciones. C. neoformans
causé une mayor afeccion que C, albidus y C. laurentii, aun
cuando al tratarse de cepas de origen saprobic, todas éstas
mostraron una débil patogenicidad a ratdén.

La infeccién criptococésica fue demostrada por la
obtencidén de subcultivos, especialmente 1los obtenidos de

homogeneizados de organos de animales inoculados con C.
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neoformans. Los subcultivos obtenidos de . albidusy C.

laurentii  fueron sumamente escasos. No obstante al exdmen de

los é6rganos en fresco se observaron levaduras con cé&psulas bien
desarrolladas que no se demostré con Cryptococcus sp.

Es importante considerar que otras egpecies de
Cryptococcus diferentes de C. neoformans pueden producir
infeccién bajo ciertas condiciones. De Bernardis et al. (16}
observaron que ¢l estado inmunologico del hospedero es
importante para que se establezca la infeccién por otras
espacisg del gdners.

En México. es justificable continuar con estudios sobre el
aislamiento de Cryptococcus neoformans, principal agente causal
de la criptococosis, asi como C. albidusy C. laurentii. en
materia fecal de aves y otras fuentes naturales y definir el
papsl de las aves en la distribucién de este hongo en la
naturaleza, asf como realizar un estudio epidemiolégico més
exhauativo que integre datos sobre la frecuencia en el
aislamiento de especies de Cryptococcus de importancia médica y

la prevalencia e incidoncia dé ia enfermedad.
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7. CONCLUSIONES

En base a los datos obtenidos en el presente trabajo se

concluye lo siguiente:

i.

La materia fecal de las aves constituye una fuente natural
importante para el aislamiento no sgolamente de (.
neoformans que es el principal agente causal de la
criptococosis, sino de otras especies de Cryptococcus,
incluyendo tanto patégenos ocasionales como C. albidusy
C. laurentii como especies no patdgenas.

La composicién quimica de la materia fecal puede estar
determinando la distribucidén de las egspecies de
Cryptococcus en ciertos 6rdenes de aves.

E]l medio de agar-creatinina-Guizotia abyssinica, al menos
en el presente estudio, fue poco selectivo para
diferenciar a €. neoformans de algunas especies de C.
laurentii principalmente y de €. albidus, debido a que las
dos Gltimas presentaron una ligera pigmentacién inclusive
en los primoaislamientos.

La habilidad para crecer a 37°C no fue una caracteristica
distintiva entre C. neoformans, (. albidus y C. laurentii
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 patdgenas.

En las pruebas de patogenicidad sé demostré la presencia
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de levaduras capsuladas en mayor o menor grade tanto en
animales inoculados con C. neoformans como animales
inoculados con C. albidus y C. laurentii, lo que
demuestra la variable potencialidad de las cepas como
patdégenas.

Desde el punto de vista epidemiolégico, se puede decir,
que la maleria fecal constituye una fuente de infeccidén
importante para el hombre y 1log animales para la
adquigicion de la criptococosis. Existe uno posibls
implicacién en la salud publica, el contacto con
psitaciformes y columbiformes principalmente, representa
un riesgo para las personas que manejan a éstas aves en
los zoolégicos y sobre todo para grupos susceptibles de
padecer la enfermedad como los inmunodeprimidos
(principalmente los pacientes con SIDA), con enfermedades

debilitantes y en corticoterapia.
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8. ANEX0S

ANEXO 8.1

Nombres comunes y cientificos de las éspeciea de aves

muestreadas.

CLASE AVES
ORDEN FALCONIFORMES

Cara cara

Céndor de los Andes
Halcon Harry's
Halcén cola roja
Zopilote rey

Aguila real
Cernfcalo

Azor

ORDEN PSITACIFORMES
Cotorra amapola
Guacamaya serrana
Guacamaya verde
CGuacamays roja

Perico frente naranja

Periquito australiano
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Polyborus plancus
Vultur gryphus
Parabuteo unincictus
Buteo jamaicensis
Sarcoramphus papa
Aquila chirysaetos
Falco sparverius

Spizaetos ornatus

Amazona viridiginalls
Rhynchopsitta pachyrhyncha
Ara militaris '
Ara macao

Aratinga canicularis

Molopsitacus undulatus




Cotorra montaffesa
Cotorra cucha

Perico verde

ORDEN GALLIFORMES

Fais&n plateado

Faisén dorado

Faisdn chino de collar

Hoco faisén
Gallo de Bankiva
Codorniz comin
Gallina de Guinea
Pavo real

Chachalaca

ORDEN PASERIFORMES
Cuervo comin
Azulejo de San Bléds

Gorrién comin

ORDEN COLUMBIFORMES
Paloma comun
Paloma de collar

Paloma alas blancas
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Amazona finschi

Amazona autumnalis

Aratinga holochlora

Lophura nycthemera
Chrysolophus pictus

Phasianus colchicus
Crax rubra

Gallus gallus
Colinus virglanus
Numida meleagris
Pavo cristatus

Ortalis poliocephala

Corvux corax

Cissilopha sanblasiana

Passer domesticus

Columba livia
Columba fasciate

Zenaida asidtica



ORDEN STRIGIFORMES

Lechuza de campanario Iyto alba

ORDEN PISCIFORMES
Tucén Rhamphastos sulfuratus

‘Tucaneta verde Aulacorhynchus prasianus ,
ORDEN ANSERIFORMES
Pato pekin Anas sp

Ganso comun Chilophaga leucoptera

ORDEN GRUIFORMES

Gallina de agua Porphyrula martinica
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ANEXO 8.2

Medios de cultive

8.2.1 Agar creatinina- Guizotia abyssinica (Medio de niger,

medio de Staib).

Guizotia abyssinica 50 gr
"Dextrosa 1 gr
KHaPOa 1l gr
Creatinina 1 gr
Agar (Bioxon) 15 gr
Cloranfenicol 50 mg
Difenil 100 mg
Agua destilada 1000 ml

~Pulverizar la semilla con la ayuda de un mezclador
eléctrico.

—Adicionar el agua destilada y hervir por 30

minutos.

-Filtrar con gasa, obtener el extracto de la semilla y
aforar a 1000 ml.

~Adicionar los demds ingredientes.

-Esterilizar a 121°C 6 15 Lb de presién durante 15

minutos.
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-Enfriar a una temperatura aproximada de 50°C
~Adicionar o1 cloranfenicol y difenil disueltos en
etanol.

~Dispersar en cajas de petri en condiciones asépticas

-pH final : 6.5
8.2.2 Agar dextrosa de Sabouraud (SDA)

Sahouraud dextrosa agar (Bioxon) 65 gr

Agua destilada 1000 ml

-Suspender el agar dextrosa de Sabouraud en el agua
destilada, ﬁezclar hasta obtener una suspension uniforme.
~Calentar agitando frecuentemente y hervir durante un
minuto, hasta disolver completamente.

~Dispersar e&n tubos con tapén de algodén.

-Esterilizar a 121°C por 15 minutos.

~Enfriar a temperatura ambiente en posicién inclinada.

-pH final: 5.6 ¢ 0.2
8.2.3 Agar urea de Christensen

Base de urea (Difco) 29 gr
Agua destilada 100 m}
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~Disolver la base de urea en agua destilada.

~Esterilizar por filtracidén milipore.

Preparar por separado:
Agar bacterioldégico (Bioxon) 15 gr

Agua destilada 900 ml

~Suspender el agar en agua degtilada, hervir hasta
disolver.
~Eptarilizar a 121°C por 15

~Enfriar a 50°C

Combinar ingredientes:

~Adicionar la base de urea al agar y mezclar bajo
condiciones asépticas.

-Dispersar en tubos estériles alicuotas de 2 ml
~Enfriar a temperatura ambiente en posicién inclinada.

-pH final: 6.9

8.2.4 Agar micobiético (Sabouraud antibidticos: §.A.)

Agar adicionado con cicloheximida y clorantenicol

Agar micobiético (Bioxon)- 36 gr

Agua destilada 1000 ml
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~Suspender el agar micobidético en el agua destilada y
mezclar.

—Cuando la suspensién sea uniforme, calentar con agitacién
frecuente y hervir hasta disolver completamente.

-Distribuir en tubos con tapén de algoddn.

~Esterilizar a 121°C por 15 minutos.

—Enfriar a temperatura ambiente en posicidén inclinada,

~pH final: 6.9

8.2.5 Medio basal para la asimilacién de carbohidratos

(tubos de Wickerham para auxanograma)

Extracto de levadura (Difco) 0.67 gr
Agua desionizada 100 ml
Carbohidrato 0.50 gr

Preparacién del extracto de levadura (yeasts nitrog base):
~-Suspender el extracto de levadura wii 80 ml dc
agua desionizada. Mezclar y disolver completamente.
~Egterilizar a 121°C por 15 minutos.
~Enfriar a temperatura ambiente.

Preparacién de la solucién del carbohidrato:

~Suspender el carbohidrato de eleccién (sacarosa,
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dextrosa, maltosa, galactosa. lactosa, xilosa,
rafinosa, trialosa. inositol. etc.) en 20 ml de agua
desionizada.

~Esterilizar por filtracidén milipore.

Combinar la solucién del carbohidrato elegido con la base
nitrogenada o extracto de levadura:

-Adicionar los 20 ml de la solucién del carbohidrato
esterilizado en 80 ml del extracto de levadura
previamente enfriado.

~-Digpersar alicuotas de 2 ml en tubos estériles bajo
condiciones asépticas.

~Concentracion finél del carbohidrato: 0.5%
Concentracion final del extracto de levadura: 0.67%

-pH final : 5.6

8.2.6 Agar harina de maiz

Agar harina de mafz (Difco) 17 gr
Agua destilada 1000 ml
Tween 80 10 ml

—-Suspender el agar harina de maiz en el agua destilada y

mezclar.
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—Calentar y hervir con agitacién 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) 33.6 gr

Agua destilada 1000 ml

-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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