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R. E .S U M E N 

. •, ·._, - ·. 
Cyptococcus_·· neo.formans. ·es una levadura capsulada, 

patógena que causa ·ser.ios prbl1~mas en . animales y humanos; 

esta levadura :P~rie't~a .'.,;( 6rg~ni~mo ;refe;entemente por vía 

áérea y tiene' ~;_.ef.;reÍicia' ;~º; el ~iA~~~ N~f-~ioso Central. 

Posee , 4 : det~r~~i-.a~~.is á~~iginiÍ.;;;;; ~e~6~i~~dos A; s, e · y o, 

asociádós con ;io.ii ~~lisacár~dos '_cap~ulares. · .. Cryptococcus 

neo.form~ris presenta ,~.os vaifedá_de,s': neoformáns. (serotipo A y 

D) y g~t~iL. (~eroÜpo B {y; e)_: _El••: habitat natural de 

cryptococclls ·.?e'?.fó~m¿~s V,~}'";, Jl_~oiormél.iis se encuentra en las 

e~crefas' de, ·· pa1di{iá$ : en, todo' el mundo, mientras que 

cryptococp1:2s f~()i;;r~a~s' v<fr~ gatÜi se cree que su habitat 
. \;.~_·;·:; __ · ' .. 

natural tiene .éJ.566iáe'ió;:{ con ios 'árboles de Eucalyptus 

· :::::::~:¡~~5 ,-~1rb~-1i~:S~M~t~Ji'.li1:f if~~;:is ~sto:ª _·E~::;_ii>t:: 
corresponden ci~~ /1;, /.iútX:ii:iWfa!l :epic1.;mio169iéa :;de··.·. la 

criptobocosis Ciallsaciá f por e'~-t:~·;; Jél.r'i~~~.i:: · E:~ · méxié:o · la 

variedad mas aisiél.cia ~de[d'asos : gú!'..i.Cio~ . es Úa ·-¡g~tf¡/j-:. ~or .·. lo 

que, es importallt~) ~ono~~r ,·ia fuei-.te .. ~e ; infl:.~é:J.ón i En ·.el 

estudio se trab.lj ... roÍi c~~ 500 muestra~ '~;;; ~~1>61~~ de 
,·_.· - .. ·;·.···.·· ·: .. ; 

Eucalipto recoieC:;tadás ·de 5 Zonas; del_ área Metropolitana'~ 

(1) 



Estas· fueron ,procesadas para aislar las diferentes 

colonias existentes' en'· mec1iC> 'st~ib~ ' de' estas 'muestras se 

obtuvier~~- l.oi ~isl~~ieÚ6{·;de i~'laCÍu~~s·· .d~ ;{~t~ual~~ 65 
~ '· ~ .. , ·: . ';' "'~" 

colonias fueron bláni::ás;_33 rosás;,y :3 ~eg:as_, ;Y por. medfo. de· 

las dife~é~t~~ :;;·prju;i;i,;:,s/?u~Úi.~~d~~ ' cte'~ i-l.ttiri'~ ••. para <1a 

identiffoa~i~~:::~·~:;,bijf,~6~6~dús; :.~º~~ · iíi': .. iiii6l.Óni:d~.· 'ú~ta · 
china• .. ;; ~~u~~;,~ '~}~i~~f%~·~~·.~~J.~~r~}~,i~~. di' ~r~~;, i~l~il~~i~n 
de .·· ca;'-°boh,id!f1tOs_t, Y} red!:lcción. _de' • ni ti:ato.s;) e ~-e····· encontró al 

género crypfÓcoa&iúi\ en 30 ;~~~s~611~~ ''(¡~·,las ~úaies. 13 

c~lonia~ · ~~A~~~gi~~~~< f {~ i~~~~i~ · albi~~s ;. Íi l~\#specÍ.e 
laiirentLi', ~·:a·Ü~i~~·~~ui~tJs y 4 a la especie terreus;,.además 

de aislar' a est~:".9éne'ro'i talnbién se aislaron 33 colonias del 
:~··· 

14 del género Sacaharomyaes';. ···:J.ci.•· .. del 

género candida ('s ~ de la especie rugosa, 3 de l~: ·~spe~ie , 

guillermondii', de.\as, especies pseudotropiaali:;. y·: Jéruseü se 

aisló una ccilcmi;> de e/u), a del género TrichospÓrori, s 

coloni~s fii·~i~;~'. ::~~·'. -~~-pificadas, en las. c_~a:~,~~-:~y~~:-~ .. ·~·~~-~~~t~an'~ 
·~ ~~ 

tres colónia~ 'de ;}eváduras negras' y por 'tll t'imó' 'sE! 'aisló u~a 

colonia ... d~~ .,gé~e~~.•~aíi~¿ii~1a .. De l.as .· soó• ~1Úi~{t~;~· ¡~~~a·j~d~s 
·~·; 1"·'·""",J'-:<·;,\':(.' ~ --·:... <. 

no se lo<;Jró, el ,;islamiento de c:;,:ypto;,oéiCu'.!1 .• neoformans ¡ io 

cual dif iér~ de :' é~tudios,. ;'d~nde ,;j;epo~tan; ay l~;. á~~les de 

Eubálipt~; ~orno ~abÚ¡t natlÍ~al • d~;l)Y~;y~~;,doc~u:;·. ~édiórIJlans 
-;.,_._, . ·~.:.:.;-'·',. .:·~¡\::_·t·· 

var ..• gatt1i; . ~~r, 10 que .~~·: s~9ié;..E! ~¿~~inúá~:'• ~-oH estudios ·en.· 

relación' a 'la· .. f.ior~ y . fauna: c'.iúE!: ;.;irci~ndá los. ártío1ei. de 
.,;-._,- -_• ·. ·~·_,;_.:' ... ;. :; .-;';-',',,:'.': , .. ·~ -· 

Eucalipto,· con :el fin'.: de• determinar el, h_abitat náttirál de 

.esta variedad .en México. 

( 2) 



I-- I N T ~ o D u e e I o N 

1.- AHTECEDENTES HISTORICOS. 

En 1894 Busse informó el . aislamiento de una 

levadura proveniente de la tibia de. una· muj~r f .. · .Busse. 

describió a los microorganismos .cómo:· .. de: ~~t>:Íraieza':\fungal, 

denominándolos como . Saccha;omyc;:es_. R.;IIl~ri.~~.:; kri{~l'.' nii~~~ · ·año 

Sanfelice; en Italia aisló del' jug;;: de 'duraznc;~·'una levadura 
- ;-_,: ,, :.:.·.:- .· . .,,_. __ ,·::.-.;,:·, .::T:<~t{:~~~(!:i<· ·;·:·.·:· -

cap".ulada .. c¡ul;!· la denominó·:Saccharomyces.> iieo.forniaris. (2,23). 

La primera d~nomi~a~{;~·:,cie)c~fpt~c~b~h:: i~ ~~~: a Vullemin 

( 1901), quien estudio la morfología y• características de la 

cepa, comprobó que no tenia·· ·1a. capacidad de formar 

ascosporas, como lo hace el género Saccharomyces y por lo 

tanto, lo llamo Cryptococcus hominis. 

(3) 



stoddartd Y, cutler. (1916) ·de manera erró,nea 
supusieron que 'ia• cápsula' del microorganismo' eran• quistes en 
el tejido causados· •por'. ·:la"'. ac~ióri, digestiva del hongo 
Chi~toÍitico). y.··' Üamáicin'< a.1 ,· 'i\.icir~or~~~is~o' . ióru1a 

histolytica 1 .. · finalmente' ,',·'iué;. reclásificadá .: cc:im(;''cryptococcus 
neoformans: • • ( ¿2 fr; .(i;;~c, 1~;~~· i~~~:·¡~~\~Bi~di~;,,·~; ~i~~~~iició • a 

l ~- : ..:. ';: ': ; ;:. :~; • : "'' ' ,. >·-: "-;, . ·:. 
tres·· seroÜpos'de'C,rypt~'?ºº~uef' ~~~iorína'§s/'é'le~igilánc:li)1c)6 A; .B 

' ' . ' .. ~ ' ' ' - - ,- . . ' '· .... ,•,...";, ·. : > ::~· -

:1:~,i:: 1::~~:t~defrftj1~f(·~L~~r~l6~~~~1~tJ{t}~f}~~~ri]~~:::: 
por Wilson e~;~i;. enYiltros ''·casos,. C::!i.rii'ébs\; '-cieri~~i~¿ridolo 
serÓtipd 1i. ii:i')>un'' estjdio' de los. c~at~o ser-;,tipos realizado 

. . ' . " - ' ,,... . _,_ ~': .-~' ; ·,-~ ~ 

por K~~rig_:Chung : ~t :~t· .revelÓ .: 'q~~:,~ los }serb'ú~~J"'• A , y"· D son 
' ._,. . . ,., . :.•,, 

similares·~ di~er~~t';~~· ,·~ ;i?~·.:,~~}:~ú:P6~';,J:f•;yfc; '\anto en sus 
aspectos ecoióg{~~~·J, .0,~i·~~mfoiógicos < ·.·bto~jí;.iC::~s · y 
genéticos. c12). Debido> á !:lás diferencias ,entre:, 01 par de 
serotipos, AD y sé ·cryptococcus n~oformans , fué '.; dividÍ.do, en dos 

. ,, ~.· ·- • ., -·« •. , ; :·.J·· • ' . . ,._~ . .• ' ~.. ' 

K:w~orn:_:c:h:,u:n:g:.:. ~~~tt~· 9¡~f.tJJ:k;:··s;·e~xfufat1~ .. : .... ;.:,•··';,·_~d:.fer.·_,_t······.~,:_ •....•. J.:_~c;:r·~Y''.;_.,P.,A.·t'o·_· .. ·:c····º)····,•cl.c~.-:u75: ..• ,. . ·.. ªª~ºá~ió:: 'e'1' '~~!:~~~· ,, . . . .. 
neofcirmans, denoíni.¡'.¡'áriciC> i'ai ·' ~.;t:;;.a:c; perfe~tó';,:cie 'la ',.levadura' 

:~.; ·.. : '· ·.. . 

como, FiÚobasidieÜá '. neofÓrmán~. :y : lo' colocó' :em . el' género 
Fillobasidiella dentro de ,los ú:d.tiÚgfo~i¡,s (23); :~a i{gura 
No.J., nos. muestra el ciclo de vi~f~~· ¿;,;~t~~o~~us ~e~f~;~a~s 
en sus fases de reproducción'sexual y a~ex~ai. {10); 

. (4) 



FIGURA .z. Ciclo de vida de Crypt~coccus neo.!ormans ilustr.ando 

las fases de reproducción. asexual ·.Y .sexual. (A.:.E,l Tumefacción 

de basidiosporas ·haplÓides ,y po~ter.io~· formación de brotes. 

(Fr ciclo· ·asexual> ¡de:· las· células. levaduriformes de 

cryptÓ~occu~ ni:iói~r~~;,s;;,,(G;· í:niciaclón de la formación de 

hifas .. p~r .. cé1uÍ~s'.;;:i.:!j~~.u~if2rmes sexualmente compatibles 

previá~e~te:·; ·conjugadas:). ''(H) Hifas dicarióticas con 

cone;.iones / ( I) ··.· ~~~~ias · ,· ·~~ii'aduriformes con. brotes. (J) 

Basidi~s ~ 'b~~ldi~s;~~r~s foi-mados en los extremos de la hifa. 

(Seg\ln Keitll, H.E;, ,19?'6:l; 

(5) 



En la actualidad. :la clasificación taxonómica de 

cryptococcus ne'oformans tanto en su .fase .sexual como asexual 

es la siguiente: .C2). 

FASE ASEXUAL FASE SEXUAL 

CLASE Deutoromyces Basidiomycetes 

SUBCLASE Blastomycetidiae TeliomyceÜdiae 
'· 

ORDEN Cryptococales Ustilaginales 

FAMILIA Cryptococaceae Ustilaginaceae 

GENERO Cryptococcus Fillobasidiella 

Fillobasidium 

ESPECIE neof ormans neof ormans 

2.- HABITAT. 

A pesar de que se informó que. el microorganismo 
'•. · .. , 

habia sido aislado de : leche ,Y 0jugos · de ·:,frutas• no se habia 

establecido por completo ~¿ habit~t n~~¿~al•iiast~ .el trabajo 
,- ·. :. :: ·. - ~ : -. : . ~; :_ ·,: ' 

de Ernmons, quien est~ble~ió .que. ei·. habitat ·.mas. importante de 

cryptococcus 1Íe~f~;1!1ªf + :~af. < n~~¡;;;~~n~. '·~~ : el guano de 

algunas aves como :'palom~s' .y gailin~s (23); los .cuales se 

convierten en hosp~d~ro:~ ,o: vectores: indl;ecto~ ~Ü~. mantienen 

al micro.,.rganisrno pero n~ adquie~en la enfermedad (6). 

(6) 



El guano de las aves es alcalino y .tienen una. gran 
' - '.':; .:· ......... · :-. : - •. ' 

cantidad de productos nitrogenados, que.· mantienen.:·' viable al 

microorganismo por varios meses. ( 2, 23) .;s.i~: ... ~~~~-rgo, ·hasta 

1984. no se tenía ningún conocimiento sobre e.l.hai;>itat .. natural 

de cryptococcus neoformans var. gattii•••.añoE!n'~ue Kwon-chung 

en un estudio demostró que esta varieda~ :~r~v~i~:~·i¿ e{ ~ü~ás 
" ,,,,,, ;;; 

tropicales y subtropicales, por; e'je'mpl¿ ;•,_ Africa: central, 

Camboya, Thailandia, Vietnam, Bra~ií'; ~'c/\J~i(;~ti~/ !f!~w~ii, 
sureste de california y México; p~r ;~í~~qti~iii~ ~icólogos han 

puesto atención a la .. vegeta,~i¿~·'de ~~{~~,,~~~~~~~~~';':)y~:~~~-en 
esta se puede hallar' •ei,'ii~6i~:{c·~~~~rai\"<Íe •cryptocdccus'· 

neoformans . v~~·, dat~if- <~f )~;~y::')' .. · .~;, __ :·~: ·.;·'·····-:.'. '..:_._ .. _._. __ :_· .. ··_? . 
··--:··\~~:::-: >-·· ' -. --·,\ .. \;'.;· > . - :~·:.~-:.:: -.· = :·:~1:·· ' 

ElÜs y,·PfeÚfer érii 1990 ''reportarán ~~r: p!:}inera vez 

a.Í.~ia~~entl . cit;! •,~:f~;;, vi{ri .. d~_cii'.·'é~', '.~~~~¡ra~• ()'¡;f~r;rii~s ·. de - · · el 

árboles de Eu~Blipto; . EllOs 'recolect~rori '.de; :Ú :, regl,ón del 

valle a:~_· s,i#óss~·; :· e.ri' · ;..ii~tráiia _·· niue~~~~~ · -~~:¿_ ia '·~r"ég .. taéiÓn 

exis_tente ~ :• ~ryptd~i:>~cJt 'n .. ofo;.mans • t .var; \ -~~fiJ.'J. · f~é 
repetidame~te ~i,;ii~'cia{ pero. solamente d~i ~~;:~;i.'~1?.'á~o'Ci~cío 
c~n F;uc~l~p~J~:'c~m~~d~:e~sit>, de su made,:a~f:~~~~~~~;,; ''~6j~~ y .· 

. désechós ácuníulados debajo de los árboles. Del~ re;;to de la: 

vege¿6Íón ''i,;-. 'desechos colectados de este sÍ:t·i~ ·fueron 

negativos·.· i~di~a~do esto una asociación específic~ entre 

cryptococcus :·naoformans var. gattii y Eucalyptus 

camaldulansis . . es, 27) • 

(7) 



Ellos mismos en 1992 establecieron ·una riueva 

asociación entre cryptococcus neoformansi var. . ga.td.i y 

Eucalyptus tereticornis. ( 19) . La dispersi()n "?e cz:ypt_ococ:cus 

neoformans var. gattii aparentemente·:• ocurre .'· dE!spuée( •de. l.a 

primavera y acompañado de la flor'.acióJ?::~.~ Aosa'Li:}.r.~e#~~iptos;. 
Debido a esto se cree que la pr6pagaciÓ~ ~;;_ é( , .. {pb~ /~,{te 
hongo se presenta por periodos coi:t~s~'c~}~{~ . ,>.'' 

._ - , . - , e ' : __ ~· ~'~:': :_· , •• ;,( :·- • : ·: ~·: :_·-':: • : • 

'";, . ~ . ' ., -

Eucaly~tu~ ter~ti:I::~: .. •~¿~hkit1t[if ~~'i,;j~t:t1j:_ .•. 
han sido' exp()rtad':";,~:1:.Y;:< . ,., "'. . . 

similar.' Ambos',, pertenecen •. al gr~ici~dE!'•, l~~\~~oíiias' r()jas. '.' Las 

dos especies es¿·n :~sfrecha~e~~e('·~~;~dtori~ci<i~ y ~óÍame~te' se 

distingUeri por el tamaño y f~;_.ma ~fsu' ~~~ri.~10. (19). 

3,- CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DEL:GENERO. 

Cryptococcus neoformans es un hongo levaduriforme 

capsulado que llega a medi~·::'de · 15 a 20 urn. de diámetro con 

gemas de la mitad .de s~ t~m~ñ6; el resto lo forma la cápsula 

que llega a ser hasÜ:':;it~~s ·Veces el tamaño de la levadura. 
1;•;. 

Las células son esf·é~:ic'as, o globosas, presentandose solas o 

en pares, aigun~s v~~e~;;·en. grupos. No forma pseudomicelio ni 

clamidospO'ras. y .e;; s.u~;~ , no produce tubo germina ti vo. 

(8) 



Este microorganismo se desarrolla en los medios de 

cultivo habituales como son: .Agar Dextrosa- Sabouraud (SDA) y 

extracto _de le:.ra:clura:s .- . sti ·crecimiento. ~s: i~hibido ·por la 

ciclohexamida. En medio SDA - genera·: ~~lorii~s mucoides, 

limitadas, convexas, brillantes ·de·: ·color ·blanco. amarillento, 
' " ·' . :·.' .. , . .' "''.: _· . . ·-~: ' ' : : . : . . ' 

con aspecto de leche condensada/ En : algunos_ medios de cultivo 

y en resiembras posteriores~. su :.~á~~~i·a:, f¡~nd~ a reducirse o 

inclusive a desaparecer. (2~'23) .. ;En';:los ambientes sapróbios 
' . '· -:~;·<; .: 

estos microorganismos é~si:·ncÍ 'preseritarÍ cápsula. Al parecer 

la existencia factor de 

se han 

cápsula; 

g1ucorónic6-- en ~.e:Liriióri :·3;2:i-~~;;¡¡~btiV~;.;'~~~~ ~ 2;·%de 9i!~p6s 
o-ac~tll,-. l;s:·. _cua:1~s';'fo~nia~ urÍ.~cÍ~~u~st§ :::i'f<l::gluco~o-~ilo:. 
manana uniclo ~ niol~ciiías 1 

ele• ~~Ü~s~; --. (9_,ú ;22 ;23 ,29) ~ -.--

(9) 



4.- PATOGENIA. 

Cryptococcus neoformans es el agente etiológico de 

la criptc:;cocosis, que es una micosis cosmopolita de curso 

subagudo o crónico, se caracteriza por afectar inicialmente 

pulmones y posteriormente se disemina a piel y vísceras con 

predilección hacia el Sistema Nervioso Central (SNC). (2,23). 

cryptococcus neoformans puede afectar a cualquier individuo, 

sin embargo, la criptococosis se ve favore:~'idii_ cuando existe 

una disminución en las defensas del pacj:~~;:';;,';'/~ór_ lo regular 

se presenta en pacientes . diÍibéticos, ¡-desri~tridos, o bien 

deprimidos inmuÍlol~gic:amerite. ( 2) • ' L~ clasificación clínica 

de la criptococbsis ~~ l~ siguiente:(2;; 

Pulmonar 

CRIPTOCOCOSIS· 

(10) 



La criptococosis pulmonar al parecer se inicia por 

la inhalación de las basidiosporas (4,6), estas llegan hasta 

los alveolos atravesando las vias respiratorias, generando el 

primer contacto pulmonar, que la mayoria de las veces cursa 

de manera subcl!nica o asintomática'. ,cryptococcus neoformans 

prolifera rápidamente si no existe' una adecuada 

celular, en especial células ;;.ori~nticleares. Si el 

defensa 

proceso ..... , 
infeccioso no se detiene, los'microorganimos se diseminan por 

la via linfática y hematógena,, con'predHección hacia el SNC, 

en este sistema las lesiones se desarrollan en las meninges y 

afectan los nervios , craneales, tallo cerebral y cerebelo. A 

partir de e,ste foco ' puede di~einirlarse hacia otros órganos 
- , 

como: visceras •, piel y huesos., ,Las levaduras ,de, Cryptococcus, 

neoformans pueden' - pen,etrar por via cutánea -d~ndo. una 

criptococosis primari":;: con la foi:Óm~ci-ó~ - el~ 'un chancro o 
- ' ,· ._·_· ·--.:· 

lesión inicial ,dc;>nde' puede, -evolucionar. formando una lesión 

granulomatosll Úlc~r~da)- c2). 
_,, Ade~~~ •, -~~ •,•'~f~ctar' ·. ~ '•hu~~rib~ ' e. _neoformans también 

. - ,-, ,<,·- • ·.• :-_._1: • } -~ •· -~-::: \: .... --:· .. 

infecta a arii.ñiaíes'.·• :'.E:ri'LV:a:C:~s ':Eiróvcíca mastitis micótica 

ociasiori~n~o•de~¿t:4~6{~U-~~~aii~~:<';l{~~i~ución en el volumen de 

la lE•che:,,y• producic¡~ri~'de,>sec~:~siones, viscosas. En los casos 
·,-,:·, .. ""•': ·-- --,.,_.. ;'·. 

graves se ilfe'C:tai'i l?s:'c'gangÚos Ún-fáticos regionales y los 

más, p~~tJrld~s-Y ("~~)": ~E~·.:.~.¡~c.•Y,~e~ro, visón, y felinos se 

presenta inflamación" úice~~i::iv~ ':·éCie, la ·mucosa nasal y 
' '.'-. ';;; »·~o·., 

en'téri_ca>· _:m~~ing~ti~ ;0 ";-_y·; .. _·. n~U~o-ri:i:~~- (28) ~- T~-tnbién se 
., ' . .. .. ' -- . . . .. - ~ . - ·- . . -

informado d~ inf~'dc'ión ¡;,sporádica e~ ~t~bs, ani~~l~;.. ( 23) • 
ha' 

(11) 



5- DIAGNOSTICO. 

Para establecer un diagnóstico es· importante aislar 

e identificar al microorganismo que est:a .Produciendo.:.el'daño, 

basándose en estudios ... c'iinicos, . hist6patoÍó~icos y 

serológicos. 

5

• i. :~:n:::~tras :que se ~~ÚÚz~n· ~ar~ · ~l diagnÓsúc~ de 

la criptococosis ·· so~; ' ~j :~¡áJ~~os '':~~~~~~~·~i~~; .}i>i;~ i:'.íq~id~ 
cefalorraquídeo< (icR) /, c) ~~üi:iá~i~F~·ci) ~¡¿¿~ia y e) suero. 

. ;··. ·~:·:~ .. ~·'¡::·~ ' . ,., .. 

Tratanclose ele laé~slguieÍ'ite mane'ra::.• (2) ;; . ;;.· , ' 

l. - TinciÓn <i:i~CG~am; •. ··~~ .··~eaÜza.': a '.todas ''las'' ·~uestras 
):·:,· ·f'.,;-'' ,-~··. ·~··' ~.~r., \.~ . ,,-, ,.<\; 

exc.;pto'.áisu_.;~o;y:tejid~~de: bio~s/a', par~ Ób¡;;ervár,:que tipo, 

de .micrcí,6fa~~~:Í.~ino~.·~~ e~c'ú~nti::ari; cu~;ndo' •·ii~Y'·'. p'fks'~nciia' d.e.: 

levadl1fas se r.;~iizall ¡ laii <sigui~llte~~ ¡:,;J;~¡s'.:/( 24 r: .. 
;_ ,;in~¡óri n~~at¡~a'd;. ¡lnt~ china:·i E~ta: Únción• se· 

·' - ', ~::·· ,:- ~, -- '-. ''·,:'".- '' - ' ,- ' .. '· 

::i.:~~tr:r~~~~::1::~~J:riE:r~;~r·,~~r~~f;1:~t~~~i[}~~17:::1~::. · 
en gem~dión de< 4>¡; ~'.·20 :i;;:~ ,·~6n i.ma' \:ápsu'ia aife;edor ·~e la 

. ' . ,'. '-, . ·'" ~.'. '.·, ' ,, 

cél~la d~ i.:.~o Íl;.. l>,~ª"~~ y bril,1~nt~;' {24'): :; . ' • 
. .•• ~ .. cl11t~ vcí: ' Las muestra~ ,ide :\; lav~'dos ~;,.o¡:;~ui~les I 

exudadÓs y i.ci'i, son cu,lti~ad~s ~ri·(~~dio~ d~ p~l~~~islamiento 
,:· .,-,. . · .. :.·· 

como el agar dextrosa. Sabé:iuraud; ·e SDA) y' ;,,xtracto ele lé~'adura. 
•. ' . ;. <i 

(2,23) ·• 

(12) 



En 1962 staib creó un medio selectivo que permite 

el aislamiento de· cryptococcus .. rieoformans a base de extracto 

de semilla de Guizotia:. abyssinicá .'de otros contaminantes, 

donde este microorganismo · gerierá un pigmento color café-
·:, -.. ~ { . .... -. : " ;_ : 

marrón, debido á qu·~:.· e.ste ·,transforma el ácido cafeinico que 

contiene el extra~t.;.''!ieh~~'s';~llla en un compuesto polimérico 

de estructura.sil11Üár .i;i~ J1l~iai1ina. (13,21,25,26). 

5;1.1. ·J?ruebas·;'P~;ª ilif.;;renciár a Cryptococcus 
.. ,,,_<<.:· -,,:, ;:,., -,i': ~- \'.·;;<:~ .~_·. !:·:-;· 

neoformans de o.tr?,~ géneros Y: ~'.",Pe7ies levadui-iforJ1les .. 
"< ~;~-:~.: ·":· __ ·~-;;~: -.. :- ". -:-..-.·. i_ .. :_._· 

Para ·~istáJuii : :a: , cfyptido:cu~; n~:ofo;~aJls . de .. • otros· 
:·.:-:;;._·:-.··,,_;_':,;. ·: .. '" '-;~''..- ·::,\~:.::«~~ ;-_ _;, __ :::;,: -,.-,,-/·,·-

géneros de . levaduras;. e;; i;¡,p.;rt~~t~ t~~ilr e; eri ... ?uenta . las 

caracteristicas mor;~lógic.i's y ·bioq¿·imiila·~~.~: .;~~;;;s ;~:,por·· ro. 
que es con~eni~:nt~: reaú~~r ia~ p~u.;;bá~ .• J~13 ~e .~e·:ü;n.;;~ ~~.el 
cuadro No; 1.' C:?}::i ... ·~ , · ~/·{ / { 

-~--- ·: • ' . :·:i;·,;" ·'..-:L- ~-.'-;-.;·''.; ·~-
',, ·-~~'.\·:· --:-:,.: ;· ·;:· . 

La . :· , pr~ncipal .· espech·'~u·, em •. a. •n:ots· .. ~ ...... :t.·.·.'.:·ó··Y'g····.~··.· .. :.,n.' .. a/n:.J..m/a··~1eelsJ.·.·.······ . géné~o 
Cryptoco~cu~> ~~~} a°fedtaO a es. ia 

' .: ' . "' ' ";,"'. ' .~ 

nec;;i~r~~ns~. si,~ eiilb~~g~, '. :t~n;bf,e11\; h~n\,~icii ~mk.~fcad~s 
·o~asionalmen~~ .. en : . infecciones';: en '':humanos <· a:'. cryptocciccus 

laurent:ii · Y cr#to.co~ciis: ~lÍJ¡~JJ: ;· ( 4'';2 j'i~; 'i.11~/~~~é~as · .que se 

realizan para .. • cÚ.f~~encia~ ·'a ' l~s : éspe'cie~' : d~i .. género 

cryptocciccus ~.;presentan en;~~él1~~~ri ~6. ;. 
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La Priieba Biológica de Patogenicidad . en · ratón; es 

una prueba auii:iÚ.ar·. en 'el. di~~~~stf c6 de Crypfococcus 

f ' y~ que e;,ta l~v~diiia es ia~ ~~i~,i;, e~p~c:i
0

e ~n ;,u 
:::e::m::~gen~·,~~r~:~¡·.·~~~~~. 1;:~24;,, co~ ·•.el;;fi~: Cie: produciir 

la· infección? las'' levaduras; de·· Ci:yptococcus', neoioríiuin's . se 
' , ·~: '">-'. ~ t ~ ·. 

obtienen °de•. un' C:iiiti.~6>.ie 2··· a' ·.r.· 'dia:!;; de idesarrollo ,··.y.'se 
suspenden ~~'··);,oi~jj_¿~; >~air11~,·· debieh~~~e···· inocular. 
aproximadamente?~~ ... :,1, :-r .i~~' :~· ·~'! ·,: 106 ( céÚlla~ ;~6;: via 

, "·-';. , _,.. ., '·· .;r.··.; ·~<-·''.:- , .· '/. . . ,,.·: 

~:t::tes::~e~:::: l·~ª~:it:~::tri~::~~Ynt:~f ~1·1·~l~f e :0~::··. =1~· 
15 dias después de la . .in~~u:L~~ió;,/· p~~;oca'nd°ri': é;,• í6~ · rii't6~es 
alteraciorie;,·. a ni~~Lde s¡~~~Ína' N~~vl~ .. ~ c~~~~ai. .. .. 

5.l.2. Prueba Cr;;tdc~cc~;:~eofbfman;,· 
var. neoformans .• d'e. Cryptococéus : neoformans'.•var ·. ·: gat'i:i~ . 

. ··una d.,. ;;~ .pru<;ba
1

~'.>::.m~s .• • 'utilizadas.··~ª~ª la 
diferenciaCiÓn ·de cryptococé:Üs 'rieciformans)~a.: .. j~·~Üormans . de 
cryptocóé:cus ,n~~fbrmáns i var; i;ga~~~;,·;~;~s' el medió ••canavanfoá.:.· 

~ ~···~·' _., ...... ~ 1: ·~.¡,\/, ·./,e:·: 

glicina..'..~~ill' d~ 'b,~oD\oÚD\oi l<~ Este '. medlO ' cuenta . con glicina 
corno ~lli~a . fJ~~t~; ~~ :~~r~~no .) ni;ró~~~o) 'Jri ',~~~i6~d .:de la 
aigini?l~; {{ .~~~~vani~~~::. d2~o i J~ '.•iri:i~idor ~ ~~i~cÚ va i. se 
á.di~io~a az~l de b~o~oÚ~o·1'.~{ ~~dio.~Ó~~·i~~ih~~~{Je ~H. su· 

uso. se . ba~a en las difer~ncias b:ioq~irnÍ.~~s q~é p~es~;)tan las 
varledad~~ deCryptococcus neoiormán~. 

(16) 



Así la ·variedad. gattii no, es inhibida por la 

canavanina a diferencia ··de· la variedad ·neoformans cuyo 
' :: .. ·; -.. ··;·.: ,_ ... '·-,. __ ·' ; 

desarrollo si resulta inhibido •. La. alcalinida'd ··indicada por 

un cambio de ptt,i,:'efi.eja él resu1:ta:d:o:'é:ie 01á: producción de 

amonio, a su' v~~; '.pr~ci~~t'o é:ie ClegratÍació~ ;d~é l~.~~ .. ~~inina, 
•.• '':. ~.,i> ·\;.>,_,··:.:::-- .. ,- -.~'. "'·~- -. ·:.': .·. 

que proviéne: de l.ª ·,.u:t,{,liza'ciión. cl"e1Far1áiC>go Xdé ;,iá.' arginina, Ía 

canavariina:~ (~;:ü,2;',22). '•> (> , ·"· ··· .. 

. o~~~-L.~1~g.P;ueba's. uú~~2~~;,;. '~ara: ~if~re~Ciar ª 
~. '.•-\e ·! J~);·}\f,~'. ~.'.·:·,:_--,.: .. ··:l.".·'.' 

estas dos~ .;,.;',;-i~a~d.~s;'~;. 1~· irihibieión de la ureasa' con ;ácido 
. . " : '. <--- ,.. , ;;, _., ._, .- ... ;-:,.'; - •/: -,': ;:('' - - '· 

etÚeri¿ciia~iJ~t~t~'..i'~C::éti~o > ( .E;DTA) ',:~en . •laf qÜe~' .cl,jpto¡,óa;us 
-. ' . ':"- . : -::· : ., ·, . ;; : ... • :··:·_:.!-'·-1:0-~_· -··.- ' . » '; :': . . _, . . :- ~-- '. : ·- -. ·< • .,1; -· 

neoformans •va_r .• ~gatti~ pi:e~ent,a una i;;hib1C:Íión. é'?l ·fa sintesis 
-~ :.;'" 

de la Úrea#a 0débido a la, pres~r¡ciá. del EDTA, 'inie~tras que en 

crypto¡,Óa~~s· n~b~CJ~m~~s··;¡ÍiJ:. ~eÚo;m~ns no se presenta este 

fenÓmeri'o' Ú.4) ·: Tan;biéri sé 'utiliza ia prueba de asimilación de 

. la ·~-p~o1:i.~~'enl~ ~i.ie(c;;p~ocoacus neofOrmans var. gattii 

tiene la cap~cÜa~ de utÜlza~la como fuente de nitrógeno 

(3). 

(17) 



5.2. Histopatológico: 

Entre los métodos utilizados para el diagnóstico de 

esta micosis se encuentra el examen hist?patológico, que 

tiene una doble finalidad: la observa;,ión de la respuesta 

microscópica del tejido y del agente causal en tales 

lesiones. ( 23) • 

histQpatológicas 

utilizadas para iá. ~bserváci~n:' de' estructuras micóticas son: 

Algunas de las .. tinciones 

Hematoxilina-Eosina (H&EÍ; ácido peryódico de Schiff, 

Grocott-Gomori (~3)·; .;~~a·:Ún~:i.ón. especifica para Cryptococcus 

neoformans ·es lá dé . Mu:clc~J:'lnina de Mayar, en donde la pared 

celular ·leváduriforme y· la cápsula se tiñen de color rojo. 

(23,24). 

5.3 Serológico: 

·:Los procedimientos inmunológicos ser 

utilizados para dar una rápida y presuntiva "evidencia de 

infección. se reconoce que la protección in~~~oló~iéa a las 
' . . . ' . ~· 

infecciones por hongos esta mediada. por: ·l.á. r~s,pu;,,sta celular' 

mientras que la respuesta humoral: siry~\c:~~:u~ ·parámetro de 

diagnóstico. (24). una prueba para áetéctar::;;.1' antígeno .del· 

polisacárido capsular d.e. Cryptococcus,' e~º la ;aglutinación en 
. - ';·.. ,._ - ·- 1 - . • 

latex, que presenta una alta ~~n~'ibÍ.lidád (ce~ca del 90%). 

(13). 

'(18) 



6.- TRATAMIEHTO. 

El fármaco estándar para' el tratamiento es la 

anf otericina B en una dosis· de', 0.4 a o.a mg;/kg./d:ia· por vía 

intravenosa. ( 22). Sin . embargo, . se. han . obtenido . ·resultados 

con la 5-fluorocitosina ,a ~~á<>d¿~i~/dé Üo ~g./kg./dÍai por 

vía bucal. ('ú¡. se h~ .;~~rn;1~6fci;.'/fr.; éfi.~aCia .· ~~Í ·· 
tratamiento co~l!{~<i~~ · · ~s~~d~ }, A~Í:Ci'f.;;~¡¿in~ .L 'é ~(y · ·· .. • 5-'- · 

nuorocitosÍ.ri~, ·:~'reand~:s.!i: J;/ ;sinéré~mo\.: áumen'tariCiéi .. ::s~ .·· 

potencia y.· dis~f~uyen~o;.1a: t6~icid~~."·,,,·;; >>: ;~~bI~~i:se tl~n 
utilizado .·los J:~i~~~~J..;;i · 'aci;;;i.;r~fi:'ációf 'Vp'o~ > ~.íá: . arái, ·· 

obteniendose resultados va~iables. (22). El' éxito t~~apéutico 
..• :'"··· '::·;·º- ... .•·... ··-~~~ ".~/~;-···¡:·-;:: ~- .. 

dependerá en 'gran ~~d.i.d.;i: d~· la, r~p-idez '. <;:~n·. la ' que se 

establezca el dlagri~~~i~b' y cié1'.estácio ;~e~:paci'enj:e .. (2) ~ 

a,· :~~-.; ~ryptococcus' ··:~:b;Lmans 
"' ·. -· ... -:· ··- .,_ ·,, 

Debido provoca 

afecciones iinportantes '~~ hu;;.án'os'';' ÉÍ~ :~~ces~ri.o 'conocer el o 
' .. . . . -. . ·-.' . ,,· ~-\; '; 

:::i:a
0

ssibdl:s p::::~~::~ ·i·:;tc;1~:~st-t~1~~.·~~i~itr::;:!~:~.e:-•·· 
·,.··_, _, ____ ::·:t\:-··¡',:-.<<~';': :~/(.,"';. . -~ .. ·. 

Cryptococcus neoformans ' , var :·" ,)ieofornians:·: s"'.:, ·~a.'b~ •:~{je .· • la 

principal fuente de inf ecc'ióri;~~, ~~ ~~~ri(,~c<Í;;¡:i~~; ~~fb~as; ·. por 

lo que, hay que evitar un cantácta éxc;~~i"º~·éó~L1ós :1ugar.;s ·· 

contaminados por estos. 

var. gattii, hasta hace 

En. el 'caso de i::ryptÓ'éo'écu;; ·~~¿,;º;';,~ns 
algunos años,' se •. des66ri6'cia ·~~ ·~a~it'at 

natural de dicha variedad.· " 

(19) 



Ellis y Pfeiffer en 1990 (5), reportaron por 

primera vez el aislamiento de esta variedad en muestras 

obtenidas .. de Eucalyptus aamaldulensis y dos años después 

aislan á éste microorganismo de Eucalyptus tereticornis (19), 

se ha visto que la distribución epidemiológica de esta 

variedad· esta relacionada con la distribución geográfica de 

estos · árboles, esto indica que una posible fuente de 

contaminación por este, ºmicroorganismo·: en el medio ambiente 

esta dado por lo·s árboles de .. Eu'c~~i~f·c)~:; (6,18,19). En México 

en un estudio, realizado en Í,99~ ··;~~\~uestras clinicas, se 

demostró que ·el. 09 { 3 ?'% : d~ úis}¡:,asos correspondieron a la 

variedad gattii. · (8), .. fo ~~~;tri~s:.¡:¿:1~:Í.ca que es importante 
'·\' 

conocer el habitat'_ .. naturaf•:d.e Óryi;itococcus neoformans var. 

gattii en Mé~{~~- Por•es~a ~~~¿~;ei,óbjetivo de este trabajo 

es llevar a b~b~ el ai~\a~i~~t.b- ~~ 'bryptococcus neoformans 
, .. ·.· ... :··:.. . '. :· 

var. gattii. a·. ·p_~rtir.; de muestras. de,: árboles de Eucalyptus, 

con el fin de.éstal::iiecer su há,bitat n.:itural. 

(20) 



:c:c - M A T E R :C A L 

y 

METO D·C> S-

1.- RECOLECCION DE ÑUESTRAS. 

Se muestrearon 500 árboles < de · . Eucalipto 
·,,_ .. 

selecciDnados de cinco zonas del .. ·· á'rea. · MetropDli tana, 
·"'.~·. . . ' ' . ¡ .• - - ' 

investigaciDnes nos sugui17ren que . lás ' 'espe:~es de. , estDs 

árbciles comunmente encontradas) erÍ,: esta . área: son;: :.ÉÚcalyptus 
,, ~ .-... _-, ' .... 

camaldulensis, . Eucalyptus tereticornis ·.·y .'Eucalyptus. 'globulas·; 

De cada árbol se recDlecto: corteza, h~jas' ,<fl.6~ :·~ 'o'pérculo, . ·' '.·_. ,· ... '. ···'.','''·',_, , .. ' 

los cuales fueron almacenados en sDbre;; d.i : papél ': para ' su .· 

transpDrte al 

procesamiento, 

laboratDrio de trabajo y· ·.,sU:. pDsteriDr 

(21) 



2.- TRATAMIENTO DE MUESTRA. 

Las muestras fueron procesadas de la siguiente 

manera: Se tomó una pequeña cantidad de hojas, corteza, flor 

y opérculos estos fueron macerados y vertidos en frascos que 

contenían 20 ml. de agua destilada previamente estéril. Los 

frascos se agitaron vigorosamente y se dejaron reposar por un 

periodo de· 15 minutos. Una vez transcurrido este tiempo, de · 
,,;.'. .:·.·, 

la suspens.ióiÍ. 'obtenida se tomaron de 5 a 10 ml. , los. cuales 

fueron ce~trif~ga~os durante 15 minutos a 2500 .' rp~;. el 
,;:::. 

sobrenadante 'fue decantado y del sedimento 'se.' tomo 'una 'a~ada' 
para sembrar por dil~c.i.dn eri ~edio d~ s~ai.~> ( s)., . ' , ". 

La centrÚ~ga~l¿~ •.de·.· las ~ti~stras , f~vorece ·. la 

disminución de microo{.ga~ismC>s ,' co~talllinant~s' en',' ~~p~6i:á.i' de 

hongos filamentosos y permite la 'observación' de .el·desar~ollo 

levaduriforme. 

3.- AISLAMIENTO. 

3.1 DESABROLLO EN MEDIO STAIB¡ 

Los cultivos fueron incubados a 37•c por un· .. periodo. 

de 7 a 10 dias, estos fueron revisados diariamente para la·' 

búsqueda de colonias levaduriformes. 

(22) 



3.2 TINCION DE GRAH; 

Esta tinción se utiliza para diferenciar los 
:,· .. ·. ·. ,, 

crecimientos bacterianos de .lÓs le.vad.~rif armé·~ .( 5, 24) • Así, 

en el caso de observa:.:. leV:adur~·s; •': l.; ( s Í colonia ( s) · se 

resiembran en medio de· st:~ií> pof l~: técnica . de estriado por 

dilución para ·su. purifi6ac~~ri~: .. una ·vez puras las cepas se 

almacenaron 'en· v·ial.és que con~.en'f.;~ · agar dextrosa Sabouraud, 

manteniéndose a 4ºc; 

4.- PRUEBAS PARA LA IDENTIFICACION DE cryptococcus 

neofor.ans. 

' ' ' 

Las levaduras aisi~ctis \~: id~n~iflc~fori: uÚÚzltndÓ 
, <:~·"" . ·, .-;e 

las pruebas de; tinta china;.' hidrÓlisiS '.de :'ureá;.,.ásiiitiiación 

de carbohidratos y .r~duccióri de nit;;tcis':tP~u~b~~. utiiiz~dás 
.:.-.:.' .<:."::,~·.:·:· ::>_·· .. ·:: 

de rutina para la identifi.cación ·de cryptococcús ·!léoformans;· 
.. ·.· ... ·.': ::,;: 

.·:;·'.;::_. ~ ,,., ', 

4. 1 TINCION QE TINTA CHINA¡ ; ': .: ·:· • ' -~ ;{/\ 

Esta técnica se utiÜz~;é~n él' fin ~~','61l;;~~v~r lá · 

cápsula del género crypto!"occius · ~~e'~s 6a~~'ct~rí~ti~~·, .. ~~r lo 
.···:-': ·;.:-.,--·. ~.:::' :,-. ~ .. ',,_ ·:<.':··.?< '·.:: ··_: _: . . '·. 

cual, se realizó un frot.is.·con., una.égot:á' de' ... t:iríta :china' y el 

microorganismo; y por rEitringetÍÓi.; , Óon '. éi ~tci~~~;;'Úo .. se 

puede demostrar la preseri6i~ d~ la' ~ái:>~~l~ ·;,~~º ~~a za~~ sin 

teñir alrededor de la célula; ·(23;24). 

(23) 



Interpretación: 

Presencia: Células gemantes de 4 a 20 micrómetros 

observandose alrededor de las células la cápsula de l a 20 

micrómetros, blanca y brillante. 

4.2 PRUEBAS BIQOUIMICAS¡ 

4. 2. l HIDROLISIS DE UREA DE CHRISTENSEN •. ' 
: .' 

El sustrato urea es ·,. una. diániina'. del .. ácido 

frecue.nt~rne~~~.: se "'menciona corno carbónico, a la que 

carbarnida. Todas las aminas . · «kc~-~~2) . ·,·"'·'., 
son: 

._, ·_ 
rápidamente 

hidrolizadas. La hidrólisis de la ~;~~ '~'s !'c;~Q~i~z~~~ ~o~ una 

enzima especifica, la ureasa, de 

amoniaco. En solución la urea se. hid~~~i~~~>dando carbonato 

de amonio corno producto final. -La :·u;,..e~~a···e~ una importante 

enzima vinculada con la . desc;;-rnJ?.C);5.i~'i:~;i'' .de los compuestos 

orgánicos. (17). 

que tiene 

un microorganismo .de:-: desdoblar:-. la·· '.urea; formando dos 

moléculas.de amoniaco pqi:: ~~~i.<5ri'd~'¡~.~~~i;.aureasa; 
< ·<.-,.:.·\~_~:~·::·:_'. -~-,;-·~.>:: -- . 

Ureasa·· 

+ 2HOH ------:;,:.,.:> C02 .¡. H20 + 2NH3 ,-:_>-(NH4)2C03 

Urea Anhídrido Amoniaco·' carbonato 

Carbónico- de amonio 

(24) 



La producción de urea es característica y út.il para la 
'· .·. .. . . ·., .· 

identificación de .cryptoáoccus1 .· sill embargo, candida kruseii. 

y miembros del género RhClddtorui~ 'y Tri,chClSIJ~ron, :ta~bién 
pueden tener esta propiedád. c7;,16) ;: 

Procedimiento de. ia·.prUeba:). : \,: :.. .'. · ' 

Inocular los' J1i6.º.·.~::q~e>a;;ñúerie;.; ·el·. ~edU::re~ eón un 
- ·/1í ' . ! ,., ,:.:.. 

cultivo fresco de·. ·49·.~.:-h;OrElS'; · .. ~p,or·.~.:.JnE;di.0"·· de >~'~t~i~·.:>~~\ -~~;···~~ar. 

Incubar ~ 37°C~ ob~e~v~r durarite 24'; 48, Yi 7~· IÍ~:i:a.,;;/ 
·,.:··. '_.¡·. . -: ,:;_~; 

·':··· .. ' Interpretación:. 

Reacción positiva: Color rosa iint'eri,;;o en .tod6, ~i ;;iga:i:. 

Reacción negativa: No., se: . produce cambio, de',·. color 

(amarillo). 

4 • 2. 2 PRUEBA ASIMILACION DE 'CARBOHIDRÁTOS: < 
General¡;{e~t.:i, se '\Jtiüza un. c,;:ldo'·' peptonado libre de 

carbohidr~f;j,;',_,'~i ~¿~. se, lé .·. ild¡Ú~~~· ~1! c:~Jc:,¡;~~~,¡t;c:,·\qG~ se 

desea p~Clb¡,¡r ~CÍJ11o' iitlJ~~~Íi.':.Í.'a' de la· t;eacciÓ~~ !:.'~ coricentración' 

de los ca~llC:.llidr;;t6~. ir1ci<lrp6~~dCl~' eri el b~,l~d :~á~¡co con rojo 

de fenoi ·~~··.· ~~~§n~~nte: de :~1%: ios carbohÍ.dr~t6~ Úill~a.~OS·· 
para esta·. prueba, fueron: , ~iu.cé>,;;a, :]:áctb~a·, sacarosa, 

raf Ína~·~ ~ · :xii'~i~ ~·-: :·. ~-~·~}i~-¡~S~:}· . :~~·1~·bi.osa, 
galactosa, melibiosa. y maltÓsa. (¡6 ,,17)~< 
dulcÚol, inositol, 

(25) 



FUNDAMENTO: Determina. la capacidad de un microorganismo 

de oxidar a los azúcares y otros compuestos orgánicos en las 

que intervienen las enzimas secretadas por el microorganismo 

para degradar las substáncias en alcoholes y anhidrido 

carbónico.(16), 

enzima 

Indicador . dÉ(pH. + · CHO -----,----> H2co3 + cambio de color 

Pi:-ocedimi-~~~o .dé'.1a'. P~:~~~~: ... 
Los éia'rb~Ji.i.dratos 'C:o~.º :to?ºª los·· medios liqu\dos; se 

siémbran.rned.i.ant:e u~a;.Üsp~ns~ón'de· leva'd.uras;,'colocando una 

colonia. en éÍ.· d.:.~,i:~ ~~~t·~ri~~ :'ia' -~9i~~~ióh 'áEi1 asa. n;culti vo ·. 

para la. inoculac~~n :~~¡)"~ ~'.~ . ser. '!~e~~~: (24~~8,·'.,h_oras de 

crecimiento)> La incubación se ré1Úiza a 37'..c;'.:ciurante 24, 48 '< ,-, . ., 
y _12 hrs. ·- .. - -.. · 

' ': ,{.'~-

Intérpi-E!~ª6i~i-{k · •> ,.. '': / ; . 

. R~acéi'ó~ •· peed t:i va: ,\~e\. ••·.·observa · p~r;:; '3~ •:,'cambio dé 

colo~aciÓ~'. d~ • i-~jb~·~· ~~a'~illo '. ' E:ri ~igi{nás ·'~c:á'sionés .. ~Jeci~n · 
presentarsé .•. ;.:~~;i~nf~· .. ,, élé'.· . ;~i~~idi~~~i:~H~ · •.'· .. ~ri' :·estas 

condicion'3~ ¿l ,¡;edio ~e obs~r\ra d~ tin' ~Ói~~ roj~,<~as' in~e~so 
:'\.': ,.-< 

que el coloriorÍ.gi~ai-:, . ' ' > ,· 
Reaccfó~ negati<ra:' sfn c~mbio 'de color~diÓ1 C~oj~l; 

(26) 



4.2.J. PRUEBA REDUCCION DE NITRATOS: 

Esta prueba es útil para. diferenciar a . las especies de 

cryptococcus, ya que algunas · especies pies.entari 

caractedsticas ~imi¡¡r~s en •. ·i~. ~~imilación·.de' ci~rbohidr~tos. 
Fund~m~nto: 'o~tei~i~a\ la. ~apacl~;;d .·. d~ c U~ m~croorganismo 

... r... . ... , ' ... ,.._ .. ,. . 

::d::::::~ d:: .•... ·:~::~t ··~;~~o~~:ri:~ttf JJn~t::9i~nt~&:;;~~~1. 
generá1inerit~· ·~~· ;d~~á~ciori~~ ••• a;)aeróbib~~;. ;;;,; . las c'uai~s un 

organism~ db,~i:ri~ ~~. ~xigerio dÚ riiJt~~o·;: ( i_~ 
, ·,. ·, ,. ~?-: .. ~ 1' 

: .... 
· .. ,·r· ·-·:·:::_ .. ; 

+ .... 2e • + 2ii .:._2.:.~~~I.-7; ,,,~o2 
... Ni.tiit.; . 

. \:>·::··; ::;: ::<'.-::·.··;;.'• . '.·.··,.~· 

sin· emiJaigo; 'las }~kibÚlda?ed +~~1 ~~~~~bt~' firi~i . de 

reducción .• d .. _i~ ~i tr~'t6 ::~;,~ ~~Ü~h~~ nit~.~:~ ;{~~:a~1~~t>~ ·.nitrógeno 

molecular, Ó~ic!'o\;)itri~o, : 6-;cid;,· 'nitroso'F, o hldroxil.aÍniiÍa; El 

mas comtÍn. ~s ~.l nifi,ó~~~o ~ch~ciii;r,_ (~~.-.~a~) ·~~~ .medio. de· la.· 

reducción ;del .. nitrito'.¡. EsÍ:Ó~· productos'. segÍln ;·las 6~ricii6i.O'nes. 
" . ' . . . . : ., .. - ~ . ' .. . . - _-._.·.' . ' -. :;. :.~~- -, :,::, . 

del:. m~dio' ya/. r:o?,;;;';;J ma's ;; ox.i.d'aéio~'.- o íisimfiad0!3'o .en ... ei 
met'al>oii~;;;'o .•.. cE.ii;;l.'ar, ···. s¡~o; ••que• ,.·~~\ ~~Ore~~~·: en'. ~;i m~dio. 
circunda~te '.•·E~ '. ;i~·r;aÚ~~C:i'ó~ :'~~i'. ~t~~~~6 A>J~d~~ :;;~~bct~cir~~ • · 

'.·,_'_-·.; :;"_ :.:,: .-: < .'">: ·::· t• :r " ::,.\ ·:. 

varios procesos; ·para· ·.1a • ••utiiiz~'ció~'•: de ~ i();.- ~: p;oduct<ls 

terminales f~~~a~o}; 'i.'a ~~dúcé:iÓ~'-¡;.;·~ lo t,{,;t<l,· ,;e iit~nÚiesta 
por · 1a . 'presencia . d~' un productci •. final,· cat~~ólico o la 

~use~cia de nitrato, en ~i medi.C>: < 

(27) 



En esta prueba se utiliza un medio con nitratos corno 

caldo o corno agar en pico de flauta. sin embargo, se 

recomienda el" uso de un medio sernisólido ·que :conte.nga 0.2 a 

o. 4% de agar, ya que favorece la reproducción, permite el 

movimiento de los microorganismos, difunde rápidamente los 

nutrientes y productos de desecho. (16). 

Procedimiento de la prueba: 

Inocular los tubos que contien.e.n .el. ,agar .nitrato con la 
·, 

levadura.,· dejar incubar 48 horas .. •a" .37°C. ·Con el fin de 

detectar la. presencia de ni tri tos'.' . añadir al cultivo. crecido 

l rnl. del reactivo A. y .1 mL: del l:'~ad~i~~ Bi m~~cla~ y leer 

despué;; de 2 n,ii~~tós. < 

Interp~~tac:i.6n: Posi t~:,,~: éon.li.ºt,:rr;.i/tooss>t.'ts·i1rn:·\.::cioa::mb'.:}ni:'_t0,,~nd,set.~'.· .·.· 
NegaÚ~~ a la'pl:'~~~J'l(;ia de . . ..~: •. •. , . 

color.. . '., .:: · •; .. · ... ;:·; .. :•·:./"'" ·:·.":'>' .·. 

Si no se detecta' lii ~~e~enck'Je:nitrit~'s ;:·posible:Cq1;1e 
•;.·· ... -,- "i .,, 

la reacció{Í· de •.J:'Éíd.udciÓn d~.: n:i.tratos.ichay~ :cio~ti;~~d~ ··h~sta 
otros piodúc;t:~ .. ;'<Ént·kst~ · • 'ciª~~ F~fi~ciii-fpoiv:~f: a.;;;yzii'ic: . Pªi::ª 
confil:'inar l~· •. :. a~~~~J¡:;;~~' ii'it;at6~·j:¡ty'.··1~"/i'ei:tu~a.( será la 

siguiente:· ,Positiva~; .. i•¡n~<'.~~~io ,; · .. de coiJ;;:' ~~ga~iva: 
' • ··-~·. :·o;•-;: :..·, , .. "' : j' 

Coloración• rosa º· ~ojo.· i;'ltei'isd~.}' <. ¡:; .·•· · '' ·. ····~· .. : :/, · 
. :··.·•Firi}úmen.\"_W:'~:~~~ü~.~.f~~.s·~ptenidós. en :1a.s pruebas 

ya rnenció~~d~~< se,. compararon·"'. con\\ los) cuadros' 1 y 2, los 

cuales· ·resumen i.I~ c:a.racter~:iid~ª :·de ~l.9~néis·. ~é:ll~~éis:· de 

levaduras ·· fl:'e~uei'it~;¡;e'nt~' ~i~~~~a,~ · y d~> algunas de las 
-~-:,-

especies del•género,Eryptococciis: 

(28). 



III-- R E S U L T A D O S 

- ·- ·, . ~ . . 

De las 500 muestras' d~l . árbci~es de Ellcalipto se 

obtuvieron crec,iritien~os ~~c~~~ian~~ · y d~ IÍÓ~gos filamentosos 

los ~ii~1~~ no fu"E.i'on:conslderado~ en e~t~e~tudio; también se 

presentaroh ... ~~~¿¡~{~~J~~ ' 'íl?f;,i ti v~'~ '. . a 'levaduras en 101 

mti"'.~tr~.s / · ;ni~~tra~ q~e •.· 399': muestras· fueron negativas al 

.desarroÚo'.• de· ,:est.<i~: ···se 'cibserv'ó ··,qué de las 101 muestras 

positiva.:. a le.;~dur~s' 65. ~e eiiai presentaron pigmentación 

blanca, •33 '.fuer~~ rosas y 3' f~er~n neg~as al desarrollarse en 

(29) 



A las levaduras con pigmentación blanca se les 

realizó las pruebas de rutina para la identificación del 

género Cryptococcus. Los resultados obtenidos en las · p·ruebas 

realizadas además de la asimilación de carbo~id~at~s .. se 

resumen en el cuadro 3. Reuniendo los resultado~·:,, C>llt~~ido·~· de 

las características morfológicas y bioqi..Ími~~~. ~~ •:. i~~ . 101 

::::::r::O;:t::::V,Ó l::e ~U::e~ 3 :~!2~ ···:a~~t s~~Ji~i~t:Ji:t:~ a: 
que producieron un pigm~nto: éaratenoi~~.:iq~~ :ib~. Je §~:6C>10~ . 

rojo a rosa, además de degfa'd~~~·1·~ 'i..i.;~:~3o',c29~7o%J colonias. 

al género Cryptoc~dcu's·; l~i: ::'(13;8~%) 'a> ·s~d~hafci~yc.;s ' 
cerevisiae, lo ci~~o.t);· a1···9é11~rb··baEdti:i~; ..• ~'~·c1.9~%)·a 
Trichosporon . liei.geiii.,<' ···~ .~({·.~~·%; 'f:~~;bn' lev~~urás· no 

tipificadas. :.~ri. las: ºll~~.~~ se ·,1.icü0nt:ra~ •· ~¿~. l~~~~~r~~~-~1ancas 
y tres . leva'ctür~s. ;.,negr.as '··· las. · tres · últimas.< fueron ·. ureasa 

positiva, 'en'/ .;1 .,m;:;á1b·' d~; agár\ ~~xi~~i~! ¿~~·~~;;~~~: 'se 

desarroll;~~ri " ~~ .!; \J~'y •'ciorór'. ·' ver~~ :, ~ilJo~})i.' . negro, 
·.¡. . . :•.\ . '<'. ,... .,· ,;· :'-\ ._·.• _··:'·"- ,';~· 

::::::~·~:i:m~s:n·~.~;1zn.··;_~:~1~12rf /.~~:~.:t:ifJ;J~t"·~~6ªri~t::. 
caracte~Í~tl6á~ \~ ;:P'Jd;í~'. ~~~~~~r. o; qu~ '•~sf~s; coi~~~ª.; 
pert.;~~zc~~,~· 10~ · gén~~¿)O; ixóphia1a>6 · wa'ii~i.eÚ~:.(23 J.' Támblén · 

se encontró. • ..• üÜ~' · co16~¡a' ~'le~ 99%) }.d~:· 11,ans~nula '\,~<);~la; ·El 

número y po~¿enta, cié. ~c61ónias .·.·aisladas . dt;;< l~'s '. diferentes 

géneros· se.resu~~;, ~n ~lcu~d'~6'4 .. 

(30) 
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Cuadro No •.. 4 
Número y porcentaje de géneros. aiSiados· 

Género No. 

Rhodotorula 

Cryptococcus 

Saccharomyces 

Candida 

Trichosporon 

No tipificadas 

Hansenula 

Total 

oe las Jo cofonias · • aii'~Óa~; de~ :. ~é~ero ~r;it~coccús 
'··.'-"' ¿:·';·¡·, .,,,:;.,.· "•' -· --·-

se obtuvi~ron. vari~s; ~sp~~~·~~;J de /;1~'..';~ªFe~tú/c43:J3%) 
colonias pertenecen· ·a: .la:.; especie •/albidus,, ,·s. (~G -~~%)¡.a :ia . 

especie laur~nt¡i·: :~::¡;~';i~i)::'.a~unigutti;1aius y ',4''.(13: 3:Í%) a 
la .. e~pec~~ ·~~~r~~:tY: n.:~·l'.~~~f~º;.· ?.~1~i~~: ~~: ~islar~n · 10. 
colonias encontrandose ··dfl:ererites::especiés; de las'cuales' 5 

e 50%) pE!r"tenecen a'. c~~dld~: ·r~g~~~f.·~ J Ic;~%) ·•: ií. . cándida 
guiÍl~~~~~~Ú. una··,· ( lri°i)\·¡ )caÁ~i~~· ~;J~<tbt;~;,1:.;"afi~ ·y .una 

( iO%) .. a Ca~did~ kr~s~¡¡~ Los ·.~u~¿Ós 5\y• /~i~~1Íie~ 'el número 

de las especies aisl~das .del géllero C~y~t.:icoc;u; y Canén~a. · 

(34) 



Número de las 

Especie 

c. albidus 

c. laurentii 

c. uniguttulatus 

C. terreus 

c. guillermondii. 

c. pseudotropicalis 

c. kruseji 

(35) 



IV-- D I S C U S I O N 

y 

e o N e L u s I o N 

': ' . .· -

De aéuerdo ,'a,>los :, resultados , obtenidos l,as especies 

aisladas en" esté' tr~b~j~' deÍ ' género ,cryptococc¿s ' son: 

albidus; 'l~u~en~¿; ,Jri~J~Ú:ú~atus y terreus, las ,cuales se 

loc;.liz~r{ p?:'i~~lp~lin~~¡é ~n ai~e, agua, desechos y cietd tus 
'·;,· 

vegeta1E!'s' p,,23J/¡,En~Url z:eporte sobre el habitat natural de 
'-.>:' ·/. 

érypto~~cdús:;;:~aftir,d~excr~tas de palomas y ,gallin~s,'se 

ái~1ó .i;; ;;.:;~.:;, a'i 'gériéJ:.C> , ihodotoru1a y levaduras nf;;gras ··que 
' ··- ·.- .,, - - ,. . ' ' ..... 

fueron idénÜf icadas 'cC>mo ,, de, los , géneros ExophÍaiB, ,, ~~rigiéü;. ,,, , , 
'-. ,_ ., . '. . . - . --·. , '-. ~ ' .. ·-

( 22). ~s ,iinpcir:t;aíité m_"ndonar q':1e en el pr~serita'':t~a~;.jo , 

también se' -ais~a,ron• a estos géneros,<, ,además de ,; otras 

levaduras que' ~~·.•!labitat: se enctie~tra dr;~d~ ~~Íst~ ~~teda 
'orgánit>a en ;d~s~~~P6~ici~n, •como, ejeJl\plo:; ,;saachar(j~yae~, 
Candida; Tri~hoipl)i.;<Jri ; ~~~se~ul~ : (1) '. •' 

(36) 



De las ~spec.ies aisladas , del géner'o· Cryptococcus, 
: . ' ,~ '. 

no se encontró la .esp~ci(!'. neotormanf; .var;. neoformans, sin 

embargo, sabemos que: esta':variedad;;es co~;,nmer:ite_:ai~lad.a• de 

excretas de palomas(22;23);•. Ellis"y. Pfeit'té;''.(5,6.~19) ,han 

reportado el ai~la;ni~nto dé c..;yptb;;o~C:J;;;>¡,_~;;;Ofoi~a'ns var. 

gattii a 

Eucalipto.' en Califo~~i~~ :•~.i~'c;~ • aisliimiéntos 
, ., 

fueron realizados en de · .. noración del árbol épocas 
·.:;:: -·/ .. '. .. , .. ·;·};,_:·: 

bajas : del' ·mismo ( 5); Eucalip_tO y en las partes para 

de 

la 

obtención de· muestras a partir de: e~to~ áZ.boles s.e requeria 

de muestrear de 30 a 40 cms. abajo·de·los•restos que caen del 

Euc~iipto, esto es, flores,- hajas.•.y :corteza. cabe mencionar 

que ei:i AJstraiia los árbOles>~~··E~~~li~to llegan a p~rder 
·~ ".\, • ol"• • Lo '::.,._;• < 

grari parte de su corteza; 'situációñ q':1é,;noJsupede ººr:''. ios ,, 

árboles de ~uClalipto ~Íi:,~¿~j_go;' Por otro l'add,'. eri nuestro 

paiS los Eucaliptos se encuentran ;~~'C·fl~J:~cii.d~: ~ra~ .:~arte del 

añoi por i~Sd~~·;· n¡, s:~ .~°c~S.t~~~~d~-·e•-~1-~;e_;~h::o·1n~ag:o,:.~ .. •·-~·L~af;sf~.·.:·;º~óofn.:·d.:i·~ce.·_l.:.ª_ .. ·o'n,.,..ue'ns.; . 
factor· é¡Je'éiet_e~i~eha 1>,r:esend.~a < 

1 
_ 

climatolóc;il'ca~: pueden -~nf~~ir -~» ;\1~~ ;p);o~~~ºfl i tiioÍó~i_go,;. y 
metabóliC:os , . d~ -;.· . los 'á~boles .: de .. EJ°calipto ;i>fó<l:~(;,iendo 

substancia~ in~~d~~~c~s> y ' or~·ánicaS' ·• ;_que •, p;,ed.~.:. : ser 
__ .,., ,;:,· :;·¿:,·::·· .;·, 

aprovechadas por·· cryptocOácus ',nebiorinans , var •. gatÚi . como 

sucede e~ lo~·ca;os de los aisla~.i.Éi~to~ ~ri Aust?:'alia. 



Ellis y Pfeiffer en 1990 en Australia muestrearon 

2100 árboles de Eucalipto,. obteniendose 35 aislamientos de 

Cryptococicus neoformans var. gattii ( 5) 1 que ;c;:or~~SP,On~e al 

1.6 % de aislamientos. En este estudio .e1.:rlúm·e~o totai de 

muestras \rabajá.das fué de 500 árbole's de ~~~~1'i.dto,\'d'..; los 

cuales··no···;e· logró el aislamiento,.··c6m~~i~dd¿:este resultado 

con lo~ '~e.su~tados ·obtenidos .. en ··Au~~~:~ii~ ,·~' {~jp~:()~~bil,id~~ · 
era de ~~t~n~r eÜ ocho.· ocasioll~~/; c;fp~:a~'?ccu .. ~•·.nrof~rmans 
var •. g~i;fi.i( ·· .·; ·· , '· ., 

En Ün estriaib h~chi>J en <Australia ; en. 1~~3 en 

muestras . de ' ,;á~ll6í~{.·:::·5~i';~ ,iJt::J1;~tu·~t 'c,~~a.~d1Ú:é~;.i,; · y 

terétÚornis .• f''~~~.~i!~;~;;f~~:. ciiis'éC:~Cis'·:cie; rí~~~¡á:s·',1nc11.1yéndo 
contaminantes· q~e :·.se. ~~contraba~': ai~~J~~6r/·J~ :,'~~~~ij,~i!u's· 

<',_::s.··;:·.,,_,;.;,, --•.-'..:.·~· _ _, ... ·. ;·.:,-,, 

camaldulensis se enco'n·t~Ó a Cryptócoccuii(' ileof~~mans var. 

gattii (20). Por lo tanto, una probabilidad·. po'dria.'se~ que ·el 
,<': .. _. 

nicho ecológico de Cryptococcus neotormans var. ga'h:i .. i ·'.no sea 

solamente el árbol de Eucalipto, sino que talUb.iéll·h sea 

constituido por los productos de desechos de la :fJ.;i~:·'y. faun~ · 
que rodean el habitat de estos árboles. Eri Úi ~iu~~c(;d~ Rfo 

de Janeiro, Brasil se estableció una nueva asbciac:i.ón:. entre 

muestras de excremento de murciélago Y. c'fypt'bcdccus 

neoformans var. gattii (15). El estudio se b~s¿ :<m·recolecta.r. _,._,_. 

83 muestras de excremento de nidos, gaiúJ:léio,,;·\•. lié': otros . 

lugares re.lacionados con el habi tat d.e' ~ves' (esp;sC:iaiiriente de 
,,.,,,.._ .. :-: .... 

palomas) y m.urciélag~s, sin enwárgo, .·cryjitococ;cl.ls n;,,oformaris 

vár. gattii sóío í:.ué aislado del ~xc;~~~n~o -~~· niÜici~l~gos •. 

(38) 



Los autores sugieren que la presencia de este mamifero 

forma parte del ciclo biológico de cryptococcus neoformans 

var. gattii, tomando esto como punto de referencia es 

importante considerar que nuestras muestras fueron tomadas de 

áreas urbanas, zonas que por sus caracteristicas es dificil 

que se establezca alguna población de murciélagos, sin 

embargo, la mayoria de los casos clínicos se han presentado 

en estas áreas, por lo que creemos que la presencia de este 

mamifero, no es un factor que influya en la presencia de 

Cryptococcus · neoformans var. gattii en la ciudad de México. 

Por lo ant_erior, _se concluye que el habitat natural de 

cryptococcus" neoiormans 
':.:

árboles de ' iué~iyptu';;; '~irio ;'.'.E!~tos 

var. ·_gattii, no es solamente los 

son parte del nicho 

ecológico, que'..;f~~á~ec::~.',ei'<:ie,S,ar7i;>110 y propagación de este 

microorgani~mo - e~' el ;~edio anibiente en México, por lo que es 

recomendable . continiiá'r' con' ~-~tE! estudio trabajando con 

muestras -: recol~~tadas- ~~~,l~ flora 
-'¿ __ -· 

habitat de estos árboles. 

(39) 
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V-- A P E N D I C E 
. . 

(Preparacion de medios y re.activos) 

PREPARACION MEDIO STAIB :.; ( 24); :_-

Semilla Guizotia ~~Js~1~ica ... '. ........ ;5o.o ,9· 
.... ,. ... · ,,.·, .. '·". ·. 

Agar bacteri~lÓgico'.':. ::~ •• ; .. ; •... ; : .... 1s:o g. 

Cloranfenfool:; ... ?:~::'.'.;:: './ : .. ; ;. ; .... 5o.o mg. 

Agua ~esti{a~f·:;/x •• · •. ~... • J.->:-:, .. i~'oo·_ln1; 
1. - Macerar la .semiúii~- Her..,iri~;:por •25 minutos\ en 250 ml. : de 

agua. desti1~J~;?Fj'.J'.~~~~ ·-~··t~~~~~i~i?~~a ~·~:'~Ji.';[::/' 
2.- Adiciona~ lS c;J, -~~·agar bac:teri_()ió9~c~!' Á'fo~á~ a Jri1itro 

con agu:a·d~si:~i~~a\ . - •>, /, .> .;'.f:> . 
3. - Este~Ú.izar en aÜtoclavt! a iú ºe; . por · 15. rnÚ1Ü_tos'. 

4.- .Enfriar ·a· so·c:, adicionar· el' C:1o'riin.i:e_ríico1·;·.·mezc1<1r., 

5.- Vaciar en cajas petrf; 

. ., . 

Dextrosa •.••. ~ •..... ~ ~ ... -~ ... .-..•.•• '20.0 g. 

·.·.10.0 'g,' 

Agar bacteriológico. O:: ~ .. ; .. , .. : ... , '. .15. ri 
Peptona .. , •...•.•.•. ; .. · ·~· .•... : ;· . ; •. 

g. 
' ., ·.··.. ' .·· ... 

Agua destilada ••. , ..•• ; •. '. •... _ ........ '. 1000 ml. 

(40). 



l.- Pesar 65 g. del agar comercial, agregar 1000 ml. de agua 

destilada. 

2.- Disolver por calentamiento. 

3.- Vaciar en viales aproximadamente 10 a 15:m1;· 

4.- Esterilizar en autoclave a 15 lb. por ·15 ~iri:Ütos. 
s.- Dejar solidificar en el vial' (i)iCO ~~ ·~·~l~~t~:.) .• 

PREPARACION .DEL ·MÉDio: UREA I>E: cHISTENSEN: (16). 

1.- l?~s~r ,29' g. de:ure~-. (ba~~i·áe~~¡~;~t~d~ con .1;..~icador rojo 

de fenal) • y dl~~l.~~i. e~ \~"g~~1. ::de' ~g,;~ , d~stilada. No 
, . . .,... . . . ,. \ . . .. ~-,. , r, <'.·/, 

caient~r l.~; ;.~i"Ü~.ión ¡<· l~ · Üre~. ~;;: ciescolllpórie cc;iri ·-· e1. caiOr; 

2 • - Fil trái: . poé·~e!111'~ª!1ª ~117~e=nº.r .. :1.eo'.o!o~i_··_:ám;: ml·,e.~rd.· ... ~e •. • .. ·:.~_•_·.··-ªº~gi;u:_º.•.-_'_a.·()_. ·d,;_4_e'_.:5s.:_ .• -tlli.~l-_;a._ d·.·_·a· ·,_· 
3.- · DÍ.só1v.ir 1.5 9'.!de/~qar . 

est~r.Í.li~a~ en; ~lÍ~o~la~e· l; ·~b. por 15 min •. ·E;..friar haS:ta 

5o"c. 
·,·. 

" 
4.- .. ·Agregai; .lose. 100 ml. de base de urea estéril por medios 

aséptiCoS: ~1:a9~'i:.'yra la-mezcla acuosa. 

5.- oÍ.~t-rÚ;ui~·~;.;•'tÜbris estériles aproximadamente 3 ml. por 

tubo. 

6.- Dejar enfriar. Refrigerar para su conservación. 

(41) 



PREPARACION DEL MEDIO PARA CARBOHIDRATOS: (16). 

a) Caldo rojo de.fenal, pH~7.4 . 
. ,; ,·, -: 

Pesar. las· cantidades'. como. se indica en. el. fJ:.asco ( lG .g. 

de caldo rojo.• de'c f~no¡ ~ara; ~000; ~l.): Reh:i.dratar con· agua 

desti1ad~ / ó ci.;6n{iil.;~aúzad.a, ' ~9:i.t~~ ~~~t~ · · d:Í.sal.ución. 

Esteril{zar , ert autoci·~: .. ~ ~ :. ].~ {~; : Jií6r, 15 . ~inb~~s; Dejar 

enfriar. a :,'1,o!::so·c; :{ >( ;:. <· ,: \: '.' ·.• . 

bl Preparación ·dÚ .. ca~~o~i~J~~o· ~LyA., .. ·~:· :. -/•· ·.····.· 
, '. ' ... · .. ,,._, •. ;·,·.;. 'if"' .... ? • ·:-·-· ' ·::·;. ~~:·.' - . ' :,,·: .• .. 

. Agr~g~:i:) d:Í.r;_dtam~n:t.; ''. i:].· : azúcar;' a• la: .base con la 

concen~~~~ió;, -d:~'~~~cia\' ~]_ '.da'~¡J¡;¡i f~rlit6''"'~ :. fi{t~ádo · a· través 
. ... ,-, ..... ~~P> <º~.o<,'·.'<;..',:.:;:_;~ ______ , -

dEi' una• menibrána'. milÜpore 'icOrí; poro: ó'; 45. um;: .A,.'épticamente en 

tubos ···.·~rév:i.a~~Jte:;:~~f~~Ü~s {~~ ·. les agrega 

carbohÍ.drat6 :il',la .di1ü~r6i·.~~l~~ ;-;,jo '~e fenal por 

2ml. del 

tubo 

' ' .. · '..' .. · .. :·0;,·.···· 
PREP~CIO~ DEL MEDIONITRÁTOS:··. (16). 

a) ~51~~-·'._:6~·~:::· ~-i:f~~~~~~;~.:- ·.•; ~·-~~:·:;~ 
Ext~!l9t:o c1.;{cai~'3 . . :: ; '. ••. '.. .•• ; •••.•• 3. o g. 

· P"'pt:o~~ .•. )~,'; .}~;'..;·{:.C.;) .. '..; .. ;5 ~o·•·· g. · 

:~::ª::~:L~~~~~tJ~'.·~f i-~~·.:;:·.:;; : : ': .. ·~.:.•~ :••:· ~::: •... ·.· : · 
Agua destilad~·.;;;<.'.':::~::: •.••.•• <. l~O~ ml. ' 

'' 
Vaciar en tubos' aproxim~dainénté .: J ~1> de agar con 

·: '·/ :.;.- v· ... ' 
nitratos, estéi:iHzar ··en .•.autociáve •. 15 ::16: .. pbr'.• 15 minutos. 

Dejar que solidifique el medio en, p.Í.co d~ /1.;~t:a ~ 

(42) 



b) Preparación de reactivos: 

l.- Solución A: 

Alfa-naftilamina •••.••..••.•• s.o g 

Acido. acético ·(SN) •••••••••.• 1000 ml. 

Disolver la' alfa-náftilamina en menos de 1000 ml. de 

ácido acético·, SN,::p,or: medio de un suave calentamiento. Pasar 

la solución a 'ui1. ~a~raz ~olumétrico de .un litr.o y agregar 

ácido acético .·5ll~ c. s.p. 1000 ml. Filtra.r la solución a través 

de papel Whatman.No~l. Guardar. en frasco de; vidrio obscuro a 

4•c. 

2.- Solución B: 

Acid~".:~~lf~~ilico: .••••.• ; •• :s.ó g; · 

ib{~(J-~~éti_co (SN);;:. ;';;.; .':iooo ml. 

Disolver e( ácidl) ~~{;a~Í.~i~~ ~~';;~~~ci~ ~e 1000 ml. de 
'".;,' '! '«)··· 

ácido acético SN. Traspasar. fa {sciiui':ión ,. a un matraz 

volumétrico de un lifr~;Y agregar ;~c~:~~~·a~ético SN c.s.p. 

iooo ml. ·Guardar en un frascCJ . de". v¡~rio 'de color obscuro a 

4•c. 

(43) 
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