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RESUMEN 

Con el m~odo de Glutamina-Olicina-Asparagina se logró aumentar el tamafto de la 

c!psula de CryptocOCCllS 1111oformans, y con esto la posibilidad de obtener mayor 

cantidad de polisacárido capsular. 

Se desarrolló un m~odo de precipitación rápido, eficiente y de bajo costo para la 

obtención del polisacárido capsular, empleando etanol purificado-destilado y acetato 

de etilo (39:1).Del m~odo propuesto se obtuvo 0.71 8 de precipitado de un volumen 

total de 130 mi, en el caso del serotipo D, para el serotipo C se obtuvieron 0.75 8 a 

partir del mismo volumen. Estos volúmenes fueron obtenidos después de la 

centrifugación y el dializado; lo cual indica que el rendimiento es adecuado. 

Se comprobó por medio de una reacción inmunológica con el paquete diagnóstico 

Crypto-Utex-Test que el precipitado obtenido mostró una excelente reacción de 

aglutinación equiparada al control positivo, lo que indica que es reconocido como el 

antlgeno capsular de Cryptococcus neoform,ans. 

El polisacárido capsular de Cryptococcus neoformans fué analizado mediante el 

método de rayos X, observándose diferencias entre los serotipos C y D; lo que puede 

auxiliar en la identificación de estos serotipos. 
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U DIAGNOSTICO. 



La criptococosis conocida tambim conio "Blastomicosis Europea' (Enfennedad de 

Busse-Buschke o meningitis torular) es una enfennedad que afecta tanto al hombre 

como a los animales, puede ser subaguda a aguda o crónica, con manifestaciones 

pulmonar, meningltica o sistémica, que se inicia por la inhalación de basidiosporas o 

levaduras de Cryptococcus neofonnans (C. neofonnans) (1). 

1.1 Morfologra. 

2 

C. neoformans es una levadura que presenta la misma morfología tanto en estado 

parasitario como vegetativo, es decir no es dimórfico. 

Al microscopio se observa como un hongo levadurifonne, capsulado que llega a medir 

de IS a 20 micrómetros (µm) de diámetro con gemas (algunas levaduras) de la mitad 

de su tantalio, el resto lo fonna la c:Apsula que en ocasiones llega a medir hasta 3 veces 

el tarnailo de la levadura, en la Figura 1 se aprecia dicha morfología. La fonnación de 

una c:Apsula grande es una caracteristica de C. neoformans cuando se desarrolla en los 

tejidos y bajo condiciones adecuadas de cultivo; debe señalarse que diversas especies 

del género Cryptococcus (apatógenas) también producen cápsula. En los medios de 

cultivo y en resiembras posteriores, la cápsula tiende a reducirse o incluso a 

desaparecer( 4),(8). 

El género Cryptococcus es caracterizado por tener una estructura en fonna de globo o 

elongación de células. éstas células se reproducen por gemación. La pseudolúfa está 

ausente o rudimentaria. Kwon-Chung demostró la producción de basidiosporas y 

conexiones de pinza o "clamp• en la hifa fertilizada para el estado perfecto de la 

levadura. A C. neoformans se le han encontrado dos estados perfectos o telemórficos 

que corresponden a basidiosporas y se les denomina Filobasidiel/a 11eoforma11s . En 



111 estado uexllll las blutosporu son producidu a partir de la célula madre o a 

tnvá de un poro estrecho. Lu blastosporu miden de 4 a 20 µm , la cápsula mide de 

1 a 2 µm en cultivo, pero puede variar hasta por arriba de 4 µm (23), 

En el medio Agar Dextrosa Saboraud (SDA) los cultivos son generalmente mucoides, 

producen pigmentos carotenoides anaranjados, rojos o amarillos, pero lu colonias 

jóvenes son usulhnente no pigmentadas y tienen un color crema (15). El crecimiento 

diferencial de C. neo/ormans en el medio de Níger se ha usado como una prueba para 

su identificación, ya que es la única levadura de su género que cuando se siembra en 

medio de semilla Níger (Gulzolla abyssinica) genera pigmentos de color café-marrón, 

debido a que transforma el •cido cafeínico que contiene la semilla en un compuesto 

polimérico de estructura qulrnica similar a la melanina (28), (32). 

Existen otras especies no patógenas dentro del género Cryptococcus las cuales son: C. 

a/bidu , C. laurenlli, C. luteolus. C. le"eus y C. unigultulalUS', la única patógena 

para el hombre es C. 11eo/onnans. En sus dos variedades : neo/onnans y gallii 

atn'buyendose a la cápsula su patogenicidad (3), (23), (32). Caracteristicas como 

presencia de cápsula, forma de célula, aspecto de la colonia, producción de ureasa, 

asimilación de nitratos, fermentación y asimilación de carbohidratos, sirven para 

diferenciar el género Cryptococcus de otras levaduras patógenas (8). 

C. neo/onnans presenta dos variedades: C. neofonnans var. neo/onnans y C. 

nmjónnans var. gallli. 

Estas dos especies presentan variabilidad antigénica y cuatro serotipos (A, B, C y D); 

perteneciendo los serotipos A y D a C. neofonnans var. neofonnans, en tanto que B y 

C a C. 11eoforma11s var. gallii, encontrandose diferencias importantes entre estos. 

Pua los cuatro serotipos existe variación geográfica en su distribución, teniéndose que 
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mientra el scrotipo A está extendido en todo el mundo, el scrotipo D es raro en 

Estados Unidos, pero común en Europa. Los serotipos B y C parecen restringidos a 

ciertas zonu tropicales y subtropicales, aunque pueden localizarse en zonas 

geogrificas más ampliu como en Europa y el sur de Australia (IS). 

En 1950 Emmons encontró una relación ecológica entre C. neofonnans var. 

neofonnans y lu heces de paloma; ésta relación se debe a que la levadura es capaz de 

utilizar la creatinina como fuente de nitrógeno a diferencia de otros miembros del 

gálero Cryptococcus. Las palomas no funcionan como reservorio sino como 

acarreadores mecánicos del hongo y no padecen la enfermedad porque su temperatura 

corporal es elevada (17), (211). C. 11eofonnans var. gattii se ha encontrado en 

uociación especifica ecológica con Eucalyptus cama/e11tlu/ensls y Eucalyptus 

tereticomis (16). 

Bulmer y cols. descubrieron algunos factores que ayudan a sobrevivir a C. neoformans 

en el medio ambiente, las condiciones son: alcalinidad, suelo suave, obscuridad y 

húmedad moderada, la adición de excremento de paloma al suelo provee la alcalinidad 

y los nutrientes, especialmente creatinina . favorable para la multiplicación y 

prolongación de la sobrevivencia de la levadura, además es capaz de resistir calor y 

clima seco. Bajo estas condiciones las levaduras disminuyen su tamallo 

progresivamente y la cápsula apenas es evidente, en ocasiones su diámetro puede ser 

menor de 2 µm (7). 

La envoltura celular de C. neoformam esta compuesta por lo siguiente: 

Una pared celular rlgida, constituida principalmente de glucanas, un polisacárido 

capsular reponsable directo de la diferenciación en serotipos, el cual esta formado por: 

glucuronoxylomanana (GXM) compuesta de manosa (Man), xilosa (Xil), ácido 

glucurónico (Glc) y O-acetilos y un mínimo de dos antígenos menores {carbohidratos), 

galactoxilomanana (GalXM) y manoproteinas (MP). GXM es un polisacárido viscoso 
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el CUll constituye aproximadamente el 88% de la mua capsular, esta compuesto de 

enlaca ·1,3· e1 .D-nwJana sustituidos por enlaces ICllCillo1 -1,2-D-xilosil y ·1,2·D-

6cido slucurónico. La proporción de los componentes en el serotipo A 10n 

xilou:manosa:icido glucur6nico (2:5:1) (17). 

La Fisura 2 muestra un esquema de un octasacárido del serotipo A, que es la unidad 

repetitiva de GXM, polisacárido que compone la cápsula de C. neo/ormans. 

FIGURA 2. OCTASACARIDO DEL SEROTIPO A. 

-t3)-a·D·Man·(l-t3)-e1·D·Man·(l->3)-«·D-Man-(1-t 

Mu:Mlnosa 
Glc: Acido glucunlllico 
Xyl: Xilosa 

(26) 

2 2 2 

t t t 

P·D·Glc P-D-Xyl P-D-Xyl 

Ga!Xl"\1 y MP se encuentran en una cantidad de 12% en la masa capsular, GaJxM ha 

sido caracterizado y esta constituido por glucosa:manosa:xilosa:ácido glucurónico en 

la siguiente proporción 1.9:1.8:1.0:0.2 y 2% de O-acetilos (11), (12). Cada uno de 

estos determinantes confiere propiedades fisicoquimicas distintivas para la superficie 

capsular. Existe una variación natural entre los serotipos de Cryplococcus en la 

cantidad de sustituyentes O-acetilo y xilosilo. La 0-acetilación varia de 10 a 10.3% en 

1 
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el serotipo D y 3% en el serotipo C; sin embargo, la sustitución de xilosilo varia en una 

proporción xilosa:manosa de 1 :3 en d seroti¡:o D y de 4:3 en el serotipo C (12). 

El polisacárido capsular confiere varias propiedades fisicoqulmicas a la superficie 

celular de la levadura, incluyendo una superficie cargada negativamente e hidrofilica . 

. Kozel en 1983, determinó si una superficie hidrofilica sería necesaria o suficiente para 

fagocitar a C. neoformans, los resultados obtenidos muestran que la caracteristica 

antifagocitica de la cápsula permanece sin cambio, aún cuando se varie la superficie 

hidrofilica de la célula. Los mismos investigadores al ailo siguiente estudiaron el efecto 

del pH en la producción de cápsula i11 virro y su porcentaje de fagocitosis, 

encontrando que a un pH ligeramente ácido (pH de 5.0) independentemente del medio 

utilizado para crecer la levadura (sacarosa, dextrosa, fructuosa, manosa, etc.) la 

producción de cápsula disminuía, incluso hasta desaparecer y el porcentaje de 

fagocitosis se incrementaba notablemente (22). 

1.2 Patogenia de C neoformans. 

La ingestión o implantación cutánea de C. 11eoformans puede conducir al desarrollo de 

la enfermedad sistémica diseminada, sin embargo, la mayoria de las infecciones se 

inician vía tracto respiratorio, por lo anterior, una de las áreas investigadas más a 

fondo acerca del mecanismo de patogenicidad ha sido el tamaño de la partlcula 

infecciosa. 

Para que el microorganismo penetre al organismo por los pulmones, es necesario que 

la partfcula infecciosa sea compatible con la disposición pulmonar, células menores de 

10 µm son lo suficientemente pequeñas para diseminarse por comentes de aire y 

depositarse en los alveólos pulmonares, donde rápidamente sintetizan material 

capsular, de manera que la temperatura, la hidratación y la concentración de bióxido 

de carbono en los tejidos del pulmón favorecen la producción y tamaño de la cápsula 
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(11), (12). Asf, el aerosol debe de estu compuesto por partfculas menores de 10 µm 

de di6metro para lograr aa Degada hasta d tejido pulmonar; partfculas menores de S µ 

m pueden llegar al tncto respiratorio bajo (21). 

Las personas estan frecuentemente expuestas a C. neoformans por la inhalación de 

células desecadas localizadas en el medio ambiente. La exposición natural raramente 

resulta en sfntomas cllnicos asociados con criptococosis, debido a que 101 mecanismos 

inatos de resistencia c:clu1ar estan presentes en el pulmón y son efectivos para 

controlar al invasor (12). 

Existen diversos mecanismos bioquímicos de patogénesis los cuales han sido 

examinados, tal es el caso de la producción de ureasa por C. 11eoformatis cuyo papel 

no ha sido aclarado dentro de la patogenicidad de la levadura, sin embargo, se sugiere 

que la ureasa induce la liberación de amoniaco, el cual puede inhibir la función del 

complemento del huésped y por lo tanto reducir sus defensas, facilitando el 

crecimiento del hongo . Otra caracteristica de la levadura es que no puede emplear las 

protefnas séricas del humano; el microorganismo libera proteasas que activan la 

degradación del fibrinógeno humano in vitro, esto da lugar a que si la actividad de las 

proteasas ocurre in vivo puede explicar la carencia de fibrosis e hialinización alrededor 

de las lesiones criptococales (31). 

En humanos, se han reconocido dos principales grupos afectados por C. neoformans: 

A) Pacientes con Síndrome de Inmunodeficiencia Adquirida {SIDA). 

La criptococosis ha surgido como la principal enfermedad oportunista en pacientes 

diagnosticados con SIDA Esta es la cuarta infección más común que amenaza la vida 

de pacientes con SIDA después de Pneumocystis carin11i, citomegalovirus , 

Mycobacterium avium y Mycobacterium inlrace/lulare. Un 10% de los pacientes 

dioagnosticados con SIDA sufTen de criptococosis. Si la progresión de la enfermedad 
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no es controlad1, entonces la diseminación a otros tejidos resulta ser un factor 

amenuante para la vicia. La levadura tiene predilección por el Sistema Nervioso 

Central donde causa meningoencefalitis. Los pacientes con SIDA tienen una severa 

habilidad restringida para desarrollar inmunidad mediada por células. Este factor 

adicional en pacientes con SIDA marca una vulnerable particularidad para desarrollar 

criptococosis, porque la inmunidad mediada por células es un mecanismo primario 

para liberar a los pulmones de la levadura (12), (IS). 

B) Individuos aparentemente normales, donde es probable que existan defectos en 

las defensas del huésped que predisponen a la infección (29). 

Aunque la criptococosis no ocurre en personas sanas, de otro modo por lo menos el 

50"/o de pacientes con esta enfermedad tienen una condición de predisposición, como 

por ejemplo: enfermedad de Hodgkins, sarcoidosis, lupus , diabetes o pacientes 

inmunológicamente comprometidos por terapia con esteroides (IS). 

Ambos grupos pueden p.--tar diferentes manifestaciones clinicas de la critococosis, 

las cuales no estan enumeradas en orden de imponancia: 

1.- Pulmonar (criptococosis pulmonar benignea o crónica). 

2.- Sistema Nervioso Central (criptococosis cerebral, la cual puede presentarse en 

forma meningltic1, meningocnceialica o criptococoma). 

3.- Dénnica o cutánea (criptococosis cutánea). 

4.- Osea (criptococosis ósea). 

S.- Visceral. 

La mayoria de las criptococosis que se diagnostican son meningeas (4), (18), 

La Figura 3 nos muestra las diferentes manifestaciones cllnicas de la criptococosis. 

1.3 Inmunología. 

El polisacárido capsular que rodea al C. neoformans inhibe la fagocitosis de la 

levadura por los macrófagos. La MP modula la reacción de hipérsensibilidad 
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retardada, mientru que GalXM despierta un pequeila respuesta inmune. El papel de 

GalXM como un factor de virulencia no ha sido estudiado. Reconociendose a GXM 

como el principal factor de patogenicidad (12). 

Bulmer G.S. y Nhuan en 1967 estudiando la fagocitosis de C.neofonnans por los 

leucocitos humanos, observaron que las cepas mutantes con poca cápsula eran 

fagocitadas de 70 a 80"/o por los leucocitos, pero una cepa con cápsula de mayor 

tamallo sólo era fagocitada en menos del 20%. En 1974, Neilson J.B. and cols. 

demostraron que el suero no se requería para fagocitar y englobar a las levaduras que 

eran muertas. Cuando se extrajo mieloperoxidasa de los leucocitos periféricos 

humanos se encontró que fué letal para C. neofonnans. Asl, parece que la 

mieloperoxidasa es un factor anticriptococócico importante (6). 

Realizando investigaciones acerca de la vía de entrada de C. neo/ormans se ha 

descubierto lo siguiente.: 

- Los macrófagos pulmonares engloban a las células no capsuladas de C. neoformans. 

- El proceso de fagocitosis fué inhibido por material capsular criptococócico. 

- Los macrófagos alveolares engloban a C. neoformans, pero no lo matan. 

- Los macrófagos alveolares no contienen mieloperoxidasa. 

Estos decubrimientos nos llevan a dudar acerca de la efectividad de los macrófagos 

alveolares como una primera barrera celular de defensa, es más importante una 

segunda barrera que dispone de ellos por la vía capa mucociliar en el tracto 

respiratorio, o un secuestro en el pulmón asl se induce a un estado de extasis. Si lo 

último es verdad es posible que las células de C. neoformans puedan recidir en estas 

lesiones de la pared por periódos prolongados. Se infiere que C. neoformans puede 

encontrarse en estado latente en muchos individuos sanos aparentemente. Más 

adelante, durante una fluctuación inmunológica, éstas células pueden convertirse en un 

estado activo, su multiplicación y diseminación eventualmente resultan en un estado de 
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enfermedad (7). C. neoformans prolifera rápidamente sino existe una adecuada 

defensa celular, en especial células mononucleares (linfocitos, histiocitos, etc.); si el 

proceso infeccioso no se detiene, los microorganismos se diseminan flcilmente por vía 

linlitica y hematógena con gran predilección hacia el Sistema Nervioso Central (SNC), 

en donde el liquido cefalorraquldeo es además deficiente en un factor fungicida 

denominado factor anticritococócico, y sin embargo existe la presencia de substancias 

que estimulan el crecinúento como la asparagina y creatinina. La entrada de la 

levadura a SNC es vla transporte activo, realizado por "bombas" protéicas en la 

membrana celular, atravesando as! la barrera hematoencef"alica. En SNC las lesiones se 

desarioUan en las meninges y afectan los nervios craneales, tallo cerebral y cerebelo 

(4). 

Al menos dos mecanismos pueden ser propuestos para explicar la inhibición de la 

fagocitosis por el polisacárido criptococócico: 

1.- El material capsular puede, por su propia presencia fisica alrededor de la levadura, 

prevenir una interacción efectiva entre Cryptococcus y la célula fagocitica, o bien el 

material capsular puede agotar componentes séricos necesarios para la fagocitosis. 

2.- El polisacárido criptococócico ha demostrado inactivar a la propcrdina, y consume 

los últimos componentes del complemento, cuando se encuentra dicho polisacárido en 

altas concentraciones (13). 

Otros investigadores estudiaron la fagocitosis de Cryprococcus cultivados a pH bajo 

para eliminar la formación de cápsula. Encontraron que el polisacárido criptococócico 

no inhibe la fagocitosis de las células con poca cápsula . Los autores sugieren que las 

células con poca cápsula son más susceptibles al ataque, o bien, el tratamiento usado 

altera los receptores responsables de la unión del polisacárido antifagocitico (4). 
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1.4 Diap6stico: 

Para establecer el diagnóstico de ésta mioosis primero se lleva acabo un examen 

microscópico directo; no se debe fijar por calor las célular de C. neoformans ya que se 

colapsan y aparecen tenidas erráticamente, por lo cual son irreconosibles, se prefiere el 

uso de tinta china (de color azul de preferencia) para poner en manifiesto la cápsula y 

diferenciarla (30). 

Stail> en 1962, observó que de las especies del género Cryptococcus sólo C. 

neoformans es capaz de asimilar purinacreatina y demostró que cuando ésta levadura 

se siembra en medio de semilla Níger (Guizotia abyssinica) genera pigmentos café­

marrón, debido a que tránsforma el ácido cafeinico que contiene la semilla en un 

compuesto polimérico de estructura química similar a la melanina, adquiriendo la 

colonia un color café. Para llevar acabo el aislamiento del hongo el material biológico 

se aiembra por dilución en el medio selectivo de Níger, incubándose 48 horas a 37 C. 

Al desarrollarse las colonias se observan convexas, lisas, de bordes regulares de color 

café obscuro, con apariencia vidriosa y húmedas debido a la gran cantidad. de material 

capsular presente (28), (32). 

Existen métodos para la diferenciación de las variedades de C. neoformans, en base a 

diferencias bioquímicas existentes entre ellas. 

1) El primer medio utilizado fué el CDB que contenía Creatinina-Dextrosa-Azul de 

Bromotimol como indicador de pH. El color inicial de éste medio es dorado. Las 

cepas de los serotipos B y C cambian su color alrededor de la colonia a azul obscuro 

en 24 horas como resultado de Ja acumulación de Amonio (26). 

2) Un segundo medio, en base a la resistencia a bajas concentraciones de 

Ciclohexamida y asimilación de Glicina como única fuente de Carbono, éste medio 

contenla Ciclohexamida-Glicina-Rojo de Fenol como indicador de pH. Recientemente 
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Kwon-Chung, Polachek y Bennet implementaron otro medio, esta vez conteniendo L­

Canavanina-Glicina-Azul de Bromotimol (medio CGB). Se han elaborado medios 

restrictivos y especificos que penniten el aislamiento primario de C. neoformans de 

ambientes ampliamente contaminados tales como suelo, aire, nido de aves, los cuales 

pueden ser utilizados en el laboratorio para el aislamienio primario a partir de 

muestras clínicas no estériles, tal es el caso del medio de Níger (26). 

3) Otro método utilizado para la identificación de variedades de Cryptococcus es el de 

Inhibición de la ureasa por EDT A, en el cual C. 11eoforma1is var. gallii da positiva esta 

prueba y esto sirve para diferenciar de la variedad neoformans, la cual es negativa a 

ésta prueba. 

4) La prueba de D-Prolina la cual se basa en la habilidad que tiene C. neoformans var. 

ga///i de utilizar a D-Prolina como única fuente de nitrógeno (IS). 

Para completar la identificación en el laboratorio de C. neoformans se deben realizar 

las pruebas de asimilación de nitratos y azúcares, fermentación de azúcares, asi como 

la incapacidad del microorganismo para producir micelio 

S) Con el fin de reconocer plenamente la patogenicidad de C. neoformans se puede 

llevar acabo la prueba de patogenicidad en ratón, debido a que es la única especie del 

género patógena para los animales y el hombre. Esta prueba se ha usado para el 

diagnóstico y consiste en inocular el sedimento de la centrifugación de liquido 

cefalorraquideo (LCR) a ratones por vía intracerebral, pero se ha visto que en 

ocasiones el número de células viables en las muestras no produce tan rápidamente una 

enfermedad progresiva en ratón por lo que se prefiere realizar el aislamiento de la 

levadura para posteriormente realizar su patogenicidad mediante ésta prueba y en 

estos casos es de poco valor el uso de animales para el diagnóstico. Se sabe que el 

ratón blanco sucumbe a la inoculación intravenosa de C. 11eoforma11s en un tiempo 

apro><imado de 2 semanas. Siguiendo el método de inoculación descrito anteriormente, 

se pueden encontrar lesiones tanto en bazo, lúgado, pulmones y cerebro (28). 



FIGURA 1 

CORTE ESQUEMATICO DE LA ESTRUCTURA 
DE UNA LEVADURA 
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MEMBRANA CELULAR 

CITOPLASMA 

CUBIERTA MUCOIOE 

(CAPSULA) 
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2 OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVOS GENERALES. 

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS. 



2.1 OBJETIVOS GENERALES: 

1.- Desarrollar un proceso tecnológico sencillo y de bajo costo para la obtención del 

polisacárido capsular de Cryptococcus neoformans, el cual permitid conocer si 

existen o no dioferencias en la composición molecular del polisacáriodo entre los 

serotipos C y D. 

2.- Analizar mediante el método de rayos X la estructura del polisacárido capsular de 

Cryptococcus neoformans serotipos C y D. 

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS. 

-- ,' ··,-. 
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1.- Identificación de las variedades de Cryptococcus ne~forma~ media~te Íos . 

siguientes métodos: Canavanina-Glicina-Azul de bromotiinol (CGA) .e inhib.ición. de la · 

ureasa por EDTA. 

2.- Desarrollo en el medio de Glutamina-Glicina-Asparagina ~GGA)pa~~~:~~mentar el 

crecimiento de la cápsula. 

3 .- Estandarización del método de precipitación de la cápsula .. 

4.- Estandarización del método de rayos X. 
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3 J u s T 1 F 1 e A e 1 o N. 
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Es importante conocer la estructura del polisacárido capsular de cada serotipo, ya que 

nos pennitará establecer diferencias importantes, las cuales ayudarán a diseftar 

metodologías específicas y sensibles para la identificación de cada uno de ellos. 

Lo anterior pennitirá conocer en un futuro cuales son Jos serotipos de C. neoformans 

que afectan en Ja República Mexicana. 



1 

4 MATERIAL Y METODOS. 

1 

4.lCEPAS. 

4.2 MEDIO DE SDA-CLORANFENICOL-GE~TAMICINA. 

4.3 TINCION CON TINTA CHINA. 
1 

4.4 MEDIO DE NIGER. 

4.SMEDIO DE 

BROMOTIMOL. 

1 

1 

1 

1 

CANA VANINA-GLIOINA-AZUL 

1 

4.6 PRUEBA DE INHIBICION DE LA UREA~A POR EDTA. 
1 

19 

DE 
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PRUEBAS DE IDENTIFICACION PARA LOS SEROTIPOS C Y D 

DE C neoformans. 

Cepas de C neoformans serotipos C y D 

u 
Sembrar en medio de SDA-Cloraníenicol-Gentamicina y en medio de Niger 

u 
Prueba de tinción negativa (Tinta china) 

u 
Crecimiento en medio de Canavanina·Glicina-Azul de bromotimol 

u 
Prueba de inhibición de la ureasa por EDTA 

u 
Cinética de crecimiento 

u 
Crecimiento de la cápsula 

u 
Obtención del polisacárido capsular 
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PRUEBAS DE IDENTIFICACION PARA C neoformans var. galti y var. 

neaformans. 

4.1 Cepas: 

Se utilizaron cepas de C. neo/onna11s WV". gatti y var. 11eofonna11S donadas por el 

laboratorio de Micología Médica de Ja Coordinación de Posgrado de la Facultad de 

Estudios Superiores Cuautitlán. UNAM. 

A partir de las células crecidas en el medio de SDA·Cloranfenicol·Gentamicina, se 

realizó el aislamiento de Ja levadura en medio de Niger; posteriormente se identificaron 

las variedades gallii y neoforma/IS de Cryptococcus con pruebas de tinción con tinta 

china, inhibición de Ja ureasa por EDT A, crecimiento en el medio de Canavanina­

Glicina-Azul de Bromotimol. 

4.2 Medio de SDA-Cloranfenicol-Gentamicina. 

Preparación del medio: 

AgarSDA 

Cloranfenicol 

Gentamicina (40mg /mi) 

Agua destilada 

65 gr. 

250mg. 

0.65 mi. 

IOOOml. 

Se mezclan todos los ingredientes excepto Ja gentamicina en 100 mi. de agua, se 

hierve el agua restante y se adicionan los ingredientes restantes llevando a hervor para 

diosolver completamente, se esteriliza en autoclave a 121Cpor10 min. 
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Se vacía a cajas de Petri estériles y dejar 24 hn. a 37 C para prueba de esterilidad. 

Ioterpretad6o: 

La apariencia macroscópica de Cryptococcus neoformans (ambas variedades) se 
observa como colonias color crema, lisas y mucoides. 

4.3 Tinción con tinta china. 

El examen microscópico directo se debe realizar sin fijar la muestra con calor, ya que 

la levadura se colapsa y se tiñe erróneamente.Se recomienda el uso de tinta china color 

azul para una mejor apreciación de la cápsula. 

En un portaobjetos peñectamente limpio y desengrasado se coloca una gota de tinta 

china color azul, con una asa bacteriológica previamente esterilizada a fuego directo, 

se toma una pequeña muestra de la colonia aislada que se desea observar; 

inmediatamente después se coloca un cubreobjetos sobre la muestra y se observa al 

microscópio. Inicialmente se enfoca con el objetivo de IOX y para una mejor 

apreciación se utiliza el objetivo de 40X. 

lnterpretaci6o: 

Al microscópio, las células de C. neoforma11s se observan de forma esférica y con 

cápsula alrededor, algunas pueden presentar gemación, o bien estar en forma 

agrupada; se revela la presencia de la cápsula, por un halo refringente. 

4.4 Medio de Niger. 

Fundamento: El crecimiento diferencial de Cryptcoccus 11eoformans en el medio de 

Níger se ha usado como una prueba para su identificación, ya que es la única levadura 
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de su género capaz de asimilar la purina creatina que se encuentra en estas semillas· 

(Niger). produciendo un pigmento de color cafü obscuro. 

Preparación del medio: 

Senúllas de G11izotia abyssinica (Niger) 50 gr. 

Agar bacteriológico 15 gr. 

Cloranfenicol 50mg. 

Agua destilada IOOOml. 

Se pulverizan las semillas de Niger en un mezclador ·eléctric.o,. posteriormente se· 

ponen a hervir en baño maria por 25 minutos en 100 mi.. de .as~.ª· Sefil~rii a la vez ·en 

gasa o papel, al filtrado se le adiciona 15 gr. de agar, ,n<:--.~nd.<;> .• ~~ ~ÓÍu.men de 1.lt.'. 

con agua destilada, se esteriliza con autoclave a 11o§~or 2:5 ~in::/sé;enrria a 50 C 

para adicionar el cloranfenicol, el cual debe. d~ estar dis~é1i~. en' I b mi. de· alc.Óhol 

absoluto. Se homogeniza y se sirve en cajas d~ ~et¡i ~~!Jril~;, dejinct~ solidifica~ y 
. . ~.· ;:· . : . ' . ' - '; .:. . . ' : . ,' 

sometiendose a prueba de esterilidad por 24 .horas: · · 

Interpretación: 

El desarrollo de colonias convexas, l,isas de bordes r~gulares de color· café ~bséuro, 
con apariencia vidriosa y hiimed~s debido a la gr~n cantidad de material capsular. 

presente. 

4.5 Medio de Canavanina-Glicina-Azul de Bromotimol (GGA). 

Fundamento: Este medio cuenta con Glicina como única fuente de Carbono 

Nitrógeno y un análogo de la Arginina, la Canavanina como un inhibidor selectivo. Se 

adiciona azul de bromotimol al medio como indicador de pH. 
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Este medio pennite la diferenciación de las variedades neoformans y gallii; ya que lu 

cepu que corresponden a la var. gallil no son inhibidas por la Canavanina a diferencia 

de las cepas de lavar. neoformans que si lo son. 

Preparación del medio: 

Solución A (Glicina y L-Canavanina) 

Glicina 

Fosfato ácido de potasio 

Sulfato de magnesio 

Solución vitaminada 

Sulfato de L-Canavanina 

Agua destilada 

10 gr. 

1 gr. 

1 gr. 

1 gota. 

30mg. 

IOOml. 

Solución de vitaminu: Esta solución puede ser reemplazada por 1 mg. de Tiamina­

HCI. El pH final de la solución A se ajusta a 5.6 y la solución se filtra para esterilizarla. 

Solución B (Solución del indicador): Solución acuosa de azul de bromotimol (0.4% 
peso-volúmen): 

Azul de bromotimol sódico 0.4gr. 

Agua destilada lOOml. 

Para 1 lt. de medio: 

Agua destilada 880 mi. 

Solución B 20 mi. 

Agar bacteriológico 20gr. 
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Se esteriliza en autoclave por IS min. a 121 C. Cuando el agar se encuentra 

aproximadamente a SO C se agregan 100 mi de la solución A y se mezclan, se sirven 

asépticamente en cajas de Petri. 

lnterpretac16n: 

C. neojonnans var. neojonnans no presenta cambio en la coloración del medio, 

permaneciendo amarillo y no crece. 

C. neofonnans var. gattii presenta cambio en la coloración del medio, de amarillo a 

azul y crece. 

4.5 PRUEBA DE INHIBICION DE LA UREASA POR EDTA. 

Fundamento: Se emplea para diferenciar variedades; la variedad gallii muestra 

resultados positivos, observandose una coloración rojo magenta; mientras que la 

variedad 11eojonn011S, muestra resultados negativos permaneciendo con una coloración 

amarilla. Es importante que las lecturas se realicen antes de 4 horas, ya que pasado 

éste tiempo Ja variedad neoformans también vira el indicador, pasando de ser un 

resultado negativo a positivo. 

Preparaci6n de Ja prueba : 

Urea 

Extracto de levadura 

Rojo de fenol 

Fosfato ácido de potasio 

Fosfato ácido de sodio 

Agua destilada 

4.0gr. 

0.02 gr. 

2.0mg. 

0.273 gr. 

0.28S gr. 

100.0ml. 
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Se disolvieron los ingredientes anteriores en los 100 mi. de agua destilada, 

esterilizando por filtración y ajustar a un pH de 6.8. 

Antes del estudio las cepas son crecidas en medio de SDA por 48 horas a 30 C. 

Tomar una asada de células obtenidas del cultivo de 48 hrs. y sembrar en tubos 

inclinados con medio YEPG y YEPG-EDTA 100 mM. 

Preparación de 101 medios: 

YEPG: 
Extracto de levadura 

Peptona 

Glucosa 

Agar bacteriológico 

Agua destilada 

YEPG-EDTA: 
Extracto de levadura 

Peptona 

Glucosa 

EDTA 

Agar bacteriológico 

Agua destilada 

3.0gr. 

S.Ogr. 

. s.o gr. 

18.0gr. 

1000.0 mi. 

3.0gr. 

S.Ogr .. 

S.Ogr. 

· o.Ó34 gr/lt.. 

18.0gr. 

1000.0 mi. 

Suspender en 2 mi. de solución salina· fisiológica 0.9"/o células de Cryptococcus 

neo/ormans var. neo/orma11s y var. gaUi ajustando a la concentración del estándar de 
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Mac Farland No. 2. 

Agregar en un tubo 1 ml. del medio y adicionar 1 mi. de la suspensión anterior; 
colocar los tubos en bailo maría a 37 C con agitación (40 oscilaciones por minuto). 

Leer los tubos cada hora durante 4 horas leyendo inicialmente la suspensión antes de 

introducirla al bailo, leer en el espectrofotómetro a una longitud de onda de 600 run, 

solo en el caso de que la reacción sea dudosa. 

lnterpretacl6n: Esta se lee cada hora durante 4 horas. La interpretación es la 

siguiente: 

El color rojo magenta se considera una reacción positiva. 

El color amarillo se considera una reacción negativa. 

El color naranja se considera una reacción dudosa. 

4.6 Cinética de crecimiento de C neo/ormans. 

El medio Glutamina-Glicina-Asparagina (GGA) se empleo para la realización. de la 

cinética de crecimiento, el cual se prepara de la siguiente manera: 

MEDIO GLUTAMINA·GLICINA-ASPARAGINA (GGA). 

Prepara~i6n del medio: 

Glutamina 

Glicina 

Asparagina 

Sulfato de magnesio 

1.0 gr. 

1.0 gr. 

1.0 gr. 

0.2gr. 



Cloiwo de calcio 

Fosfato 'cido de sodio hidratado 

Sulfato ferroso 

Glucosa 

Tiamina 

Penicilina 

0.1 gr. 

1.0 gr. 

0.1 gr. 

10.0gr. 

0.001 gr. 

800.000 U.I. 
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Se disuelve en 100 mi. de agua destilada y se esteriliza por filtración (poro de 0.22 µ ). 

Mezclando lo anterior con 900 mi. de una solución conteniendo 6 gr. de Fosfato ácido 

de potasio previamente esterilizado a 121 C por IS min. en autoclave, dejando i 

prueba de esterilidad durante 24 horas; y se agrega posteriormente la penicilina. 

Metodologl• de la cinética de crecimiento: 

Se prepararé en un matraz Erlenmeyer de 1 lt. provisto de un sistema de fermentación 

conteniendo 500 mi. de medio GGA, el cual se dejó a prueba de esterilidad por 24 hrs. 

a 37 e.Posteriormente se le agregó al matraz células de C. neoforma11S suspendidas 

en S mi. de S.S.F. (Solución salina fisiológica) ajustando la suspensión con el estandar 

de Mac Farland No. 1 O, tomando del mismo 1 mi. de muestra (bajo condiciones de 

esterilidad) con el fin de medir la absorbancia inicial, incubando el matraz a 37 C con 

agitación y oxigenación continua, midiendo cada hora la absorbancia, terminando 

cuando estas permanecieron constantes, es decir cuando alcanza la fase 

estacionaria.Ver Figura 4. 

Las lecturas de las absorbancias se realizáron en un Espectrofotómetro Beckman DU-

64, a una longitud de onda de SSO nm. 

4. 7 Crecimiento de la cápsula de C neoformans serotipos C y D. 

Para cultivar las dos variedades de C. 11eoformans se utilizó el medio Glutanúna-
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Glicma-Aspangina (GGA), el cual provee a C. neoforrnans (ambas variedades) de un 

mayor tamallo de c:Apsula. (9). 

Se preparó inicialmente un preinóculo en un matraz Erlenmeyer de 1 lt. el cual fué 

provisto de un sistema fermentador conteniendo 500 mi. del medio GGA, al cual se le 

agregó penicilina de 800,000 U. para evitar posible contaminación, se adicionó S mi. 

de S.S.F. donde fueron suspendidas las células de C. mofonnans después de haber 

desarrollado un crecimiento en tubo con medio de SDA-Cloranfenicol, dicha 

suspensión se ajustó con el estándar de Mac Farland No. 10. Se dejó el preinóculo 

con agitación y oxigenación continua mediante el uso de una bomba de aire durante 48 

hrs. a 37 C. Posteriormente el preinóculo se adicionó a un matraz erlenmeyer de 4 lt. 

provisto de un sistema fermentador similar al del preinóculo conteniendo 2,500 mi. del 

medio GGA, el cual contaba con las mismas condiciones de agitación y oxigenación 

que el preinóculo. Después de 96 hrs. de crecimiento el cultivo se inactivó con 

Formaldehido al 0.25% durante 24 hrs. Ver Figura 5. 

Se removió la biomasa por medio de dos ciclos de centrifugación, el primero a 7,000 

r.p.m. durante 40 mio. en donde se descartó el sobrenadante. Inmediatamente después· 

se resuspendió la pastilla con S.S.F. y se centrifugará nuevamente a 1 SOOO r.p.m. por 

30 min. para descartar la pastilla. Ver Figura 6. 

4.8 Obtención del polisacárido capsular. 

El sobrenadante, que contenia el polisacárido, fué dializado durante 4 horas con agua 

corriente y después 24 horas con agua destilada. 

El sobrenadante dializado se colocó en un embudo de separación de SOO mi. y se 

realizaron tres extracciones con etanol puro y acetato de etilo (39: 1) agitando 

vigorosamente y purgando a criterio, dejando reposar el embudo y quitando el tapón 

hasta observar la aparición del precipitado, se dejó secar completamente en una caja de 

Petri. 
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Posterionnente se suspendi6 el polisacárido en un butrer salino de Glicina 0.1 M y pH 

de 7.4, para corroborar con el paquete de Cripto-Utex-Test (Wampole Labs.) la 

presencia del polisacárido capsular. Después de que se disolvió completamente el 

polisacárido se coloc6 una gota de la suspensión en una placa de vidrio y se agreg6 

una gota de reactivo del paquete diagnóstico, mezclandose ambos. También, con el fin 

de comparar la reacción producida por el polisacárido y el reactivo, se ocup6 un 

control positivo y un control negativo (ambos preparados de la misma forma que el 

polisacárido). Una vez obtenidas las preparaciones se observaron al microscopio con 

el objetivo de 40 X para deterrninar Ja presencia o ausencia de la aglutinación según 

sea el caso. 

4.9 Análisis de rayos X del polisacárido capsular. 

El análisis de la estructura de un sólido suele llevarse acabo por pruebas como rayos X 

y las espectroscopias (infrarroja, ullravioleta y fotoelectrónica), permitiendo así a las 

técnicas de rayos X, determinar parámetros tan importantes como Ja cristalinidad, el 

estado de agregación y el tamaño de las particulas metálicas. 

Se ha convenido en llamar rayos X a la radiación electromagnética cuya longitud de 

onda es mayor a 0.1 y menor a 1000 Amstrong (1 Amstrong = 10-S). 

La técnica de difracción de rayos X, puede aplicarse tanto al análisis cualitativo como 

cuantitativo de la muestra. Los electrones de los átomos ordenados en los cristales, 

desvian los rayos X originando protones de difracción a partir de los cuales se calculan 

los parámetros deseados. Asl, la información proviene de la "masa' en su conjunto y 

las determinaciones correspondientes son por lo tanto, valores promediados dentro de 

ésta 'masa' que constituye al sólido. 

A través de ésta técnica es posible identificar los compuestos químicos que constituyen 
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la muesua, además de evaluar la porción relativa de dichos compuestos y estimar el 

tamallo de sus cristales. 

Metodologfa de la prueba de rayos X: 

Una vez obtenido el polisacárido se realizáron los análisis de rayos X en el Instituto 

de Investigación en Materiales de U.N.A.M. para conocer la estructura del 

polisacárido capsular. 

Una pequeña cantidad de cada uno de los precipitados obtenidos previamente 

pulverizados en un mortero de agata fueron colocados en un porta- muestras de 

Aluminio; bajo las siguientes condiciones de experimentación en un Difractómetro 

SIEMENS 05000: 

Angulo 2 6 = 3.000 a 60.000. 

u : 0.020 o/seg. 
tm: 0.6. 

ss: Ancho de paso de luz. 
lm: Tiempo de paso de luz. 



FIGURA 4. CINmCA DE CRECIMIENTO DEL PREINOCULO. 
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FIGURA 5. CRECIMIENTO DE LA CAPSULA DE C. neolormans 11ar. neof,,,,,.. SEROTll'O D. 
y 

Preinóculo 
48:00 hrs. 
MedioGGA 

37( 

Agüación 
continua 

lná<ulo 
96:00 hrs. 
MedioGGA 

Medio GGA : Glutamina • Glkina • Asparagina 
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FIGURA 6. OBTENCION DEL POLISACARIDO. 

Obtención de la biomasa 

Centrifugar: 
7,000 r.p.m. 40 min. 

Obtención de la cápsula 
Centrifugar: 

11,500 r.p.m. 30 min. 
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5 RESULTADOS 

5.1 CINETICA DE CRECIMIENTO DE LA CAPSULA DE C 

neo forma ns. 

S.2 CRECIMIENTO DE LA CAPSULA DE C neoformans 

SEROTIPOS C Y D. 

5.3 OBTENCION DEL POLISACARIDO CAPSULAR DE C. 

neoformans SEROTIPOS C Y D. 

5.4 ANALISIS DE RAYOS X DEL PLISACARIDO CAPSULAR DE 

C neoformans SEROTIPOS C Y D. 



5.1 Cinética de crecimiento de C neoformans. 

El cuadro y la gráfica 1 muestran el comportamiento de C. neoformans durante la 

cinética de crecimiento, en donde se observa que a partir de las 30 horas la levadura 

alcanza su fase estacionaria. 

CUADRO l. RESULTADOS DE LAS ABSORBANCIAS DE LA CINETICA DE 

CRECIMIENTO DEL INOCULO DE C. neoformans. 

TIEMPOS ABSORBANCIAS 
8:00 O.« 

9:00 0.46 

10:00 D.47 

11:00 0.48 

12:00 0.50 
13:00 O.SI 
14:00 O.SS 
IS:OO O.S8 
16:00 0.60 
17:00 0.61 
18:00 0.70 
19:00 0.7S 
20:00 0.82 
21:00 D.90 
22:00 0.9S 

23:00 1.00 
24:00 1.13 
25:00 1.22 
26:00 1.30 
27:00 1.38 
28:00 1.72 
29:00 1.96 
30:00 1.96 
31:00 1.98 
32:00 1.98 
33:00 1.98 
34:00 2.00 
35:00 2.00 
34:00 2.00 
37:00 2.00 
38:00 2.00 
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GRAFICA 1. CINETICA DE CRECIMIENTO DEL INOCULO 

8 1 o 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 

HORAS 



s.2 Crecimiento de la cápsula de C neoformans serotipos C y D. 

AJ término de los seis días que duró la incubación (considerando preinóculo e inóculo) 

se observó un crecimiento notable de la cápsula, lo cual se confirmo al observar al 

microscópio una preparación con Tinta china, comparandola con otra a partir de 

medio SDA-Cloramferúcol-Gentamicina. 

5.3 Obtención del polisacárido capsular de C neoformans serotipos 

deCyD. 

Se obtuvieron 0.71 gr. de precipitado de un volumen total de 130 mi, el cual se obtuvó 

después de la centrifugación, correspondiendo al serotipo D. 

En el caso del serotípo C se obtuvieron 0.75 gr. de un volumen total de 130 mi., 

obtenido después de centrifugar. 

Al ser enfrentada la suspensión del polisacárido contra el paquete de Ciypto-Latex­

Test la presencia de la aglutinación observada fué comparada con la reacción del 

control positivo , dando resultados similares. Ver Figura 7. 

5.4 Análisis de rayos X del polisacárido capsular serotipos C y D. 

Las Figuras 8 y 9 muestran las intensidades relativas y ángulos 2 0 de los perfiles de 

difracción por rayos X de los polisacáridos capsulares de C. 11eoforma11s de tos 

serotipos C y D. Ver Cuadro 2. 

_,.,· 
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CUADRO 2, RESULTADOS DE LAS DIFERENCIAS DE LOS 
DIFRACTOGRAMAS DEL ANGULO 2 0 ASI COMO TAMBIEN DE LAS 
INTENSIDADES DE LOS SEROTIPOS C y D de C. neoformans. 

INTENSIDADES ANGUL020 
lcosl 

Serotioo C:I0.96 22.00 
11.18 23.20 
25.04 30.50 
43.79 31.50 
17.23 44.50 
5.78 57.50 

Serotipo D:00.00 00.00 
10.43. 23.20 
00.00 00.00 
00.00 00.00 
00.00 00.00 
4.74 57.50 

cps: Cuentas por segundo. 



FIGURA 7. PRUEBA DE AGLUTINACION CON CRIPTO­
LATEX-TEST PARA EL RECONOCIMIENTO DEL 

POLISACARIDO CAPSULAR 

Control 
positivo 

Control 
negativo 

Problema 

Problema: Polisacárido capsular de C. neoformans var. neoformans serotipo D. 
Polisacc'irido capsular de C. neoformans var. gattl( serotipo C. 

Control Positivo y Control negativo: Crypto-Latex-Test. 
g 



FIGURA 8. DIFRACTOGRAMA DE C. neoformans var. neoformans SEROTIPO O 

ll-'"'""'-; . 
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:; 
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__,. Intensidades (cps) y ángulos 2 Theta que son diferentes con respecto al 

serotipo e de c. neoformans var. gatti. 
cps: Cuentas por segundo. 
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FIGURA 9. DIFRACTOGRAMA DE C. neoformans var. gattli SEROTIPO C. 

¡r-::-· . ·' .;· '··· '. 1 ' .:"i 

!P'· 

--.. ~ Intensidades (cps) y ángulos 2 Theta que son diferentes con respecto 

al serotipo D de C. neoformans var. neoformans. t;; 

r.ps: Cuentas por segundo. 
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6 DISCUSION 
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El método empleado por Cherniak, y col., 1982 emplea tres diálisis, se requiere 

concentrar a presión reducida, el polisacárido se precipita con la adición de etanol, 

pero se requiere el uso de tres compuestos orgánicos para poder secar el polisacárido; 

con todo esto la metodologfa resulta más complicada y tardada. 

Si recurrimos a datos en cuanto a cantidad de polisacárido obtenido, resulta que por 

cada tres litros de dializado, Chemiak y col. 1982 obtienen O. 78 g y en éste estudio se 

obtuvieron 0.71 g y 0.75 g para el serotipo D y serotipo C, respectivamente ambos 

con la misma cantidad de volumen. Con estos valores ser observa que el rendimiento 

es similar al obtenido con la metodologfa propuesta por Cherniak; sin embargo, la 

propuesta en éste trabajo es más sencilla y rápida de realizar. El método actualmente 

propuesto facilita el dejar de emplear 2 diálisis, concentrar a presión reducida y el 

empleo de dos solventes, además de ser más rápido debido a que éste proceso no toma 

más de 36 horas. 

El paquete diagnóstico de Crypto-Látex-test, nos permitió confirmar el 

reconocimiento de éste antlgeno por medio de una . reacción inmunológica, 

confirmándose que el precipitado obtenido dió u.na. ex~elente reacción de aglutinación 

equiparada al control positivo. 

Referente al análisis de rayos X se obs~rva~·.Ífr~;e~cias en;re. los difractogramas de. 
' • ·'·•'' 'r• ' 'I 

cada serotipo, ya que Jos ángúlos 2 a. no' So~ los ,:;;;,,:;;os: pué~ mientras en un scrotipo 

estan presentes, en el otro son ausentes, o bié~'su~ intensidades son pequcHas. 
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Lo anterior indica que el polisacárido de cada serotipo, en éste caso C y D tiene una 

composición diferente, como se muestra claramente en el Cu1dro 2 ya que el análisis 

cualitativo de rayos X nos indica que existen diferencias en el arreglo molecular en la 

estructura del polisacárido capsular de C. neoformans. 
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7 CONCLUSIONES 



47 

Podemos decir que el método de precipitación con etanol absoluto y acetato de etilo, 

resulta ser rápido, eficiente y de fi\cil realización, por lo que puede recomendarse para 

obtener el polisacárido capsular de C. neoformans. 

Cabe señalar que se estudiaron ambas variedades para detenninar si entre ellas existian 

diferencias importantes las cuales marcarán las diferencias entre los serotipos C y D, 

razón por la cual se realizó el análisis de rayos X. no sin antes mencionar que es la 

primera vez que se realiza éste análisis en el polisacárido capsular de C. 11eoformans, 

señalando que sólo es un estudio preliminar, ya que la infonnación que estos estudios 

proporcionan solamente es cualitativa, por lo tanto, se recomienda el uso de otros 

estudios que ayuden a establecer una diferenciación más detallada tanto en el aspecto 

cualitativo como cuantitativo; pués así se conocerá exactamente la confonnación 

molecular que presentan los serotipos de las variedades de C. 11eoforma11s estudiados 

en éste trabajo. 
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