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Resumen  

Se identificaron 43 cepas de C. neoformans, mediante el uso de la prueba de 
auxonograma utilizando la técnica de Araujo, la cual es una modificación del método 
de Beijerinck. Los resultados obtenidos con esta técnica fueron similares a lo 
observado con la identificación automatizada con el MicroScan® DADE BEHRING. 
Los datos demostrados nos permiten afirmar que la técnica evaluada es efectiva, 
poco costosa y fácil de utilizar en un laboratorio de pocos recursos.  
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Cryptococcus sp, auxonograma, identificación.  

Abstract  

Identification of 43 C. neoformans isolates from human sources were performed 
using the Beijerinck auxonogram method modified by Araujo and the MicroScan® 
DADE BEHRING automatic test. Identification of the isolates was achieved reliably  
by both tests. Therefore the Araujo Auxonogram method may be applied in small 
laboratories with limited resources as an inexpensive, simple and reliable method.  
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Introducción  

El aumento de la frecuencia y gravedad de las micosis ha sido una tendencia clara, en 
las últimas 2 décadas del siglo XX, todo esto como consecuencia del incremento del 
tamaño de la población de riesgo debido principalmente a la aparición de 
enfermedades debilitantes tales como el SIDA, el uso cada vez más frecuente de 
antineoplásicos e inmunosupresores potentes para el tratamiento del cáncer, 
receptores de transplantes y enfermedades autoinmunes, y la desnutrición entre 
otras causas. Las levaduras usualmente implicadas son las del género Candida y 
Cryptococcus [4, 15, 29, 52].  

La criptococosis habitualmente producida por Cryptococcus neoformans var 
neoformans, es la cuarta enfermedad infecciosa grave, que causa frecuentemente la 
muerte en los enfermos con SIDA, en los Estados Unidos y en Europa [4, 7, 29, 31, 
35, 40, 52]. En los países en desarrollo, su incidencia es mayor, así en África Central 
es, junto con la tuberculosis, la infección más común y se calcula que alrededor del 
20% de los enfermos con SIDA padecen de esta enfermedad [29]. Lamentablemente 
en Venezuela, no existen cifras oficiales que reflejen el comportamiento de esta 
micosis.  

C. neoformans es una levadura globosa, circundada de una cápsula mucilaginosa muy 
espesa al estado parasitario, menos gruesa al estado saprofítico, por lo que las células 
tienen un tamaño variable entre 3 y 20 ápsula confiere a las colonias de 
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Cryptococcus un aspecto mucoso filante.  

La criptococosis se encuentra en todo el mundo. Se adquiere por vía inhalatoria, por 
lo que la enfermedad se manifiesta más frecuentemente con lesiones pulmonares en 
un 30-40% de los casos y a nivel del sistema nervioso central en un 75-90% de los 
mismos [11, 29].También se han reportado afecciones en la piel, huesos, retina, 
glándulas suprarrenales, corazón, vías digestivas, peritoneo, riñones y próstata. La 
mortalidad producida por este miceto es de un 10-25% [11, 13, 23, 24, 30, 35, 38].  

El diagnóstico de esta enfermedad se basa en la demostración de la levadura en el 
líquido cefalorraquídeo, esputo u otro material clínico-patológico, mediante el 
examen en fresco con tinta china, poniéndose en evidencia por contraste, la cápsula 
incolora alrededor de las células de la levadura [3, 8, 14, 26, 47, 54]. En 
oportunidades, resulta difícil realizar la identificación a través del examen en fresco, 
debido a que el mismo puede resultar negativo o a que la levadura correspondiente a 
Cryptococcus sp. no presente cápsula, situación esta en donde se pudiese practicar 
un diagnóstico de especie errado con levaduras del género Candida [22, 47].  

La serología constituye una valiosa ayuda para el diagnóstico, por la prontitud del 
resultado. Consiste en la demostración del antígeno capsular en el suero, líquido 
cefalorraquídeo u orina, a través de la prueba de aglutinación de partículas de látex 
sensibilizadas, test este denominado Cryptolatex, el cual presenta una elevada 
sensibilidad y especificidad para muestras de líquido cefalorraquídeo, siendo menor 
estos parámetros, en muestras de suero y orina [10, 16, 20, 22, 34, 51].  

A pesar de contar con herramientas tan valiosas como el examen directo y la 
serología, se deben dedicar todos los esfuerzos para aislar el agente causal a partir del 
cultivo de las muestras clínicas, con la finalidad de confirmar el diagnóstico [3, 28, 36, 
48].  

El cultivo de Cryptococcus sp a temperatura ambiente, produce colonias 
levaduriformes de aspecto mucoide, color blancocrema, sobre los medios de cultivo 
tradicionales como Sabouraud, Sablac y Casero o Lactritmel. La cápsula se evidencia 
mejor creciendo sobre el medio de Sablac, a una temperatura de 35-37°C [26, 28, 36, 
48].  

Desafortunadamente, si el paciente ha recibido tratamiento antifúngico previo, 
resulta difícil el crecimiento del hongo en los medios convencionales, siendo un reto 
realizar el aislamiento y diagnóstico de la cepa en estudio [20].  

En la actualidad, se han desarrollado múltiples métodos automatizados como el API o 
el MicroScan®, entre otros, con la finalidad de simplificar y acelerar la identificación 
de los hongos, los cuales tienen la desventaja de ser muy costosos y además, pueden 
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originar diagnósticos errados cuando se evalúan cepas cuyo comportamiento 
bioquímico o enzimático no es el habitual [48].  

Para la identificación de las especies de Cryptococcus sp. también es de utilidad la 
prueba del auxanograma, en donde se evalúa la capacidad del microorganismo de 
utilizar diversos carbonos o sustancias nitrogenadas como fuente de crecimiento, en 
presencia de oxígeno como donador de electrones. La misma se puede efectuar tanto 
en medio líquido como en medio sólido [22, 41].  

Existen varios métodos tradicionales para realizar dicha prueba entre los cuales 
podemos mencionar, el test en medio líquido, técnica de Wickerham, la cual consiste 
en que a cada tubo que contiene un caldo nutritivo se le agrega una suspensión de la 
cepa en estudio y la fuente de carbono o de nitrógeno a evaluar. La asimilación del 
mismo se reconocerá por una mayor turbidez del medio [22, 39]. La desventaja de 
este procedimiento es la de utilizar gran cantidad de material de vidrio, medios de 
cultivo y de los compuestos nutricionales a evaluar, lo que conlleva a un aumento de 
los costos; importante aspecto este a considerar en un laboratorio de escasos 
recursos económicos.  

Otra prueba es la que se hace utilizando un medio agarizado, denominada técnica de 
Beijerinck, la cual consiste en preparar una suspensión del inóculo de la cepa en 
estudio y mezclarla con el medio de Beijerinck [36]. Posteriormente se le agregan las 
sustancias nutricionales a estudiar de la siguiente manera: con la ayuda de la esquina 
de una lámina flexible se trasladan pequeñas cantidades de las sustancias en forma 
de polvo a evaluar y se colocan sobre la superficie del medio. Esta técnica así como el 
medio de Beijerinck, han sufrido múltiples modificaciones con el tiempo, con la 
finalidad de simplificar la misma y obtener una mejor precisión de la prueba [1, 22, 
27, 32, 39, 41].  

En este sentido todas las técnicas antes mencionadas son consideradas engorrosas, 
laboriosas y que consumen mucho tiempo. Por tales motivos se ha desechado el uso 
de estos métodos convencionales, sustituyéndolos por los métodos automatizados, los 
cuales resultan costosos.  

En 1965, Araujo introdujo una modificación a la técnica de Beijerinck con el objetivo 
de simplificar el procedimiento, mantener su efectividad y disminuir el costo de la 
misma, la cual ha sido poco divulgada [2].  

Esta técnica se realiza sobre un medio de cultivo agarizado, utilizando el medio de 
Lodder, el cual es una modificación del medio de Beijerinck [36]. En donde el inóculo 
a estudiar se incluye en el medio fundido y se vierte sobre una placa de Petri, para 
dejar solidificar. Se usa la punta de una aguja de inoculación estéril, la cual se 
humedece con agua esterilizada, se toma una mínima cantidad de cada una de las 
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substancias carbonadas o nitrogenadas a estudiar y se aplican en el medio, 
introduciendo la punta de la aguja de inoculación de manera perpendicular sobre la 
superficie del mismo [2, 36].  

Como las levaduras del género Cryptococcus no son fermentadoras, no se requiere 
complementar la prueba de auxanograma con la realización del zimograma, para la 
identificación de la especie [6, 26, 37].  

Por todo lo antes expuesto el propósito del presente trabajo fue evaluar la Prueba del 
Auxonograma por la Técnica de Araujo, comparando los resultados obtenidos por 
Lodder y Rippon, y con el Método automatizado MicroScan® DADE BEHRING, con 
el objetivo de identificar especies de Cryptococcus sp.  

Materiales y Métodos  

Cepas estudiadas  

Se utilizaron 43 cepas de Cryptococcus sp. de las cuales, 17 fueron aisladas de 
muestras de líquido cefalorraquídeo recibidas y procesadas en la Sección de Micología 
Médica del Instituto de Medicina Tropical de la Universidad Central de Venezuela, 
entre enero de 2001 y diciembre de 2002; dichas muestras provenían de pacientes 
con sospecha de criptococosis del Hospital Universitario de Caracas y de otros 
hospitales del área metropolitana de Caracas. Las 26 cepas restantes provenían de la 
micoteca de esta Sección, las cuales fueron aisladas de diversas muestras clínicas y 
conservadas en dicha micoteca utilizando el método de Castellani, siendo introducidas 
en el agua destilada entre los años 1962 y 2000.  

Procesamiento de las cepas estudiadas  

Procesamiento de las cepas conservadas en agua: Para poder evaluar las 
cepas de la micoteca conservadas en los tubos con agua destilada, se procedió a 
realizar la antisepsia con alcohol de la tapa de bakelita; se agitó el tubo para no dejar 
sedimento y se vertió el contenido del mismo en un tubo con medio de Sablac; se 
colocaron en estufa a 35°C hasta observar el crecimiento de las colonias.  

Identificación automatizada: Todas las cepas estudiadas, se identificaron a 
través del método automatizado MicroScan® DADE BEHRING [37, 41], utilizando 
los paneles de identificación rápida de levaduras.  

A partir de un cultivo de 48 horas de crecimiento a 35°C en el medio de Sablac, se 
procedió a preparar un inóculo de cada cepa, mezclando suficiente material del 
cultivo arrastrado con el asa y diluyéndolo en 2 cc de agua destilada estéril, hasta 
obtener una densidad de 0,5 Mac Farland. Se distribuyó el inóculo a razón de 50 µL 
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en cada uno de los pozos de los paneles de identificación. Los paneles se sellaron con 
Parafilm y se colocaron en la estufa a 35°C por 4 horas. Posteriormente, se 
procesaron de manera automatizada en el aparato de MicroScan® DADE BEHRING, 
para la identificación de la especie.  

Prueba de la ureasa: Todas las cepas estudiadas fueron evaluadas con el Caldo 
Urea de Stuart [25, 36]. Las cepas control utilizadas fueron C. neoformans (WC 
1400 IMT) para control positivo y como control negativo Candida albicans (ATCC 
90028).  

Los medios de cultivo se observaron diariamente, hasta un máximo de 5 días. La 
reacción que se evaluó fue el viraje del color del medio de amarillo a fucsia, lo cual 
indica la hidrólisis de la urea.  

Medios utilizados para la prueba de auxonograma:  

Medio para la asimilación de carbonos (Medio de Lodder): sulfato de amonio 
(NH4)2SO4 5,0 g, fosfato de potasio monobásico KH2PO4 1,0 g, sulfato de 
magnesio heptahidratado MgSO4.7H2O 0,5 g, agar 20 g, agua destilada 1000 
cc [25].  
Medio para la asimilación de nitratos (Medio de Lodder): dextrosa 20 g, fosfato 
de potasio monobásico KH2PO4 1,0 g, sulfato de magnesio heptahidratado 
MgSO4.7HO 0,5 g, agar 20 g, agua destilada 1000 cc [25].  

Para la preparación de los medios de cultivo, se disolvieron todos los compuestos. Se 
distribuyeron en alícuotas de 40 cc cada uno, para la asimilación de carbonos y en 
alícuotas de 20 cc para la asimilación de nitrógeno; se esterilizaron en autoclave a 20 
Lb por 15 min. Para el momento de aplicar la técnica, se diluyeron los medios de 
cultivo y se mantuvieron a 56°C.  

Se preparó el inóculo de la cepa, arrastrando la mayor cantidad de colonias posibles a 
partir de un cultivo en medio de Sablac de 48 horas de crecimiento a 35°C y se 
mezcló en un tubo con 3 cc de agua destilada estéril, hasta obtener una turbidez de 5 
Mac Farland o en su defecto, hasta lograr un inóculo grueso.  

Dos cc (2 cc) de este inóculo se vertieron en el tubo que contenía 40 cc del medio 
para la asimilación de carbonos, se mezcló manualmente y se colocó en una placa de 
Petri de 18 cm de diámetro. La cantidad de inóculo restante (1 cc), se vertió en el 
tubo con el medio para la asimilación de nitrógeno, se mezcló manualmente y se 
colocó en una placa de Petri de 8 cm de diámetro.  

Una vez solidificado el medio, se rotuló el fondo de ambas placas de Petri con un 
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número asignado a cada una de las sustancias a evaluar. Las fuentes de carbono a 
estudiar fueron: sacarosa, maltosa, melibiosa, eritritol, lactosa, galactitol, inositol. El 
nitrato se utilizó como la fuente nitrogenada a evaluar. Todo lo anterior de acuerdo 
con Lodder y Rippon [37, 41]. La glucosa se utilizó como patrón de referencia de 
asimilación de la fuente carbonada y, la peptona como patrón de referencia de 
asimilación del compuesto nitrogenado. Se evaluó, así mismo la asimilación de la 
creatinina, como fuente nitrogenada [26, 27, 37, 41].  

Técnica de Araujo  

Se utilizó la técnica de Araujo, la cual es una modificación del método de Beijerinck. 
Usando una aguja de inoculación previamente esterilizada con un mechero, se 
humedeció 2 mm de la punta de la misma con agua estéril y, posteriormente se 
impregnó dicha punta con cada una de las sustancias a evaluar correspondientes a la 
fuente carbonada o nitrogenada en estudio. Se introdujo la punta de la aguja 
perpendicularmente a la superficie del medio de cultivo, en el sitio previamente 
asignado y rotulado en el fondo de la placa. Este procedimiento se repitió de manera 
sucesiva, para cada una de las sustancias a estudiar (Figura 1). Posteriormente, las 
placas se colocaron invertidas, en una estufa a 35°C. Cada 24 horas se procedió a la 
lectura de las mismas, hasta un máximo de 7 días, reportándose la asimilación de las 
sustancias nitrogenadas y carbonadas, al evidenciarse una zona circular de mayor 
densidad de crecimiento alrededor del sitio donde se aplicó la sustancia a estudiar en 
el agar. Dicha lectura fue efectuada por un observador ciego (desconocedor del 
resultado de algún dato de la investigación realizada) [2].  

Método estadístico  

Se determinaron frecuencias, porcentajes y sensibilidad utilizando estadística 
descriptiva.  

Resultados  

Con respecto a la identificación efectuada a través del aparato automatizado 
MicroScan® DADE BEHRING, todas las 43 cepas en estudio, resultaron 
pertenecientes a la especie C. neoformans.  

En relación a la prueba de la ureasa se observó que el 100% (43) de las cepas de C. 
neoformans evaluadas, resultaron ureasa positiva.  

Al aplicar la prueba de auxonograma en medio sólido con la técnica de Araujo, para 
evaluar la capacidad del microorganismo de utilizar determinadas sustancias como 
única fuente de carbono, se observó, que un 100% de las cepas (43), asimilaron la 
maltosa, la sacarosa, el inositol y el galactitol; sólo un 6,97% de las cepas (3), 
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asimilaron el eritritol. Ninguna de las 43 cepas estudiadas asimiló la lactosa y la 
melibiosa. Estos resultados se obtuvieron a las 24 horas, permaneciendo sin cambio 
hasta los 7 días de observación (Tabla 1, Figura 2).  

Con respecto a la capacidad de las levaduras de asimilar determinadas sustancias 
como fuentes nitrogenadas, se encontró que no hubo asimilación de nitrato por parte 
del 100% de las cepas estudiadas. En contraste, el 100% de estas cepas asimilaron la 
creatinina, hecho que no se presentó de manera uniforme ya que a las 24 horas solo 
habían asimilado esta sustancia un 44,19% de las cepas (19); a las 48 horas se 
reportó la asimilación de un 46,51% (20) y el resto a las 72 horas (Tabla 2, Figura 3).  

Al comparar los resultados observados en nuestro estudio con la prueba de 
auxonograma utilizando el medio de Lodder, aplicado en la técnica de Araujo, se 
reveló una total concordancia con lo descrito por Lodder y Rippon [37, 41], haciendo 
posible identificar a todas las cepas estudiadas como C. neoformans. Resultados estos 
que se corroboran con los obtenidos por el método de identificación automatizada 
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utilizando el MicroScan®. Demostrándose así que la técnica de Araujo presenta un 
100% de sensibilidad, para la identificación de especie (Tabla 1).  

Discusión  

Las infecciones por hongos son frecuentes entre los pacientes con algún tipo de 
inmunosupresión. Aunque C. albicans y otras especies del género Candida se 
asociaron con mayor frecuencia a infecciones sistémicas durante años, otros géneros 
de levaduras como por ejemplo C. neoformans, han adquirido gran importancia por 
su incremento como patógenos oportunistas [4, 7, 15, 29, 31, 35, 40, 52].  

C. neoformans es el responsable de la mayoría de los casos de meningitis en 
pacientes infectados por el virus de inmunodeficiencia humana. El diagnóstico precoz 
y un tratamiento temprano de la infección, son necesarios para la curación de estos 
pacientes [4, 7, 15, 17, 29, 31, 33, 35, 36, 40, 46, 49, 52, 53].  

Frame 207

El objetivo fundamental de realizar un adecuado examen micológico es el de lograr el 
aislamiento e identificación oportuna del hongo a partir de la muestra clínica, con la 
finalidad de implementar un tratamiento antifúngico y brindar un aporte al estudio 
epidemiológico de la micosis que produce.  

En este sentido, se estudió el comportamiento de las cepas de Cryptococcus sp ante 
diversas pruebas bioquímicas de diferenciación (prueba de la ureasa, auxonograma) 
con el objetivo de evaluar sus ventajas, en la identificación de especies de este 
género.  
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Entre las diversas pruebas bioquímicas efectuadas en el presente trabajo destinadas 
a la identificación de la especie de Cryptococcus, se encuentra la prueba de la ureasa. 
Para realizar esta prueba se utilizó, el medio de Caldo Urea de Stuart evaluado 
previamente por nosotros [36] el cual es poco costoso, de fácil elaboración y ha sido 
ampliamente utilizado en el área de bacteriología [12,19, 43, 45, 50].  

Por consiguiente destacamos, que el Caldo Urea de Stuart [36] se puede utilizar 
como una opción para realizar la prueba de la ureasa en un laboratorio de micología.  

Con respecto a la prueba de auxonograma mediante el uso de la técnica de Araujo, 
para evaluar la capacidad de C. neoformans de asimilar las fuentes carbonadas y 
nitrogenadas, sugeridas por Lodder y Rippon, se observó un comportamiento 
bioquímico homogéneo en el 100% (43) de las cepas estudiadas. Los resultados 
obtenidos con la técnica de Araujo concuerdan con lo reportado con los autores 
anteriormente mencionados, para identificar esta especie de levadura [2, 37, 41, 48]. 
Igualmente el método de identificación automatizada con el MicroScan® arrojo los 
mismos resultados.  

Las cepas de la micoteca evaluadas, mantuvieron su capacidad de asimilar las 
sustancias que representan las fuentes de carbono y de nitrógeno, al igual que la 
capacidad de producir la enzima ureasa, indistintamente al número de años 
sumergidas en el agua destilada. Por lo tanto el método de conservación de Castellani 
utilizado por nosotros en la Sección, mantuvo nuestras cepas viables y sin alterar 
estas propiedades bioquímicas. Aspecto que destaca la utilidad del método como 
excelente técnica de conservación de esta levadura, con la ventaja de su bajo costo y 
simple elaboración [9, 18, 21, 42, 44].  

Llama la atención que la asimilación de la creatinina como fuente nitrogenada, por 
parte de las cepas estudiadas, se presentó en un lapso de 24-72 h. Bennett y 
colaboradores en el año 1982 [5], reportan que no todas las cepas de C. neoformans 
asimilan la creatinina de manera uniforme. Debido a la lenta capacidad de asimilar la 
creatinina, el serotipo A de C. neoformans crece más lento que los otros serotipos, en 
medios que contienen esta fuente nitrogenada.  
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Frame 240 

Por último, con la experiencia obtenida al aplicar la técnica de Araujo [2], podemos 
afirmar que representa una gran ventaja, ya que se obtuvo un ahorro de material y 
de tiempo, al realizar la misma. El ahorro se evidenció, al lograr evaluar de manera 
simultánea, 7 sustancias que constituyen las fuentes de carbono y 3 fuentes 
nitrogenadas. Todos estos aspectos son relevantes en un laboratorio de escasos 
recursos económicos, especialmente si se maneja una elevada carga de trabajo, lo que 
contribuye a minimizar los gastos, sin perder la efectividad de la prueba.  

Sería interesante en futuros estudios, aplicar esta técnica, a otras especies de 
levaduras, para evaluar el comportamiento de las mismas. Al igual que compararla, 
con alguna de las otras técnicas ampliamente utilizadas.  
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