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R E S U M E N

Cyptococcus neoformans es una levadura capsulada,

patégena que causa serlos problemas en am.males y humanos,

apsulargs. : Cryptococcus

1s. se. encuentra en las
mlentras que
' que  su habltat

Qe - Eucal yptu_s o

éorrespohden .

cr:.ptococos:.s
varledad mas alsla
que,  es : :unportant
estudio fsev

Eucal;pto recolectadas de 5 zanas del drea Hetropolitana




vEstas' fueron: rocesadas para alslar las diferentes

stas muestras se -

;prf:.cadas, en las cualgs se ~encuentran




T.— N T R O D U c ¢ T o N,

1.- ANTECEDENTES HISTORICOS.

En 1894 Busse informé . .el., vaislamiéf‘iﬁd‘

levadura proveniente de 1la tibia

Sanfelice,:

capsulada ' E;ue

La pr:u'nera denominac1é e i cCryptococcius.. se. debe a Vullemin

(1901), qu:.en estudlo ‘la’ morfolog cterist:.cas de la

cepa, comprobé i;ue x‘m‘ tenia:"“ ca;'pacidad de formar

la,
ascosporas, como lo hace el género saccharomyces y por lo
tanto, lo llamo Cryptococcus homim.s.

(3)




stoddartd y cutler (1916) de manera errénea

supusieron que 1 ‘cépsula del mic organls‘o eran qulstes’ n

el " tejido' causados

(histolftico).

simllares

aspectos,’:

genéticos. (12)
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FIGURA 1. ciclc de vida de Cryptococcus neoformans ilustrando

las fases de reproduccién asexual (A-E) Tumefaccién

de basidiosporas haploides posterior fomacién de brotes.
g levadurifomes de
iacién de la formacién de
:sexualmente compatibles
dicariéticas con

@

brotes.



En’ la. actual:.dad la clasiflcacxén taxonémica de

Cryptococcus neoformans tanto en su fase sexual como asexual

es 'la sigulente, ‘(2):' L

"'FASE ASEXUAL - FasE ssxuu.

CLASE "vf . 'D‘evlyvxt‘o.romyces Bas:.diomycetes
SUBCD\SE o ; Blastomycetidiae Tel:.omycet).d:.ae
oRDEN v L E ' cryptococales _Us” aginales .
FAMILIA ‘ Cryptococaceae Ustilagxnaceae )
GENERO g " cryptococcus FJ.lVJ.obaﬂdJ.ella‘
o Fillobasidium
ESPECIE neoformans ) neofoimans
— HABITAT.

A pesar de que se informé que el microorganlsmo

habfa sido alslado de leche y »jugosv de 'frutas no se habia
establecido por complet ) € natu al“h t_a ,_,el_traba]o

de Emmons, qulen establec:n.é que ‘e

cryptococcus neoform n:
algunas aves com

conv:.erten en. hospederos o: vectores indlrectos que mantlenen

al m1croorganismo pero no’ adqu:.eren 1a ent‘ermedad (6)

(6)



El guano de las aves es alcalino. Y tlenen una gran

cantidad: de productos nltrogenados, que‘mantlenen" vlable al

microorganismo por varios meses. (2 23)

troplcales y subtroplcales,

Camboya, . Thailandia, Vletnam, :

Jcamalduienszs, de su madera,

esto una asoclacz.én especiflca entre

,n:ve"oformans var. gattJ.J. Ly Eucalyptus

cSingldblensis (5.27).

(7)



Ellos. mismos-. en .1992 eétable’c‘iéron

asociacién entre cryptococcus neo.t‘ormans var

Eucalyptus tereticornis. (19). ‘La dlspers

neoformans var. gattii aparentemente ocurr:

primavera y acompaiado degia fvl‘or"acti‘

Debido a esto se cree que 1a propagacién e

han  sido exbéffado

sim:.lar.‘ Amb

0 opérépié.”‘:(IQ)ﬁ_

<" CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS 'DEL GENERO.

Cryptococcus - neoformans ~es.un hongo levadurifqrme'

capsulado que llega,a.inedi de 15 a 20 um. de didmetro cor‘x‘

gemas de la mitadv,_dé' . “el resto lo forma la cédpsula
que llega a sei: ‘Haét Lveces" el tamafio de la levadura.
Las células son esfér as o globosas, presentandose solas o
en pares, algunas ‘ve e env grupos. No forma bseudomicelio ni

clamldosporas y en suero no produce tubo germinativo.

(8)



Este m:.croorganlsmo se desarrolla en los medios de

cultlvo hab:.tuales como ‘son 'Agar Dextrosa Sabouraud (SDA) Yy

c:.clohexanu.da. o En

llmitadas, convexas, br:.llantes d

‘no p‘res.entan‘ ;:apsula. Al parecer

(9)



4.- PATOGENIA.

Cryptococcus neoformans es el agente etiolégico de
la criptococosis, que es una micosis cosmopolita de curso
subagudo o crénico, se caracteriza por afectar inicialmente
pulmones y posteriormente se disemina a piel y visceras con
predileccién hacia el Sistema Nervioso Centrél (SNC). (2,23).

Cryptococcus neoformans puede afectar a cualquxer individuo,

sin embargo, la crlptococosis .se’ve. favorec;da cuando existe

or 1o regular

desnutrxdos, o bien

* . CRIPTOCOCOSIS " Nervioso—

" Diseminada

¥16).



La criptococosis pulmonar al. parecer se inicia por
la inhalacién de las basidiosporas"(4;65,”e§tas llegan hasta
los alveolos atravesando las vias féséirétorias, generando el
primer contacto pulmonar, que la ﬁéquié de las veces cursa

de manera subclinica o asintomatica.:.Cryptococcus neoformans

prolifera répidamente si no existe una adecuada defensa

celular, en especial células mo n cleares. Si el proceso

infeccioso no se detiene, los’ mlcroorganimos se diseminan por

la via linfatica y hematégena, con pred1160016n hacia el SNc,
en este 51stema 1as 1esxones se desarrollan en las meninges yb

afectan los nerv1os craneales, tallo cerebral y cerebelo. A

partir de este foco puede dlsemlnarse hacia otros 6rganos

como~ visceras, p1e1 y huesos. Las levaduras de Cryptococcus}

neoformans pueden penetrar por

En los casos

-viscosas.

. 'preseﬁta“

entérlc , Tamblén VSQ”fha'i

informado de Lnfeccién esporédlca en otros an1males.~(é§);:f.




5~ DIAGNOSTICO.

Para establecer -un dlagnéstico es’ 1mportante alslar.

e identificar al mlcroorganismo que esta produc1endo el‘dano,

f hlstopatoléglcos

basédndose en estudlosv' clinlcos,v

serolégicos.

5.1.

Clinico:

ff(12) j



En 1962 Staib creé un medio selectivo que permite

eoformans a base de extracto

el a1slamiento de cryptococcus ;

de semllla de’ GLuzotJ.a abyss.uuca ‘de ' otros contaminantes,

donde este m:.croorgam.s' o genera ‘un p:.gmento color café-

marrén, debldo a’ ‘que.:este transforma el dcido cafeinico que

contiene el ext' Y 11a en’un compuesto polimérico

de est:ructura similar-a-la melanina. (13,21,25,26).

cryptococcus se presentan en'el cuadro:No




1)

Caooharomuces =

Triohosuvoroen

‘Plvmento
Smedidl nlaen
gL

Pishentacidn

carstenctde




(sT)

CIINDRO 2. CARNGCTERISTICNAS D NLGUNAE DIE LA ESPECIER DEL GENERO Crogp Locoacauan -

RO BDADES C. neoformans (G- albidus [G. 1awcencss terrens {C-
Uewana - - - - -
Crecimiento = - - = -

- - - - -
3T <.
leeoimionte = .
aw e.
Ueil. HKNO3 - - - -~ —
Virwr. ratde + - - - -

Hiimilactdn cHOS
Giueowas - - - - -
Meltosa - - -~ - -
Cramros. - - -~ - -
Lectuse . - - - + —
Selmctoxs - -~ -~ - [ ad
ITrnosstol - . - -+ - .
Milone - : - - - -~

- T =
Dulsitol - : - - - L.
e rment. CHOS - AT - - - -

COP1IGO DE TABLA: TOSITIVO C+>. NEGATIUO <—>. UARIACION. DI CEPA <~>_. <(Segin Sesundo.Z-C..24>.



un ' pfﬁebé1

neoformans,

"'5.1.2. .Prueba para-diferenciar a Cryptococcus: neoformans . . ..

var.. neoformar

asa ‘en las dlferenclas bloquimlcas que presentan 1asf

. varigdades de»cryp¢ococcus neoformans :

‘(léj.,



Asi'. 1a varxedad gatt11 ihhibida por‘ la

canavanina. a’ d1ferenc1a de'“ ;j: 3V ‘di neoformans cuyovf

‘er ptogpccus‘neoformans var. gattii

(17)



5.2. Histopatoldgico:
Entre los métodos utilizados para el diagnéstico de
esta micosis se encuentra el examen hlstopatoléglco, que
tieng una doble’ finalidad: - la observac1én de 'la respuesta

miéroscépica del teiido y del agente capsal en tales

lesiones. (23).

Algunas de B :"“tincidné5~, 'hiétopatolégicas
‘estructuras micéticas son:
‘ peryédico de Schiff,

Grocott-Gomorl (23) n ‘tincién‘especifica para Cryptococcus

neoformans es la de Huc1carm1na de Mayer, en donde la pared

celular levadurlforme y la cépsula se tifien de color rojo.

(23, 24)

5 3 Seroléglco.

ffLoér' procedlmientos 1nmun01691cos " pueden ser

utllizados para dar - una rép1da y presun vidéﬁcié de

infeccién. Se reconoce que la protecc16n 1nmunolégica a 1as

mlentras que 1a respuesta humoral

diagnéstlco. (24). Una pruepa para”detecta

latex, gque presenta- una ﬁité‘

a2,



6 .- TRATAMIENTO.

El fd4rmaco estdndar. para el tratamiento e$ "1‘a~

anfotericina B en una dOSlS de 4 a D 8 mg /kg /dia por via: ;

se. han obtenido resultados; ;

intravenosa. (22) 51n embargo
con la 5- fluorocit051 a e
via bucal.‘

tratamient;o:

.neoformans iprovoca .

_‘medidas’ dé ‘prvevenc:i_.én y/

Cryptococcus neoformans

lo que, hay que evitar un

var. gattii, hasta hé\ée qléﬁnd

natural de dicha variédad.-;

” ilgj')‘ s



Ell:Ls y Pfeiffer en 1990 (5), reportaron por
prlmera vez ‘el ‘aislamiento de esta variedad en muestras
obtenldas ‘de Eucalyptus camaldulensis y dos afios después
aislan a‘ est'.e microorganlsmo de Eucalyptus tereticornis (19),
‘se ha visto que la distribucién epidemiolégica de esta
i varledad esta relacionada con la distribucién geogrédfica de

est:os érboles, ‘esto ind:.ca que ’un_a' pos:.ble fuente de

contaminacxén por este m:l.croorgan:.s en" el medio ambiente

esta dado por 1os érboles de Eucaliptos. (6,18,19). En México

en un estudlo‘ rqali ado’’en:/1988 muestras clinicas, se

demostrs - que el 8 asos’  correspondieron a 1la

var. gattz

in de establecer su habltatx natural.

(20)



IXe— M A& T E R T A& L

M E T O D O S

1.~ RECOLECCION DE MUESTRAS.

Se muestrearon 5060 - & :

seleccionados de cinco

de

al

transporte laboratorlo ,bos;ar;dr’-‘

procesamiento,

(21)



~ TRATAMIENTO DE MUESTRA.

Las muestras fueron procesadas de la siguiehte
manera: Se tomd una pequena cantidad de hojas, corteza, flor
y opérculos estos fueron macerados y vertidos en frascos que
contenian 20 ml. de agua destilada previamente estéril. Los
frascos se agltaron vigorosamente y se dejaron reposar por un’

periodo de 15 minutos. Una vez transcurrido este tlempo, def

la suspens 6n»o tenlda se tomaron de 5 a 10 ml los'cuales "-

hongos fllamentosos Y permlte la observac16n de e idesarrollo

levadurlforme.

3.— AISLAMIENTO.

3.1 DESARROLLO EN MEDIO STAIB:
Los cultivos fueron incubados a 37°C pof‘un periodo
de 7 a 10 dias, estos fueron revisados dlarlamente para 1a

bisqueda de colonias levaduriformes.

(22)



2.2 TINCION DE GRAM:

Esta tincidn se utlllza

en el
resiembran en medio de Staib por 1a técnlca de estriado por

dilucién para ‘su’ purlflcaclén 'Una-vez puras 1as cepas se

almacenaron en v1a1es que contenian agar dextrosa Sabouraud,

mantenlendose a 4 el

4.- PRUEBAS PARA LA TIDENTIFICACION - 'DE  Cryptococcus .

neoformans.

las pruebas de: tlnta Chl a

cual, se realizdé un frotls con un

microorganlsmo,

y por refrlngencla




Interpretacion:
Presencia: Células gemantes de 4 a 20 - micrémetros
observandose alrededor de las "célula,s; la cdpsula de .1l a 20

micrémetros, blanca y brillante.

4.2 PRUEBAS BIQOUIMICAS:
4.2.1 HIDROLISIS DE UREA DE CHRISTENSEN.

El sustrato urea.:
carbénico, a la que
carbamida. Todas las amlnas
hidrolizadas. La hldréllsls de la ada p
enzima especifica, la ureasa,‘v p“ ; @qiéculas de
amoniaco. En solucién 1a urea sé ¥ - dane :
de amonio como producto flnal.
enzima vinculada con la,"_fdévsrci
orgdnicos. (17). . i

Fundamento: Esta pru ba ' de la gapaéidad que tiene

un de

urea, .. formando ' dos

microorganismo

zima ureasa’

> (NHg) 505 |

Amonlaco : c ; rbonato

‘carbénico: : de amom.o :

(24)



La producc16n de’ urea es: caracteristlca Yy ut11 para la.-:

Interpretaclén"
Reacclén p051t1va. !
Reaccién negat;va;. No .

(amarillo).

4.2.2 PRUEBA ASIHILACION DE CARBOHIDRATOS

p tonado llbre de'~

para

dulcitol,:1n051t01,‘raf'nosa,

galactosa meliblosa y maltosa (16 17)

’_(25)-‘



FUNDAMENTO: Determina la capacidad de un microorganismo

de oxidar a los azucares y otros compuestos orgdnicos en las
que intervienen las enzlmas 'secretadas por el microorganismo
para - degradar las' substanc1as en alcoholes Yy anhidrido

carbénico.(16).

Indigador;qéwpk' ¢  : ‘ . 'j: 'caﬁbio de color’

(265 '



4.2.3. PRUEBA REDUCCION DE NITRATOS:

sta prueba es utll para dlferencxar a las especzes de

ausencla de nltrato en el medlo.

,Lki?i



En esta prueba se utiliza un medio con nitratos como

caldo - © como agar en pico de flauta. ;51n embargo, se

recomlenda el uso de un medio senu.sél:.do que contenga ‘0.2 a
0.4% de agar, ya que favorece la reproduccxon, permxte el

movimi_ehto ‘de los microorganismos, dlfunde répidamente los

nutrientés y productos de desecho. (16).

Proéedimiento de la prueba"

Inocular ‘los' tubos que contlenen el agar n:.trat:o con la

levadura, ‘dejar J.ncubar 48 horas 3,7,c COn e1 f:m de*,
detectar la presenc;La de nxtrlto adir a;L‘ cultvlvo‘ crec;do

1 ml. del reactJ.vo A




ITT.—- R E S U L. .T A'D o s

' De 1as 500 muestras ‘del:4rboles de Eucal:.pto se

; obtuvieron crec:.m:. n ongosv.fllamentosos

los,cuales ‘nofueron‘considerados’en est estud:.o, también se

‘le aduras en 101

el medio Sta:.b

(29)°



A . las levaduras con pigmentacién blanca . se les

realizé - las pruebas de rutina para la 1dent1f1ca01én del

género Cryptococcus. Los resultados obtenidos’ en las pruebas

realizadas -ademds de 1la asimilacién .de carbohldratos se el

resumen en el cuadro 3. Reuniendo los result do!

levaduras se obtuvé que: 33 (32 67%)

género Rhodotorula,ulasfcuales fuerq,

rojo a rosa, adenmds,
al género

cerevislae,

cuadro 4.’

géneros.'se resumen.’en’e

(< 3‘0')‘ :
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< "Cuadro No.: 4’ : G
Nimero y porcentaje de géneros aislados EA

Género No. ‘colonias’ aisladas’ g Total”

No tipificadas
_Hansenula
Total

De las 30 .colonias’aisladas: de

‘género  Cryptococcus

se obtuv1eron va i

de las especies alsladas del género Cryptococcus y Candlda.

(34) :



- 2 “cuadro-No. 5’
Nﬁmero de las especles del género gzxp_ggggggg alsladas

Especle

No.,colonias alsladas»~""

(55)



IV.- D I S ¢ U S I © N

c o NcEc I U s I oN

De'acuerdo ar los resultados obtem.dos las espe J.es

género : cryptococcus

agua, desechos v de 'ritus‘v




De .las especles alsladas del qéhéf‘b‘, ci'j)pto¢occué;"

gattii’; a. partlr de : d:.ferente
Eucallpto en Austral).a y Cal:.form.
fueron reallzados en épocas de

Eucallpto y -ven :las partés : bajas d 1-}mlsmo

de’ muestrear de 30 a 40 cms. aba

Eucal:.pto, esto es, flores,




Ellls y Pfeiffer en 1990 en Australla muestrearon

2100 arboles ‘de Eucal:.pto,. obtenlendose 35 alslamlentos‘ i ’

cryptococcus neoformans var. gattii. ( 5), que

1.6 % de alslanuentos. En este estud:.o el nimero: total

muestras bajadas fué de 500 Arbol

. gatti‘iir(zrd); Por 1o tanto, una probabilidéd:p ria s

solamente el. d&rbol

que rodean el habitat de estos &rboles. En la ciudad a RJ.OIVA “
de Janeiro, Brasil se establecié una nueva as ‘
muestras de excremento de murclélago :

neoformans var. gattii (15) El estud:n.o se: basé e recolectar‘ 2 v




Los ‘autores sugieren que la presencia de este mamife:o
forma parte del ciclo biolégico de cryptococcus neoformans
var. gattii, tomando esto como punto de referencia es
importante considerar que nuestras muestras fueron tomadas de
dreas urbanas, zonas que por sus caracteristicas es dificil
gque se establezca alguna poblacién de murciélagos, sin
embargo, la mayoria de los casos clinicos se han presentado
en estas dreas, por lo dque creemos que la presencia de este
mamifero, no es un factor gque influya en la presencia de
Cryptococcus neoformans var. gattii en la ciudad de México.

Por lo anterlor,

sa concluye que el habitat natural de
v g ttil, no es solamente los

‘.son parte del nicho

te en. México, por lo que es

trabajando

con

' estudio

ESTA TESIS NO DEBE
SALR DE LA BIBLDIEGA

(39)
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(Preparac10n de medlos Yy reactlvos)

PREPARACION HEDio 'ST‘A‘IB :

Semilla Gulzotz aby

Agar bacteriolég1co.

cloranfenlco

Agua destilada.

PREPARACION MEDIO AGAR.DEXTROSA SABOURAUD

Dextrosa........ vy

Peptona......;...;;

Agar bacterlolégxco.

Agua destllada..'

11000 ml:

oy




1.- Pesar 65 g. del agar comercial, agregar 1000 ml. de agua
destilada. ’

2.~ Disolver por calentamiento.

- Vaciar en viales aprox1madamente 10 ‘a 15 1

a'la mezcla acuosa.

v’5.-~Distr1buir en: tubos estériles aproximadamente 3 ml. por

6.~ Dejar enfriar. Refrigerar para su conservacién.

(41)



PREPARACION DEL MEDIO PARA CARBOHIDRATOS. (16).

a) caldo ro]o de fenol, pH“7 4.

fenol. por tubo

Agua dest1 lad

Vaciar en

nitratos, ester:.llzar en

a2y



b) Preparacién de reactivos:
1.~ Solucién A:
Alfa-naftilamlna. teeercasasseB.0 q
Ac:.do acético (5N) ceceinenea .1000 ml.

Dlsolver la alfa—naftxlamlna en menos - de- 1000 ml. de

dcido acétlco 5 med:.o de un suave calentam.ento. Pasar

la solucxén ‘a'un matraz volumétrlco de un; 1itro y agregar

. éc1do acético 5N c. s p. 1000 ml. Fxltrar la soluc:.én a través

No 1.- Guardar en frasco de v1dr:|.o obscuro a

_ 2.~ Solucién B:

dcido’ acéticou 5N.
volumétrico de un 1itrot

1000 ml. 'Guardar ‘en un frasco de vidr:.o de color obscuro a

4°c.

‘(43) .
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