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1.INTRODUCCION 



INTRODUCCIÓN 

La infección causada por una levadura capsulada llamada Cryptococcus 

neoformans, es conocida por criptococosis, La infección primaria ocurre cuando 

la levadura penetra por vía respiratoria al huésped. Cabe mencionar que no sólo 

C. neoformans es la única especie de su género capaz de provocar la infección. 

No se ha demostrado la transmisión de persona a persona y no existe relación 

con la edad, la raza y el sexo 4. 

La criptococosís es una micosis profunda; que representa un problema de salud 

mundial, ya que es un padecimiento que ha tenido un incremento en los últimos 

años. Esto debido a que el causante de la infección, C. neoforrnans, es un 

microorganismo considerado oportunista; como consecuencia existen factores 

de riesgo determinante en el paciente para padecer la enfermedad, como son: 

síndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), terapias con corticosteroides, 

transplantes de órganos, leucemias y linfomas. Observándose que los factores 

antes mencionados tienen como característica en común, una inmunosupresión 

que dismunuye las defensas del huésped y lo hace vulnerable a la infección '4. 

A nivel mundial se ha observado que C. neoforrnans var. neoforrnans es 

causante de la mayoría de los casos de criptococosis; sin embargo en México se 

han encontrado casos donde la variedad gattii es la causante de la enfermedad.' 

2. 



2. ANTECEDENTES 



ANTECEDENTES 

2.1. CRIPTOCOCOSIS 

La criptococosis es una enfermedad micótica de curso crónico o subagudo, 

causada por un microorganismo levaduriforme, Cryptococcus neoformans. La 

infección primaria casi siempre es pulmonar, después de la inhalación de las 

levaduras; aunque se ha sugerido que las basidiosporas, producto de la fase 

sexual de C. neoformans, es la real forma de infección; remarcando su impacto 

principal en el sistema nervioso central (SNC). Aislamientos de C. neoformans 

que miden entre 0.6-3.5 pm (micrómetros) de diámetro, son considerados con la 

medida ideal para la depositación alveolar. 4.3' 

La mayoría de los casos de criptococosis, son el resultado de fallas en las 

defensas del huésped, al inhalar aerosoles que contienen a las particulas 

levaduriformes Infectantes. Es por ello, que este padecimiento ha tenido un 

Incremento en años recientes, debido a la frecuencia de pacientes con síndrome 

de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), terapia con corticosteroides, trasplantes. 

Littman y Zinmerman 4", encontraron que durante un periodo de 55 años,se 

reportaron 300 casos a nivel mundial, mientras que Kaufman y Blumen2" en 

1978, estimaron que simplemente en los Estados Unidos, la frecuencia de la 

enfermedad variaba de 200 a 400 casos por año. Dejando de ser de este modo 

una enfermedad rara y pasando a ser sin duda una de las micosis sistémicas 

más prevalentes. 

4 



Así, la criptococosis tiene un espectro clínico que se ha clasificado en cinco 

tipos: 

• Pulmonar 

• Sistema Nervioso Central. Que se puede presentar como meningitis, 

meningoencefalitis o criptococoma, 

• Cutánea. 

• Visceral. 

• Osea. 

A las tres últimas formas clínicas, se les ha englobado en la forma de 

criptococosis diseminada.4  

Cuando se establece la levadura en los alvéolos pulmonares, se realiza la 

síntesis de material capsular, en caso de necesitarse como un factor de 

virulencia. El padecimiento cursa muchas veces de forma asintomática, pero este 

se extiende de forma gradual hacia otros tejidos, por vía linfática y hematógena, 

hasta llegar a SNC. Encontrándose ya en este sitio, se pueden presentar tres 

tipos de criptococosis; la meningitis que es la más común; la meningoencefalitis 

en la que se invade tejidos como la corteza cerebral, tallo cerebral y el cerebelo y 

el criptococoma, que se caracteriza por la localización de una masa sólida 

parecida a un tumor. La aparición de lesiones cutáneas y mucocutáneas, suelen 

ser la manifestación de una infección diseminada; se presentan de forma muy 

variada, lesiones ulcerosas como manifestación primaria, pápulas, nódulos y 

hasta celulitis en la secundaria; aunque las lesiones cutáneas pueden ser 

producto de una infección primaria. La criptococosis ósea ocurre en el 10% de 

los casos diseminados , involucrando prominencias óseas, huesos craneales y 

vertebrales, provocando lesiones múltiples, destructivas y crónicas. En cuanto a 

la criptococosis visceral, la levadura se puede encontrar en órganos como el 

corazón, testículos, próstata, ojos. La levadura también puede ser encontrada en 

la orina.' 



La transmisión de persona a persona nunca ha sido demostrada. La exposición 

al hábitat natural de las dos variedades, así corno el tiempo de exposición, 

parece ser la causa de la enfermedad. La criptococosis se presenta con más 

frecuencia en el sexo masculino, quizá por la mayor exposición al 

microorganismo. Por lo que respecta a la raza y la edad, no hay una 

predisposición especial. Cabe mencionar que la infección asintomática 

probablemente este bastante difundida!' 

Si bien, la frecuencia de criptococosis se incrementa en asociación con leucemia, 

diabetes, artritis reumatoide; antes de la epidemia de SIDA, aproximadamente en 

50% de los casos de criptococosis presentaban defectos reconocibles en las 

defensas de huésped, la otra mitad de los casos, eran pacientes aparentemente 

sanos; los cuales posiblemente podían tener sutiles defectos en la habilidad o 

capacidad de montar una respuesta inmune, que pudiera marcar una 

predisposición para el desarrollo de esta enfermedad." 

En cuanto al tratamiento para la criptococosis, tenemos que el de elección es la 

anfotericina B, a una dosis de 2 a 3 g cuando el fármaco se utiliza en forma 

aislada. La combinación de dosis bajas de anfotericina 6 ( 0.3 mg / Kg / día ) y 

5-fluorocitosina ( 150 mg / Kg / día dividida en cuatro días) durante un periodo de 

seis semanas, proporciona resultados mejores que el tratamiento convencional 

con anfotericina B; esto debido a que se crea un efecto sinérgico, que da como 

resultado un aumento de la potencia y como consecuencia una disminución de la 

toxicidad.' Dentro del tratamientoos tenemos que los azotes como el ketoconazol 

e itrac,cnazol a 400 y 200 mg/día respectivamente, son útiles para casos 

pulmonares o cutáneos; sin embargo como no atraviesan la barrera meníngea no 

se pueden utilizar para los casos de criptococosis del SNC. 



El fluconazol de reciente creación, tiene efectos sobre C. neofonnans, además 

de que sí atraviesa la barrera meníngea. Ofrece pocos efectos secundarios y se 

administra a una dosis que fluctúa de 50-150 mg/día, por vía oral y es también 

recomendable asociarlo a anfotericina B.115  

Si bien, el uso de medicamentos como los antes mencionados, ofrecen un efecto 

terapéutico sobre los pacientes que padecen de criptococosis, el exito de esto, 

dependerá en gran medida de la rapidez con que realice el diagnóstico, además 

del estado inmune del paciente. 



2,2. DESCRIPCION DEL PATOGENO 

Como ya se ha mencionado, el agente etiológico de la criptococosis es C. 

neoformans que es una levadura capsulada, de la cual se ha encontrado un 

estado perfecto o sexual designado Filobasidiella neoformans, la cual bajo 

condiciones in vitro produce hifas y basidiosporas." 

La clasificación taxonómica de C. neoformans en sus dos estados, anamorfo y 

telemorfo, es la siguiente." Tabla 2.2.1 

TABLA 3.1. CLASIFICACIÓN TAXONOMICA PARA LOS DOS ESTADOS DE C. neoformans. 

Fase anamorfo Fase telemorfo 

Clase Deuteromyces Basidíomycetes 

Subclase Blastomycetídiae Tellomycetidiae 

Orden Cryptococales Ustilaginales 

Familia Cryptococaceae Ustilagenaceae 

Género Cryptococcus Filobasidiella 

Especie neoformans neoformans 

Variedades gettii y neoformans gattii y neoformans 

Dentro del género Cryptococcus se encuentran incluidas 19 especies.' Si bien el 

agente etiológico de la criptococosis es el C. neoformans, se han reportado 

casos de criptococosis en donde el agente casual es otra especie, como C. 

albidus, C. laurentii y C. unigutulatus.' 2  
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Tomando como base los determinantes antigénicos polisacaridicos de la cápsula 

de C. neoformans, Evans en 1949 determinaron 4 serotipos: A, B, C y D.14 5 

y cols. en 1984 realizaron estudios sobre aspectos ecológicos y 

epidemiológicos, además de pruebas bioquímicas y genéticas, donde observaron 

que entre los serotipos A,D y B,C respectivamente, presentaban similitudes'''. De 

este modo se han establecido 2 variedades de C. neoformans; variedad 

neoformans ( serotipos A y D) y variedad gattii (serotipos 13 y C 

En la observación microscópica de muestras clínicas, C. neoformans se presenta 

como una levadura capsulada oval o circular, donde la célula levaduriforme por si 

misma llega a medir de 4 a 61.tm , aproximadamente. La cápsula de polisacáridos 

que le rodea puede medir desde 1 hasta 30 Itm.' Si la observación microscópica 

que se realiza, es de muestras provenientes de aislamientos en la naturaleza , el 

microorganismo tiende a ser pequeño (1.1 a 3.3 p.m de diámetro) y de pobre 

cápsula (de 1 a 1,5 Itm.).26  

La cápsula que envuelve al C.neoformans esta constituida de glucanas, que es 

un polisacárido llamado glucoroxilomanana compuesto de manosa, xilosa, ácido 

glucorónico y de 0-acetil." 

C. neoformans es un hongo monomórfico, es decir, que tanto en su estado 

parasitario como vegetativo, presenta la misma morfología: levadura capsulada. 

Además no produce pseudomicelio ni clamidoconidios (clamidosporas) y en 

suero no forma tubo germinativo.'" En lo que se refiere a su desarrollo en 

medios de cultivo; C. neoformans puede cultivarse sin dificultad sobre agar 

chocolate, agar infusión cerebro corazón o sobre medios mic.ológign habituales 

como el medio agar Sabouraud dextrosa (SDA). Es importante mencionar que es 

inhibido por la cicloheximida. Cuando el cultivo de C. neoformans se realiza en 

SDA, se observa el desarrollo de colonias convexas, mucoides, de color crema, 

con apariencia de leche condensada.' 



C. neoformans se desarrolla bien a 37 y 40 °C, lo que permite diferenciarlo de 

otras especies del género; además, cuando C. neoformans es cultivado en 

medios que contienen como sustrato compuesto polifenólicos, se observa la 

producción de pigmentos melaninicos; lo que se traduce en el desarrollo de 

colonias café obscuro; esto sucede cuando C. neoformans se inocula en el medio 

de niger, el cual contiene extracto de semillas de Guizotia abyssinica, las cuales 

otorgan al medio el ácido cafeínico (compuesto polifenólico), que se transforma 

en un compuesto polimérico similar a la melanina. La enzima responsable de la 

producción de este pigmento es la fenoloxidasa?"' Se ha observado que no sólo 

C. neoformans es capaz de producir dicho pigmento; ya que pruebas realizadas 

en el laboratorio muestran que otras especies del género también lo producen, 

pero en menor cantidad. 

Anteriormente se han mencionado características propias del género 

Cryptococcus; pero existen otras como: producción de ureasa, asimilación de 

nitratos y carbohidratos, así como su virulencia sobre el ratón, que ofrecen la 

posibilidad de diferenciar a este género de otras levaduras patógenas ( ver tabla 

2,2.2 ).15.33  

TABLA 2.2.2. CARACTERISTICAS DE ALGUNOS GÉNEROS DE LEVADURAS FRECUENTES 
AISLADAS EN CASOS CUNICOS. 

Producción C. neofonnons CanclIda ap Rhodotonála ap Saccharosnyciu sp 

Cápsula + - . 

Ureasa +. + - 

Pseudohifas . + - - 

Pigmento en 
medio Niger 

+- . - 

Ascosporas . - - + 

Basidiosporas - - - - 

Pigmentación 
carotenoide 

- - + 

C DIGO DE TABLA: + POSITIVO, - NEGATIVO, ( BONIFAZ, A., ) 
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Existen diferencias en pruebas fisiológicas y térmicas entre otras especies del 

género Cryptococcus. En el cuadro 3 se resumen las propiedades más 

importantes. 

TABLA 2.2.3.CARACTERISTICAS DE ALGUNAS DE LAS ESPECIES DEL GÉNERO 
Cryptococcus 

Pro ledades C. neoformans C. albiclus C. Muten!!! C. ter!~ C. unl, ululaius 

Uroasa + + + + 
Crecimiento 

37C .. .. -. ... 
Crecimiento 

40C + - - - - 
Utilización de 

KNO3 ' - 
Virulencia en 

ratón + " ' - - 

Glucosa + + 
Maltosa + + + +* + 
Sacarosa + + . 
lactosa . + + +* 

Galactosa +* + +* 
Inositol + + + + + 
Mose + + + + + 
Dulcitol * + + 

C DIGO DE TABLA: + POSITIVO, - NEGATIVO, • VARIACI N DE CEPA. 

Características como producción de ureasa, capacidad para producir pigmentos 

melaninicos y la presencia de su cápsula son rasgos presentes en el C. 

neofonnans, que constituyen un factor de virulencia muy importante que maneja 

la levadura para establecerse en su huésped, 2' Se debe mencionar, que en 

estudios recientes se han encontrado casos , donde el agente causal de la 

criptococosis, C. neofonnans es ureasa negativa. 
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2.3. ASPECTOS EPIDEMIOLÓGICOS 

El primer aislamiento en la naturaleza reportado para C. neoformans data de 

1895, cuando Sanfelicé lo aisló de jugo de durazno. Posteriormente en 1901, fue 

obtenido a partir de leche por Klein?' No fue nuevamente aislado de una fuente 

saprófita, hasta que Emmonsn en 1951 lo hizo de la tierra y de excretas de 

paloma en 1955. 

De tal forma se estableció que el hábitat natural de C. neoformans var 

neoformans es el excremento de una gran variedad de aves como: palomas, 

pollos, pericos, gorriones, tordos, tórtolas, canarios y calandrias.' Aunque, el 

excremento de las aves, así como ellas mismas están colonizadas de C. 

neoformans, éstas no presentan la enfermedad. La razón de la alta frecuencia de 

C. neoformans var neoformans en el guano de las aves, no es clara, pero puede 

ser relacionada con la habilidad del hongo por asimilar xantina, urea, ácido úrico 

y creatinina, todo lo cual es abundante en las excretas.31  

Aislamientos positivos de tierra, pueden ser obtenidos de áreas contaminadas 

por excrementos de aves; pero este medio ambiente es considerado hostil para 

el C. neoformans ya que condiciones anaerobias, altas temperaturas, 

disminución de la humedad, luz del sol directa, bajo pH y presencia de otros 

microorganismos como amibas y bacterias son determinantes para la 

supervivencia de C. neoforrnans.32  

Ellis y Pfeiffer en 1989 reportaron el primer aislamiento de la naturaleza de C. 

neoformans var gattii en árboles de Eucalyptus camaldulensis. Ellos mismos en 

1992 establecieron una asociación entre C. neoformans var gattii y Eucalyptus 

tereticomis."." 
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En México, se ha tratado de establecer su hábitat natural y para ello se han 

realizado una serie de estudios por Cervantes y cols., para determinar el foco de 

infección, particularmente para C. neoformans var gata 

En cuanto a la distribución geográfica de la variedad neoformans, se sabe que 

proviene de climas templados, semejantes a los de U.S.A. (excluyendo sur de 

California y Hawai) Europa y Japón. En contraste a eso, una alta frecuencia (35 

a 100%) de C. neofotmans var. gattif fue aislada de regiones tropicales y 

subtropicales, semejantes al sur de California, Australia, Sureste de Asia, Brasil, 

Africa Central, Hawai y México?' Un estudio posterior relizado en la Ciudad de 

México por Cervantes , Salas y Segundo en 1988 y 1993, corroboraron lo antes 

mencionado al determinar que la variedad que prevalecia en casos clínicos era 

C. neoformans ver, gatti. 

Además de los estudios antes mencionados, Cervantes y Rendón 3° en 1986 

realizaron un trabajo en el que muestrearon guano de paloma y gallina, 

corroborando lo reportado sobre el hábitat natural de C. neoformans var 

neoformans. 

Como ya se ha mencionado anteriormente, C. neoformans se ha subdividido en 

dos variedades: var. neoformans (serotipos A y D) y var. gettii (serotipos B y C). 

Según Kwon-Chung los cuatro serotipos pueden causar la enfermedad en 

humanos y animales. En humanos se han reconocido dos principales grupos 

afectados por C. neoformans: A) Pacientes afectados con síndrome de 

inmunodeficiencia adquirida, en donde casi todos los pacientes con este 

síndrome y con criptococosis son infectados con C. neoformans var neofonnens. 

B) Individuos aparentemente normales, en donde es probable que existan 

defectos en las defensas del huésped que predisponen a la infección. Este 

segundo grupo se encuentra afectado principalmente por C. neofonnans var 

gattii."." 

13 



2.4. DIAGNÓSTICO 

El diagnóstico de la micosis se basa en la determinación de C. neofonnans y I o 

en la demostración del antígeno criptocococico de algún líquido corporal, como 

líquido cefaloraquídeo (LCR), suero u orina. El resultado determinará la 

extensión de la infección y el tratamiento. El diagnóstico de laboratorio incluye: 

2.4.1. Toma de muestra, ésta dependerá del tipo de criptococosis de que se 

trate, siendo la obtención del material clínico determinante, por lo que se puede 

contar con muestras como LCR, biopsias, expectoraciones, lavados bronquiales, 

pus, sangre u orina. 

2.4.2. El procesamiento de las muestras, iniciará con un examen directo, 

mediante la utilización de hidróxido de potasio al 10 % y tinción de Gram, que es 

de poca utilidad, ya que no se pone en evidencia la cápsula de la levadura, 

pudiéndose confundir con otras. 

2.4.3. Tinción negativa usando tinta China; para demostrar la presencia de 

material capsular. Una técnica modificada, desarrollada en el Hospital General de 

México por Bonifaz y colaboradores, muestran que usando una gota de fucsina 

básica, (de Ziehl-Neelsen) sobre el frotis de LCR fijado a la flama, y 

posteriormentes teñido con tinta China como contraste; los resultados son 

buenos, observándose el cuerpo de la levadura de rojo a rosa y el halo 

correspondiente a su cápsula con un fondo negro.5  

2.4.4. Cultivo. Para lo cual se utilizarán, desde medios tradicionales para el 

aislamiento de hongos; hasta el uso de medios específicos de aislamiento como 

el de niger. La identificación de la levadura, se debe complementar con pruebas 

que ya anteriormente se han mencionado, como asimilación de nitratos, 

producción de ureasa, asimilación de carbohldratos.4  
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La determinación de la variedad por diferentes métodos: Medio de Canavanina-

Glicina-Azul de Bromotimol (CGB)IB, Utilización de D-Prolina como única fuente 

de nitrógenos  y la inhibición de la actividad de la ureasa por EDTA (ácido 

etilendiamin-tetracético)22, deben de ser considerados como un importante dato 

clínico y además epidemiológico, para el conocimiento de la variedad. Por lo 

tanto, el hecho de llegar a determinar la variedad de que se trate, mediante el 

uso de las técnicas antes mencionadas, puede llegar a convertirse en un dato 

importante para el foco de infección en la naturaleza, en México.Todo esto en 

paralelo con el diagnóstico inmunológico, mediante el uso de la prueba de 

aglutinación en látex, como el método serológico más confiable para el 

diagnóstico de la criptococosis . 

El fundamento de las tres pruebas de tipificación, para la obtención de la 

variedadad de C. neoformans, es el siguiente: 

2.4.5. Medio de Canavanina -glicina-azul de bromotimol 

La prueba se basa en diferencias bioquímica que presentan las dos variedades 

de C. neoformans. Contiene como única fuente de carbono y nitrógeno a la 

glicina; y un análogo de la arginina (canavanina) como inhibidor selectivo. Se 

adiciona azul de bromotimol, como indicador de pH. 

Las cepas de C. neoformans variedad gattii pueden utilizar la glicina como única 

fuente de carbono y nitrógeno, además no son inhibidas por la canavanina, 

mientras que la variedad neofonnans si lo es. 

La 	alcalinidad indicada por un cambio en el pl 1, refleja el resultado de la 

producción de amonlo, a su vez producto de la degradación de creatinina, que 

proviene de la utilización del análogo de la arginina, la canavanina.' 
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2.4.6. Inhibición de la actividad de la ureasa por EDTA 

Se basa en la reacción de hidrólisis de la urea, observada mediante el vire de un 

indicador (rojo de fenol), y un cambio de pH de neutro (amarillo) a alcalino ( rojo 

magenta), como reacción positiva. 

La utilización de EDTA, inhibe la actividad de la ureasa por cierto tiempo, En la 

variedad neoformans la actividad de la enzima es inhibida por menos tiempo que 

la variedad gattil ; por lo que al utilizar un caldo RUH modificado, inoculado con 

cepas que provengan de un cultivo de 46 horas de desarrollo en YEPG 

adicionado de EDTA, se observará el vire del indicador a las cuatro horas de 

incubación para la variedad neoformans, a diferencia de la variedad gaftii que lo 

presentará en un mayor tiempo.n  

2.4.7. Utilización de D-prolina como única fuente de nitrógeno 

Se basa en el hecho de que C. neoformans var gattii, puede utilizar como única 

fuente de nitrógeno a la 0-Prolina, a diferencia de la variedad neoformans que no 

lo hace.' 
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2.5. IMPACTO SOCIAL 

Por la importancia epidemiológica que C. neoformans ha venido cobrando al ser 

causante de infecciones micóticas sistémicas en hombres y animales; el conocer 

su distribución en la naturaleza y el hábitat natural para ambas variedades es 

fundamental para avances clínicos en un futuro. En México, Cervantes y 

colaboradores en 1988 y 1993, realizaron estudios con muestras clínicas, donde 

encontraron que la variedad que prevalece en esta área geográfica, es C. 

neoformans var gattii; es por ()Sto que el tener métodos de tipificación confiables 

para determinar la variedad de C. neoforrnans de que se trate, es importante. Los 

métodos utilizados para determinar la variedad de C. neoformans son: medio de 

CGEO, utilización de D-prolina como única fuente de nitrógeno8, e inhibición de la 

actividad de la ureasa por EDTA.n  En este trabajo se utilizaron los tres métodos 

de tipificación, persiguiendo de este modo: conocer la variedad de las cepas y 

como consecuencia de ello, determinar el método más confiable, además de 

lograr así, datos de importancia epidemiológica para México y de esta manera 

determinar la variedad que prevalece. Si bien, lo antes mencionado podrá llevar 

a estudios de investigación más profundos , sobre la variedad de C. neoformans 

que nos aqueje, tomando en cuenta que C neoformans se ha convertido en una 

de las micosis sistémicas más prevalentes. 
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3.OBJETIVOS 



OBJETIVOS 

3.1. Ojetivo General 

Tipificar cepas de C. neoformans, aisladas de casos clínicos. 

3.2. Objetivos Particulares 

1. Identificar la variedad de las cepas de C. neoformans aisladas, mediante la 

utilización de tres métodos: medio de canavanina-glicina-azul de bromotimol 

(CGB), inhibición de la actividad de la ureasa por EDTA y asimilación de 0-

praline como única fuente de nitrógeno. 

2. Determinar la variedad de C. neoformans que prevalece en los casos de 

criptococosis humana en México. 

3. Determinar cuál de los métodos para la tipificación de C. neoformans es el 

más confiable , de fácil lectura y elaboración. 
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4. PARTE EXPERIMENTAL 



MEDIO DE UREA DE 
CHRISTENSEN 

MUESTRAS POSITIVAS 

1 

TINCION NEGATIVA 
TECNICA MODIFICADA DE 

LA TINCION NEGATIVA 

DESARROLLO EN MEDIO SDA 

1 

CEPAS AISLADAS Y 
PURIFICADAS 

41.11~01.111.111~1•,,11~11••••••10191r111 111•1~11.11~11•111. 

OBTENCION DE MUESTRAS 
CLINICAS 

TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS 

MEDIO DE 
NIGER 

API.20C 

CEPAS DE C, ~rant 
OSTENCION DE GENERO 

Y ESPECIE 
• 

CG13 D-prollna Inhibición de la 
actividad de la tunca 

Cepas de C. neolonnans 
ver. genio ver neofonnans 

PARTE EXPERIMENTAL 

4.1. DIAGRAMA GENERAL DE TRABAJO 

* A algunas muestras se les corrió la prueba de patogenicIdad en ratón. 
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4.2. OBTENCIÓN DE MUESTRAS 

Se obtuvieron 40 muestras las cuales fueron obtenidas de diferentes hospitales 

ubicados en el Distrito Federal. Hospital General de México, Hospital Gea 

González de la Secretaria de Salubridad y el Centro Médico "La Raza", del 

Instituto Mexicano del Seguro Social. Todas las muestras procedían de pacientes 

residentes del Distrito Federal a excepción de una muestra que provenía del 

estado de Veracruz. Tabla 4.2.1. 

TABLA 4.2.1. LUGAR DE PROCEDENCIA DE LAS MUESTRAS. 

Institución de salud 
-...— 

No de cepas donadas 

Hospital General 33 

Hospital Gea González 2 

Centro Médico "La Raza" 5 

TOTAL 40 

Las muestras obtenidas fueron de pacientes hospitalizados. De los cuales se 

conto con la siguiente información: 

TABLA. 4.2.2 . CARACTER(STICAS DE LAS MUESTRAS PROCESADAS. 

Número de 

muestras 

Tipo de muestras Lugar de 

procedencia 

Observaciones 

22 LCR Infectologia HIV + 

15 LCR Infectologia HIV - 

1 Sangre Hematología Leucemia 

1 Sangre Neurología HIV - 

1 LCR Neumologia FIN - 

Total: 40 
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4.3. TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS 

Se realizó la observación microscópica de las muestras, para determinar la 

presencia de levaduras capsuladas; mediante la técnica de tinción negativa con 

tinta China. Las muestras fueron procesadas sin centrifugar, ya que se observó 

que no influía en la observación. 

4.4. AISLAMIENTO 

Después de la observación de las levaduras capsuladas, se procedió a la 

siembra de las muestras, de LCR en SDA, que se incubó a 37 °C durante un 

período de 24-48h. Un desarrollo en el medio de colonias convexas, mucoides, 

de color crema y con apariencia de leche condensada, eran presuntivas de 

colonias de C. neoforrnans." 

4.6. PRUEBAS DE IDENTIFICACIÓN DE GÉNERO Y ESPECIE 

Los cuarenta aislamiontos, fueron sometidos a la tinción de Gram, para 

determinar la presencia de levaduras y la pureza de las mismos. Además de 

realizarse nuevamente tinción negativa para todas las cepas. 

4.5.1. Desarrollo en medio de Niger 

Después de haber obtenido los resultados de las pruebas microscópicas por 

tinción negativa y de Gram, las cepas se resembraron nuevamente para tener un 

cultivo de 48h de crecimiento y de este se realizó una siembra por estría sobre el 

medio de niger, donde un crecimiento de colonias con apariencia vidriosa y de 

color café es considerado un desarrollo positivo a C. neoforrnans.ver  apéndice.  
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4.5.2. Prueba de ureasa 

Luego de la observación microscópica y macroscópica del medios de niger, se 

inició el desarrollo de pruebas de actividad bioquímica para la identificación de 

género y especie. Todas la cepas fueron sembradas sobre el medio de urea de 

Christensen e incubadas a 37 °C durante un periodo de 18-24h,Todo esto, a 

partir de cultivos recientes de 48 h de desarrollo en SDA.ver apéndice, 

4.5.3. Método estandarizado de identificación API-20C 

Las cepas que cumplieron con las pruebas antes mencionadas, fueron sometidas 

a la tipificación estandarizada por el método API-20C para deteminar, mediante 

la característica de asimilación de carbohidratos,, la especie de Cryptococcus de 

que se trataba. Ver apéndice. 

4.5. PRUEBAS DE IDENTIFICACIÓN DE VARIEDAD 

Siguiendo con la secuencia de tipificación, las cepas fueron sometidas a tres 

pruebas para determinar la variedad de C. neofolmans que les correspondía. Las 

pruebas fueron: 

4.6.1. Siembra en medio de CGB 

Partiendo nuevamente de un cultivo reciente de 48h de desarrollo, se inoculó 

estriando la superficie del medio se incubó de 48-72 h a 37 °C y se realizó la 

lectura. Un vire del indicador presente en el medio a azul , indica prueba positiva 

para la var gattii, mientras que si permanece amarillo indica positivo para la var. 

neofonnans.ver apéndice. 
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4.6,2. Inhibición de la actividad de la ureasa por EDTA 

Para la realización de la prueba, se preparó un nuevo cultivo, bajo las mismas 

condiciones antes mencionadas y se implementó la prueba de inhibición de la 

actividad de la ureasa por EDTA, como sigue: una asada en un cultivo en SDA, 

se inoculó en el medio de YEPG y se incubó a 37°C durante 48 h.,se tomó 

asada del crecimiento de este medio y se sembró en YEPG adicionado de EDTA 

(YEPGE) incubándose bajo las mismas condiciones. Del YEPGE se preparó una,  

suspensión al 1 de McFarland, en 2 ml. de solución salina fisiológica. La 

suspensión celular se pasó por el vortex y 1 ml de la suspensión se añadió a 1 

ml. de caldo RUH. La mezcla se colocó en baño de agitación a 37 °C ( 40 

oscilaciones/minuto). La lectura se realizó cada hora. El color rojo magenta se 

consideró una reacción positiva y el color amarillo una negativa.verapandice 

4.6.3. Asimilación de D-Prolina como única fuente de nitrógeno 

Partiendo de un cultivo reciente, se prepara el medio para la prueba como lo 

indica en el apéndice y se desarrolla la prueba. Se inocula sobre la superficie del 

medio, mediante una estría, que proviene de una suspensión en SSF al 1 de 

McFariand; para posteriormente incorporar los discos de D-prolIna al 20%. Se 

incuba a 37 °C durante 48-72h. y se realiza la lectura. Se considera una reacción 

positiva, en caso de presentar desarrollo alrededor dé los discos impregnados 

con D-prolina. 

Se debe mencionar que durante el proceso de tipificación, se utilizaron los cuatro 

serotipos de Evans (serotipos A,B,C y D), como controles para una buena 

interpretación de los resultados. 
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5. RESULTADOS 



RESULTADOS 

De las 40 cepas procesadas se obtuvieron que 27 de ellas fueron tipificadas 

como C. neoformans var. gattii, lo que corresponde al 57.5 %; 10 cepas, que 

corresponde al 25 % fueron tipificadas como C. neoformans var. neoformans y el 

resto que corresponde al 17,5% (7 cepas) fueron tipificadas como C. 

neoformanas, pero no pudo ser identificada la variedad. 

TABLA 51. CEPAS DE C. neoformans vari. gatti y var neoformas AISLADAS DE CASOS 
CLINICOS. 

Identificación de 

género y especie 

Variedad Tipo de muestras No de cepas (%) 

C. neoformans galtii LCR/HIV- 12(30%) 

C. neoformans gattii LCR/HIV+ 9 (22.5%) 

C. neoformans  gattii Sangre/HIV - 1(2.5%) 

C. neoformans gattii Sangre/Leucemia 1(2.5%) 

C. neoformans neoformans LCR/HIV• 7(17.5&) 

C. neoformans neoformans LCR! HIV- 3 (7.5%) 

C. neoformans IND LCRJHIV+ 6 (15%) 

C. neoforrnans IND LCR/HIV- 1 (2.5%) 

Total: 40 (100%) 

IND: Indeterminado. 
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TABLA 5 2. MÉTODOS UTILIZADOS PARA LA DIFERENCIACIÓN DE LAS VARIEDADES DE 
C. neoformans.  

Variedad CGB Inhibición de Asimilación No de cepas 

la ureasa de D-Prolina (%) 

gattii + - + 23(57.5%) 

neoformans - + • 10(25%) 

Total: 	33 (82.5%) * 

La información del resto de las cepas se desglosa en el cuadro 7 

TABLA 5.3. RESULTADOS DE CEPAS NO IDENTIFICADAS PARA LOS TRES MÉTODOS DE 
TIPIFICACIÓN. 

Identificaclon Variedad CGB Inhibicion 

de la ureasa 

Asirnilacion 

de D-Prollna 

No de 

cepas (%) 

C. neoformans IND 1 (2.5%) 

C. neoformans IND + + 6(15 %) 

Total: 	7 (17.5%) 

Total gral: 	40 (100%) 

A continuación se presentan una serie de fotografías de los resultados 

observados durante el desarrollo del trabajo experimental. 
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FIGURA 5.3 Cultivo de C. neoformans en medio de Sabouraud; Se observa 
el desarrollo de colonias limitadas, mucoides, convexsas, de color 
amarillento y de aspecto de leche condensada. 

FIGURA 5.4 Colonias de C. neofonnans en medio de semillas de Niger. 
Donde se muestran colonias de café oscuro, de aspecto vidrioso, con 
caracterlsticas de C. neofonnans. 
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DISCUSIÓN 

La metodología utilizada para el procesamiento de las muestras clínicas, fue 

sugerida por Staib (1963), ya que proporciona los elementos para el aislamiento y 

caracterización del género y especie de levaduras encontradas en las muestras 

clínicas estudiadas. De gran utilidad es el medio de Staib (niger), ya que permite 

de una manera clara, visualizar levaduras del género Cryptococcus, por la 

característica que tiene este de presentar una coloración café oscuro. El uso de 

sistemas estandarizados de tipificación, como lo es el sistema API-20C, confirmó 

las caracterización del género y especie. 

Para la identificación de las variedades de las 40 cepas estudiadas se utilizaron 

los métodos descritos por Kwon-Chung, CGB (1982)'8, D-prolina (1987)8  e 

inhibición de la actividad de la ureasa por EDTA (1987)n, observándose que en 

33 de las cepas, los resultados correlacionaron en forma exacta, sin embargo las 

7 cepas restantes mostraron discordancia entre los tres sistemas, por lo que se 

consideraron no tipificables. 

En nuestras manos, los tres sistemas para tipificar las variedades fueron 

efectivos en un 85%, siendo el CGB el método más confiable, práctico y fácil de 

efectuar, seguido por el de inhibición de la actividad de la ureasa por EDTA y 

siendo el de asimilación de la D-prolina el más problemático por las dificultades 

de su lectura. 

Un hallazgo importante durante el trabajo experimetal, fue que al inicio del 

experimento cuando utilizando pruebas patrón, como la de urea y cepas patrón, 

las levaduras aisladas de los casos clínicos no reaccionaron en forma adecuada, 

por lo que fue necesario en los casos en lo que esto sucedió, pasar las cepas por 

modelo animal ratón con el fin de estimular su metabolismo, debido a que habían 

permanecido por un período prolongado de congelación. 
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La variedad prevalente en las muestras analizadas fue la variedad gattii, esto 

corrobora lo informado por Cervantes, Salas y Segundo (ISHAM 1994 ). En la 

tabla 9.2, se puede observar que 23 cepas que corresponden a un 57.5% 

resultaron ser C. neofortnans var. gatti y 10 cepas un 25% fueron C. neoformans 

var. neofomas, haciendo un total de 33 cepas (82.5%). El resto, 7 cepas (17.5%) 

fueron consideradas intipificables, en 6 ellas se observa un comportamiento 

semejante, prueba de CGB positiva, inblbición de la actividad de la ureasa 

positiva y asimilación de D-prolina negativa ( tabla 9.3 ). Por lo anteriormente 

mencionado con respecto a los métodos utilizados para la tipificación de la 

variedad, podemos llegar a decir que estas cepas estarían clasificadas dentro 

de la variedad neoformans y la cepa restante por el comportamiento presentado, 

ser variedad gattii ( tabla 9.3 ). Pero estos no se podría asegurar, ya que por 

estar tratando con microorganismos biológicamente activos, la diversidad en su 

comportamiento también lo es. Es por esto que los métodos empleados para la 

tipificación de variedad de C. neoforrnans, quizá no sean lo suficientemente 

sensibles para englobar todas las características bioquímicas del metabolismo de 

el microorganismo en cuestion. 

Por otra parte, el origen de las 39 muestras es de pacientes del D.F. y sólo 1 

del estado de Veracruz; esto no nos permite sugerir distribución epidemiológica 

nacional. El hecho de que los pacientes en algunos de los casos fueran VIH 

positivos no modificó los porcentajes, esto está en contraposición de lo 

informado por otros autores( tabla 9.1) 

Todo esto nos lleva a investigaciones futuras, donde estas sean guiadas a la 

búsqueda del hábitat natural de la variedad prevalente en México. 
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7. CONCLUSIONES 



CONCLUSIONES 

1. Se determinó la variedad de las cepas de C. neoformans, mediante el uso de 

los tres métodos de tipificación: Canavanina-Glicina-Azul de Bromotimol (CGB), 

inhibición de la actividad de la ureasa por EDTA y asimilación de D-prolina como 

única fuente de nitrógeno; en un 82.5 % de las 40 cepas estudiadas. 

2. Se identificó a C. neoformans variedad, gattil como la que prevalece en los 

casos de criptococosis humana en México. 

3. De los tres métodos utilizados para la tipificación de la variedad de C. 

neoformans, el más confiable, de fácil lectura y elaboración fue el uso del medio 

de Canavanina-Glicina-Azul de Bromotimol. 

4. Se determinó que no existe relación entre la procedencia de las muestra y la 

variedad de C. neoformans obtenida. 
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APÉNDICE 



APENDICE 

8.1 Preparación de medios y reactivos 

8.1.1 PREPARACIÓN, Agar dextrosa Sabouraud, (SDA)4  

Mezcla de peptonas 	10 g. 

Dextrosa 	 40 g. 

Agar 	 15 g. 

Agua destilada 	 1000 ml. 

• Pesar 65g de agar comercial, agregar 1000 ml. de agua destilada. 

• Disolver por calentamiento. 

• Vaciar en cajas, tubos inclinados o como convenga. 

• Se esteriliza en autoclave a 151b, de presión , durante 15 minutos. 

• Vaciar en cajas Petri o en tubos inclinados. 

• Dejar solidificar. 

8.1.2 PREPARACIÓN. Medio de Niger 28'32. 

Semilla de Guizotia abyssinica ( Niger) 	50g 

Agar bacteriológico 	 15 g. 

Cloranfenicol 	 50.0 mg, 

Agua destilada 	 1000 ml. 
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• Macerar las semillas Hervir por 25 minutos en 250 ml. de agua destilada. 

• Filtrar a través de gasa o papel filtro. 

• Adicionar 15 g. de agar bateriológico. Aforar a un litro con agua destilada. 

• Esterilizar en autoclave a 15 lb. de presión por 15 minutos. 

• Enfriar a 50 °C aproximadamente y adicionar el cloranfenicol. Mezclar. 

• Vaciar en cajas Patri. 

• Dejar solidificar. 

8.1,3. PREPARACIÓN. Medio de urea de Christensen 31. 

• Disolver 29 g. de base urea en 100 ml. de agua desalada, se esteriliza por 

filtración ( poro 0.45 p m ). 

• Por otro lado, disolver 15 g. de agar purificado en 900 ml. de agua destilada, 

se esteriliza en autoclave a 15 lb. por 15 minutos. 

• Esperar a que se enfríe a una temperatura entre 50 y 55 °C y adicionar los 100 

ml. de urea filtrada, preparada anteriormente. 

• Mezclar y distribuir en tubos e inclinar. 

8.1.4. METODO ESTANDARIZADO DE IDENTIFICACIÓN. AP1-20C. 

• Colocar en baño María la ampolleta que contiene agar base nitrogenado, a una 

temperatura de 50-55 °C por 10 minutos, o hasta que se licue el medio. 

• La tira de carbohidratos se acondiciona en su cámara húmeda. 

• Inocular la ampolleta que contiene el agar base nitrogenado licuado, al 0.5 de 

MacFartand. 

• Homogeneizar la ampolleta y llenar los pozos de los carbohidratos. 

• Incubar a temperatura ambiente y realizar las lecturas a las 24, 48 y 72 hr. 
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8.1.5. 	PREPARACIÓN. MEDIO DE CANAVANINA-GLICINA-AZUL DE 
BROMOTIMOLI8  

Solución A. Glicina-L-Canavanina. 

Glicina 	 10 g, 

Fosfato de potasio 	1g. 

Sulfato de magnesio 	1 g. 

Tiamina-HCI 	lmg, 

Sulfato de canavanína 	30 mg. 

Agua destilada 	100 ml. 

El pH final de la solución A se ajusta a 5.6. Para esterilizar la solución se filtra a 

través de una membrana de 0.45 um de diámetro. 

Solución B. Solución Indicador. 

Azul de bromotimol 	0.4 g. 

Hidróxido de sodio 0.01N 	64 ml. 

Agua destilada 	 36 ml. 

Disolver el azul de bromotimol en la solución de hidróxido de sodio, 

posteriormente adicionar el agua. 

Para100 ml de medio. 

Agua destilada 	800 ml. 

Solución B 	 20 ml. 

Agar purificado 	20 g. 
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Esterilizar esta mezcla en autoclave; cuando el agar se encuentre a 50 °C 

aproximadamente, se agregan los 100 ml. de la solución A, preparada 

anteriormente; se mezclan y se sirven en cajas Patri. 

8.1.6. PREPARACIÓN. Caldo Urea rápido (Iltroth-RUH)" 

Urea 4 g. 

Extracto de levadura 0.02 g. 

Rojo de fenol 2 mg. 

Fosfato de potasio .0.273 g. 

Fosfato de sodio 0.285 g. 

Agua destilada 100 ml. 

Esterilizar por filtración a través de una membrana de 0.45 um. de diámetro. El 

pH final del caldo RUH es de 6.8. 

8.1.7. PREPARACIÓN . Medio Glucosa-Peptona-Extracto de levadura 
(YEPG)." 

Extracto de levadura 	3 g. 

Peptona 	 5 g. 

Glucosa 	 5 g, 

Agar purificado 	18 g. 

Agua destilada 	1000 ml. 

Esterilizar en autocalve a 15 lb. de presión por 15 minutos. 
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8.1.8. PREPARACIÓN. Medio Giucosa•Peptona•Extracto de levadura-EDTA (YEPGE)22  

A la formulación de YEPG, se le adicionan 0.034 g/I de EDTA. 

8.1.9. PREPARACIÓN. Medio Yeast•Carbon•Base (YCB) sin aminoácidos.8 

Vitaminas 

Biotina 	 2 µg. 
Pantotenato de calcio 	400 tig. 
Inositol 	 2 µg. 
Acido fálico 	 2 µg. 
Niacina. 	 400 µg. 
Acido p-aminobenzóico 200 µg. 

Hidróxido de piridoxina 	400 µg. 
Riboflavina 	 200 µg. 
Hidróxido de tiamina 	400 µg. 

Sales 

Acido bórico 	500 µg. 
Sulfato de cobre 	40 µg. 
Yoduro de potasio 	100µg. 
Cloruro férrico 	20011g. 
Sulfato de manganeso 	400 1.1g. 
Molibdato de sodio 	200 µg. 
Sulfato de zinc 	400 lig. 
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Fosfato de sodio 

monobásico 1g. 

Sulfato de magnesio 0.5g. 

Cloruro de sodio 0.1g, 

Cloruro de calcio 0.1g. 

Agar purificado 15 g. 

Agua destilada 1000 ml. 

El pH final del medio es 4.5. 

• Disolver las vitaminas en 20 ml de agua destilada y esterilizar por filtración, 

usar una membrana de 0.45 um de diámetro. 

• Los demás compuestos de la formulación, se disuelven en 980 ml. de agua 

destilada y esterilizar en autoclave a 15 lb. por 15 minutos. 

• Esperar a que se enfríe el medio a 50 °C aproximadamente e incorporar los 

20m1 de la solución vitaminada, preparada anteriormente. 

• Servir en cajas Patri. 

8.1.10. Discos impregnados con D•Prolina. 

• Preparar una solución de D-Prolina al 20 % en agua destilada . 

• Cortar discos de papel filtro e impregnarlos con la solución anterior. 

• Los discos impregnados se conservan en refrigeración a 4 °C. 
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8.2. TECNICAS DE TINCIÓN 

8.2.1. TINCIÓN DE GRANO 

• Colocar una gota de agua en una laminilla limpia y desengrasada. 

• Suspender la muestra en el agua y esperar a que seque al aire. 

• Fijar a la flama. 

• Teñir por 1 minuto con cristal violeta. 

• Lavar con agua. 

• Agrerar una gota de lugol. 

• Lavar con agua. 

• Decolorar con alcohol-acetona. 

• Teñir con safranina por 1 minuto. 

• Secar al aire. 

• Observar al microscopio. 

8.2,2, TINCIÓN NEGATIVA 32. 

• Colocar una gota de tinta China en una laminilla limpia. 

• Suspender la muestra en la tinta mediante una asa. 

• Cubrir con un cubreobjetos. 

• Observar al microscopio con el objetivo de 40X. 

8.3 PRUEBA DE PATOGENICIDAD EN RATÓN" 

Se inoculan ratones jóvenes, aproximadamente de 3 semanas de edad, por vía 

intratecal. 
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Se prepara una suspensión de levaduras en solución salina fisiológica estéril , de 

un cultivo de 48h de crecimiento; se realiza un conteo celular y se realizan las 

diluciones pertinentes para obtener una concentración celular igual a 15 000 

cel/ml. 

Utilizando una jeringa para insulina, aspirar 0.02 ml de la suspensión celular. 

Anestesiar el ratón con éter o cloroformo, colocar los dedos índice y pulgar de la 

mano izquierda sobre las orejas, para inmovilizar la cabeza y limpiar la piel con 

alcohol. 

Un poco hacia la línea media a través del cráneo, la aguja se inserta lentamente 

rotando la jeringa como un pequeño taladro hasta que se perciba un pequeño 

estirón de la aguja. Empujar lentamente el émbolo de la jeringa para la 

Inoculación. 

La infección se manifiesta entre los 8 y 15 días siguientes a la iniculación; 

provocando en los ratones alteraciones en su comportamiento. La muerte 

instantánea o durante las primeras 48h, se debe a traumatismo causado por la 

inoculación. 
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