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AISLAMIENTO Y DIFERENCIACION DE ©nyptacoccus neoformans A PARTIR

DE EXCRETAS DE PALOMAS EN LA CIUDAD DE SAN LUIS POTOSI



RESUMEN

La criptococosis es una infecciédn oportunista causada por una
levadura capsulada llamada Eayploacaccue neafounana.

En nuestra ciudad, “han sido detectados casos de criptococosis
pulmonar y meningeos en pemonas de edad variable en el hospital
"Ignacio Morones Prieto"” con una frecuencia que va en aumento,
esto al parecer esta directamente relacionado con la elevacién de
padecimientos predisponentes, en especial aquellos que afectan el
sistema inmunolégico como el SIDA. '

El guano o excreta de las palomas ha sido reportado como la
principal fuente de infeccién en esta enfermedad, por lo que el
interés principal del estudio, seria determinar si las palomas que
abundan en -plazas y sitios pablicos de la localidad pudieran
constituir una importante fuente de infeccién.

Se colectaron 160 muestras, con procedimientos estériles,
cultivandose estas en medto de niger, después se seleccionaron las
colonias sospechosas de ser €. necfownans, mediante tincién de -
tinta china, para posteriormente .practicarles. pruebas fisiolédgicas
¥ bioquimicas como:

Termorresistencia a 37°C. Produccién de ureasa y Auxonograma
a diversos azGcares.

En base a las anteriores pruebas, pudimos identificar en
forma precisa, cada especie de Criptococos; obteniendo como
resultado final, un 1.48 % de aislamientos de €. neafownana y un
Predominante 46.66 % de €ayplacoccus albidus en sus variedades
albidua y W, las cuales no son consideradas como
patégenas. . '
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OBJETIVOS

OBRJETIVO GENERAL:

Debido a la falta de antecedentes y para determinar
probables focos de infeccltn de criptococosis, se determinara la
existencia y porcentaje de €. neaformans, en la ciudad de San luis
Potosi a partir de excretas de paloma.

OBJETIVOS PARTICULARES:
Obtener una identificacién confiable, usando técnicas

especificas como el AUXONOGRAMA.

Comparacién entre sitios publicos Y palomares

particulares de los resultados obtenidos.



INTRODUCCION

Criptococosis es una micosls causada  por un hongo
levaduriforme oportunista denominado Cayptocaccus neofarmans, se
caracteriza por afectar inicialmente pulmones y posterlormente se
disemina a piel y visceras con una clara predilecién hacia el

sistema nervioso central (SNC), siendo ésta de evolucliédn crénica,
(1)

subaguda y rara vez aguda.

En el paciente inmunodeprimido puede manifestarse como
infeccién diseminada y fulminante, en este grupo de paclentes la
infeccién del SNC es elevada. En EUA, se calculan de 200 a 400
casos de meningitis cerebral por a.ﬁo.(a)

La mayor frecuencia se observa en los grupos de edad entre 30
¥y 60 afios con predominio en los varones con una proporcién de 3:1.
En México se desconocen las caracteristicas epidemlolégicas. La
_principal fuente de infecciédn son las heces de paloma (Columba
livia) aunque pueden alslarse de cascaras, de frutas como el
durazno, leche y suelofl’z’:”

El tratamiento recomendado es a base de Anfotericina B y
5-fluorocitosina, obteniendose me jores resul tados con la
combinacién de ambos farma.cosf”

Los sindnimos fuera de uso de 1la criptococosis, I1incluyen
blastomicosis europea, torulosls, enfermedad de Busse-Buschke Yy

meningi tis torula'®®



ANTECEDENTES HISTORICOS

En la literatura médica el término blastomicoslis se ha usado
vagamente para designar cualquier infeccién en la cuil se han
encontrado células de levaduras en gemacién. La criptococosis en
particular, se ha confundido con blastomlcosis. En la forma
cutanea de criptococosis, los informes mAs frecuentes venian de
Europa , se consideré que era ocaslonada por especles diferentes y
llegé a conocerse como blastomicosis europea. Estas dudas se
resolvieron en 1935, cuando Rhoda Benham diferencié en forma clara
la blastomicosis de 1a criptococosis, demostrando que el tipo
cutaneo europec de criptococosis, era causado por el mismo
microorganisme que producia la forma meningitica, de la cual se
informaba mAs comunmente en América'™

Busse, patéloge y Buschke, cirujano (Alemania), Informaron
por separado el aislamiento de una levadura proveniente de 1la
tibia de una mujer de 31 afios de edad. En un articulo de 18394,
dirigido a la Sociedad Médica de Greifswald, Busse describié los
‘microorganismos como de naturaleza furxgal ¥y reslistentes al
tratamiento con hidréoxido de sodio (20%). Los alisld empleande un
medio de ciruela y arroz denominadndolos "“Hefe" (¥Yaccharamyces), y
utilizé el término Saccharomycosis hominis para la enfermedad. Las
lesiones fueron descritas como “gomatosas" o “sarcomatosas” y el
Paclente tenia linfadenopatia y Glceras cutaneas ! 1:%+317)

Busse considerd esta levadura como la causa de su enfermedad,
més tarde algunos autores .usaron el nombre neafownans (causante de
cincer o de tumor) como epiteto (adjetivo) para e-l microorganismo.
Un afio después, Bushke también describié el casc y el
microorganismoo. El estaba enterado del trabajo de Busse asi que’
no participé en el descubrimiento del microorganismo. Casi al
mismo tiempo, Sanfelice aislé una levadura encapsulada del jugo de

durazno , la cual causd® lesiones sarcomatosas en animales
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infectados de manera experimental. Denominé al microorganismo
Sacchanomyces neafonmans, dando asi prioridad taxonémica a este
epiteto especifico. En 1896, Curtis describié un caso simlilar al
de Busse y Buschke. El1 paciente tenia la levadura en un tumor
mixomatoso de la cadera; denominé al microorganismo $accharamycea
subicutaneaus tumefaclens. Sin embargo, cuando el eminente micélogo
francés P. Vulllemin examindé los diversos cultivos no encontré
" ascosporas, las CuaAles son caracteristicas del género
Saccharomyces por consiguiente, en 1901, transfirié las levaduras
al género Tayptocaccus, © sea ©. haminle para los microorganismos
aislados por Busse y Curtis, y €. neaolowmana para el alslado de
Sanfelice. Para confundir ain mas la taxoﬁomia Kutzing, habia
usado antes el género Cayptocaccus para describir microorganismos
blancos parecidos a algassl'z’a)

En Italia, Sanfelice (1895) habia aislado otro
microorganismo similar a la levadura de Buschke, esta vez del
ganglio linfatico de un toro, al cual lo 1llamé Faccharamyces
nge:mES)En 1902 Fr'olthingham, aisli6 el mismo microorganismo de
una lesién pulmonar mixomatosa de un caballo en Massachusetts,
estos 1ltimos hallazgos establecieron el hecho de que 1la
enfermedad se presenta tanto en el hombre como en los animales.
En este mismo afio, Weis inform6 que los nmlcroorganismos de
Sanfelice, uno aislado por Klein en leche y otro alslado por

Plimmer de wun pacliente con cancer, eran idénticos en sus

caracteristicas de cultivo. El1 género propio y el epiteto
especifico para estos alslados aun tenia que ser
establecido! 1s3:17) 4

La relacién de la levadura encapsulada con el céncer, sobre
todo con la enfermedad mixomatosa fué observada con anterioridad y

pronto se postulé como incitadora de neoplaslasfs)

Al parecer en
1908, Von Hansemann fue el primero en observar este hongo en un
caso de meningitls, describiendo la enfermedad como "tubejrculosa",

con la levadura presente en "quistes gelatinosos". Fue reconocida
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por primera vez ante mortem en 1914, por Verse, en un caso de
leptoﬁeningitis en una mujer de 29 afios de edad 1™

Stoddard y Cutler (1916), describieron las diferencias
clinicas y patoléglicas entre la criptococesis, la blastomlicosis y
otras micosis. De manera er-rénea.,- supusieron que las capsulas de
los microorganismos eran quistes en el tejido, causados por 1la
acciétn digestiva del hongo ("histolitico”) y 1lamaron al
microorganismo Joaula histolitica, Este nombre no tiene validez ni
prioridad, puesto que se basé en una observacién errénea; sin
embargo se hizo popular y la enfermedad fue conoclida durante mucho
tiempo como torulosls o meningitis tor'ulafa'mEn un andlisis
detallado de 26 casos, Baker y Haugen desacreditaron la acclién
"enzimica" de "torula" y demostraron el efecto compresor scbre los
tejidos de las masas capsulares en expansién; también definieron
los dos tipos principales de lesiones patolégicas: gelatinosa y
granulomatosa. =p

Desde la fecha de su descripcién inicial y en muchos informes
de casos presentados después, la criptococosis fue considerada
infeccién sumamente maligna gue por lo general producia la muerte.
La mayor parte de estos informes venian de pécient,es con
enfermedad generalizada, relacionada con cancer, algin transtorno
grave principal o con infeccién de tipo meningitico, que antes del
advenimiento de la Anfotericina B tenia un indice de mortalidad
del 80 al gox'®’ a principios de 1950 se inicié el reconocimiento
de una infeccioén de forma autolimitante. En 1955, Baker y Hagen
describieron focos pulmonares en cicatrizacién en personas sanas.
Desde entonces, un criptococoma curado y en ocasiones calcificado,
ha venldo ha ser un hallazgo incldental en 1las necropslas
sistematicas!®

En México en 1955, GonzAlez Ochoa presentd dos comunicaciones
de casos localizados en el cerebro; en 1959, Amado Gonzalez y
Perez Tamayo presentaron un tercer caso de criptococosis

generalizada, diagnosticada por necropsia.u’
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Los cultivos originales de Busse, Buschke y Curtis fueron
incluidos por Benham en un estudio de 27 alislados de criptococos
patégenos. Llegando a la conclusién de que sélo existia una
especle y sugirié que se conservara el nombre de €. tominio!®

En 1970, Lodder y Kreger Van RiJ determinaron la prioridad
del nombre 6niptacaccus neofonmans, el cual sigue siendo aceptado.
Asimismo Benham describié cuatro serotipos de €. neafounana A,B,C

y D, de los cuales hay dos variedades reconocldas: ¥. neaformana
var. nesfounans (serotipos A y D), y €. neclounans var. gatiii

(serotipos B y c)it 23 '

Durante muchos afios se clasificé a ©. neafounana como una
levadura asporégena en la familia de las criptococéceas de los
hongos imperfectos, pero Kwon Chung (1975 y 1976) demostirdé que el
microorganismo tiene dos estados perfectos .o telemébrficos o sea
sexuales, . en diferentes serotipos. Las formas perfeci‘.as que
parecen estar relacionadas con patégenas que producen roya y tizén
{invasién de hongos en vegetales), en las plantas superiores
fueron 1llamadas, Filabasidiella necfoumana dque representa el
estado telemorfo de €. necfownans y Filadaslella bacillaopona
(variedad de F. neoformans)!?:%:5:19)

Cabe mencionar, que algunos autores establecen el nombre de
feucaopanidium neafonmana a la levadura de €. necforwmans. (18

A pesar de que se Iinformé de que el microorganismo habia sido
alslado de leche y Jugos de frutas (incluyendo un informe erroneo
del aislamiento del flujo de mezquite), no se habia establecido
por completo un habitat saprébico, hasta el trabajo de Emmons en
1955, donde inform® del aislamiento de microorganismos virulentos
de nidos de palomas, gall inerds v héces de esas aves. Su relacion
constante con esos habitats se ha verificado de manera amplia y se
ha registrado el punto de origen de la infecciénsl’z'm

En 1956, Littman y Zimmerman publicaron la bibllografia y

revisién completas de la enfermedad en una monografia escolar.(m



ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

Al parecer el pichén (Columba 1livia), es el vector principal
de la distribucién y conservacién de Eayptacaccuos necfounans var.
neoformans. E1 microorganismo se alslé en grandes cantidades de la
inmundicia y desechos acumulados en los nldos de pichones como
4ticos de edificios viejos, ciupulas y cornisas donde se ha llegado
a obtener hasta en un 69% (Emmons)‘!'?

En este ambliente desecado, con frecuencia se encuentra el
microorganismo predominante, compartiendo el sustrato alcalino,
rico en nitrégeno y sal con ¥Yeatnichum candidum y unas cuantas
especies de €andida op.y Rhadatorula op. Su prevalencla en este
nicho ecolégico especial, es una situacién similar al habitat
ambiental limitado y requerido por Coccldlaidesa mmitis. Al
parecer, ambos microorganismos son incapaces de sobrevivir o
competir con otras especies en distintas situaciones. Los
criptococos desaparecen de los desechos infectados cuando estos se
mezclan con el suelo; es . probable que esto se deba a que hayan
sido fagocitados y digeridos por amibas. En forma similar
Baccidicides &mmitic no puede competir cuando la Iirrigacién vy
cultivo de su habitat permiten la proliferacién de otros hongosfa)

En las areas rurales también se encuentran Criptococos en
sitios habitados por palomas como pajares de establos, desvanes y
segadoras de heno. En estos ambientes el polvo contiene
microorganismos virulentos viables, en este estado desecado el
microorganismo no puede ser mayor de 1um de diametro, propledad
que le permite ser inhalado y entrar a los espacios

alveolares( L5l 2)

Al parecer 6. neafowmana, en muy pocas ocasiones es capaz de
infectar palomas, cuya temperatura cérporal promedio es de 42°c,
no obstante sobrevive cuando pasa a través del intestino, en

estas condicliones los microorganismos sobreviven pero no se
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desarrollan a 44°C( L

La presencia de estas levaduras en las aves se cree que se
mantiene de manera similar a 1la de M. copswlalum en los
quirépteros, es decir que provoca una infecci6én asintomatica en
los intestines, por lo gque el guano sale infestado del hongo.(a) En
la excreta de paloma himeda o desecada, persiste viable durante
dos afios o mas. En los sitios protegldos que noc estan en contacto
con el suelo, el  microorganismo se encuentra en grandes
cantidades, y su supervivencia aumenta por el Iincremento
relativo de la himedad. La exposicién directa a la luz solar,
sobre todo durante los meses de verano, pronto esteriliza los
habitat - de Criptococos, sin embargo se mantiene en l‘uga.res
similares durante el invierno.u’z’a'“.”

En los ambientes saprofiticos (como excretas, cascaras de
frutas, etc.) los microorganismos casi no estan encapsulados, no
obstante esas cepas y mutantes no encapsulados se convierten en
virulentos después de la adquisicién de la céapsula polisacarida.
Al parecer es mas importante el potencial que tenga la levadura
para generar la capsula, que el grado de encapsulacién, aunque los

dos representan un factor de virulencia.f .4

En esencia, ®nyptocaccus neafounanse es el unico agente
etiolégico de 1a criptococosis y su periédo de incubacién es
indeterminado.(z'S)En algunos pacientes en estado de inmuno
supresién grave, €. albidua y €. laurentili se han aislado en raras
ocasiones, pero aun no se ha determinado la importancia de estos
aislamientos. Krumholz informé acerca de un caso en el cual seA
aislé €. albidus, esta parece ser una infeccién valida ¢ausada por
el microorganisme. Los serotipos A y B de 6. necfaunans var.
necfaormana tienen distribucién mundial ¥y con frecuencia estan
relacionados con habitat aviarios. El serotipo B tiene
distribucién trépical, mientras que el serotipo C se encuenira

principalmente en Norteamérica sobre todo en el sur de California.
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Estos son los serotjpos relacionados con la varledad f6s 8.

Todos los aislados de esta variedad provlienen de infecclones en el
hombre ¢ en animales y aan se desconoce el habitat natural de esta
variedad del microorga.nismo.(s’

Aunque se han publicado casos de criptococosis en todos los
confines del mundo y en donde existen medios adecuados de
laboratorio que auxilien a la clinica, no existe diferencia
importante en la frecuencia de la infeccién que pueda r_elacionarse
.con edad, raza u ocupacié;lsl’a)

Respecto a la ocupacién se supondria que los trabajadores de
establos, gallineros y palomares estan mas expuestos a €.
neafonmana, € inclusive se les han encontrado titulos altos de

anticuerpos especificos, sin embargo la enfermedad no es mas

frecuente, por que se requiere de factores predisponentes

definidos, en especial de severa inmunosupresion, tales

comd leucemias, linfomas, sarcomas, enfermedad de Hodgkin,

corticoterapia, paclientes diabéticos, desnutridos, con
(2,3

colagenopatias o con SIDA.

Se han informado casos de este padecimiento, desde recién
nacidos hasta ancianos, pero la mayor parte de ellos se observan
entre los 30 y 60 afios de edad y con mayor frecuencia en varones

que en mujeres, manteniendo una proporcién de 3: 1}3)

aungue algunos
autores mencionan una mayor frecuencia 2:1 en luu‘jeres.( 2)Elsto
puede estar en funcién de la exposicién o como se ha sugerido para
otras ﬁicosis, es cuestion de diferencias hormonales. En resumen,
los datos epidemiolégicos indicén que la criptococosis es
infecciétn oportunista, dado que el microorganismo requiere de
disminucién en las defensas del paciente para establecer la

infecci6nf 2317

%. neaformana var. mza{,onmams aislado de los nidos y del

guano de. las aves, siempre es de los serotipos A y D. Asimismo,
dichos serotipos se han encontrado en frutos maduros, verduras

podridas, productos lacteos, e incluso una galta (instrumento



musicaIJES)

Como ya se mencioné desaparecen del suelo en forma
rapida debldo a que son una "delicia gastrontémica®" para las
especies de Acanthamoeba, en consecuencla el nicho ecolégico

habitado por el microorganismo esta limitadoSS)

La confusién con
respecto a 1la ecologia de 1los habitat: invadidos por los
criptococos, se acrecienta debido a los hallazgos reclentes de
Kwon Chung y Bennett. En su investigacién, el serotipol A es el
tipo mas comin de un habitat clinico o natural en E.U.A. ¥y
-corr-esponde a mids del 95% de los microorganismos aislados. El
serotipo D es comin entre los aislamientos clinicos y naturales en
la mayor parte de Euroﬁa v otras regiones de clima templado. En el
sur de California, 25 de 45 aislamientos en pacientes , mostraban
el serotipo C de la variedad gaitil; el serotipo B se encuentra en
las regicnes trépicales y subtrépicales (sudeste de Asia), estoes
serotipos (C y B), nuncé se han alslado de habitat natural, por lo
tanto todavia debemos encontrar las fuentes naturales de la
(3,86)

variedad gattili.

En esencia, existen dos tipos de enfermedad criptococécica,
no obstante su manifestacion depende de 1la respuesta de el
huésped, mas que de la cepa del micfoorganismo. Por lo regular en
el pacliente normal la infeccién que sigue a la Iinhalacioén del
microorganismo se resuelve en forma rapida con sintomas minimes y
la enfermedad si hay alguna, es subclinica. Normalmente én los
liquidos organicos se encuentran sustancias inhibitorias del
desarrollo de la levadura'?:®®

Si el numero de microorganismos inhalados es considerable, se
puede iniciar infeccién en los pulmones, con focos de infecclén
ocaslionales y transitorios en otros sitios anatémicos; aitn cuando
la reaccién tisular y las defensas celulares sean provocadas con
lentitud suelen ser las adecuadas para detener la infecci6én. No es
frecuente que en los pacientes normales se establezca infeccién

crénica, la cual daria origen a brotés ocasionales de afeccién



generalizada cutédnea o meningitica, estos pacientes requieren
tratamientoc. A menudo, una lesién pulmonar sencilla en un
individuo relativamente saludable, se resuelve en forma esponténes
o en caso de persistir, con frecuencia es éusceptible de
intervencién quirdrgica seguida de tratamliento farmacolégico
a.decmdofm

Por lo regular el segundo tipo de enfermedad se relaciona con
neoplasias, enfermedades debllitantes y huéspedes expuestos, como
resultado del tratamiento con fArmacos. En estos casos las
defensas del huésped son minimas e inadecuadas, la enfermedad se
extlende con rapidez y afecta a casl todos los 6rganos, sobre todo
al sistema nervioso central. El curso de la infeccién puede ser,
retardado con diseminacién lenta de un sistema organico a otro o
puede ser fulminante o rapidamente mortal. Este tipo clinlco de
infeccién fue el primero en ser registrado y durante muchos afios
fue la Gnica forma reconocida de la enfermedad. En la actualidad,
la criptococosis se relaciona sobre todo, con las 1lamadas
enfermnedades de la colagena como es, el lupus eritematoso, asi
como neoplasias, abuso de farmacos y en otros transtornos como
uremia, proteinosis alveolar, en pacientes que han recibido algin
transplante de 6rgano, e inclusive en mujeres embarazadas‘®

En forma reciente, se ha incorporado una nueva categoria de
predisposicién: SIDA, en estos grupos de alto riesgo el predominio
es mésculino hasta en una proporcion de 4:1. La criptococosls se
presenta con mayor incidencia en individuos de raza blanca en una
proporcién mayor al gox{1:2:3) 14 criptococosis es una de las dos
infecciones fuangicas oportunistas principales del grupo de
pacientes con SIDA. Y si bien la candidosls esofagica y otras
formas de candidiasis, son casl universales en los pacientes que
sufren esta enfermedad, alrededor del 10X puede manifestar
criptococosis que con frecuencia es el primer sintoma de SIDA,
destacando el papel de 1la criptococosis como sefial de la

enferaedad.( 2)
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Aunque casi siemprehla. via de entrada del microorganismo es
respiratoria, hay reportes de casos clGtaneos primarios que se
inician por la inoculacién a través de una soluclén de continuidad
(referente a tejido) €. neoformans, también puede ingresar por via
oral (frutos y leche), pero la lisozima salival y el pH aclido del
est6omago lo inactivan la mayoria de las veces!®

Como en el caso de. otras micosis generalizadas, la forma
subclinica o 1ligera de 1la criptococosis en el paciente no
expuesto, solo se ha reconocido relativamente hace poco tiempo, no
obstante a diferencia de otras enfermedades fianglicas, ha slido
imposible estimar la frecueclia de casos de infeccién subclinlca,
debido a que atn no se dispone de pruebas inmunolégicas sensibles
¥ confiables en un 100%!?:2:3

Esa. forma subclinica tan ligera ocurre en forma comin y es
atestiguada wmediante el hallazgo frecuente incidental de
granuloma cript.pcocéciéo de vieja fecha, curado, en las
necropslias sistematicas. Es frecuente aislar Eayplacaccua
necfanmana, de esputo, piel y otras aAreas expuestas al aire, como
flora incidental o como colenizador transitofiofa’lv)

Hammerman ¥y colaboradores, aislaron el microoorganismc en
esputo de 80 pacientes, la enfermedad existente sélo se pudo
verificar en 28 de ellosfm

La estimacién actual de la frecuencia de enfermedad
criptococéeica, varia de 200 a 400 casos de meningitis cerebral
por afic en Estados Unidos, a 15,000 infecciones respiratorias
subclinicas s6lo en la ciudad de Nueva York, por lo que se le ha
denominado "el gigante que despierta" de 1las enfermedades
fﬁnglcasf1’3")

Aungque se reportan un cierto mimero de casos de criptococosis
en E.U.A., la cifra probablemente es falsa, ya que nil en E.U.A.,
nl en Méxice, se trata de un padecimiento de denuncia obligatoria.

En Méxlico se desconoce la frecuencia de crlptococosis.u'a'”
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ASPECTOS INMUNOLOGICOS

Entre las principales micosls profundas, la interaccldén entre
el huésped y €. neafounans, es qulzd la menos entendida. Un
problema hallado en la respuesta inmunitaria ha sido la ausencia
de antigenos potentes y especificos para que fueran empleados como
herramientas 1nnunolé§1cas. La mala antigenicidad de e.
neaformana, puede constituir también un problema préactico para el

huésped durante la infecclén natur'alf”

Cayptocaccuoa nealounans, es una levadura de 3 a 7 micrometros

(pm) de diametro, rodeada de una capsula que puede medir .de
1 a 30 um'P™
Las formas pequefias pueden ser fagocitadas y degradadas. La
fagocitosis por macr6fagos se lleva a cabo habltualmente y 1la
presencia de anticuerpos IgGr especificos son indespensables para
ello. Una vez fagocitada la levadura, se unen, el fagosoma que la
contiene y un lisosoma, para formar un fagolisosoma en el que se
observa degradacién de los organelos de la levadura!l’
Experimentos en animales, han demostrado gque 1las cepas
mutantes no encapsuladas de criptococo que son fagocitadas con
facilidad, son avirulentas para los ratones, mientras las cepas
progenitoras encapsuladas son vir-ulentasf“ Al igual «qgque las
especies de Candida, ¥Eayplacaccus contiene glucanos en pared
celular, estos polimeros de manosa y glucosa, pueden producir
anticuerpos protectores susceptibles de formarse en ratones por
inmunizacién con ¥. neaformans no capsulados, vivos o muert.osf“
Las formas mayores con capsulas grandes, no pueden ser
fagocitadas y son eliminadas por mecanismos no fagociticoép
Uno de 1los mecanismos no fagociticos, es 1la FORMACION DE
ANTLIOS, en este mecanismo participan, polimorfonucleares (PMN) y
monocitos, siendo necesaria la presencla de opsoninas como

seudobeta globulinas, anticuerpos y factor C3 de complemento,



adems de 1la acclén Fungistatica del suero. La levadura es
inicialmente rodeada de PMN (la unidén levadura-PMN requiere de
opsoninas), resultando un anillo o roseta, en la que el centro lo
ocupa la levadura y alrededor forman una estructura bidimensional
los PMN comc un anillo. Después de unas horas los PMN son
desplazados por monocitos y estos por medio de enzimas como
estearasas, fosfatasas y metabolitos oxidativos, degradan a la
levadura en un lapso de 3 a 4 dias. Este proceso es lento y la

actividad fungistatica del suero impide que la levadura geme.“)

CITOTOXICIDAD POR CELULAS (Natural Killer) NK, es otro
mecanismo no | fagocitico, las células NK pueden e jercer
cltotoxicidad sobre €. neofonmans y degradarlo en lapso aproximado
a 6 horas, ésta puede ser mediada por anticuerpos especificos IgG
Y en este caso la degradaciém ocurre en menos tiempo (4 horas
aproximadamente). Este mecanismo es altamente eficiente en
tejidos, en pulmén la accién de células NK contra €. neofawnano es
mayor que en bazo y aunque esta es muy eficiente, esta limitada y
por si sola no elimina la infecciénf“- _

El constituyente patégeno mAs 1importante del criptococo
identificado hasta la fecha es un polisacarido capsular. El
polisacarido capsular contiene un esqueleto de residuos de
D-manopiranésido enlazados en la posicién «-1,3 (polimero de
manosa, xilosa y acido glucorénico). Hay 4 tipos serolégicos de €.
neaforumana A,B,C,D que pueden diferenciarse por pruebas de
aglutinacioén o ant icuerpos fluorescentes con sueros
hiperinmunitarios; todos los serotipos son igualmente virulentos.
El polisacarido capsular es poco inmunégeno, un problema que se
refleja en las dificultades para 1ﬁmunizar a los animales de
laboratorio y la baja cifra de los titulos de anticuerpos en los
enfermos con criptococosis.u’”

El polisacarido capsular produce en general respuesta minima

de ant icuerpos humorales en el hombre Yy animales de
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experimentacién dﬁrante la infeccion, prcocbablemente por que casi
todo el anticuerpo se absorbe por el abundante polisacarido
capsular en tejidos, o tal vez por que el holisacarido capsular
recubre las proteinas opsénicas que estan unidas =a sitios
antigénicos en la superficle del hongo, evitando asi que sea
reconocido por los fagocitos. Es posible que incluso el anticuerpo
anticapsular especifico, no logre potenciar la fagocitosis si hay
pelisacérido en exceso, pussto que el anticuerpo opsédnico es muy
sensible a la neutralizacién por polisacarido libre. Ya que se ha
visto que la adicién de polisacarido capsular a los sistemas in
vﬁtro, altera la fagocitosis por los leucocitos PMN. Asi mismo la
inoculacifn in vivo del polisacarido capsular acorta. 1a
supervivencia de los ratones cuando posteriormente son expuestos
con criptococos encapsuiadosfl'4)

Esta actividad de inhibicién de fagocitosis por el
polisacarido capsular es un mecanismo de sobrevivencia y evasioéon
de ©. neafowmans, slendo especifica para é1 mismo. La opcién del
huésped es la produccion de anticuerpos, opsoninas y complemento,
ya que a pesar de la actividad antifagocitica del polisacarido
capsular, 1los ratones forman buenos nliveles de anticuerpos si
reciben pequefing doésis de polisacarido Junto con adyuvantes o
portadores de proteinas, y los conejos producen altos titulos de
anticuerpos si estan hiperinm.mizadosf“

La eficlencia de la fagocitoslis es Iinversamente proporcionai
al tamafio de la cApsula. Aunque este no incrementa la virulencia,
es suficiente la presencia de cépsula para hacer virulenta a la
levadura. Otra posible explicacién de 1la respuesta de anticuerpos
baja o ausente a €. nealowmans, es que la capsula inhibe 1la
innunorrespuestafi)

Otros mecanismos de sobrevivencia y evasion de €. neafonmans
son: la Inducciébn de 1linfocinas supresoras que inhiben 1a
actividad fagocitica de una poblacién de macréfagos de exudado

peritoneal en ratones, la estimulacién de linfocitos T supresores,
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los cuales secretan los factores supresores TF1 y TFz2 que inhiben
la fase de Induccién y la fase efectora de hipersensibilidad
retardada respectivamente, y por Ultimo el mecanismo de induccién
de tolerancia, es decir incapacidad de producir anticuerpos, por
lo general acompafiada por supresién de produccién de antlcuerpos
por Induccién de linfocitos T reguladoresfl) ’

Tanto los anticuerpos como el complemento, parecen ser
importantes para potenciar la fagoclitosis de los criptococos, por
lo tanto, se ha postulado que la opsonizacién dependiente de los
anticuerpos y del complemento puede ser el factor crucial que
limita 1la iIinfeccién criptococécica en la mayor parte de los
tejidos y que la prominencia de la infecciétn del sistema nervioso
central puede representar un "escape”™ de los hongos hacia un medio
en el cual los componentes del complemento penetren a un titulo

bajo o simplemente no penetrenf"
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PATOGENIA

Hay dos tipos de criptococosis, cuyas manifestaciones
dependen de la respuesta del huésped mé&s que de la cepa de
€ayptacaccus, que a continuacién se detallan.. '

En el primer tipo, la infeccién se establece en el paciente
normal, después de la 1Inhalaclén del agente por lo general se
resuelve en forma rapida con sintomas minimos si es que JTos hay y
comunmente en forma asintomAtica, ya que existen en lii:guidos
corporales sustancias que inhiben o degradan a €. necfounans, si
lags defensas del huésped son adecuadas, habitualmente detienen 1la
infeccién; en unos pocos casos en pacientes normales se establece
infeccitn crénica que recidiva en forma ocasional, afectando
meninges, piel o en forma diseminada hasta visceras.('”

El segundo tipo, acompafia a neoplasias, padecimientos
debilitantes y huéspedes inmunodeficientes, habitualmente como
resultado del tratamiento con farmacos. En estos casos la defensa
del huésped es minima o insuficiente y el padecimiento se disemina
rapidamente a casi todo el organismo de manera particular al SNC.
El curso de la infeccién puede extenderse en forma lenta, por
diseminacién de wun 6rgano a otro o desarrollarse de manera
_ fulminante'!

Con frecuencia se le ha asignado a la criptococosis el
caracter de oportunista, sin embargo s6lo en 43% de los casos se
han demostrado factores predisponentes. Entre los que se
consideran: .

a) Raza: el B74 de los casos se presentan en individuos  de

reaza blanca,

b) Sexo: la proporcién de varones afectados es de tres por

una mujer. '

¢) Padecimlentos: entre estos se mencionan, enfermedad de

Hodgkin, linfosarcoma, leuceria, diabetes mellitus y
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a €.

d)

cirrosiss hep/at ica.

Tratamiento prolongado con esteroides.

Algunos factores del huésped que intervienen en la respuesta
neaforumana, pueden ser:

a)

b)

c)

d)

e)

Hormonas, estrégenos y otros esteroides pueden dafiar al
hongo y promueven la fagocitosis.

Lisozima (enzima contenida en el lisosoma): tiene accién

sobre €. neafowumana

.Factor anticriptococésico: existe en sueroc normal tiene

actividad funglistatica, y en saliva tiene actividad
fungicida (en liquido cefalorragquideo no existe).
Opsoninas de suero: seudobeta globulina, factor C3 de
complemento {C3 no se encuentra en la superficie de
Criptococos colectado de liquido cefalorraguideo),
anticuerpos especificos IgG, que aumentan ' el contacto
entre levadura y celulas fagociticas o citotéxicas y
permiten la fagocitosis. La inmunidad celular deficiente,
aumenta la susceptibilidad a la criptococosis.

Temperatura: ¥. neaformana es la tnica especie del género

" capaz de ‘desarrollarse in vitro a 39°C, lo que. permite

infectar al ser humano y animales, hace resistentes a

los conejos con temperatura corporal de 39.6°C e inmunes

a las palomas cuya temperatura es de 44°C.( 1

Los factores de virulencia que presenta el €. neafowmana son
los siguientes:

a)

Produccién de ureasa: se ha sugerido que la ureasa induce
la 1liberacién de amonio que inhibe 1la funcién del
complemento del huésped. €. nzo;onnuuw no utiliza
proteinas de suero, pero.tiene enzimas como proteasas
que degradan fibrinégeno humano in vitro, lo que podria

explicar la ausencia caracteristica de fibrosis
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alrededor de las lesiones.

b) Endotoxina: la inoculacién intravenosa de 10? células de
€. neafowmans en conejos, induce wuna respuesta fébril
seme jante a 1la producida por endotoxina de bacterias
gramnegativas. '

c) Capsula: su composicién quimica es glucoroxilomanana alfa
unida a manosa y con menos de 0.2% de proteina. La céapsula
de €. neafowmansa 1inhibe 1a fagocitosis y 1a wunién
macréfago-levadura; induce produccién de linfocitos T
supresores; se ‘'une al factor supresor de T1; induce
tolerancia, paralisis inmunitaria, actliva complemento
por via alterna, descomplementa el suero, absorbe o
neutraliza opsoninas y anticuerpos protectores,
inhibe la migracién de leucocitos y suprime la
produccién de anticuerpos. -

La cépsula es quiza el indicador de virulencia
mAs Importante, yva que cepas mutantes sin capsula no son
virulentas.

d) Produccién de melanina: en medios con un compuesto de
fenol, 6. neaforunans produce feniloxidasas que
transforman el fenol en compuestos tipo melanina. Las

cepas melanina negativas son menos virulentas.

Produccién de melanina Jjunto con presencia de cépsula y
capacidad de crecer a 37°C son los indicadores de virulencia mas

importantesfl)
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ASPECTOS CLINICOS

Salvo raras excepciones, la puerta de entrada del criptococo
son los pulmones. La infeccién pulmonar primaria puede permanecer
localizada o estar diseminada en otros oérganos. Algunas veces se
presenta la afeccidn en otros tejidos y sistemas organicos, a
pesar de la curacién de las lesiones pulmonares. Por esta razén a
menudo, es dificil establecer el sitio de la infeccién inicial.
Aunque la enfermedad experimental se ha producido alimentando con
gran'nﬁmero de celulas de lévadura a los animales, es.dudoso que
se presente la infeccién en el hombre por via del conducto
alimentario. Es posible, que el microorganismo entre a traves de
la piel y de la mucosa nasofaringea, aunque también se considera
extraordinariamente raro. Los tipos clinicos de 1la  enfermedad
criptococécica incluyen:

Criptococosis

— Pulmonar (25%)
Del SNC (45%)
- Cutanea o mucocuténeaz (10%)
- Diseninada o visceral (15%)
Osea (5%) ‘@

CRIPTOCOCOSIS PULMONAR

La criptococosis pulmonar es una identidad clinica que por lo
regular (95%) cursa de manera asintomatica o subclinica y sélo se
pPuede detectar mediante los rayos X y la correlacién con la
serologia, utilizando la inmunofluorescencia indirecta (IFA). Los
pocos casos asintomadticos se manifiestan desde estadios leves =a
graves, dependiendo del estado inmune del huésped. La enfermedad
casi siempre se localiza de manera bilateral conf'inada al 1lébulo

supérior, sin embargo hay casos unilaterales. La sintomatologia de
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la criptococosis leve, simula un cuadro gripal acompafiado de tos,
temperatura y discreto dolor pleural; sin embargo cuando el
proceso se intensifica, la fiebre es mAs constante, hay pérdida de
peso, astenia, adinamia y el paciente presenta tos con esputo
BUCOSO O hemptéico.( 2+18)

A la exploracién fisica se detecta alteracién en el murmullo
vesicular y estertores inconstantes. Es importante mencionar que
cuando la enfermedad genera focos regulares, simula una neumonia
por bacterias gramnegativas y en los casos graves se confunde con
la tuberculosis miliar. Pocas veces se observa la formacién de
criptococomas ( 2,3

Los rayos X muestran una variedad de imAgenes, por ejemplo
infiltracién que semeja tuberculosis, lesiones sélidas que simulan
neoplasias ¢ abcesos pulmonares, y cuando el proceso es crénico se
pPuede observar un moteado miliar difuso.

La criptococosis a diferencia de la tuberculosis y otras
enfermedades mic6ticas no forma 1linfoadenopatias hiliares
(referente al sistema ganglionar) y generalmente no afecta el
mediastino. Simha y Naik reportaron un caso de criptococoma, que
se presenté como una masa mediastinal, que progresé hasta
infiltrar las vias aéreas y grandes vasos con prondstico

fatal ‘ 2,3)

CRIPTOCOCOSIS DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL (S N C)

Es la variedad mas frecuente, o© sea la que mAs se
diagnostica, se origina a partir del foco puln;onar, posterior a
una diseminacién hematSgena. La neurofilia de €. necfowmans, se le
ha atribuido a varias razones como son: la falta del factor
anticriptococésico en LCR, asi como la presencia de substancias
que estimulan su crecimiento como la asparragina y la creatinina.

La criptococosis en el SNC se puede presentar de tres formas
O variedades:
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- Meningitis (97%)
- Meningoencefalitis (2%)

- Criptococomas (1%) &

Meningitis

Es la variedad mas frecuente y por lo regular se manifiesta
en forma crénica y gradual; se 1inicia con cefalea Iintensa
. {frontal), asi como dolor de las 6rbitas oculares, hay fiebre
constante pero no intensa (38°C). Los signos. de meningitis crénica
que se presentan son: rigidez, dolor de la nuca y son positivos
los signos de Kerning y Brundzinski. Conforme el padecimiento se
hace crénico, el enfermo presenta voémito constante, vértigo,
delirio, alucinacién, irritabilidad, convulsiones Jaksonlanas y
pérdida temporal de 1a memoria. En algunos ' casos hay
manifestaciones oftalmicas en forma de neurorretinif.is Yy por 1la

misma afeccién neuronal se presenta fotofobia, estrabismec diplopia

y nistagmofz':”

La meningitis criptococécica, toma un rumbo croénico
dependiendo de las condiciones del paciente, hay reportes de
cronicidad hasta de 20 afios. Cuando el padecimiento progresa
rapidamente, el ataque al estado general es severo, manifestandose
con gran pérdida de peso, astenia y adinamia, dando paso al
coma y por lo regular el paciente muere por insuficiencia

resplra.toriaf 2

Meningoencefalitis

Es una entidad clinica rara, casi siempre de cursc agudo y
fulminante; lo presentan pacientes con severa inmunodepresién,
como sidosos o pacientes sometidos a intensa corticoterapia
(transplantes). El enfermo presenta todos los signos y sintomas de
una meningoencefalitis aguda, y radplidamente cae en coma, que en

término de 2 a 3 dias 1o lleva a la luertesz'm
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Criptococomas (Granulomas Criptococales)

Son una entidad extraordinariamente rara, se conforman de
masas funglcas que se desarrollan en el cerebro, en forma de
abcesos gque regularmente se confunden con neoplastas. Los
paclentes en un inicio presentan cefaleas, natliseas, vémitos,
convulsiones de tipo Jacksonlanas, y por la misma compresién
cerebral medular, se generan diversas manifestaciones oftalmicas,
hemiplejia y hemiparesias. El curso de esta variedad también es

grave y migra facllmente al coma, paro respiratorio y muerte (%3

CRIPTOCOCOSIS CUTANEA

Cutdnea Primaria

Es una entidad clinica rara, se inicia a partir de la
inoculacién del honéo por via cutanea, a través de una solucién de
continuidad, formindose un complejo primario, similar al de 1a
esporotricosis, constituido por linfangitis y adenitis,
dependiendc de las condiciones del paciente (estado inmune). La
lesién primaria puede involucionar por completo o manifestarse en-
forma de lesiones nodulo—gr'énulomat.osas. La topografia clinica
depende del sitio de inoculacién y por lo regular es en miembros
superiores e inferiores. Cuando el proceso esta bien esté.blecid'o.
la morfologia cutédnea es de abcesos ulcerados, © bien lesiones

papuloides de tipo acneiforme (%319

Cutanea Secundaria

Es una entidad clinica mas comin, se origina a partir de 1la
diseminacién hematégena o linfatica de criptococosis pulmonar y/o
meningea. La topografia preferente es en cara, cuello y miembros.
Los aspectos morfolégicos son similares a los de la criptococosis
Primaria, es decir dan lesiones péapuloacneiformes, abcesos,
Glceras y en raras ocasiones lesiones verrucosas, por lo regular

los paclentes refieren escaso prurito y poco dolor. A diferencia
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de la criptococosis primaria, ésta variedad tiene mal

* pronéstico 22

CRIPTOCOCOSIS OSEA

Es una entidad clinica relativamente frecuente, se calcula
que aproximadamente el 10% de los casos de criptococosis tiene
manifestacién oséa. Se origina a partir de focos pulmonares y/o
meningeos, tiene una predileccién en orden decreclente por huesos
largos (fémur, tibia, esternén, etc.), huesos craneales v
vértebras; puede afectar las articulaciones. Las lesiones mas
comunes son de periostitis, osteofibrosis y sobre todc francas
zonas de osteélisis, en este ultimo tipo de lesiones se pueden
originar fistulas que salen a piel y drenan un material
seropurulento mucoide. La sintomatologia mAs frecuente es de

intenso dolor 6seo y artr‘algias.(a’a)

CRIPTOCOCOSIS DISEMINADA (Visceral)

En la enfermedad diseminada cualquler 6rganc o tejido del
cuerpo puede tener foces de infeccién. Se producen lesiones
granulomatosas y gelatinosas que se asemejan sintomaticas y aun
-histolégica.mente a las neoplasias malignas, sobre todo a las del
‘tipo mixomatoso. Corazén, testiculos, proéstata Yy oJos son
afectados en forma frecuente, mientras que rifién, suprarrenales,
higado, bazo y ganglios linfaticos en general, estan exentos. Las
lesiones en vias gastrointestinal y genitourinario, imitan
tuberculosis, pero se encuentran con mucha menor frecuencia en la
criptococpsis. Pueden ser del tipo gelatinoso o granulomatoso,
pero rara vez son del tamafio suficiente para manifestar sintomas
antes de 1a uue_rt.efa)

En los informes publicados de extensas series de necropsias,

Se encuentran registradas muy pocas leslones criptococécicas en
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testiculos, time y tiroldes, pero no en glandula hipofisis.
Tampoco se ha reglistrado presencia de lesiones criptococécicas en

misculo esquelético (misculo estriado), laringe, traquea, eséfago

y estémgo.( 2

Las lesiones en mama, s6lo se han presentado dos veces en
seres humanos y hasta ahora no existe ninguna publicaclién sobre
lesiones invasivas en genitales femeninos. En la etapa tardia de
la enfermedad, las levaduras son diseminadas'por via hematdgena
(criptococaemia) y los microorganismos se observa.n. en las asas
glomerulares de los rifiones, asi como en los capllares de muchos
sistemas orgénicos. En esta etapa tardia de la enfermedad, en
pacientes con inmunosupresién, el desarrollo masivo de levaduras y
la produccién de material capsular produce tanta presién como para
romper los dedos de las manos ablertas, los misculos del muslo y
otras pa.rtes.(a)

Muy rara vez se han encontrado infecciones nosocomliales. Sin
embargo la sépticemia nosocomial ocasionada por €. neafowmanas
seguida del establecimiento de infeccién y muerte, est& bien

comprobada.( 3



DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

La identificacién de €. neoformans en montajes hiamedos,
frotis de material infectado y el cultivo de muestras son bases
del diagnoéstico de la infeccién criptococbcica.(”

Si. las muestras consisten en liquidos corporales, pueden
sedimentarse por centrifugacién a 5S000 r.p.m. o mAs antes del
examén microscoplco y cultivo evitando toda contamlnaciém durante
el proceso. Una pequefia porcién del liquido sedimentado se podria
conservar para detencién de antigenosfl’"’

S$i se entrega tejido pulmonar o cerebral, inclusive para el
esputo o pus, se deberd hacer un tratamiento con hildréxido de
potasio al 15% incubandose a 37°C durante 30 minutos, antes de
examinarlo en montaje con tinta china o sin ella, por que el KOH
digiere células y otros artefactos que podrian confundirse con
Enyplacaccus (1,3

Los examenes histolégicoes de te}ido, deben incluir

coloraciones especiales, aparte de las tinciones acostumbradasf”

EXAMEN DIRECTO Y TINCIONES

Las levaduras de €. necfownana, son muy fragiles y se
colapsan o se convierten en formas de media luna en frotis
secados, fijados o coloreados. A pesar de que se identifican sin
dificultad en preparaciones tefildas con colorantes
histopatolégicos, se debe llevar a cabo el examén directo en
montajes himedos. La caipsula es tan caracteristica que en material
infectado, mezclado con una gota de tinta china, nigrosina o
cualquier medio de montaje coloidal coloreado, los microorganismos
encapsulados son delineados por contraste negatlvo.( Sils)

Esta levadura se identifica de manera mas facil en frotils

colareados con tincién de Gram de ligquido espinal, secreclones
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respiratorias, u otro material infectado. Ademds de su capsula,
Criptococos difiere de otros microorganismos como de Blaatamyceas,
denmatitidia, dado que su pared es mas delgada y las yemas estan
unidas a la célula madre por un angosto istmo, Del género Gandida,
se diferencia por que es redondo en lugar de ovalado y no forma
seudohifas ni hifas'?*31310

Aunque existe el peligro de confundirlos con linfocitos,
células tisulares, minGsculas gotas de grasa , glébuios de mielina
o particulas agregadas a tinta china, sl se "observan al
microscopio con luz tenue, se pueden ver las células en gemaclén
dentro de la cépsula y por lo tanto los microorg_anisnos se pueden

diferenclar de una manera mas precisafl'a)

CULTIVO

Las cepas patégenas de &. neoflowmans, son poco exigentes y
crecen bien a 37°C, sin embargo muestran sensibilidad variable a
la cicloheximida (Actidione)f la cudl es incorporada a la mayor
parte de los medios selectivos para hongos patdgenos, -este
antibi6tico fue usado durante algan tiempo en el tratamiento de la
meningitis criptocec6teica. El material proveniente del paciente se
siembra por estria en medio SGA (Agar Sabourad Glucosa) o SGA con
antibi6éticos antibacterianos. Algunos informes sobre las formas
labiles de las levaduras, indican que hay mas procedimientos que
pueden ser valiosos, sobre todo si los cultivos inlclales son
negativos o si, el paclente estid reciblende tratamiento con
Anfotericina B? 1,3,19)

El crecimiento con el material del paciente en medlios de
aislamiento primaric, se presenta en 24 a 48 horas, no obstante
los cultivos se deben conservar durante cuatro a sels semanas.
Después del aislamiento inicial, las colonias son sembradas por
estria en agar-infusiétn de corazén, de modo que se pueden tomar
clonas solitarias para utilizarlas en estudlos fisiolégicos con el

* ver apfndice = 27 -~



fin de confirmar la identificacién'®’

fll alslamiento de Eayplacaccus de material muy contaminado
como nidos y excremento de palomas, se puede llevar a cabo con
otro medio selectivo wusando semillas de Fulgatia abyaolnica
afiadido de creatinina, asparragina y cloranfenicol, ya que los dos
primeros compuestos son s6loc aslmilados por €. neafowmana,
nientras que el cloranfenicol es un iInhibidor de bacterias, ademas
s6lo las colonias de €. necfounans desarrollan un color parduzco o
marrén en este nedlof":”
A.lgunos microorganismos aislados tendran cApsulas muy
pequefias en su primer alislamiento. La produccién de capsula, es
estimulada por el desarrollo de microorganismos en agar-chocolate
a 37°C en incubadora con diéxido de carbono 002( 2
La identificacidén especifica de ¥. neafownana, requiere
del estudio de wuna combinacion de factores que incluyen
caracteristicas fisiolégicas como: produccién de ureasa,
tolerancia a la temperatura (37°C), falta de micelio en agar
harina ‘de maiz y reduccién de nitratos, ademés de perfiles de
asimilacién de carbono y patogenicidad animlsi’a’m)
Algunos textos, reportan como pruebas mas confiables para la
identificacién de ¥. neaformans, el desarrollo en cultivo a 37°Cc y
patogenicidad para r-atones“'m aunque al parecer, algunas  cepas
(3

identificables de ¥. neafownana no son patogenas.
SEROLOGIA

Los intentos para estable.cer el diagnéstico de criptococosis
sobre la base de titulos elevados de anticuerpos, han sldo
frustrados por la falta de pruebas confiables, lo cual refleja al
parecer, la mala antigenicidad de €. neafoumans y el hecho de que
muchos enfermos infectados tienen transtornos inmunolégicos

subyacentes, que podrian comprometer la sintesis de
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ant icuer-posf 1.3,8)

La dnica prueba serolégica util para identificar pacientes
con Iinfeccién criptococédécica, es la aglutinacién de particulas
latex revestidas con anticuerpos formados contra la capsula
criptococécica (LCAT). Esta prueba mide antigeno ca.psulér'
criptococécico en suero o liquido cefalorraquideo de pacientes
infectados, el pollisacarido capsular reacciona con el anticuerpo
sobre la particula de latex y aglutina. Aunque las pruebas falsas
positivas son rara.sl, €. neafonmana es en general facil de cultivar
Yy el dlagnéstico de Infecciédn criptococédcica debe hacerse siempre
por cultivo.( M

Las pruebas de deteccién de anticuerpo criptococécico no son
Gtiles en el diagnostico, por que algunas personas normales tienen
anticuerpos y la mayoria de pacientes carecen de ellos, podemos
encontrar pruebas reproducibles y exactas que utilizan técnicas de
inmunofluorescencia {IFA), para  descubrir ant icuerpos de
criptococos. También existen otras como la prueba de filjaclén de
complemento (FCAg) y prueba de aglutininas en tubo (TA). Pero por
desgracia, ninguna de las pruebas anterlores por si solas e
inclusive en combinacién (IFA, LCAT, FCAg.y TA), pueden todavia

dar resultados confiables en un 100%‘?:3:11)
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TRATAMIENTO

Las leslones locales de los pulmones tienen buen pronéstico
en pacientes normales, curan lentamente sin tratamiento y
desaparecen o dejan clcatriz residual. En generalr las lesiones
primarias, cuténeas o mucocuténeas se resuelven en forma
esponténea. En infeccliones generalizadas el desenlace suele ser
mortal, a menos que el paciente recil_:a. tratamiento. En 1la

actualidad, se disponen de varios farmacos con eficacia clinica
3 '

comprobada. i
»
Antes de la introduccién de la Anfotericina B en 1957, 1la
meningitis criptococtcica era casti siempre mortal, la

administracién de este farmaco ha producido un indice aproximado
de curaciones del 60%. Si se tratan en forma diaria, los adultos
reciben 0.5 mg por kg de peso corporal, aunque se han usado désis
de 0.3 a 1.0 mg por kg. La duracién del tratamiento se ha guiado
por la rapidez con la que se normalizan los hallazgos de liquido
cefalorraguideo, 1nc1i1yendo la determinaciédn de antigeno y por el
estado clinico; en general gse tratan de 6 a 10 semanas. De manera..
ocasional la prueba de tinta china puede segulr siendo positiva
durante meses o afios, aunque los cultivos sean negativos. Este
hallazgo, no indica que deba continuarse el tratamiento mas alla
de las désis recomendadas''’

La S5-fluorocitosina (S—FC): es un agente antifingico oral
con buenos efectos in vitro contra ¥. neofoamana, penetra
facilmente en el liquido cefalorraquideo y las reacciones téxicas
son poco comunes, es lamentable que en las désls administradas
(150 mg /7 kg por dia), su efecto terapeGtico parezca inferior al
obtenido con Anfotericina B,  ademas por lo general se produce
resistencia al farmaco durante el tratamiento con S5-FC, 1lo qué no
ocurre con Anfotericina B. Por estas razones 5-FC sola no se

reconienda.( )
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La terapeatica combinada de Anfotericina B y 5-FC ha
demostrade sinergia in vitro e 1in vivo contra €. neaformans.,
Estudios preliminares en humands también son promiscorios y este
esquema podria ser el mejor tratamiento para meningitis
criptococécica, las doslis habltuales son de 150 mg de 5-FC diarios
por via bucal y 20 mg de Anfotericina B intravenosos por dia. El
tra.taiiento combinado se aplica durante 6 semanas. No obstante se
han presentado fracasos con este régimen, pero se han tenido
buenos resultados si después se administra Hiconazol?u’a)

Aunque no se conocen medidas profiléacticas contra la
infeccién por ¥. neafounans, se recomienda la Anfotericina B como
medida profilactica después de 1la extirpaciétn quirdargica de
lesiones criptococécicasu'm

En la actua.iidad el fluconazol aunque de un costo muy
elevado, ha demostrado ser el farmaco wAs adecuado en la
criptococédtsis meningea asi como en ot.fa.s micosis que afectan SNC.
- Otro - medicamento, el Itraconazol, ha sido comparado con otros
tratamientos convecionales y los resultados han sido bastante
7favor-ables. ya gue presenta una baja toxicidad y una buena
eficacia en el tratamiento de meningitis criptococécicafz’a’m’

También se ha observado que el ajo es activo contra
Criptococos asi como contra hongos, se ha usado un extracto para
adainistracién por wvia bucal e intramuscular en pacientes con
meningitis criptococécica, pero atn no se . determinan los
resultados obtenidos usando este compuesto.( 2,3

Un punto importante en el tratamiento y que no se debe perder
de vista es el factor predisponente, el cual debe ser corregido,
para que cuaiquiera de los tratamientos aplicados sea realmente

eficazfl'z’m
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METODOLOGIA

RECOLECCION Y PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

En base al conocimiento del hébitat, caracteristicas
fisiolégicas y tomando en cuenta aislamientos de ©. neafownansa en
otros lugares, asi como experienclas propias acerca de este
microorganismo realizamos nuestro muestreo de la manera que
Juzgamos mAs convenlente.

Las muestiras fueron tomadas con hisopos e introducldas en
tubos de ensaye conteniendo 1ml de solucién salina (grado
fisiolégico 0.85%), afiadida de cloranfenicel, para eliminar
posible contaminacién bacteriana; una vez recolectadas las
muestras, los tubos fueron tapados y transportados al laboratorio
para su procesamiento.

Con el fin de lograr un correcto aislamiento de Criptococos
y poder obtener resultados mas precisos, se tomaron varios
parametros para un buen muestreo como: .

- Colectar las excretas lo méas frescas poslible, desechando
aquellas que estuvieran secas.

- Tomarlas de lugares que no tuvieran un contacto directo
con el suelo.

- Buscar sitios que no estuvieran expuestos directamente a la
luz solar.

Tomando en cuenta las consideraciones anteriocres, fueron
colectadas y transportadas al laboratorio 160 muestras de excretas
de paloma. Una vez en el laboratorio y en 4&rea esteéril,
resuspendimos las muestras en 9 ml de solucién salina, quedando
estas a una dilucién de 1:10, suspensién que usamos para
posteriormente sembrarlas por estria en medilo agar—nlger.
contenido en cajas de petri, e incubAndolas a temperatura amblente
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durante 48 horas o iﬁs segin el desarrollo de las colonias.

Con objJjeto de favorecer el crecimiento de 1l1la levadura
(Cayptacaccua) modificamos el medio, afiadiendole cloranfenlcol con
el fin de inhibir bacterias, ademfis lo enriquecimos con creatinina
y asparragina para favorecer su crecimiento, ya que estos
compuestos son agentes nutriclonales especificos para ¥ayplecoccus

2 2

La relacién de los sitios donde fueron colectadas las 160
muestras son los siguientes:

.NUMERO DE MUESTRAS SITIO DE MUESTREO
20 _ Plaza de San Miguelito
10 Plaza de San Francisco
10 Plaza de Armas
10 Plaza de Tequlsquiapam
10 Flaza del Carmen
30 Estacién de Ferrocarriles
20 Palomar 1
10 . Palomar 2
10 : Palomar 3
10 FPalomar 4
10 Palomar §

10 Palomar 6




EXAMEN DIRECTO

Después de incubar los cultivos, seleccionamos las colonias
tomando en cuenta caracteristicas macroscopicas y microscépicas.

A simple vista las caracteristicas deberian de sér. colonias
de forma convexa, de aspecto mucoide, brillante y de color blanco,
parduzco, amarillento, ligeramente rosado o hasta color marrén,
este pigmento es iIndicativo de €. neaforwmana.

Para - poder observarlas al microscopio utilizamos una
preparacién en fresco observando directamente, con tinta china o
nigrosina.’ que nos pudiera dar el contraste deseado para observar
¥y diferenciar las levaduras de EBayplacoccus, que son esféricas con
chdpsula y en algunos casos muy notoria, aunque en la mayoria de
las veces la presenta muy escasa, pero representativa del género.

Ya selecclonadas las colonlas, las resembramos en tubo con
medio de niger, para después poder reallzarles pr*uébas
fisiolégicas y bioquimicas especificas.

PRUEBAS FISIOLOGICAS Y BIOQUIMICAS

Para hacer una plena identificacién de la colonlas
recuperadas en el guano de las palomas se practicaron las
sigulientes pruebas a cada una de ellas.

~ —Produccién de Pigmento en Medio de Niger

El medio selectivo para €. neafownans, es a base de semilla
de negro (Sulgotia abyssinica), donde genera colonlas café marrén
al transformar el &cido caféico (principio activo de la semilla),
en un compuesto polimérico  senejante a la melanina,
distinguiéndose asi de otros géneros y especies.( &

Todas las colonlas recuperadas a partir del primocultivo se
sembraron en tubo conterilendo wmedic de niger con objeto de

identificar todas aquellas que producian color café o marrén y
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sepe;r-a.las para llevar a cabo las pruebas que a continuaclidn se
describen. Aunque hacemos la observacién de que algunas cepas
dieron un pigmento melanico desde el primocultivo, otros lo dieron
s86lo después de un periédo prolongado de incubaciodn.

-Prueba de Ureasa

Mediante .esta prueba es posible diferenciar el género Candida
del género tayptocaccus, siendo positiva s6lo para este dltimo.

Se llevé a cabo en el medio de agar urea de Christensen.
tnoculando por estria en la superficlie del agar. dentro de 1la
composicién de este medio se incluye un Iindicador, el rojo de
fenol que vira al rojo cuando es hidrolizada la urea por accién de
la ureasa produciéndose amoniaco.

Se incluyeron como controles positivos dos cepas de G.
neaformans donadas por el “Hospital General” de la ciudad de
México, como control negativo se usé una cepa de Eandida albicans
del laboratorio de Micologia.

-Termorresistencia a 37°C

Al mismo tiempo que se realizé 1a prueba de produccién de
ureasa, se valoré la capacidad de desarrollo a 37°C de cada
colonia y de las cepas testigo de ? neafonmana.

Est4 reportado en la literatura, que a una temperatura de
37°C €. neaformans, presenta crecimiento similar al obtenide a
temperatura ambiente, aunque las variedades saprofitas de §.
atbidua var albldus, €. albldus var difftuena, €. terreus y
€. taunentil, también son capaces de desarrcllar a la misma
temperatura, diferenciandose las tres primeras de €. neofowmans
por su capacldad de asimilar nitratos.

Para llevar a cabo esta prueba, se subcultivaron las colonias
en agar medio de nlger y se incubaron a 37°C por 72 horas, al
término de este tlempo se comparé el crecimiento de las cepas

problema con las testigo y se evalud por cruces.
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—Auxonograma

Una de las caracteristicas de 1las levaduras es la de
asimilar azGcares, los cudles representan una fuente de carbono
para las mismas, cada levadura asimila tipés diferentes de
azicares, variando unas de otras. En base a lo anterior y
conociendo que tipo de carbohidratos asimilan cada género e
inclusive cada espedie de levaduras, podemos diferenciarlas usando
medios que contengan diferentes azGcares individualmente.

Para este fin usamos 1los equipos APl 20c®?

para la
identificacién de levaduras, los cufles contienen 19 azdcares
en forma separada , que nos Indican cufles son asimilados por
nuestra levadura problema, usando un patrén de turbldez
(Wickerham) en comparacién con un testigo negativo presente en
el equipo y tras una incubacién de 72 horas a 30°C, checando cada
24 horas, que azudcares son asimilados. (=0}

Los azGcares gque contlene el equipo APl 20C son los

siguientes:

GLU glucosa GLY glicerol 2 KG 2-keto-D-gluconato
ARA L-arabinosa XYL xilosa ADO adonitol (ribitol)
XLT xilitol GAL. galactosa INO inositol

CEL celoblosa LAC lactosa SOR sorbitol (glucitol)
MAL maltosa SAC sacarosa MDG metil-D-glucosldo
TRE trehalosa M memelesit RAF rafinosa

NAG N-ac-D-glucosamina

El principio fisicoquimico de los sistema API 20C, se
fundamenta en 1l1la asimilacién de los carbohlidratos, 1la cual
determina la habilidad de wun organismo para utilizar un
carbohidrato como la tnica fuente de carbono. Lo cu&l es necesario

para el cultivo y crecimiento del microorganismo.
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RESULTADOS

Partiendo del total de muestras colectadas, de los diferentes
'sitibs ya citados, nuestros resultados son los sigulentes.

De los 160 cultivos correspondientes a cada una de las
muestras, 25 fueron descartados. por excesiva contaminacién,
quedando 135 cultivos o muestras como nuestro 100%, (Grafica 1).

A partir de estos, seleccionamos aquellos que presentaran
colonias sospechosas medliante una tincién directa con tinta china,
segin sus caracteristicas morfolégicas como son, forma y tamafio de
la levadura y tamafio de la cépsula, las cuiles determinamos en
comparacién con un testigo ya identificadc plenamente como €.
neafonmana, donado por el “Hospital General” de la ciudad de
México. En base a lo anterior, resembramos dichas colonias en tubo
conteniendo medio de agar niger,  obteniendo 81 resiembras
represenfat ivas de 81 primocultivos y descartamos 54
primocultivos, donde no encontramos cepas probables de ser
Criptococos, (Grafica 2).

Una vez seleccionadas y resembradas las 81 colonias,
efectuamos la prueba de Produccién de ureasa para cada una de
ellas, obteniendo 68 colonias positivas a esta prueba ¥ 13 que
resultaron negativas a la misma, (Grafica 3).

Otra prueba que realizamos, fue la de termorresistencia a
37°C, para esto tomamos 3 criterios en esta prueba para clasificar
los resultados, donde 45 colonias tuvieron un buen crecimiento, 12
colonias desarrollaron de una manera pobre y en 11 colonias no
hubo crecimiento a 37°C, (Grafica 4).

Las pruebas anterlores {produccién de ureasa y
Termorresistencia a 37°C}, nos sirvieron como parametro de
diferenciacién del género (sobre tode la prueba de produccién de
ureasa), ya que nos determinaron cuantas y que colonias,
resultaron ser del género Eayplacaccus, para después practlicarles
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a estas, los exXamenes para determinar la especie, 1los cuéles
enunciaremos mfis adelante.

‘Con el fin de reconocer la especlie del género €ayplacaccus,
existen varlas pruebas como son: Reducclédn de nitratos, Produccién
de pigmento en medio de niger, e Inclusive pruebas complementarias
COmo desa.r_rollo de micelio en agar harina de maiz y virulenclia en
ratén. Pero una prueba determinante es el Auxonograma, por - lo que
con esta prueba y algunas de las ant.ériores. pudimos 1identificar
la especie de nuestras levaduras.

) Las pruebas de termorresistencia y Pigmentacién en medio de
niger, presentaron resultados varlables. En cuanto a la
termorresistencia, el crecimiénto no fué posible determinarlo con

precisiénSVer Grar. 4)

y en cuanto a la produccién de plgmento,
asif como hubo colonias que presentaron dicho pigmento a las 48
horas, hubo otras que lo presentaron tras una incubaclén mas
prolongada. '

Por lo tanto y en consideracién a le anterior, decidimos
practicar el Auxonograma a las 68 cepas productoras de ‘ureasa,
obteniendo asi wuna identificacién confiable de cada una de las
colonias en estudio.

La proporcién de cada género y especie identificado por el

Auxonograma, es la sliguiente:

Numero de Cepas (Tot 68)

C. albidus var, diffluens 46
C. albidus var. albidus 17
C. neoformans . 2
Trichosporon beigelli 2
C. laurentlii 1 (Ver Graf. S)

Una de 1las dos cepas alsladas de €. neafanwmans, fue
recuperada de un palomar particular y la segunda de un sitio
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publico.

Por lo tanto ¥ tomando en cuenta el nimero de muestras y
sitios donde fueron colectadas, los porcentajes referentes al
aislamiento de €. neolownana, para una poblacién (1.1%, referente
a sitios pablicos), en comparacién con la otra (1.4%, referente a

palomares particulares}, difieren muy poco.
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PRODUCCION DE UREASA
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TERMORRESISTENCIA A 37°C
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AUXONOGRAMA

DIFERENCIACION ESPECIFICA DE CADA GENERO
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en la ciudad de San
Luls Potosi, determinamos que €. necformans esta presente en las
excretas de paloma, aunque en un porcentaje inferior al reportado
en otros lugares de la Repablica Mexicana. ‘

Doce lugares, fueron los sitios de muestreo, los cuales los
clasificamos en DOS poblaciones, con un factor comin para cada
una, SEIS correspondieron a sitios piblicos y la otra mitad a
palomares particulares.

Respecto a la 1identiflicacién especifica, del género
Eryptacaccua, las  pruebas fislolégicas y bioquimicas que
se realizaron indican que, s6lo con la adecuada complementacién de
estas se puede alcanzar una precisa identificacién, resaltando la
importancia de practicar wun auxonograma extenso con el
sistema API 20C.

‘ElL. analisis de los resultados, indica wuna diferencia muy
pequefia respecto al porcentaje de aislamientos de €. neafownana
entre las dos poblaciones representadas por los sitios publicos y

los palomares particulares.
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DISCUSION

Los porcentajes . obtenidos en los ailslamientos de E.
neafonmana son muy inferiores a los reportados por otros autores
como, Rubén Lépez M. que reporta un 17.6 % de recuperacién =a
partir de excretas de palomas en la cludad de México y por Emmons,
que reporté hasta un 69 % de aislamientos mediante el estudio en
que demostré el habitat natural de la levadura.

Los sitios en que encontramos ¥. neafowmans fueron DOS, un
palomar particular y wuna oficina pablica, ambos lugares
presentaron en comin caracteristicas como hacinamiento, falta de
higiene y total aislamiento de la radiacién solar, factores que no
estan presentes en las plazas publicas donde habitan especies de
vida 1libre y que parecen tener gran significacién en la
prevalencia de este agente.

Creemos, que es mas grande el hecho de que exista una fuente
de infeccién en un lugar de acceso publico como es, el de las
oficinas ya wmenclonadas, que en sitio particular, donde las
condiciones de vida de las palomas pueden ser controladas. Tan
importante es este hecho, que con obJjeto de hacer una aportacién
atil con el estudio, se solicité al duefio del palomar contaminado,
que modificara sus instalaciones permitiendo una mejor ventilacién
Yy una mayor exposiclén a los rayos solares, ademas del uso de una
solucién diluida de Hipoclorito de Sodio, para desinfectar el
lugar; asi como la administracién de Ketoconazol a las palomas,
para erradicar la levadura del tracto intestinal de las mismas.

Todo esto con 1la finalidad de eliminar la fuente de
infecci6én; haclendo constar que mantenemos pendiente un estudio
posterior, para verificar si efectivamente se erradicé al €.
nea&orun;xrm, con las indicaciones anteriores.

En el otro sitio (oficinas publicas), donde también se
encontré ¥. neofoamans resultaria mas - complicado controlar los
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factores ya mencionados, pero considerames que una medida
profiléctica urgente, aunque un drastica seria la remodelacién de
las oficinas, cuyo Atico sirve de résguardo a las palomag, el cual
esta tan deteriorsde que el guano de las aves se flltra por sus
hendiduras, esparciendose en el ambiente con gran riesgo, tanto
para el personal que ahi labora, as{ como la poblacién que tiene
la necesidad de acudir al lugar.

Debemos mencionar que en este sitlo, (oficinas
publicas), decidimos comprobar la presencia de €. neofownans.
suspendido en el aire, logrando recuperarlo por exposici6én durante
15 minutos en medios de cultive (Niger), en cajas de petri.

Otros aspectos que deseamos anallizar, correspbnden a leos
métodos empleados para la identificacién de €. neofoumans, pues
suponemos que los reportes de algunos autores pueden mostrar
cifras superiores a las reales, si tomamos en conslderacién que
cepas de ¥, afbidus pueden ser confundidas con €. neofownanc, si
su identificacién es en base a sus caracteristicas morfolégicas y
fisiolégicas como; termorresistencia y produccién de pligrento
unicamente.

Considerando que para lograr una identificacién confiable
debe practicase un auxonograma y/o la.inoculacién en ratédn, aunque
de esta Gltima podemos decir que existen reportes de cepas de F.
albidus y Caunentii, patégenos para el mismofm asi como también
existen cepas de €. neaformansa reportadas como no patégenasfa’

Ponemos a discusién una prueba adicional que practicamos a
cepas recuperadas y reconocidas de ¥. neofownane y albidus, en
medio de agar chocolate, incubando =a 37°C y en condiciones
microaerofillcasfa) con objeto de inducir un aumento en la
sintesis in sitho, con muy buenos resultades para € neoforwmans, ya
que no hacemos mencidén de esta prueba anteriormente.
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APENDICE

a).  MEDIO DE AGAR SABOURAUD' DEXTROSA (AsD) ‘%9

" Dextrosa 40 gr
Peptona 10 gr
Agar-agar 15 gr
Agua destilada 1000 ml
pH final 5.6

Se hierve el medio hasta dilucién completa, se distribuyen en
tubos de 16x150 (aproximadamente 7 ml), con tapones de gasa y
algodén; esterilizar en autoclave a 121°C, durante 15 minutos a 15
libras de presién, posteriqr-ente se sacan y se inclinan.

b). AGAR MEDIO DE ALPISTE NEGRO (NIGER)‘Z'®

Alpiste negro o niger (pulverizado) 70 gr
Cloramfenicol 50 mg
Creatinina 50 mg
Asparragina S0 mg
Agar bacterilolégico 20 gr
Agua destilada 1000 ml

Una vez pulverizadas las semillas de alpiste negro (Guizotia
abyssinica), dejJar remojar el alpiste negro en 1 1t de agua,
hervir durante 30 ainutos, posteriormente filtrar engasa y papel
filtro. Adicionar 20 gr de agar y aforar a 1 1t; autoclavear a
110°C por 15 minutos. Enfriar a 50°C, adicionar el cloramfenicol,
la asparragina y la creatinina, homogenizar y servir en placa o
tubos.
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c). AGAR UREA DE CHRISTENSEN''®’

Peptona 0.1

egr
Dextrosa 0.1 gr
NaCl ' 0.5 gr
KH2POs 0.2 gr
Agar 1.0 gr
Agua destilada 100 ml
Rojo de fenol 1.2 mg

Los ingredientes se mezclan y se calientan en bafio de agua,
ajustando el pH a 6.8; repartir 4.5 ml en tubos de 16x 150 y
esterilizar a 10 libras de presién durante 10 minutos. Después,
afindir a cada tubo 0.5 ml de una solucién al 20 % de urea,
previamente filtrada por SEITZ; inclinar los tubos y guardar en el
refrigerador hasta su uso.

d). CALDO PARA PRUEBA DE ASIMILACION DE NITRATos¢3'1!

Extracto de carne 3 gr
Peptona 5 gr
KNO3 1 gr
Agar 2¢gr
Agua destilada 1000 ml

Servir 1 ml en tubos de 13x100 mm con tapén de rosca y
esterilizar a 121°C durante 15 minutos. Para determinar la
reduccién de nitratos, en un caldo crecido durante 24 horas a
37°C, afiadir 1 ml de reactivo A de nitritos y 1 ml de reactivo B
de nitritos. La aparicién de un color rojo dentro de los primeros
5 wminutos, indica que la prueba es positiva, si no se observa
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color, deberad afiadirse una plzca de polve de zinc; si aparece un
color rojo indica que la prueba es negativa, sl no apyrece color
indica la rea.ccién de nitratos a Nz u otro producto.

e). REVELADORES PARA PRUEBAS DE REDUCCION DE NITRATOs!1®

Reactivo A
Acido acético glacial 50 ml
Agua, . 125 ml
Acido sulfanfilico 1.4 gr
Reactive B
Acido acético glacial 50 mi
Agua 128 ml
Dimetil-alfa-naftiiamina 1 gr

Los reactivos pueden tardar toda la noche en formar una
solucidén, la agitacioén frecuente ayuda.

£). TINCION DE TINTA CHINA‘%:3:19

Se necesita un frasco de tinta china comercial y agua
destilada. Se coloca una gota de muestra o liquido a examinar (LCR
u otro), sobre un portaobjetos, se afiade una gota de tinta china
diluida al 1/2-1/5 en agua destllada. Se cubre la preparacién con
un cubreobjetos, observandose =al microscéplo sin utlilizar el
objetivo de Inmersiéom. ) 7

Es un método para observar la capsula de &. neaformana,
que aparece en blanco brillante, contrastande con el color negro
circundante de la tinta china diluida.
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g). S-FLUOROCITOSINA O FLUCITOSINA‘'®

Es un antimocético activo por via oral, que se
recomienda en las infecclones sistémicas por levaduras.
Inicialmente, se pusieron grandes esperanzas en este farmaco, ya
que a diferencia de lo que sucedia con otros antifdingicos, sus
efectos secundarios no eran muy llamativos. Sin embargo, pronto se
demostré que creaba resistencias con facilidad, por lo que en la
actualidad se utiliza s6lo asociado a otros antifingicos.

h). ANFOTERICINA B‘'®

La anfotericina B es el unico antibiético pollénico, que
en la actualidad se emplea en el tratamiento de las micosis
sistémicas. Fue obtenldo en 1855 a partir de Pireplomyces nodasus,
un actinomiceto del suelo, e introducide en 1la terapeutica
antifangica hace mas de 25 afios.

1). KETOCONAzoOL''®

El ketoconazol, es el primer derivado imidazélico con
actividad antifungica de amplio espectro por via oral. Fue
desarrollado en 1977 y su introduccién constituyd un gran avance
en la terapettica infecciosa, ya que hasta entonces el unico
a.nt,ifﬁngico de amplio espectro, util en las micosis sistémicas era
la anfotericina B, con el inconveniente de su toxicidad.

Después se crearon otros compuestos imidaz6licos con
propiedades antifungicas como el MICONAZOL, ITRACONAZOL,
FLUCONAZOL entre muchos otros. l



3).- CICLOHEXAMIDA (ACTIDIONE)'®’

Este farmaco, es un inhibidor de 1la sintesis  de
proteinas celulares, por lo que inhibe el crecimiento de levaduras

e inclusive es usado contra algunos virus.
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