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RESUMEN.

Se realizdé el estudio taxondmico de 25 cepas de Cryptococcus sp aisladas de
pacientes en el Instituto de Diagndstico y Referencia Epidemioldgicos (INDRE).
Las pruebas de laboratorio incluyeron el estudio de las propiedades morfolégicas
macro y microscopicas, el uso de pruebas bioquimicas con azticares y
aminoacidos (glucosa, maltosa, lactosa, rafinosa, galactosa, xilosa, trealosa,
celobiosa, urea, glicina y prolilna), el efecto deé algunos inhibidores
(ciclohexamida, L-canavanina y EDTA) asi como el uso de un anticuerpo
monoclonal comercial en una reaccion de aglutinacion con latex. Las pruebas
incluyeron también el uso de dos cepas de referencia de Cryptococcus
neoformans y en la prueba de aglutinacion con latex se evaluaron reacciones
cruzadas con especies de Candida, Rhodotorulay Trichosporon sp.

Los resultados revelaron que todas las cepas corresponden a la especie
Cryptococcus neoforrmans. lLas caracteristicas mas Utiles y confiables fueron la
presencia de capsula (100%), la formacion de pigmento en el medio de Staib
(96%), asimilacion de urea (96%), aglutinacion con latex (92%).

Las pruebas bioquimicas con azucares presentaron gran diversidad y no
obstante que existe un patrén bioquimico definido para la especie Cryptococcus
neoformans, estas pruebas presentaron un margen de error entre el 4 y el 72%,
considerando que las pruebas de galactosa, xilosa y trealosa no son confiables

para su identificacion.

Las pruebas bioquimicas para diferenciar las dos variedades (glicina, prolina,
acido succinico e inhibicion de la ureasa) delataron resultados muy ambiguos.
Las pruebas mas confiables fueron la hidrdlisis de glicina e inhibicion de la
ureasa, donde 14 cepas tuvieron similar comportamiento y una cepa mostrd
diferencias. La comparacion de las otras pruebas con estas, reveld para el acido
succinico una aceptacion del 57% y para la prolina sin inhibidor del 36% y con
inhibidor del 43%.

El uso por primera vez de un anticuerpo monocional comercial para la

identificacion de cepas reveld un porcentaje de confiabilidad bastante aceptable
92%, identificando 23 cepas de las 25 estudiadas. Cabe sefialar que en este
grupo de 25 cepas, se encontraron 2 mutantes una que no hidroliza la urea y otra
que no produce pigmento en el medio de Staib, estas cepas finalmente se
identificaron como Cryptococcus neoformans.

El uso del anticuerpo monoclonal de muestras clinicas reveld una excelente
sensibilidad y especificidad. En 16 muestras de liquido cefalcrraquideo la prueba

fue positiva en 4 casos, en los que el examen microscdpico y cultivo también
fueron positivos. En 9 casos de meningitis bacteriana la prueba fue negativa.
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Los resultados obtenidos cambian el panorama que se tiene de la criptococosis
en México. La variedad predominante es neoformans y no gatti. En este trabajo
no se encontré ninguna otra especie del género Cryptococcus. La asociacion de
Cryptococcus neoformans en pacientes con SIDA no es tan alta como en otros
paises. La identificacion de Cryptococcus neoformans y sus variedades implica
un gran nimero de pruebas de laboratorio.
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2.INTRODUCCION.

2.1 Sinonimia.

Blastomicosis europea, torulosis, enfermedad de Busse-Buschke. (1,5,19,29)
2.2 Definicion.

Es una micosis de curso subagudo. o crénico, que afecta'—tant'o'al. hombre
como a los animales, causada’ por -un - hongo ' levaduriforme  oportunista,
Cryptococcus neoformans, se adquiere por via respiratoria’y: és. pulmonar, en un
S0%, afecta visceras, musculo, piel, hueso y mucosas; tiene: afinidad por el
sistema nervioso central. (1, 19,21,29) : i ’

2.3 Antecedentes.

En 1894, Sanfelice, en Italia, aisld del jugo de durazno una levadura
capsulada que la denomind Sacharomyces neoformans, con el que observo
experimentalmente diversas lesiones en animales de laboratorio. En ese ano en
Alemania, Busse y Buschke, informaron el aisltamiento del hongo a partir de una
lesion sarcomatosa, observando la diseminacién del microorganismo en higado,
pulmon, bazo, rindn y huesos; el agente etioldgico lo clasificaron como
Sacharomyces hominis. La primera denominacion de Cryptococcus, se debe a
Vullemin (1901), quien estudid la morfologia y caracteristicas de la cepa,
comprobd que no tenia la capacidad de formar ascosporas, como lo hace el
género Sacharomyces y por lo tanto la {lamé Cryptococcus hominis.
Posteriormente se le llamd Torula histolytica y Torula neoformans, por lo que se
Ilamoé a la enfermedad torulosis; finalmente fue reclasificada como Cryptococcus
neoformans. Kwon-Chong (1975-1976) descubrio dos estados perfectos
basidiosporados denominados Filobasidiella neoformans y Filobasidiella
bacillispora. (5,19,29)

2.4 Taxonomia.

A C. neoformans se le ha encontrado dos estados perfectos o teleomorficos,
que corresponden a basidiosporas y se denominan Filobasidiella neoformans y
Filobasidiella bacillispora. (5) (cuadro No. 1)
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Cuadro No. 1
Clasificacion Taxondmica de C. neoformans.

Fase Asexuada Fase Sexuada
Clase Deuteromycetes Basidiomycetes
Subclase Blastomycetidiae Teleomycetidiae
Orden Cryptococales Ustilaginales
Familia Cryptococdceae Ustilaginaceae
Género Cryptococcus Filobasidiella &
Filobasidium
Especie neoformans . neoformans
Variedad neoformans o gattii neoformans O gattii

2.5 Aspectos Epidemioldgicos.
2.5.1 Distribucion Geografica.

La criptococosis es una enfermedad cosmopolita.(1,5,19)

2.5.2 Fuente de Infeccion y Habitat.

Se encuentra en frutas citricas como  duraznos, peras, etc., vegetales en
descomposicion. Se ha aislado en leche, aunque los productos lacteos no tienen
relacion con infecciones en el ser humano, debido a que el microorganismo
muere a 45°C durante el proceso de pasteurizacién. (5,19)

Su habitat mas importante es el guano de aves como pichones, palomas
(Columba livia), gallinas, etc., obteniéndose hasta un 69% en los aislamientos,
asi como de suelo contaminado por el guano de las mismas; C. neoformans no
es considerado como un hongo norma!l del suelo. Las palomas y diversas aves
se convierten en hospederos o vectores indirectos que mantienen al
microorganismo, pero no adquieren la enfermedad; esto se atribuye a su
inmunidad natural y a la temperatura corporal que es de 40-42°C, a la cual C.
neoformans se puede reproducir, pero es poco virulento. La levadura provoca
una infeccidn asintomatica en el intestino, por 1o que el guano sale infestado del
hongo y se puede mantener en el medio ambiente, en especial si persiste cierta
humedad, debido a que el guano es alcalino y tiene gran cantidad de compuestos
nitrogenados, mantienen viable al microorganismo por mucho tiempo. (5,19,29)
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2.5.3 Via de Entrada.

A partir del suelo e! hongo es diseminado a través del aire, llegando.a.tracto
respiratorio, donde origina en el pulmoén un foco primario. Puede ingresar
también por via oral, pero la lisozima salina y el pH del estémago lo inactivan.
(5.19) . -

2.5.4 Sexo, Edad y Raza.

La criptococosis es mias frecuente en el sexo masculino, que en el femenino; se
presenta en todas las edades, pero especialmente entre los 30 y 50 anos. No
existe predileccidn por raza alguna. (1,5,19,21)

2.5.5 Ocupacion.

Los trabajadores de establos, gallineros y palomares estan mas expuestos a C.
neoformans, sin embargo la enfermedad es poco frecuente en ellos, ya que se
requiere de factores predisponentes, en especial de una severa
inmunodepresion. (5)

2.5.6 Factores Predisponentes.

El! padecimiento se presenta en pacientes con enfermedades debilitantes como
diabéticos, desnutridos, leucemias, linfomas, sarcomas, enfermedad de Hodgkin,
SIDA, asi como los que estan bajo tratamiento con antibidticos, glucocorticoides
o inmunosupresores, o bien con trasplante de 6rganos. (6,9,18,19,27)

2.6 Patogenia.

La criptococosis pulmonar se inicia por la inhalacién de las levaduras que
llegan hasta los alvedlos, pasando las vias respiratorias, generando asi el
primocontacto pulmonar, que suele ser subclinico o asintomatico, no genera
respuesta inflamatoria. C. neoformans, para entrar al espacio alveolar y
establecer la infeccion, produce formas viables vegetativas deshidratadas,
células levaduriformes o basidiosporas con un diametro de 2.5um a 10um. Al
ser fagocitados por los leucocitos se rehidratan y adquieren el polisacarido
capsular caracteristico, para evitar ser digeridos. El componente
glucoronoxilomanana (GXM) de la capsula, interfiere en la fagocitosis por la
formacion del complejo antigeno-anticuerpo, previniendo la unidn del anticuerpo
a la capsula, y disminuye ademas el nimero de receptores de superficie sobre
los macrofagos. Al no existir umna adecuada defensa celular, (células
mononuclares, linfocitos, histiocitos, etc.), C. neoformans prolifera rapidamente
diseminandose por via linfatica y hematdgena con predileccion del sistema
nervioso central, en donde el liquido cefaljorraquideo es deficiente de un factor
fungicida denominado factor anticriptococésico: las lesiones se desarrollan en las
meninges y afectan los nervios craneales, tallo cerebral y cerebelo, provocando
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una meningitis cronica, que a partir de ello se disemina a vxsceras piel y huesos.
(5,19,29)

2.7 Formas Clinicas.

2.7.1 Criptococosis Pulmonar.

La criptococosis pulmonar cursa . de manera asintomatica (85%), solo es
detectada a través de un examen radiologico. La enfermedad se localiza de
manera bilateral confinada al Iébulo:superior. Su sintomatologia es un cuadro
gripal, acompanado de tos,.temperatura y dolor pleural; cuando el proceso se
intensifica, la fiebre es mas constante, hay pérdida de peso, astenia, adinamia,
tos con esputo mucoso. Pocas veces se observa la formacidon de criptococomas.
(5.19,29)

2.7.2 Criptococosis del Sistema Nervioso Central.

Es la mas frecuente, se origina a partir: del foco pulmonar por diseminacion
hematégena. El neurotropismo de C. neoformans se atribuye a la falta del factor
anticriptococosico en LCR, asi como a la presencia de sustancias que estimulan
el crecimiento como la asparagina y creatinina. La criptococosis en el SNC se
presenta en 3 formas:

aj)Meningitis (97%). Se manifiesta en forma cronica y gradual, con cefalea
intensa, dolor de las orbitas oculares, fiebre constante pero no intensa (38°C),
rigidez de la nuca y dolor. Conforme se vuelve cronica el paciente presernta
vomito constante, vértigo, delirio, alucinacidn, irritabilidad, convulsiones, pérdida
temporal de la memoria. Cuando el padecimiento progresa rapidamente, se
manifiesta por pérdida de peso, astenia y adinamia, dando paso al coma y por lo
regular el paciente muere por insuficiencia respiratoria. (5,29)

b)Meningoencefallitis (2%). Es rara, de curso agudo y fulminante, se presenta
en pacientes con severa inmunodepresion, como pacientes sidosos 0 los que
estan sometidos a corticoterapia (trasplantes). (5)

c)Criptococomas (1%). Granulomas criptococales, conformados por masa
fungica que se desarrolla en el cerebro, en forma de abscesos; los pacientes
presentan cefalea, vomito, nausea, convuisiones y por la compresidon cerebral
medular se generan diversas manifestaciones oftalmicas. Es grave su curso,
migra facilmente al coma, paro respiratorio y muerte. (5,29)
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2.7.3 Criptococosis Cutanea.

a)Cutanea Primaria. Se inicia por la inoculacion del hongo por via cutanea, a
través de una soluciéon de continuidad, formandose un complejo primario,
constituido por linfangitis y adenitis; dependiendo del estado inmune del paciente.
Se manifiesta en forma de lesiones nédulo-granulomatosas en miembros
superiores e inferiores. (5,19) :

b)Cutanea Secundaria. Es mas comun, -se origina. por

hematégena o linfatica de criptococosis pulmonar y/o meningea. - Se presenta en
cara, cuello y miembros, con lesiones’ papulomatosas, acneiformes, abscesos,

ulceras y lesiones verrucosas. Tiene mal prondstico. (5,19)

la diseminacién

2.7.4 Criptococosis Osea.

Es frecuente, se origina de focos pulmonares o meningeos, con predileccién
por huesos largos (fémur, tibia, esternon, etc.), huesos craneales y vértebras;
afecta articulaciones, puede originar fistulas que salen a piel y drenan un material

seropuruiento mucoide, con intenso dolor dseo. (5,19)

2.7.5 Criptococosis Diseminada.

Se presenta en pacientes severamente inmunosuprimidos, en ellos invade
practicamente todos los organos, como higado, intestino, bazo, corazon, etc;

observandose lesiones granulomatosas. (5,19)

2.8 Diagnéstico Diferencial.

neumonias por gramnegativos,

Tuberculosis,
paracoccidioidomicosis,

a)Criptococosis Pulmonar.
blastomicosis,

coccidioidomicosis, histoplasmosis,
candidosis y carcinomas.

b)Criptococosis del SNC. Tuberculosis, neoplasias, meningitis bacteriana,
enfermedad degenerativa del SNC.

c)Criptococosis Cutanea. Esporotricosis, acne,
tuberculosis, coccidioidomicosis y paracoccidioidomicosis.

micobacteriosis atipica,

d)Criptococosis Osea. Osteomielitis, osteosarcomas, coccidioidomicosis y
paracoccidioidomicosis.

e)Criptococosis. Diseminada. Tuberculosis, coccidioidomicosis, histoplasmosis y
paracoccidioidomicosis. (5,19)
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2.9 Agente Etiologico.

Existen varias especies del género Cryptococcus (C. neoformmans, C. albidus,
C. laurentii, C. terreus, C. uniguttulatus), que son similares macroscodpica y
microscopicamente entre si y que deben diferenciarse por pruebas fisiologicas y
térmicas (cuadro No. 2), de las cuales, la considerada como patégeno es C.
neoformans. Esta levadura se caracteriza por la presencia de una capsula
compuesta principalmente por polisacaridos de xilosa, manosa y acido
glucuronico; la cual es responsable de la virulencia. Presenta ademas diferentes
determinantes antigénicos, los que han separado la especie en dos variedades,
con dos serotipos cada una: C. neoformans var. neoformans (serotipo Ay D), C.
neoformans var. gattii (serotipo B y C) (cuadro No. 3). Ambas variedades
presentan una distribucion y habitat especifico. La variedad neoformans ha sido
aislada de excretas de palomas (Columba livia), frutas, productos lacteos, suelo,
en menor frecuencia en otras excretas de aves y abono (2,7,9,18,19) mientras
que la variedad gattii se ha aislado a partir de Ewucalyptus camaldulensis y
Eucalyptus tereticornis. (18,24)

Las dos variedades de C. neoformans, se encuentran distribuidas
ampliamente en el mundo, en los Estados Unidos, el serotipo mas comun es el
tipo A, mientras que el serotipo D se encuentra en la mayor parte de Europa y
otras regiones de clima templado. El serotipo B en regiones tropicales y
subtropicales (Sudeste de Asia) y el serotipo C predomina en el sur de California.
(1,2,8,14,18)

2.9.1 Factores de virulencia.

La severidad de la enfermedad del huésped resuita de la combinacion de
diversos factores de virulencia, asi como del estado de resistencia inmune. C.
neoformans presenta un gran numero de factores de virulencia, los cuales son:
capsula, productos criptococales, produccion de melanina, produccidon de manitol,
factores potenciales como superoxido dismutasa, proteasas, fosfolipasa B y
lisofosfolipasa. El polisacarido capsular y los productos criptococales son
probablemente los factores de virulencia dominantes. (7)

a)Capsula.

C. neoformans tiene una cdpsula compuesta principalmente de polisacaridos
de elevado peso molecular, cuyo elemento principal es 0-1,3-D-manopiranosa con
residuos simples de (-D-glucuronopiranosil y O-D-xilopiranosil ligados; estos
polisacaridos son referidos como glucoronoxilomanana (GXM). Esta evidencia
indica que la capsula es la clave de los factores de virulencia para C. neoformans,
las especies mutantes sin capsula son tipicamente avirulentas. (7)

b)Productos Criptococales.

En la criptococosis diseminada, Ios niveles medibies de productos criptococales
estan presentes en los fluidos corporales de los pacientes, dichos productos son el
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GXM (componenle criptococal ;. mayor), : galactoxilomanana: (GalXM) y
manoproteinas (MP) ejerCIendo efectos adversos sobre las defensas del huésped.
lnhlblendo la mugrac:on de leucoc:tos hac:a los sitios de inflamacion aguda. (7)

c)Producc:on de melanina.

Una caracteristica para diferenciar los' aislamientos patogenos - de Ios no :
patégenos de C. neoformans, asi como de otras especies de Cryptococcus; es |a
habilidad del organismo para producir un pigmento café sobre el medio. que
contiene compuestos difendlicos (agar Staib). Este pigmento es un compuesto
melanico cort actividad de fenoloxidasa, y es considerado como un factor de
virulencia. (7)

La sintesis de melanina es consumada por la conversion de cada dihidroxifenol;
de tal modo que, el 3,4-dihidroxifenilalanina (DOPA) se convierte en dopaquinona,
reaccion catalizada por fencloxidasa, la dopaqguinona a su vez se convierte en
dopacroma y por autooxidacidn se produce la melanina; estos dos ultimos pasos
son espontaneos. (7)
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Sintesis de melanina por C. neoformans.

La melanina depositada en la pared celular de C. neoformans inhibe la
induccion de respuesta inmune.

d)Producciéon de manitol. .

La produccién de D-manitol contribuye a la.supervivencia de C. neoformans en
el huésped. Existen dos medios por los cuales la produccidon de manitol
contribuye a la patogénesis:

1.- Las elevadas concentraciones de D-manitol en el SNC originan edema
cerebral.

2.- El manito! como aporta radicales hidroxilo, protege a la levadura de dafos
oxidativos. (7)
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e)Superox:do Dismutasa. ..
La enzima superdxido dlsmutasa (SOD) se produce en. mayor cantudad cuando
la levadura es crecida a 37°C, para compensar:la: pos:ble disminucion:enla
sintesis de melanina a esta temperatura ‘Se’ cree.que pamcnpa Ten’ Ia aportaciéon
de radicales libres, sin embargo no se conoce cémo'intervi
C. neoformans. (7) S

f)Proteasas. SRR

La proteasa digiere protemas del plasma human y:tam| giere caseina,
sirviehdo como un mecanismo de virulencia, ya. qu nicia: una: invasion de los
tejidos del huésped. (7) h =

g)Fosfolipasas. SR S
La fosfolipasa y la lisofosfolipasa producidas por: C.. neoformans, rompen
membranas celulares del huésped y penetran hacia los tejidos; sin embargo no se
ha establecido el papel que desempefnan en la virulencia de C. neoformans. (7)
2.10 Diagndstico de Laboratorio.
2.10.1 Tipo de muestra.
Depende de la forma clinica de criptococosis, por lo que pueden ser muestras
de expectoracion, lavado bronquial. LCR, exudados, biopsias, suero, orina, cortes
de tejido. (5,29)

2.10.2 Examen IT\ICI"OSCOpICO directo.

Debido a: que se: puede confundir con Candida sp o con otros hongos
levaduriformes; se:utiliza tinta china para observar la presencia de capsula, como
un halo transparente ‘alrededor de la célula levaduriforme. La levadura llega a
medir de 15 a 20 uy de diametro, la capsula mide hasta 3 veces el tamano de la
levadura. (5,29)

2.10.3 Cuiltivo.

Los medios de cuitivo mas utiles son agar dextrosa Sabouraud libre de
ciclohexamida, extracto de levadura y agar BHi. E! desarrollo se obtiene de 2 a
3 dias a temperatura ambiente o a 37°C, forma colonias mucoides brillantes de
color crema, limitadas. Se recomienda usar también el medio de Staib, en el cual
las colonias presentan un color café caracteristico, debido a que transforma el
acido cafeinico que contiene la semilla en un compuesto polimérico similar a la
melanina. Es un medio selectivo para C. neoformans. (5,19)
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Cuadro No. 2.

PROPIEDADES BIOQUIMICAS DE ESPECIES DE

‘Cryptococcus.

Propiedad C. C. albidus C. laurentii | C. gastricus C. terreus

neoformans
Produccion
de ureasa + + + + +
Crecimiento
a 37°C + - +/= - +/-
Crecimiento -
a 40°C + - 4 - -
Utilizacion
de KNO3 - + : - - +
Virulencia
en raton + ~ - - -
Prod. de
pigmento en + - - - +/-
medio Niger
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Cuadro No. 3

CARACTERISTICAS DIFERENCIALES DE LAS VARIEDADES neoformans Y

gattii DE Cryptococcus neoformans.

( Caracteristica C. neoformans var. [ C. neoformans var.
neoformans gattii

| Forma T ovoide I oblonga |

N Cultivo a 27°C I + I +/- j

{ Cultivo a 30°C { + T + ]

l} Acido malico 1 = ] + ]

[ Acido fumarico { - | + |

I Acido _succinico T - T + |

| Creatinina T - T + ]

[ D-prolina | — | + 1

[ D-triptéfano i - T +

| Glicina I -~ | +

[~ Poder patogeno (raton) | fuerte | debil

1 Serotipos 1 AyD By C

[ Teleomorfos Variedad Variedad

Filobasidiella neoformans neoformans bacillispora
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2.10.4 Crecxmlento a 37°C.

La ldentlﬁcaclon de la especna de c. neoformans tiene  como ‘base el
crecimiento a 37°C; en cualquier medio de cultivo para su al_slami‘entp.;(1 7,22)

2.10.5 Pruebas Bioquifhidas.

anograma
El genero Cryptococcus no fermenta ningun azucar Est prueba stablece la
separacion con otros géneros de levaduras de |mportanc1a medlca
{(cuadro No. 4) (3,5,13,16) i

Auxonograma,

El perfil baoquim:co de carbohidratos para C. neoformans y poder dlferenmarla
de las otras especies es: asimilacion de glucosa, galactosa, sacarosa, maltosa,
trealosa, ramnosa, en ocasiones rafinosa, pero no lactosa. (cuadro No. 4) (5,19)

Hidroliza la urea, con |a subsecuente produccidén de carbonato de amonio,
utiliza el inositol, asimila la glicina (2,3,18,19)

2.10.6 Pruebas inmunoldgicas.

a) Agiutinacién con particulas de latex. Se utiliza para determinar antigeno de
C. neoforrmans en suero y LCR, agregando un anticuerpo anti-Cryptococcus
unido a particulas de latex. Es sumamente segura para el diagnostico de
Cryptococcus (con sensibilidad del 90%). La prueba puede originar falsos
positivos en una infeccion diseminada por Trichosporon beigelii. (4,6,13,15,34)

b) Inmunofiuorescencia indirecta. Se utiliza para detectar la presencia de
anticuerpos en suero. (1,5,29)

c) ELISA. Es la prueba mas sensible para la busqueda de anticuerpos.

d) Intradermorreaccion. No tiene valor diagndstico porque se han reportado
cruces inmunoldgicos y solo se utiliza con fines epidemioldgicos. (13,26)

Las pruebas seroldgicas inmunodifusion, contrainmunoelectroforesis y fijacion
de complemento, no se recomiendan debido a que en estas pruebas la
sensibilidad para detectar anticuerpos anti-Cryptococcus es baja. (4,19)
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2.10.7 Histopatologia.

En la piel se genera una reaccion celular: leve,  encontrandose - linfocitos,
eosindfilos, histiocitos y células gigantes. En cerebro predominan lesiones liticas
con cavidades y en pulmones la fibrosis. Los cortes de tejido deben colorearse
por las técnicas de PAS y Gomori-Grocott. - Se pueden confundir con cuerpos
amiloides de la médula espinal. (5,19,30) .

2.10.8 Susceptibilidad e Inoculacion en animales.

El animal mas susceptible es el ratéon blanco; para originar la enfermedad se
prepara una soluciéon salina con 106 microorganismos por mililitro, y se inocuia
por via intracerebral 0.02 a 0.04 ml, por via intravenosa 0.2 ml, por via
intraperitoneal 0.5 ml; causando enfermedad generalizada letal en 8 a 30 dias;
sin embargo no se utiliza como procedimiento de diagndstico. (5,19,21)

2.11 Tratamiento.

E! antimicdtico mas activo en el tratamiento de la criptococosis es la
anfotericina B, la cual debe ser administrada a una dosis diaria de 0.5 a 0.7
mg/Kg de peso. También se emplea 5-fluorocitosina a una dosis de 150 mg/Kg
diarios por via oral. Los azoles, ketoconazol e itraconazol a dosis de 400 y 200
mg/dia respectivamente, son ttiles en casos pulmonares o cutaneos puros; el
fluconazol es un antimicotico alterno que se utiliza a la dosis de 50 a 150 mg/Kg
diarios, que a diferencia de los otros dos atraviesa la barrera meningea y provoca
pocos efectos secundarios.

Los mejores resultados se obtienen mediante la combinacién de anfotericina B
con 5-fluorocitosina, o bien la combinacidn de anfotericina B con fluconazol.

El tiempo de terapia fluctia entre 4 y 6 meses, con un alto indice de recidivas.

El éxito terapéutico depende de la rapidez con que se dé el diagndstico y del
estado del paciente. (1,5,19)

2.12 Prondstico.

Las formas primarias pulmonar y cutanea pueden curar solas; hay formas

cutaneas y oseas cronicas, lentamente progresivas; los casos meningeos y en
pacientes con SIDA son letales, con mortalidad de 75 a 100%. (5,29)
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Cuadro No. 4

CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DE ASIMILACION Y FERMENTACION DE
CARBOHIDRATOS DE LAS ESPECIES DE Cryptococcus.

ASIMILACION

FERMENTECION

GLU MAL SAC LAC GAL TRE

ESPECIE GLU MAL SAC LAC GAL CEL INO XiL_RAF TRE
C. neoformans + + + - + v + v + - - - - - -
C. uniguttulatus | + “+ + - v - + v v - - - - - -
C. albidus + -+ + - v + + o+ v - - - - Z -
C. laurentii + + o+ + + o+ + ‘vf: + - - - - - -
C. terreus + + - Vv - - - - - -

V: variable
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3. OBJETIVOS.

Obtener cultivos monospéricos de las cepas para tener cultxvos puros y evitar
asimilacion variable de substratos.

b. Estudiar las propiedades bioquimicas de cepas de Cryplbcoccus sp aisladas
de pacientes en el INnDRE. Para determinar Ias pruebas mas sensibles y
confiables en la determinacién de especie. T 3

Determinar las variedades de la especie de Cryptococcus neoformans en las
cepas aisladas. :

d. Evaluar el anticuerpo monoclonal comercial (Pastorex Cryptococcus) para la
identificacion de C. neoformans a través de una reaccién de aglutinacion con
iatex. Valorar su especificidad con los géneros Candida, Trichosporon y

Rhodotorula.

Determinacion; de ;antigeno de C. neoformans en liquido  cefalorraquideo
(LCR) por:aglutinacion:con latex y comparacién con el examen microscopico
tinta china, . cultivo.-en: pacientes con criptococosis y con infecciones
bacterianas del sistema nervioso central.
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4. HIPOTESIS.

El uso de anticuerpos monoclonales  comerciales .en - reacciones.  de
aglutinacion con latex, puede ser:  una' prueba:sensible y especifica para la
identificacion de cepas C. neoformans. . : . X [
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- 5. JUSTIFICACION.

C. neoformans es el segundo hongo oportunista que mas
afecta a los pacientes con SIDA. El hongo se encuentra ampliamente distribuido
en la naturaleza (excretas de palomas (9.5%), frutas (9.5%), vegetales (4.2%) y
Eucalyptus camaldulensis). En la ciudad de México han proliferado gran cantidad
de palomas y también se ha incrementado la poblacién con factores oportunistas
(diabetes mellitus, cancer, SIDA), los que condicionan un mayor riesgo de
infeccion por este hongo.

Esta  investigacion contribuira a obtener un mayor
conocimiento sobre la variedad que predomina de C. neoformans en México, asi
como también permitira establecer medidas para el control de las fuentes de
transmision.

Existen también problemas en el diagndstico e identificacian
del hongo por lo que hemos considerado que el uso de anticuerpos monoclonales
comerciales, puede solucionar en gran parte este problema. Estos reactivos
tienen algunas desventajas (tiempo limitado de caducidad, elevado costa), es por
ello que deben aprovecharse al maximo. En éste trabajo los anticuerpos
monoclonales, ademas de usarlos en el diagndstico y evaluar su especificidad, los
usaremos para la identificacion de cepas de Cryptococcus sp.

[§]
W
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6. MATERIAL Y METODOS.
6.1.- Material Biologico.

6.1.1 Cepas:

a) 2 cepas de referencia de C. neoformans, var neoformans.v ;
National institute of Health, Bethesda, MA. USA (5601 Duke University,
Durham, NC. USA (5602). :

b) 25 cepas de Cryptococcus sp, aisladas de muestras de: LCR (22)
sangre(1), piel (2), de pacientes con crlptoco ;

c) 12 cepas de Trichosporon sp. £

d) 7 cepas de Candida (C. albicans, C. krusei, C. /us:tanlae C.
C. tropicalis, C. kefir, C. zeylanoides) ’

e) 4 cepas de Rhodotorula (R, rubra, R. glut't/nls R araucanae, R. graminis).

guilliermondii,

6.1.2 Muestras clinicas.
a) 16 muestras de LCR de pacientes con diagndstico presuntivo de
criptococosis. Proporcionadas por el InDRE.
b) @ muestras de LCR de pacientes con diagndstico de meningitis bacteriana.
Proporcionadas por el hospital La Raza.

6. 2.-Obtencion de cultivos monospdricos.

6.2.1 Sembrar en un tubo de medio SDA (inclinado) la cepa de Cryptococcus sp
e incubar a 30°C por 48 horas.

6.2.2 Hacer una suspension de la levadura en SSFe 6 agua estéril, hasta lograr

una similitud con el tubo 0.5 de Mc Farland.

6.2.3 Tomar con el asa un indculo de la suspensidn de la levadura y estriar en

placa con medio SDA.

6.2.4 Observar al microscopio estereoscopico la placa estriada con la suspension
de la levadura, para localizar aquella célula que se encuentra aislada de las
demas.

6.2.5 Cortar el trozo de agar con una lanzeta estéril sujeta a un mango de bisturi,
realizando cuatro cortes (cuadrado).

6.2.6 Con mucho cuidado, levantar el trozo de agar y depositario en un tubo de

medio SDA (inclinado), incubar a 30°C durante 48 horas.

6.2.7 Observar el tubo, si hay mas de dos colonias descartario y repetir el

procedimiento, hasta lograr obtener una colonia. (8) (diagrama de fiujo No.
1)

6.3.-Identificacién de la especie de Cryptococcus sp.

6.3.1 Examen microscopico con tinta china.
-Sobre un portaobjetos limpio, agregar una gota de tinta china (diluida 1:3) en

TESIS CON 24
FALLA DE ORICEN




Tabla No. 1
CLAVE, PROCEDENCIA'Y DATOS GENERALES DE AISLAMIENTOS DE Cryptococcus sp.

NEIONMO 3 V11vd

NOD SISAL

8}
th

Cepa | Fecha [ Paciente l Edad J Género | Raza [ Lugar de Muestra Factores
QOrigen Clinica Predisponentes
5601 Cepa de Referencia National Institute of Helad, Betesda, MA. USA.
5602 Cepa de Referencia Duke University, Durham, N.C. USA
5604 | Jun-61 RHA 38 M M DF. LCR -
5605 | Feb-62 | RNP 47 M M DF. LCR
5606 | Jul-85 EVH 40 M M DF. LCR
5607 | Oct-65 | JCHS 52 M M DF. LCR -
5608 | Oct-67 { DGG 41 M M DF. LCR -
5603 | Sep66 | MSS 42 F M DF. PIEL -
5611 Nov-70 LMF 3 M M DF. LCR -
5613 | Ago-73 § JPS 47 M M DF. LCR
5615 Sep-78 GMM 59 M M DF. PIEL -
5616 | Nov-80 { RIM 59 M M DF. LCR -
5617 | Nov-80 NSS 32 F M DF. LCR -
5618 Nov-80 GKK 51 M M OF. LCR -
5619 | Oct-82 | AMG 35 M M DF. LCR -
5620 | Ene-86 1AM 1" F M DF. LCR -
5621 Jun-87 PhH 47 M M Michoacén LCR -
5622 | May-88 MC 43 M M DF. LCR -
5623 | Jun-90 | ACO 3 M M DF. LCR HIV+
5624 | Ago90 | PTC 46 M M DF. LCR -
5625 | Sep9l JBB 49 M M DF. Sangre -
5626 | Feb-92 JHB 53 M M DF. LCR Hiv+
5627 | Mar92 | ARA a M M DF. LCR Hiv+
5628 | Abr-92 FSP 29 M M DF. LCR -
5629 | Mar-97 FRS 58 M M DF. LCR -
5630 Jun-98 JBM 30 M M DF. LCR -
5631 | Mar-99 LRR 28 M M DF. LCR
Género;  F:Femenino M:Masculino

Muestra Clinica;  LCR: Liquido cefalorraquideo
M: Mestizo
Lugar de Origen: O.F.; Distrito Federal

Raza:




-Con el asa estéril suspender un pequeno moculo de la cepa correspond:ente en'la
tinta china y hacer una suspension. = ; .

-Cubrir la muestra con un cubreobjetos Ilmplo :

-Observar ‘al microscopio (1OX o 40)() la presencua de levaduras capsuladas
(13) : :

6.3.2 Cultivo en agar Staib.
-Con el asa estéril , tomar un moculo ‘de'la cepa
(agar Niger) medlante la tecmca de estrla'cr zada:
cinco dias. S :
-Observar la produccion de plgmento c p Iomas en el medio, asi
como su aspecto. (3,10,13,32) ; L

sembrarla sobre’el agar Staib
ncubar: a 30°C durante tres a

6.3.3 Asimilacion de la urea. -
-Con el asa estéril tomar un:indcu!
suspenderlo en 5 m! de medio caldo de
reaccion incubar por 3 dias mas. ./
-Observar el cambio de color en’ el medx
positiva). (3,13,16,25)

a'cepa desarrollada. en el medio ASD, :
a.: Incubar. 24 horas a 37°C S| no hay

‘de na'ranja,claro a 'purpura., (Prueba

6.3.4 Asimilacion de carbohidratos. K )
-Con el asa estéril tomar un indculo de la cepa crecuda en el medlo ASD y
suspender en 2 ml de medio base YNB de cada uno de los carbohidratos
(galactosa, maltosa, trealosa, rafinosa, celobiosa, glucosa y xilosa). (ver apéndice)
-Incubar a 32°C durante 5 dias.
-Observar e! vire del indicador en el medio, de color naranja claro a amarillo.
(prueba positiva). (3,13,25) (diagrama de flujo No.1)

6.4.-ldentificacion de la variedad de Cryptococcus neoformans.

6.4.1 Asimilacion de amincacidos e inhibicién del crecimiento.

-Tomar inoculos de la cepa desarrollada en el medio SDA, en condiciones
estériles y estriarlos sobre los medios CGA, CPA (medios que contienen el
inhibidor L-canavanina) y GCR (contiene el inhibidor ciclohexamida); asi como en
los medios sin inhibidor GA y PA.

-Incubar los medios a 30°C durante 7 dias.

-Observar el cambio de color en cada uno de los medios CGA, CPA, GA y PA
de amarillo a azul cobalto y el medio GCR de amarillo a rojo. Sdlo la var. gattii
asimila glicina y prolina y su crecimiento no se afecta por ninguno de los dos
inhibidores empleados. (17,19,31)
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DIAGRAMA DE FLUJO No. 1.

LC epas de Cryptococcus sp. ]

-

Obtencion de
cultivos

monosporicos

J

Identificacion de la
especie de
Cryptococcus:
-Medio Staib
-Prueba de tinta china
-Asimilacion de urea

Generacion de productos

metabolicos. Cepas de C. Identificacion de
neoformans, = Ia variedad de C.
Rhodotorula, Candida'y neaformans
Trichosporon

Pruebas bioquimicas <\‘%

-Asimilacién de
aminoacidos
.Glicina
.Prolina
.Acido succinico
-Inhibicion de la ureasa
-Asimilacion de
carbohidratos
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6.4.2 Asimilaciéon de acido succinico.

-Con el asa estéril tomar un indculo de la cepa crecida en SDA y suspenderio
en 2.5 ml de medio acido succinico.

-lncubar el medio a 30°C durante 2 a 5 dias.

-Observar el cambio de color del medio de purpura a amarillo. Este substrato
sblo es asimilado por la var. gattii. {3,13,25)

6.4.3 Inhibicidn de la ureasa por EDTA.

-Con el asa estéril tomar indculo de |a cepa - desarrollada en SDA 'y sembraria
por estria en los medios YEPGE y YEPG.

-lncubar a 30°C por 48 horas.

-Una vez desarrollada la cepa en los mednos tomar un indculo y suspenderlo
en S ml de SSFe o agua estéril, hasta tener snmlhtud con el tubo 05 de Mc
Farland.

-De la suspension tomar 1 ml y agregarlo a un tubo que contlene 3 ml del
medio caldo de urea. PR

-Agitar el tubo en un vortex.

h-Colocar el tubo del medio con'la Ievadura en un bano maria a 37°C durante
4 horas.

-Observar cambio de color en el medio, de naranja claro a rojo.

La enzima ureasa de la var. gattii es inhibida por el EDTA presente en e!
medio YEPGE, por lo que no es capaz de asimilar la urea. (20) (diagrama de
flujo No.1)

6.5.-Identificacion de antigenos metabdlicos no purificados de cepas de
Crypyococcus sp, de Trichosporon sp, especies de Rhodotorula y
especies de Candida, con el monoclonal comercial (Pastorex anti-
Cryptococcus, Sanofi Diagnostics Pasteur 61707).

6.5.1 Preparacion de antigenos metabdlicos no purificados.
-Con el asa estéril tomar un indculo de la cepa y suspenderio en medio
Sabouraud liquido (25 mi).
-lncubar los tubos a 30°C durante 15 dias.
-Centrifugar los tubos (2500 rpm) y retirar el sobrenadante.
-Filtrar el sobrenadante con membranas de 0.45 T'm de diametro.
-Realizar con el filtrado la prueba de aglutinacién con particulas de latex.
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6.5.2 Aglutinacion con particulas de latex.

Pastorex Anti-Cryptococcus es una prueba cualitativa y semicuantitativa que
mediante una’ técnica de aglutinacion, permite detectar’ los  polisacraridos
capsulares de Cryptococcus neoformans (glucoronoxulomanano) en. los: hqu:dos
biolégicos (suero, LCR, LBA y orina). .

Esta prueba utiliza particulas de latex recubiérta'sf' 'E:on
monoclonal antlglucuronoxllomanano (GXM), prlncnpa
de C. neoformans.

nticuerpo

a)Tratamiento de la muestra.
-Agregar 120 pl de la muestra a probar en
afadir 20 ! de pronasa.

durante 30 minutos.
-Retirar el tubo del bafo maria y anadlr
(inhibidor enzimatico). -
-Homogenizar.
b)Reaccion de aglutinacion. :
-Depositar 40 yl de muestra tratada en un ccrculo de
-Depositar al lado 10 pl de latex Cryptococcus
-Mezclar con un aplicador. : BRI
-Colocar la tarjeta de aglutinacion sobre:el: agltad : durante -10 - minutos
(160rpm), a temperatura ambiente o en un camara humeda.
c)Lectura e interpretacion.
Una reaccidn positiva se manifiesta por una aglutinacion de las particulas de
latex.
En el caso de muestras muy positivas, la aglutinacidn se refuerza en
diluciones importantes. (diagrama de flujo No. 1)

de aglutinacion.

6.6.-Deteccion de antigeno capsular de C. neoformans en muestras de
liquido cefalorraquideo (LCR). Mediante pruebas de aglutinacion con un
monoclonal comercial (Pastorex Anti-Cryptococcus).

6.6.1Preparacion de la muestra.

- Cada una de las muestras de LCR se centrifugan a 2500 rpm y se retira el
sobrenadente.

- El sedimento se utiliza para el examen microscdpico directo con tinta china y
el cultivo.

-Al sobrenadante se le realiza la prueba de aglutinacion con particulas de
latex, anteriormente descrita. (ver procedimiento nimero 5.2)

6.6.2 Examen directo con tinta.
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-Sobre un portaobjetos limpio, agregar una gota de tinta china dllLJIda (1 3) en
solucidén salina al 85% o agua.

-Con una pipeta Pasteur tomar una gota del sedimento y suspenderla en la

tinta china.

~Cubrir {a muestra con un cubreobjetos limpio.

-Observar al microscopio (10X o 40X) la presencsa de levaduras capsuladas

(13) (diagrama de flujo No. 2)

6.6.3 Cultivo en agar Sabouraud.

-Tomar con una pipeta Pasteur una gota del sedlmento Y. depos:tarla en el
medio agar Sabouraud, estriar la placa. : N
-lncubar durante dos dias a 30°C. : I B ,
-Observar las caracteristicas del crecimiento ‘de: la: Ievadura (morfologia
colonial y microscopica). (13,25) (diagrama de flujo No..2)" : o
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DIAGRAMA DE FLUJO No. 2.

|

Prueba con tinta
china

Fh

[ Mue;stras de LCR ]

Cultivo en
Sabouraud

Determinacion de
antigeno capsular
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7. RESULTADOS.

El examen microscopico directo con tinta china permitié la identificacién de las
25 cepas en estudio, ubicandolas a todas en el género Cryptococcus, por la
formacion de capsula con un tamarno variable. En el medio de Staib las cepas
formaron 3 tipos de colonias: 13 (52%) cepas desarrollaron colonias con pigmento
café obscuro, forma esférica, convexas, de bordes continuos y textura cremosa.
11 (44%) cepas desarrollaron colonias con pigmento verde, al principio aisladas
pero después produjeron abundante polisacarido, exhibiendo una superficie
mucoide en todo el crecimiento. Una sola cepa (5616) no desarrolld pigmento,
permaneciendo las colonias de color crema, no mucoides y de aspecto cremoso.
(tabla No. 2)

Los resultados obtenidos en las pruebas bioquimicas, nos muestran 24 (96%)
cepas que asimilan la urea y sélo una cepa (5616) no hidroliza la urea. Las
pruebas de asimilacidn de azucares realizada concuerda en gran parte con el
patron bioquimico mencionado en el cuadro No. 2. Ninguna cepa utiliza la lactosa,
mientras que la glucosa es asimilada por todas. La mayoria de las cepas
hidrolizan la maltosa (24 (96%)), galactosa (23(85%)) y xilosa (20(80%)); la
rafinosa (15(56%)), trealosa (7(25%)) y celobiosa (2(15%)) son asimiladas por un
menor numero de cepas. (tabla No. 3)

La combinacion de los resuitados de !a morfologia macro y microscopica, asi
como de las pruebas bioquimicas, ubican a 24 de las cepas estudiadas en la
especie Cryptococcus neoformans. Solo el patréon bioquimico de la cepa §616, no
correlaciona con las especies de importancia médica; sin embargo los resultados
obtenidos con tarjetas de un sistema automatizado VITEK que utiliza 26 sustratos
y 4 testigos. (ver apéndice) realizadas en el laboratorio (Gal (+), Xil (+),Lac (-), Glu
(+), Cel (+), Tre (+), Raf (-), Mal (+), Urea (-)), permitid ubicar a esta cepa como
Cryptococcus neoforrmans.

Los resultados obtenidos en las pruebas bioquimicas para diferenciar las
variedades de C. neoformans, revelaron un comportamiento variable. 11 (44%)
cepas presentaron desarrollo en el medio CGA, originando un vire en el indicador
{azul de bromotimol) de un color amarillo a azul cobalto, caracteristica descrita
para la variedad gattii;, mientras que 14 (56%) cepas no se desarrollaron en el
medio, ni viraron el indicador, caracteristica que corresponde a la variedad
neoformans. En el medio GA sin inhibidor, 12 (48%) cepas asimilan la glicina,
originando un color azul cobalto en el medio, las cepas restantes (13 (52%)). no
desarrollaron, permaneciendo el medio de color amarillo (var. neoformans). (tabla
No. 4)
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Tabla No. 2,

RESULTADOS DE LAS CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

MICROSCOPICAS Y COLONIAL DE 25 CEPAS DE Cryptococcus

sp.

CEPA CAPSULA | PIGMENTO EN BORDES SUPERFICIE ASPECTO
(ASD) AGAR STAIB

5601 + café ] _continuos Ligeramente convexa cremosa

5602 + crema | continucs Ligeramente convexa No mucoide
5604 + verde | continucs Ligeramente convexa mucoide
5605 + verde | _continucs Ligeramente convexa mucoide
5606 + verde continuos Ligeramente convexa mucoide
5607 + I cafe continuos Ligeramente convexa cremosa
|_5608 + | cafe continuos Ligeramente convexa cremosa
| 5609 + I cafe continuos Ligeramente convexa cremosa
| 8611 | + | cafe continuos Ligeramente convexa cremosa

5613 |+ crema | _continuos Ligeramente convexa No mucoide
5615 + cafe continuos | Ligeramente convexa cremosa
5616 + verde continuos Ligeramente convexa mucoide
5617 + verde continuos Ligeramente convexa mucoide
5618 + 1 café continuocs Ligeramente convexa cremosa
5619 + [ verde 1 continuos Ligeramente convexa mucoide
5620 | + 1 verde | _continuos Ligeramente convexa mucoide
5621 | + T café | __continuos Ligeramente convexa cremosa
5622 + | café | continuos Ligeramente convexa cremosa
5623 + ] cafe | _continuos Ligeramente convexa cremosa
5624 + verde continuos Ligeramente convexa mucoide
5625 + cafe continuos Ligeramente convexa cremosa
5626 + café continuos Ligeramente convexa cremosa
5627 + cafe continuos Ligeramente convexa cremosa
5628 + verde continuos Ligeramente convexa mucoide
5629 + verde continuos Ligeramente convexa mucoide
5630 + cafe continuos Ligeramente convexa cremosa
5631 + verde continuos Ligeramente convexa mucoide
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Tabla No. 3.

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS BIOQUIMICAS DE 25 CEPAS

DOE Cryptococcus sp.

CEPA

UREA

MALT

@

i

Cc

7

5601

5602

5604

5605

5606

5607

5608

o [+ [+14]+])B

5609

5611

5613

+4]0

5615

RSP Y Y P

5616

5617

++

5618

5619

AR E I AR A LAt R R R R b S

5620

5621

LR AR E AR AR AR AR AR AL S AR AR AL 3L

5622

5623

5624

AR RN

5625

5626

[(REAFREAEARNE AN}

5627

5628

vlE [ R D

56289

5630

Ny

5631

et le ]+ 4[4+

o [+ 4]+ ][

++++++++++..++++.++..++++++§

T TN P O I g I I I P B B B R Y A P S R R B g




En el medio PA con'y sin inhibidor se obtuvieron resultados variables.. En el medio
con inhibidor (CPA) 19 (72%) cepas. asimilaron el aminoacido (prolina), originando -
vire del indicador de amarillo a azul cobalto (var.: gatti) 'y sdlo: 6 :cepas; no
desarrollaron, ni viraron el indicador del medio (var. neoformans).' En el medio sin
inhibidor (PA), 20 (80%) cepas asimilaron la prolina, virando el color del medio a
azul cobalto y 5 (20%) cepas no presentaron crecimiento en el medio, ni viraron el
indicador (var. neoformans). (tabla No. 4) B g

En el medio GCR, 21 (84%) cepas asimilaron la glicina, virando el color del
medio de amarillo a rojo (var. gattii}) y sélo 4 (16%) cepas no asimilaron la glicina
del medio, permaneciendo este de color amarillo (var. neoformans). La
asimilacion de acido succinico, reveld que 17 (68%) cepas, lo utilizan como fuente
de carbono, originando vire del indicador de purpura claro a color amarillo,
caracteristica de la variedad gatftii; mientras que las 8 (32%) cepas restantes no
desarrollaron en el medio, permaneciendo este de color puUrpura, caracteristica
descrita para la variedad neoformans (tabla No. 4). Es importante sefalar que la
cepa 5616, tanto en los medios de asimilacién de aminoacidos (CGA, GA, CPA,
PA) como en el medio de acido succinico, presenta buen desarrollo y origina
cambio de color en los medios (amarillo a azul cobalto y purpura claro a amarillo
respectivamente). Estos resultados ubican a esta cepa en la variedad gattii.

Los resultados de la actividad de la ureasa y su inhibicidn en el medio YEPGE
con EDTA presentaron variaciones importantes, 15 (60%) cepas asimilaron la urea
del medio, virando el color de naranja a rojo, caracteristica de la variedad
neoforrmans, mientras que 10 (40%) cepas fueron inhibidas por el EDTA a la
concentracidn de 0.034 g/l, sin originar cambio de color en el medio (var. gattii).
En el medio YEPG sin EDTA, 23 (92%) cepas asimilaron la urea y sdélo 2 (8%) no
lo hicieron, permaneciendo la prueba negativa hasta la ultima lectura (5 dias).
{tabla No. 4)

El uso de un monoclonal comercial (Pastorex Anti-Cryptpcoccus) en contra del
polisacarido capsular de C. neoformans, fue usada por primera vez para la
identificacidon de cepas. La reaccidon de aglutinacion fue positiva en 23 (92%)
cepas, mientras que 2 (8%) cepas (5609 y 5619) no presentaron reaccidon alguna.
En 12 cepas de Tichosporon sp, 3 (25%) dieron reaccion de aglutinacion positiva y
9 dieron reaccidon negativa. En 7 cepas de diferentes especies del género
Candida y 4 cepas del género Rhodotorula, la reaccion de aglutinacién fue
negativa. (tabla No. §)
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Tabla No. 4

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA IDENTIFICACION DE
VARIEDAD DE C. neoformans.

CEPA |[CGA| CPA | GCR| GA | PA | AC.SUC |YEPGE | YEPG [VARIEDAD
5601 - + -+ - + + + + neoformans
5602 _ - - - - - + + neoformans
5604 + - + -+ - + - + gattii
5605 -+ + + + + + - + qgattii
5606 + + + + + + - + gattii
5607 - + - - + - + + neoformans
5608 - - - - - + -+ + neoformans
5609 + - + - + + neoformans
5611 - - ~ - + + neoformans
5613 - - - - - - + + neoformans
5615 - + + - + + + + neoformans
5616 + -+ - + -+ + - - gattii
5617 + + - + 4+ + - - gattii
5618 - + - - + + + + neoformans
5619 + - + + - + - + gattii
5620 + - -+ -+ - -+ + -+ gattii
5621 - - + - - - + + neoformans
5622 - + - - + - + + neoformans
5623 + + - + - + + neoformans
5624 + + + + + - - gattii
5625 - + - - + + + + neoformans
5626 - + + - + - + + neoformans
5627 - + - - + - + + neoformans
5628 + + -+ + + + - + gattii
5629 + + + + + + - + gattii
5630 - + + - + - + + neoformans
5631 + - + + - + - + gattii

CGA: Canavanina-Glicina-Azu! de YEPG: Agar glucosa peptona sin
Bromotimol EDTA

CPA: Canavanina-Prolina-Azul de
Bromotimol

GCR: Glicina-Cicloheximida-Rojo de
Fenol

GA: Glicina-Azul de Bromotimol

PA: Prolina-Azul de Bromotimol
AC.SUC: Acido Succinico

YEPGE: Agar glucosa peptona con
EDTA
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La busqueda del antigeno polisacédrido capsular, con el mismo reactivo
(Pastorex anti-Cryptococcus),  en 16 muestras de LCR de pacientes con
diagnéstico presuntivo de criptococosis se detectd en 4 casos (25%). Estas
muestras fueron positivas en el examen microscépico con tinta china, y en el
cultivo en agar Sabouraud, formando colonias esféricas, de color crema,
ligeramente mucoides. 9 muestras de LCR de pacientes con meningitis
bacteriana, dieron reaccién de aglutinacidon negativa, asi como también fueron
negativos el examen microscépico y el cultivo en agar Sabouraud. (tabla No. 6)
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TABLA No. S

RESULTADOS DE LOS ANTIGENOS METABOLICOS NO PURIFICADOS DE
CEPAS DE Cryptococcus sp CON UN MONOCLONAL COMERCIAL (Pastorex
Anti-Cryptococcus).

ANTIGENOS METABS. | CEPA AGLUTINACION ANTIGENOS METABS. CEPA AGLUTINACION
CRUDOS CRUDOS

Cryptococcus sp 01 + Trichosporon_sp. 70 -
Cryptococcus sp 02 + Trichosporon sp. 7 -
Cryptococcus sp 04 + Trichosporon sp. 72 hal
Cryptococcus sp 05 -+ Trichosporon sp. 73 -
Cryptococcus sp 06 - Trichosporon sp. 74 -
Cryptococcus sp 07 + Trichosporon sp. 7 -
Cryptococcus sp 0 + Trichosporon sp. 7€ -
Cryptococcus sp 0 - Trichosporon sp. 77 -
Cryptococcus sp + Trichospororn sp. 78 +
Cryptococcus sp + Trichosporon sp. 79 d
Cryptococcus sp + Trichosporon sp. 30 =
Cryptococcus sp 561E€ + Trichosporon sp. 31 -
Cryptococcus sp 61 + Rhodotorula rubra 500 -
Cryptococcus sp 3 + Rhodotorula gluttinis 02 -
Cryptococcus sp 3 - Rhodotorula araucariae 14 -
Cryptococcus sp 2 + Rhodotorula graminis 24 -
Cryptococcus sp 2 + Candidad albicans -
Cryptococcus sp 22 + Candida krusei -
Cryptococcus sp 23 + Candida zeylanoides -
Cryptococcus sp 24 + Candida lusitaniae -
Cryptococcus sp 25 + Candida guilliermondii -
Cryptococcus sp 26 + Candida tropicalis -
Cryptococcus sp 27 + Candida kefyr -
Cryptococcus sp 28 +

Cryptococcus sp 29 +

Cryptococcus sp 0 -+

Cryptococcus sp 1 +

(+) Reaccion positiva (-) Reaccidn negativa
h 3
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TABLA No. 6 . - .
RESULTADOS DE LA DETERMINACION DEL ANTIGENO CAPSULAR DE C.
neorformans EN LCR DE PACIENTES CON DIAGNOSTICO PRESUNTIVO DE
CRIPTOCOCOSIS

MUESTRA DE AGLUTINACION EX CULTIVO

LCR MICROSCOPICO
+

(NEIINEIL
NI IREAL

[ RTHOHTIENR A MBS

-
o]
)

)

'

Reactivo comercial: Pastorex Cryptococcus.
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8. DISCUSION.

En los recursos de laboratorio descritos para la identificacion de la especie C.
neoformans y sus variedades, se encontraron grandes variaciones. La presencia
de capsula es una caracteristica estable y confiable para determinar el género
Cryptococcus (10,15,19). Las cepas estudiadas todas formaron. capsula de
diametro variable, probablemente en los medios el hongo se limita a acelerar su
crecimiento, mientras tenga los nutrientes necesarios, no asi en el organismo que
infecta donde requiere de la capsula para pasar desapercibido a las defensas del
huésped.

El medio sugerido por Staib y colaboradores (25), es un recurso bastante util y
confiable. En éste medio, el difenil fue sustituido por un derivado, el 2,5-difenil
oxazol, considerando que los sustratos incluyen un intervalo amplio de
compuestos (amino fenoles, amino bencenos y varios compuestos con indol) (15).
Los datos obtenidos establecen claramente la separacion de las dos variedades.
La var. neoformans forma colonias de color café, mientras la var. gattii exhibe
colonias grises que difunden un pigmento verde. El desarrollo abundante se debe
a la rapida asimilacién de la creatinina. (2) Una de las cepas no utiliza la
creatinina presente en el medio, estos aislamientos han sido descritos como cepas
mutantes de C. neoformans que no sintetizan melanina y su frecuencia es muy
rara (15).

La asimilacion de azucares establece la separacion de especies (2,15,24), sin
embargo los datos obtenidos fueron sumamente variables y sélo en la glucosa se
observa el 100% de actividad metabdlica. La hidrdlisis de maitosa, galactosa,
xilosa, trealosa, celobiosa y rafinosa no aportan en éste estudio, ninguin caracter
diferencial con otras especies, asi como tampoco en la separacién de sus
variedades. La ausencia de actividad en la lactosa confirma el caracter diferencial
entre C. neoformans y C. laurentii (15,24). Esta Gltima especie ha sido aislada
por personal de laboratorio de micologia del INDRE, en duraznos y toronjas, pero
no en muestras clinicas, ni en excrementos de aves. La hidrdlisis de lactosa ha
sido una prueba confiable en su identificacion.

La hiodrdlisis de urea es también una caracteristica muy constante en la especie
(15,16,19); reflejandose esto, en las 24 cepas que la asimilan. Una de las cepas
(5616) estudiadas no utiliza la urea, la inhabilidad de esta levadura quizas se deba
a que sufrid una mutacion en sus genes para sintetizar la enzima ureasa y asi no
poder degradarla. La presencia de estos aislamientos han sido raramente
descritos (16,24), sin embargo los datos obtenidos de otras caracteristicas
bioquimicas (asimilacion de glicina, prolina, acido succinico y desarrollo de
pigmento en el medio de Staib) permiten definir su determinativa en la especie C.
neoformans var. gatti. La reaccidn ocurre entre 48 y 72 horas. Otras levaduras de
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importancia. médica - los  géneros'. Trichosporon, Rhodotorula y Candida
presentan reaccxones en mayor tiempo y con menor actividad de la ureasa.

La mhnbncnon de la ureasa es una prueba mas confiable para la identificacion de
las dos variedades. No obstante, en el medio para evaluar esta prueba, 2 cepas
de la var. gattii no hidrolizaron la urea en el medio sin inhibidor (EDTA). Es
probable que la incubacién a 37° haya afectado la viabilidad de estas cepas, ya
que la var. gattii es generalmente sensible a temperaturas arriba de 37° y pudo
ocurrir algun incremento de temperatura en la incubadora. A diferencia de este
medio, el medio con inhibidor (EDTA) nos permite separar perfectamente a las dos
variedades de C. neoformans, 10 cepas que resultaron negativas coinciden con
las pruebas bioquimicas realizadas (CGA,CPA, acido succinico) caracterizandolas
como variedad gatti. Esta prueba en comparacion con el medio de glicina
canavanina azul de bromotimol presenta una correlacion del 100% en la var.
neoformans, mientras que se encuentra un 9% de falla en el reconocimiento de la
var. gattii.

Los medios de cultivo propuestos (CGA, GA, CPA, PA y GCR) (17,19) para
diferenciar las dos variedades de C. neoformans presentan resuitados variables.
El medio GCA con y sin canavanina ofrece los mejores resultados en'las -dos
variedades, correlacionando las observaciones encontradas en este estudlo con
las descritas para este medio.

El medio GCR con ciclohexamida como inhibidor presenta una falla del _43% en
la identificacion de la var. neoformans y un'18% con la var. gattii. Estos resultados
(30% en promedio), estan por arriba del 11% de falla descrito para este medio.
(17)

El medio CPA presenta un porcentaje elevado de error en el reconocimiento de
las dos variedades; para la var. neoformans existe un 65% y para la var. gattii del
37%. Estos resultados coinciden con el medio PA sin canavanina. Este medio de
cultivo ha sido evaluado con un menor ndmero de cepas de C. neoformans. Es
probable gque las diferencias se deban a que el aminoacido sea mas utilizado
como fuente de nitrégeno y no como fuente de carbono.

La hidrdlisis del acido succinico revela mayor utilidad que el medio de
canavanina con prolina (CPA). Comparado con el medio de glicina con
canavanina (CGA) muestra un 100% de correlacion en la identificacidon de la var.
gattii, mientras que se observa un 29% de discordancia en la var. neoformans.
Esta diferencia es probable que se deba a que la var. neoformans agrupa dos
serotipos diferentes; A y D, mientras que el serotipo A no hidroliza el acido
succinico, algunos aislamientos de serotipo D si lo asimiltan (3,17,18); por
consiguiente es probable que los aislamientos de la var. neoformans encontrados
en Maxico se ubiquen en el serotipo D.
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No obstante, que se cuenta con varias pruebas. para la identificacion de C.
neoformans, estas presentan diferentes grados de confiabilidad. El uso de
anticuerpos monoclonales a la fecha no ha sido utilizado para la identificacion del
hongo. En este trabajo los resultados con un anticuerpo monoclonal comercial
revelan una excelente utilidad. El| reactivo comercial (Pastorex anti-Cryptococcus)
exhibe una sensibilidad del 93% y una especificidad del 100% con especies del
género Candida y Rhodotorula, y un 25% de reacciones cruzadas con el género
Trichosporon. Este dltimo cruce ha sido ya sefialado en investigaciones anteriores
(21.34,35), sin embargo los casos de tricosporiosis registrados en la literatura son
poco frecuentes. La prueba ofrece varias ventajas: economia, senciliez y
confiabilidad, permite la identificacidn de muchos casos en un corto tiempo, sera
util sobre todo en laboratorios de referencia que concentran mayor cantidad de
muestras.

El uso del anticuerpo monocional en la determinacion de antigenos en LCR de
pacientes con criptococosis ha revelado una elevada sensibilidad y especificidad.
La deteccién de 4 casos, con examen microscopico y cultive positive confirma la
utiidad de este recurso. Sin embargo, 12 muestras fueron negativas, lo que
puede significar que el cuadro clinico de criptococosis puede no ser tan confiable
para establecer un diagnodstico presuntivo. La prueba fue negativa en 9 casos de
meningitis bacteriana, 1o que demuestra que las reacciones cruzadas no ocurren o
se presentan en porcentajes muy bajos.

Los resultados obtenidos en este estudio aportan las siguientes consideraciones:
En este grupo de aislamientos no existe un predominio de la variedad gattii, como
se menciona’en la literatura internacional sobre la epidemiologia de C. neoformans
en México. (11,12,24)

Existe un mayor niumero de aislamientos de la variedad neoformans y esta
variedad afecta a individuos inmunocompetentes e inmunosuprimidos. Su
presencia en pacientes con SIDA ocurrid en 3 casos; aparentemente su
asociacion en ellos es baja. No coincide con la frecuencia registrada por otros
autores. (6) En México aproximadamente se tienen registrados 51,000 casos de
SIDA y C. neoformans se ha asociado hasta en un 10% de ellos. Estas
observaciones demostraron una elevada frecuencia de criptococosis en México, lo
cual no sucede asi. Soio el estudio completo de casos y la identificiacion confiable
de especie y variedad nos permitira tener la informacidn objetiva y confiable de la
criptococosis en México.

*Comunicacion personal. Roberto Vazquez Campusanc. Jefe del Departamento
de Enfermedades de Transmision Sexual del InDRE.
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CONCLUSIONES.

Los cultivos monosponcos permlten la” obtencnon de
microorganismo ;. puros - para . determinar:: en * forma
confiable: sus- carfacteristica bloqmmlcas 2o BEs o un
recurso sencill i C : o

El estudio bioguimico d
establece la " identificacid
neoformans. :No se enco t!' 1

La variedad neoformans fue: t/:ont,réda en 14 casos
(56%), mientras que‘ la. variedad ‘gattii ‘ocurrid’ en
T1casos (44%). . SRrEIn T s

Las pruebas mas confiables para la determlnacxon de
C. neoformans son: la hidrdlisis. de urea, la. presencia
de capsula, el cultivo en medio de Staib y el uso de un
anticuerpo monoclonal comercial.

Las pruebas mas utiles para la determinacidén de. la
variedad son: el uso del medio con canavanina para la
hidrélisis de la glicina, y la inhibicién de la ureasa con
EDTA.

El uso de un anticuerpo monoclonal comercial revela
excelente sensibilidad (93%) y especificidad del 100%
para la identificacion de cepas de C. neoformans, con
especies del género Candida y Rhodotorula. Con las
especies beigelli e infestans se presentaron reacciones
cruzadas del género Trichosporon.

El estudio permite contribuir a conocer mayor la
epidemiologia de C. neoformans en México, ya que en
la literatura internacional figura con un predominio de la
var. gattii, en este caso hubo mayores aislamientos de
la var. neoformans.
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10. APENDICE.

1. Medio de Staib (Medio Niger).

Agar 20 g
Dextrosa .10 g.
Creatinina ‘ 0.78 g
Cloramfenicol = > 50 mg
Extracto Guizotia abysssmlca 200 mi!
Agua destilada : ;.. 800 ml

Autoclavear a 15 Ib/15 mins.

Enfriar el medio y adicionar 10 ml de dlfeml el cual se prepara disolviendo 0.1 g

de difenil en 10 ml de alcohol etilico al 95%. mezclar homogenlzar y d:strlbuur en
cajas de Petri.

El extracto de Guizotia abyssinica se prepara dlsolvuendo en 350 ml de agua 70
gr de alpiste macerado, se autoclavea a 10 Ib/10mins. Se filtra en gasa.

Interpretacion:

Desarrolio de pigmento café en las colonias es indicativo que se
trata de la especie Cryptococcus neoformans.

2. Medio Canavanina-Giicina-Azul de Bromotimol (CGA).

El medio cuenta con glicina como uUnica fuente de carbono y nitrégenoc y un
andlogo de la arginina, la canavanina actia como un inhibidor selectivo y el azul
de bromotimol como un indicador de pH.

Preparacion.

-Solucién A (glicina, L-canavanina)

Glicina 10g
Fosfato acido de potasio 19
Sulfato de Magnesio 19
Solucién vitaminada 1 gota
Sulfato de L-canavanina 30 mg
Agua destilada 100 m!
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NOTA; la soluc:én de vntamlnas puede ser reemplazada por 1 mg de tiamina-
HCI. :
EI pH f'nal de la solucnon A se ajusta a 5.6 y se esteriliza por filtracion.

-Solucién B (|nd|cador)

e brjémotimol sadico 04 g
Agua destllada 100 _ml

-Para un Iltro de medlo CGB

Agar bactenologuco 20 g

Solucién B 20.mlb:
Agua destilada 880 . mi-

Se esteriliza en autoclave por 10 min a 121°C. Cuando’ el’ agar se encuentra
aproximadamente a 50°C se agregan los 100 m! de ia solucnon A ya esterll

lnterpretaclén.

Una prueba positiva ocurre por. un: camblo en el pH del medio
desarrollando un color azul cobalito.
Una prueba negativa se caracteriza por’ un vire verde-amarlllo

3. Medio Glicina-Azul de bromotimol. (GA)

Este medio tiene los mismos componentes gue el medio CGA, a excepcion
del sulfato de L-canavanina que no se le adiciona.

4. Medio Canavanina-Prolina —Azul de Bromotimol (CPA).

El medio cuenta con prolina como unica fuente de carbono, la canavanina
actua como un inhibidor selectivo y como indicador de pH el azul de
bromotimol.

Preparacion:

-Solucién A. (prolina-L-canavanina)

Prolina 10 g
Fosfato acido de potasio 1g
Sulfato de magnesio 19
Solucion vitaminada 1 gota

'.,—- - --..— -
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Sulfa(o de L-canavanina - 130 mg
Agua destilada . PRI, 100 ml

El pH de la solumon A se ajusta a 5 'se esterlhza por fltraclon

-Solucion B (|nd1cador).

Azul:de . bromotimol sodlco 0.4
f'Agua destllada : ;1 0o ml
-Para un litro de medio. - . :
= S —Agar bacterlolognco 20 fe)
Solucién 8 i RN . 20 ml-
Agua destilada i 2 . 880 mi

Se esteriliza’ en autoclave por 10 minutos a 121°C. . Cuando el: agar se
encuentra aproximadamente a 50°C se agregan los 100 ml de la solucion A ya
estéril. :

Interpretacién'
Una prueba positiva en el medio ocurre por un camblo en'el

pH desarrollando un color azul cobaito.

Una prueba negativa se caracteriza por un vire verde-
amarillo.

5. Medio Prolina-Azul de Bromotimol (PA).

Contiene los mismos reactivos que el medio CPA, a excepcién del inhibidor L-
canavanina que no se ie adiciona.

6. Medio Glicina-Cicloheximida-Rojo de Fenol. (GCR).

La glicina actda como unica fuente de carbono y nitrégeno, la
ciclohexamida es un inhibidor selectivo y el rojo de fenol funciona como
indicador de pH.

Preparacion:

Glicina 10g
Ciclohexamida 1.6 g/mi
YNB 10g
Agua destilada 100 mi
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Disolver la ciclohexamida y glicina en la solucién de YNB y esterilizar por
filtracion.

Interpretacion:
Una prueba positiva es dada por el cambio de color del medio
de amarillo a rojo.

Una prueba negativa no hay vire en el medio permaneciendo
amarillo.

7. Medio Acido Succinico-YNB-Parpura de Bromocresol.

El acido succinico adicionado funciona como Unica fuente de carbono para
la levadura.

Preparacion:

a) Medio acido succinico-YNB

Acido succinico 0.5g
YNB 6.7g
Agua destilada 100 ml
Esterilizar por filtracion.
b) Medio base.
Pdrpura de bromocresol 0.04 g
Agua destilada 100 ml

Adicionar a cada tubo 2.25ml del medio y esterilizar en autoclave 15Ib/15min.
Agregar a cada tubo de medio base 0.25ml del medio acido succinico-YNB.
Ajustar pH entre 6.8-7.0.

Interpretacion:
Prueba positiva es indicada por el vire del indicador de un

color purpura claro a amarillo.
Prueba negativa no hay vire en el indicador.
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8. Medio Agar Glucosa Peptona Extracto de Levadura sin EDTA (YEPG) y
Agar Glucosa Peptona Extracto de Levadura con EDTA (YEPGE).

Fundamento:
El EDTA inhibe a la enzima ureasa de C. neoformans variedad

gattii.

Preparacion:

YEPG YEPGE
30g Extracto de levadura 3.0g
509 Peptona 50g
509 Glucosa - - 50g
18 g Agar bactenloglco 18. g

- EDTA . 0.034 g/l

1000 m! : Agua destllada 1000 ml

Ambos medios se esterilizan en autoclave durante 15 lb/1 5m|n

9. Medio Caldo de Urea.

Fundamento: La ureasa es una enzima que pdseen muchas especies de
microorganismos que pueden hidrolizar urea de acuerdo con la siguiente reaccién:
NHz-CO-NH2 + 2HOH  UREASAL  CO, + HzO + 2NH;3 g2 (NH4):2CO0s

El amoniaco reacciona en solucidn para formar carbonato de amonio,
produciendo una alcalinizacidén y un aumento del pH del medio.

Preparacion:

Urea 409
Extracto de levadura 0.02 g
Rojo de fenol 2.0 mg
Fosfato acido de potasio 0.273 g
Fosfato acido de sodio 0.285¢g
Agua destilada 100 ml
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Disolver los componentes del medio en agua destilada, esterilizar por filtracidon y
ajustar el pH a 6.8,

Distribuir en condiciones estériles en tubos de 14X115 mm en cantidades de 5
mi. ©o

NOTA:
Los organismos que hidrolizan urea rapidamente pueden producir
reacciones positivas en una o dos horas, las especies menos activas pueden
requerir tres o mas dias.

Interpretacion.

Reaccion positiva -- color rojo magenta del medio.
Reaccidn negativa-- color naranja claro del medio.

10. Medio Agar Dextrosa Sabouraud (SDA).

Preparacion:

Glucosa 40 g
Peptona 109
Agar bacteriolégico 15 g
Agua destilada 1000 mi

Ajustar a pH de 5.6. R
Suspender todos los ingredientes en agua destilada y dejar hidratar por 10
minutos. Calentar hasta disolucién del agar y evitar hervir, esterilizar en autoclave ~

151b/15min. s

11. Medio Dextrosa Sabouraud Liquido. (SD)

Preparacion:

Glucosa 40g
Peptona 10g
Agua destilada 1000 m!

Ajustar pH 5.6 y esterilizar en autoclave 15Ib/15min.
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12. Medio base para Carbohidratos.
Preparacion:
Carbohidrato 50g
Agua destilada 100.0 ml
Disolver en bafno maria a 56°C y esterilizar por filtra‘ci‘(:‘n.
Solucién 10 X: -

YNB

Esterilizar en autoclave 15 Ib/15mi
A los tubos con medio base (0.5ml) agregar ‘4 mldela soluclon mdlcadora més
0.5 ml de los diferentes carbohidratos;;para:tener una concentracion final del.2%.
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TARJETA BIOQUIMICA VITEK PARA IDENTIFICACION DE LEVADURAS.

La tarjeta bioquimica VITEK esta disefiada para ser utillizada conjuntamente
con el Sistema VITEK para identificacion automatizada de levaduras mas
frecuentes procedentes de aislamientos clinicos. Los organismos que pueden
ser identificados son: Blastoschizomyces capitatus, Candida albicans,
Candida glabrata, Candida krusei, Candida guillierrmondii, Candida humicola,
Candida lambica, Candida lusitaniae, Candida parapsilosis, Candida para
tropicalis, Candida pseudotropicalis, Candida rugosa, Candida stellatoidea,
Candida tropicalis, Candida zeylanoides, Cryptococcus albidus, Cryptococcus
laurentii, Cryptococcus uniguttulatus, Cryptococcus neoformans,
Cryptococcus laurentii, Cryptococcus Iuteolus, Cryptococcus terreus,
Geotrichum candidum, Geotrichum penicillatum, Hansenula anomala, Pichia
ohmeri, Prototheca wickerhamii, Prototheca zopfii, Rhodotorula glutinis,
Rhodotorula pilimanae, Rhodotorula rubra, Saccharomyces cerevisiae,
Sporobolomyces salmonicolor, Trichosporon beigelii, Trichosporon pullulans y
Yarrowia lipolytica.

Descripcidén.

La tarjeta bioquimica para levaduras se compone de 30 pocillo, de los
cuales 26 contienen medios bioquimicos y 4 contienen medios para control
negativoe. Requiere 24 horas de incubacién y en algunos casos de hasta 48
horas a 30°C. efectuandose la primera lectura a las 24 horas en el mddulo
lector/incubador de VITEK. Dicha tarjeta esta basada en los métodos
bioquimicos conocidos de Wickerham y Burton. Estas pruebas incluyen
asimilacién de carbohidratos (glucosa, galactosa, sacarosa, trealosa, maltosa,
celobiosa, xilosa, arabinosa, rafinosa, trealosa, melocitosa, palatinosa, entre
otros), hidrolisis de urea, resistencia a ciclohexamida y reduccidn de nitratos.

El concepto miniaturizado de la tarjeta logra una reproducciéon exclusiva de
atmosferas favorables que permiten el crecimiento de levaduras
fermentadoras y no fermentadoras. Para utilizar la tarjeta es necesario
preparar una suspension equivalente a un patron McFarland No. 2. Para la
identificacion final se requiere de un examen microscédpico de morfologia o
pruebas complementarias.

La tarjeta elimina la lectura subjetiva de resultados, reduce |la posibilidad de
contaminacion y al mismo tiempo proporciona un indculo uniforme en todos
los pocillos.

El sistema informatico VITEK determina si la reaccion en cada pocillo es
positiva midiendo Ia cantidad de luz transmitida a través del medio del pocillo
y el correspondiente control negative. La diferéncia en la transmisién de Ia luz
indica crecimiento. Las reacciones son analizadas automaticamente; al
finalizar el ciclo de lectura, se imprime automaticamente una identificacion
para cada tarjeta en el lector/incubador.
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11. GLOSARIO.

Agar: sustancia mucilaginosa obtenida de Gracilaria lichenoides y de otras algas
marinas. Se emplea como un gel de diversos medios de cultivos para hongos,
bacterias y otros organismos.

Aglutinacion: es la agregaciéon inmunoquimica especifica de particulas (bacterias,
eritrocitos, coloides sintéticos) cubiertas con antigeno o anticuerpo. Los antigenos
o anticuerpos estan unidos a dichas particulas mediante fuerzas eléctricas
intramoleculares o por uniones quimicas covalentes.

Amina: compuesto quimico organico derivado del amoniaco y uno o varios acidos.
Aminoacido: compuesto quimico que posee simultaneamente caracter de acido y
amina y es uno de los principales constituyentes de la materia viva.

Anticuerpo: es una proteina constituyente del plasma circulante, que es
sintetizada por los linfocitos B en respuesta a la introduccion de un antigeno.
Anticuerpo Monoclonal: anticuerpo que posee un alto grado de homogeneidad
molecular con una estrecha especificidad para un unico epitope antigénico, sin
reacciones cruzadas.

Antigeno: sustancia capaz de provocar una respuesta inmune. Sustancia que
estimula la produccion de una proteina especifica contra si mismo.

Asimilacién: utillizacion de (o capacidad para usar) fuentes de carbono y
nitrédgeno en el crecimiento.

Auxonograma: técnica para medir la utilizaciéon de carbohidratos.

Biopsia: estudio diagndstico, por lo comun microscopico de una porcién de tejido
extraida de un cuerpo vivo.

Capsula: cubierta gelatinosa hialina, que rodea la parte externa de la pared
celular en ciertas levaduras (C. neoformans) o de las ascosporas de algunos
ascomicetes.

Catalizador: sustancia que acelera las reacciones quimicas. Participa en una
reaccion y experimenta cambios fisicos durante ella, pero vuelve a su estado
original cuando la reaccién termina.

Célula: elemento dotado de vida propia, que constituye la unidad estructural,
fisiologica y genética de los seres vivos.

Ciclohexamida: agente antifungico, que inhibe la sintesis de proteinas.

Colonia: conjunto de hifas o células que en gran numero crecen, con manifiesta
refacion entre si, a partir de un punto, para formar un talo que presenta una
morfologia caracteristica de la especie.

Cultivo Monospdrico: es la separacion de una célula para obtener un cultivo puro
de un microorganismo.

Determinante Antigénico: es aquella parte de la molécula del antigeno que se
une a los anticuerpos.

Enzima: catalizador proteinico producido por las células vivas, para las reacciones
quimicas que se realizan en los sistemas bioldgicos; son altamente especificos.
Epitope: es la porcidn molecular mas pequefia de un determinante antigénico que
reacciona con un anticuerpo monoclonal.

Estado Perfecto: condicion de los hongos que presentan reproduccién sexual.
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Fermentacién: proceso metabdlico de oxido-reduccion que: ocurre en un medio
ambiente anaerdbido y en lugar de oxigeno, un sustrato organlco surve como el
aceptor final de hidrégeno, con produccion de gas y acido. S

Granuloma: tumor o neoplasia formado  por: tefido. da granulacnon. lnfltrado
inflamatorio cronico. :
Habitat: nicho ecologico donde el hongo crece y se desarrolla normalmente -
Hongo: organismo eucariote, que posee nuclec organizado,:cuya membrana
nuclear esta bien definida, presentan dos tipos de reproduccion, sexual y asexual.
Intradermorreaccion: reaccion intracutanea inflamatoria que: se! produce’ *se
practica una inyeccién en el mismo espesor de la dermis de una pequeiia;cantidad
detoxina o antigeno. Revela si el sujeto sufre o ha sufrido Ia enfermedad
correspondiente y el grado de alergia frente a la misma.

Latex: particula inerte como bentonita, colodién y carbdn, que se. utlllzan para
absorber diferentes grupos de antigenos, incluyendo proteinas, carbohldratos y
DNA.

Levadura: organismo unicelular, de la familia de los blastomlcetos.
reproducen por gemacion; algunas especies son patogenas para el hombre.
Hongo capaz de producir fermentacion.
Micologia: rama de la ciencia que estudia los hongos y las enfermedades que
producen.
Micosis: amplia gama de infecciones del hombre y de los anlmales supertores
ocasionadas por diversas especies de hongos; basandose en. el grado: .de
profundidad anatdmica de las micosis, éstas se clasifican en superfcnales
cutaneas. subcutaneas y sistémicas. :
Neurotropismo: afinidad especnal que para el tejido o sistema ervn,
ciertas sustancias, microbios, virus, etc.
Oportunista: hongo saprofito que puede ocasionar micosis ante mmunodepresnon
del huésped.

Saprdfito: microorganismo habitualmente no patdgeno que . utiliza . materia
organica como fuente alimentaria.

Taxonomia: clasificacion sistémica de los organismos.

Teleomorfo: estado de reproduccién sexual.

Ureasa: enzima que determina la escision de la urea en amoniaco y anhidrido
carbonico y del acido hipurico en acido benzoico y glicocola.

Variedad: cada uno de los grupos en que se dividen algunas especies y que se
distinguen entre si por ciertos caracteres muy secundarios, aunque permanentes.
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