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RESUMEN

Con el método de Glutamina-Glicina-Asparagina se logré aumentar el tamafio de la
chpsula de Cryptococcus neaformans, y con esto la posibilidad de obtener mayor

cantidad de polisacirido capsular.

Se desarrolld un método de precipitacion rapido, eficiente y de bajo costo para la
obtencién del polisacirido capsular, empleando etanol purificado-destilado y acetato
de etilo (39:1).Del método propuesto se obtuvo 0.71 g de precipitado de un volumen
total de 130 ml, en el caso del serotipo D, para el serotipo C se obtuvieron 0.75 g a

fueron obtenidos d és de la

P

partir del mismo vol Estos voli

centrifugacién y el dializado; lo cual indica que e! rendimiento es adecuado.

Se comprobd por medio de una reaccién inmunolégica con el paquete diagndstico
Crypto-Litex-Test que el precipitado obtenido mostré una excelente reaccion de
aglutinacion equiparada al control positivo, lo que indica que es reconocido como el

antigeno capsular de Cryptococcus neoformans.

El polisacarido capsular de Cryp neoformans fué analizado mediante el

método de rayos X, observindose diferencias entre los ipos C y D; lo que puede

auxiliar en la identificacién de estos serotipos.
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La criptococosis conocida también como "Blastomicosis Europea* (Enfermedad de
Busse-Buschke o meningitis torular) es una enfermedad que afecta tanto al hombre
como a los animales, puede ser subaguda a aguda o crénica, con manifestaciones

pulmonar, meningitica o sistémica, que se inicia por la inhalacion de basidi [

levaduras de Cryp neoformans (C. neoformans) (1).

1.1 Morfologia.

C. neoformans es una levadura que presenta 1a misma morfologia tanto en estado
parasitario como vegetativo, s decir no es dimérfico.

Al microscopio se observa como un hongo levaduriforme, capsulado que llega a medir
de 15 a 20 micrémetros (um) de didmetro con gemas (algunas levaduras) de la mitad
de su tamafio, el resto lo forma [a cipsula que en ocasiones llega a medir hasta 3 veces
¢l tamaflo de la levadura, en la Figura 1 se aprecia dicha morfologia. La formacion de
una capsula grande es una caracteristica de C. neqformans cuando se desarrolla en los
tejidos y bajo condiciones adecuadas de cultivo, debe sefialarse que diversas especies
del género Cryptococcus (apatogenas) también producen capsula. En los medios de
cultivo y en resiembras posteriores, la capsula tiende a reducirse o incluso a

desaparecer(4),(8).

El género Cryptococcus es caracterizado por tener una estructura en forma de globo o
elongacion de células, éstas células se reproducen por gemacion. La pseudohifa estd
ausente o rudimentaria. Kwon-Chung demostré la produccion de basidiosporas y
conexiones de pinza 0 "clamp” en la hifa fertilizada para el estado perfecto de la
levadura. A C. neqgformans se le han encontrado dos estados perfectos o telemérficos

que corresponden a basidiosporas y se les d ina Filobasidiell Wform .En




su estado asexual las blastosporas son producidas a partir de la célula madre 0 a
través de un poro estrecho. Las blastosporas miden de 4 a 20 um , la cépsula mide de
1 a2 um en cultivo, pero puede variar hasta por arriba de 4 um (23).

En el medio Agar Dextrosa Saboraud (SDA) los cultivos son generalmente mucoidei,
producen pigmentos carotenoides anaranjados, rojos o amarillos, pero las colonias
jovenes son usualmente no pigmentadas y tienen un color crema (15), El crecimiento

diferencial de C. neoformans en ¢l medio de Niger se ha usado como una prueba para

A 9

su identificacion, ya que es la dnica | se siembra en

medio de semilla Niger (Guizotia abyssinica) genera pig de color café-marrén,

de su gé que

debido a que transforma el icido cafeinico que contiene la semilla en un compuesto

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

Existen otras especies no patogenas dentro de! género Cryprococcus las cuales son: C.
albidus , C. laurentii, C. luteolus, C. ferreus y C. uniguttulatus;, la unica patégena
para el hombre es C. neoformans. En sus dos variedades : neoformans y gattii

1 4, Anenl

y a la cap su patogenicidad (3), (23), (32). Caracteristicas como

presencia de capsula, forma de célula, aspecto de Ia colonia, produccién de ureasa,

asimilacién de nitratos, fermentaciéon y asimilacion de carbohidratos, sirven para

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

C. neoformans presenta dos variedades: C. neoformans var. neoformans y C.
neoformans var. gattii.

Estas dos especies presentan variabilidad antigénica y cuatro serotipos (A, B, C y D);
perteneciendo los serotipos Ay D a C. neoformans var. neoformans, en tanto que By
C a C. neoformans var. gallii, encontrandose diferencias importantes entre estos.

Para los cuatro serotipos existe variacion geografica en su distribucién, teniéndose que



mientras el serotipo A esta extendido en todo el mundo, el serotipo D es raro en

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

ciertas zonas tropicales y subtropical que pueden localizarse en zonas
geogrificas mas amplias como en Europa y el sur de Australia (15).

En 1950 Emmons encontré una relacién ecoldgica entre C. neoformans var.
neoformans y las heces de paloma; ésta relacion se debe a que 1a levadura es capaz de
utilizar la creatinina como fuente de nitrégeno a diferencia de otros miembros del
géneso Cryptococcus. Las palomas no funcionan como reservorio sino como
acatreadores mecénicos del hongo y no padecen Ia enfermedad porque su temperatura
corporal es elevada (17), (28). C. neoformans var. gattii se ha encontrado en
asociacién especifica ecoldgica con Eucalyptus camalendulensis 'y Eucalyptus

tereticornis (16).

Bulmer y cols. descubrieron algunos factores que ayudan a sobrevivir 2 C. neoformans

en el medio ambi las dici son: alcalinidad, suelo suave, obscuridad y

himedad moderada, Ia adicién de excremento de paloma al suelo provee la alcalinidad
y los nutrientes, especialmente creatinina ‘favorable para la multiplicacion y
prolongacién de la sobrevivencia de la levadura, ademas es capaz de resistir calor y
clima seco. Bajo estas condiciones las levaduras disminuyen su tamafio
progresivamente y la cApsula apenas es evidente, en ocasiones su diametro puede ser
menor de 2 um (7).

La envoltura celular de C. neaformans esta comp por lo si

Una pared celular rigida, constituida principalmente de glucanas, un polisacarido
capsular reponsable directo de la diferenciacion en serotipos, el cual esta formado por:
glucuronoxylomanana (GXM) compuesta de manosa (Man), xilosa (Xil), acido
glucurdnico (Gic) y O-acetilos y un minimo de dos antigenos menores (carbohidratos),

galactoxilomanana (GalXM) y manoproteinas (MP). GXM es un polisacérido viscoso



’el cual constituye aproximadamente el 88% de Ia masa capsular, esta compuesto de
enlaces -1,3- a -D-manana sustituidos por enlaces sencillos -1,2-D-xilosil y -1,2-D-
&cido ﬁlucurénico. Ls proporcién de los componentes en el serotipo A son
xilosa:manosaicido glucurénico (2:5:1) (17). .

La Figura 2 muestra un esquema de un octasacérido del serotipo A, que es la unidad
repetitiva de GXM, polisacérido que compone la cépsula de C. reqformans.

L FIGURA 2. OCTASACARIDO DEL SEROTIPO A. I
-»3)-a-D-Man-{1-3)-a-D-Man-(1—>3)-a-D-Man-(1-
2 2 2
T 1 t
1 1 1
B-D-Glc B-D-Xy! B-D-Xyl
Maas: Manosa
Gle: Acido glucurénico
Xyl Xilosa
(26)

GalXM y MP se encuentran en una cantidad de 12% en la masa capsular, GalXM ha
sido caracterizado y esta constituido por glucosa:manosa:xilosa:acido glucurénico en

la siguiente proporcion 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 variacion natural entre los serotipos de Crypfococcus en la

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



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

proporcion xilosa:manosa de 1:3 en el serotipo D y de 4:3 en ¢l serotipo C (12).

. El polisacérido capsular confiere varias propiedades fisicoquimicas a la. superficie
celular de la levadura, incluyendo una superficie cargada negativamente e hidrofilica.

Kozel en 1983, determiné si una superficie hidrofilica seria necesaria o suficiente para

fagocitar a C. neoformans, los resultados obtenid que la caracteristica
antifagocitica de [a cipsula per sin bio, ain cuando se varie la superficie
hidrofilica de la célula. Los mi investigadores al aflo sigui di el efecto

del pH en la produccion de cépsula in vitro y su porcentsje de fagocitosis,
encontrando que a un pH ligeramente acido (pH de 5.0) independentemente del medio

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

)

produccién de capsula disminuia, incluso hasta

fagocitosis se incr ba notabl @2).

5

ecer y el p je de

L2

1.2 Patogenia de C. negformans.
La ingestion o implantacion cutanea de C. negformans puede conducir al desarrollo de
la enfermedad sistémica diseminads, sin embargo, la mayoria de las infecciones se

inician via tracto respiratorio, por lo anterior, una de las éreas investigadas mis a -

fondo acerca del ismo de patogenicidad ha sido el tamafio de la particula
infecciosa.
Para que ¢l microorganismo p al organi por los pull , €5 io que

[a particula infecciosa sea compatible con la disposicién pulmonar, células menores de
10 um son lo suficientemente pequefias para diseminarse por corrientes de aire y
depositarse en los alveolos pulmonares, donde répidamente sintetizan material
capsular, de manera que la temperatura, la hidratacion y la concentracién de biéxido

de carbono en los tejidos del pulmdn favorecen la produccién y tamafio de la capsula



(11), (12). Asi, el acrosol debe de estas compuesto por particulas menores de 10 um
de dikmetro para lograr su llegada hasta el tejido pul particulas deSp
m pueden Ilegar al tracto respiratorio bajo (21).

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

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

resulta en si clinicos iados con crip is, debido a que los mecanismos
. inatos de resistencis celular estan presentes en el pulmén y son efectivos para
controlar al invasor (12).

Exil diversos i imicos de patogénesis los cuales han sido

1 Patoy’

examinados, tal es el caso de la produccion de ureasa por C. neoformans cuyo papel

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

que !a ureasa induce la liberacion de amoniaco, el cual puede inhibir la funcién del

pl 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
proteinas séricas del humano; el microorganismo libera proteasas que activan la
degradacion del fibrinogeno humano in vitro, esto da lugar a que si la actividad de las
proteasas ocurre in vivo puede explicar 1a carencia de fibrosis e hialinizacion alrededor

de las lesiones criptococales (31).

En humanos, se han reconocido dos pri ! fectados por C. neoformans:
p p

grupos
A) Pacientes con Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA).
La criptococosis ha surgido como la principal enfermedad oportunista en pacientes

diagnosticados con SIDA. Esta es la cuarta infeccién mis comiin que amenaza la vida

de pacientes con SIDA después de P cystis carinni, citomegalovirus

‘h 1l

Mycobacterium avium y M)

e. Un 10% de los pacientes

um

dioagnosticados con SIDA sufren de criptococosis. Si la progresion de la enfermedad



no es controlada, entonces la diseminacién a otros tejidos resulta ser un factor
amenazante pars la vida. La levadura tiene predileccion por el Sistema Nervioso
Central donde causa meningoencefalitis. Los pacientes con SIDA tienen una severa
habilidad restringida para desarvoliar inmunidad mediada por células. Este factor
adicional en pacientes con SIDA marca una vulnerable particularidad para desarrollar
crip is, porque la inmunidad mediada por células es un mecanismo primasio
para liberar a los pulmones de la levadura (12), (15).

B) Individuos aparentemente normales, donde es probable que existan defectos en
las defe del huésped que predi a la infeccion (29).

L

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

50% de pacientes con esta enfermedad tienen una condicién de predisposi como

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

ogi comp idos por terapia con esteroides (15).
Ambos grupos pueden presentar diferentes manifestaciones clinicas de la critococosis,
las cuales no estan enumeradas en orden de importancia;

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

2.- Sistema Nervioso Central (criptococosis cerebral, la cual puede presentarse en
forma meningitica, meningoencefilica o criptococoma),

3.- Dérmica o cutinea (criptococosis cutinea),

4.- Osea (criptococosis dsea).

S.- Visceral.

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

o : 1t

La Figura 3 nos muestra las diferentes mani nes clinicas de la crip!

1.3 Inmunologia.
El polisacdrido capsular que rodea al C. negformans inhibe la fagocitosis de la

levadura por los macréfagos. La MP modula la reaccién de hipérsensibilidad



retardada, mientras que GalXM despierta un pequeiia respuesta inmune. El papel de

GalXM como un factor de virulencia no ha sido diado. R iendose a GXM

como el principal factor de patogenicidad (12).
Bulmer G.S. y Nhuan en 1967 diando Ia fagocitosis de C.neofc por los

leucocitos humanos, observaron que las cepas mutantes con poca cépsula eran
fagocitadas de 70 a 80% por los leucocitos, pero una cepa con cépsula de mayor
tamafio sdlo era fagocitada en menos del 20%. En 1974, Neilson J.B. and cols.

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

) 1

eran muertas. Cuando se extrajo mielop de los periféricos

humanos se encontrd que fué letal para C. negformanms. Asi, parece que la

mieloperoxidasa es un factor anticrip 6cico imp (6).

Realizando investigaciones acerca de la via de entrada de C. neoformans se ha
descubierto lo siguiente.:

- Los macréfagos pulmonares engloban a las células no capsuladas de C. neaformans.

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

- Los macrofagos alveolares engloban a C. neaformans, pero no lo matan,

- Los macrofagos alveolares no contienen mieloperoxidasa.

Estos decubrimientos nos llevan a dudar acerca de la efectividad de los macréfagos
alveolares como una primera barrera celular de defensa, es méis importante una
segunda barrera que dispone de ellos por la via capa mucociliar en el tracto
respiratorio, o un secuestro en el pulmén asi se induce a un estado de extasis. Si lo
ultimo es verdad es posible que las células de C. neoformans puedan recidir en estas
lesiones de la pared por periddos prolongados. Se infiere que C. neoformans puede
encontrarse en estado latente en muchos individuos sanos aparentemente. Mas
adelante, durante una fluctuacion inmunolégica, éstas células pueden convertirse en un

estado activo, su multiplicacion y diseminacion eventualmente resultan en un estado de
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enfermedad (7). C. meoformans prolifera rapidamente sino existe una adecuada

defensa celular, en especial células mc 1 (linfocitos, histiocitos, etc.); si el

proceso infeccioso no se detiene, los microorganismos se diseminan ficilmente por via

linfitica y hematdgena con gran predileccion hacia el Sistema Nervioso Central (SNC),

en donde el liquido cefalorraquideo es ademas defici en un factor fungicida
denominado factor anticritococdcico, y sin embargo existe la presencia de substancias
que estimulan el crecimiento como la asparagina y creatinina. La entrada de la
levadura 8 SNC es via transporte activo, realizado por "bombas® protéicas en la

celular, atr do asi la barrera hematoencefilica. En SNC las lesiones se

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

“)-

3

Al menos dos i p ser prop para explicar la inhibicion de la

fagocitosis por el polisacérido criptocococico:

1.- El material capsular puede, por su propia presencia fisica alrededor de la levadura,
prevenir una interaccion efectiva entre Crypfococcus y la célula fagocitica, o bien el
material capsular puede agotar componentes séricos necesarios para la fagocitosis.

2.- El polisacérido criptococécico ha demostrado inactivar a la properdina, y consume
los ultimos componentes del complemento, cuando se encuentra dicho polisacarido en

altas concentraciones (13).

Otros i igadores diaron la fagocitosis de Cryp cultivados a pH bajo
para eliminar la formacion de cépsula. Encontraron que el polisacarido criptococécico
no inhibe la fagocitosis de las células con poca cépsula . Los autores sugieren que las
células con poca céipsula son més susceptibles al ataque, o bien, el tratamiento usado

altera los receptores responsables de la union del polisacarido antifagocitico (4).



i

1.4 Diagndéstico:
Pars establecer ¢! diagnostico de ésta micusis primero se lleva acabo un examen
microscopico directo; no se debe fijar por calor las célular de C. neoformans ya que se

colapsany ap tefidas eméti por lo cual son irreconosibles, se prefiere el

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

diferenciarla (30).

Staib en 1962, observé que de las especies del género Crypfococcus sdlo C.

neoformans es capaz de asimilar purinacreatina y d ré que do ésta levad

'

se siembra en medio de semilla Niger (Gui;

) genera pig; café-
marron, debido a que transforma el acido cafeinico que contiene la semilla en un
compuesto polimérico de estructura quimica similar a la melanina, adquiriendo la
colonia un color café. Para llevar acabo el aislamiento del hongo el material biologico
se siembra por dilucién en el medio selectivo de Niger, incubdndose 48 horas a 37 C.
Al desarrollarse las colonias se observan convexas, lisas, de bordes regulares de color
café obscuro, con apariencia vidriosa y himedas debido a la gran cantidad de material

capsular presente (28), (32).

Existen métodos para la diferenciacion de las variedades de C. neaformans, en base a

diferencias bioquimi i entre ellas.

1) El primer medio utilizado fué el CDB que contenia 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 la acumulacidn de Amonio (26).

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

Ciclot ida y asimilacion de Glicina como unica fuente de Carbono, éste medio

contenfa Ciclohexamida-Glicina-Rojo de Fenol como indicador de pH. R
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Kwon-Chung, Polachek y Benrnet implementaron otro medio, esta vez conteniendo L-
Canavanina-Glicina-Azul de Bromotimo! (medio CGB). Se han elaborado medios
restrictivos y especificos que permiten el aislamiento primario de C. neaformans de
ambientes ampliamente contaminados tales como suelo, aire, nido de aves, los cuales
pueden ser utilizados en el laboratorio para el aistamiento primario a partir de
muestras clinicas no estériles, tal es el caso del medio de Nig?r (26).

3) Otro método utilizado para la identificacion de variedades de Cryp eselde

Inhibicién de la ureasa por EDTA, en el cual C. neoformans var. gattii 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 1a habilidad que tiene C. neoformans var.
gattii de utilizar a D-Prolina como dnica fuente de nitrogeno (15).

Para completar la identificacion en el laboratorio de C. negformans se deben realizar

las pruebas de asimilacion de nitratos y aziicares, fermentacion de azicares, asi como

lai idad del mi i ara producir micelio
p

B

5) Con el fin de reconocer plenamente la patogenicidad de C. neaformans se puede
llevar acabo 1a prueba de patogenicidad en raton, debido a que es la unica especie del

género patdgena para los animales y ¢l hombre. Esta prueba se ha usado para el

1 KH

el

diagnéstico y iste en i de la centrifugacion de liquido
cefalorraquideo (LCR) a ratones por via intracerebral, pero se ha visto que en
ocasiones el numero de células viables en las muestras no produce tan répidamente una
enfermedad progresiva en ratén 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 diagnéstico. Se sabe que el
ratén blanco sucumbe a la inoculacion intravenosa de C. neoformans en un tiempo

aproximado de 2 semanas. Siguiendo el método de inoculacion descrito anteriormente,

se pueden encontrar lesiones tanto en bazo, higado, pulmones y cerebro (28).
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FIGURA 3. CRIPTOCOCOSIS EN HUMANOS.
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"2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GENERALES,

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.
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2.1 OBJETIVOS GENERALES:

1.- Desarrollar un proceso tecnoldgico sencillo y de bajo costo para la obtencién del

polisacérido capsular de Crypt negformans, ¢l cual permitirh conocer si
isten 0 no dioft en la composicion molecular del polisaciriodo entre los
serotipos Cy D.

2.- Analizar mediante el método de rayos X la estructura del polisacarido capsular de
C’

v neoformans serotipos Cy D.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1.- Identificacion de las variedades de Cryp neoformans’ media 1¢v:._»_lvos’ o

siguientes métodos: Canavanina-Glicina-Azul de bromotiﬁ\ol'(CGA) e inhibi_g:idn' de l;i-"

ureasa por EDTA.

2.- Desarrollo en el medio de GIutamina-Glicina-Asparag?ﬁé (GG

crecimiento de la cipsula.
3 - Estandarizacion del método de precipitacién de la céi)}sulrz_:,_ o el

4.- Estandarizacion del método de rayos X,
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3 JUSTIFICACION = .
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Es importante conocer la estructura del polisacérido capsular de cada serotipo, ya que
nos permitars establecer diferencias importantes, las cuales ayudarin a diseffar

metodologias especificas y sensibles para la identificacion de cada uno de ellos.

Lo anterior permitird conocer en un futuro cuales son los serotipos de C. neoformans

£ IR

que enlaRep



4 MATERIAL Y METODOS.

 4.1 CEPAS.

4.2 MEDIO DE SDA-CLORANFENICOL-GENTAMICINA.
4.3 TINCION CON TINTA CHINA.
4.4 MEDIO DE NIGER.

4.SMEDIO DE CANAVANINA-GLICINA-AZUL
BROMOTIMOL.

4.6 PRUEBA DE INHIBICION DE LA UREASA POR EDTA.

19
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PRUEBAS DE IDENTIFICACION PARA iOS SEROTIPOSCYD
DE C. neoformans.

Cepas de C. neaformans serotipos Cy D

U
Sembrar en medio de SDA-Cloranfenicol-Gentamicina y en medio de Niger

U

Prueba de tincién negativa (Tinta china)
U

Crecimiento en medio de Canavanina-Glicina-Azul de bromotimol
Y
Prueba de inhibicién de la ureasa por EDTA
U
Cinética de crecimiento
4
Crecimiento de la cApsula

4

Obtencibn del polisacirido capsular
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PRUEBAS DE IDENTIFICACION PARA C neoformans vav. gatfi y var.

neoformans.

4.1 Cepas:
Se utilizaron cepas de C. neoformans var. gatti y var. neoformans donadas por el
laboratorio de Micologia Médica de la Coordinacion de Posgrado de la Facuitad de

Estudios Superiores Cuautitlan, UNAM.

A partir de las células crecidas en el medio de SDA-Cloranfenicol-Gentamicina, se
realiz6 el aislamiento de la levadura en medio de Niger; posteriormente se identificaron
las variedades gattii y neoformans de Cryptococcus con pruebas de tincién con tinta
china, inhibicién de la ureasa por EDTA, crecimiento en el medio de Canavanina-

Glicina-Azul de Bromotimol.

4.2 Medio de SDA-Cloranfenicol-Gentamicina.

Preparacion del medio:

Agar SDA 65 gr.
Cloranfenicol 250 mg.
Gentamicina (40mg / ml) 0.65 ml.
Agua destilada 1000 ml.

Se mezclan todos los ingredientes excepto la gentamicina en 100 ml. de agua, se

hierve el agua r y se adici los ingredientes r llevando a hervor para

diosolver completamente, se esteriliza en autoclave a 121 C por 10 min.
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Se vacia a cajas de Petri estériles y dejar 24 hrs. a 37 C para prueba de esterilidad.

Interpretacitn:

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

4.3 Tinci6n con tinta china,

E! examen microscopico directo se debe realizar sin fijar la muestra con calor, ya que

1, d 1

a S€

q

la

psa y se tifie erro Se recc ¢l uso de tinta china color

azul para una mejor apreciacion de la capsula.

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

china color azul, con una asa bacteriologica previamente esterilizada a fuego directo,
se toma una pequefia muestra de la colonia aisléda que se desea observar;
inmediatamente después se coloca un cubreobjetos sobre la muestra y se observa al
microscopio. Inicialmente se enfoca con el objetivo de 10X y para una mejor

apreciacion se utiliza el objetivo de 40X

Interpretacion:

Al microscopio, las células de C. neoformans se observan de forma esférica y con

1

cipsula slrededor, alg p pt B ion, o bien estar en forma

agrupada; se revela la pl ia de la capsula, por un halo refring

1

4.4 Medio de Niger.

Fund! to: E! crecimi diferencial de Cryptcoccus neoformans en el medio de

Niger s ha usado como una prueba para su identificacién, ya que es la Gnica levadura
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de su género capaz de asimilar la purina creatina que se encuentra en éstas semillas’. "~

(Niger), produciendo un pigmento de color café obscuro.

Preparaciéon del medio:

Semillas de Guizotia abyssinica (Niger) 50 gr.
Agar bacteriologico 15 gr.
Cloranfenicol 50 mg.
Agua destilada 1000 mL:

Se pulverizan las semillas de Niger en un mezclador eléctrico, posteriormente se-

ponen a hervir en bafio maria por 25 minutos en 100 ml, de agua. Se filtra'a la vezen. '’

gasa o papel, al filtrado se le adiciona 15 gr. de a'g‘a:ri' llevando a u

con agua destilada, se esteriliza con autoclave a-110

para adicionar el cloranfenicol, el cual debe de estar

absoluto. Se homogeniza y se sirve en cajas_de petri estériles,” dejando “solidificar 'y

sometiendose a prueba de esterilidad p%)r 24 .ho

Interpretacion:

El desarrollo de colonias convexas, lisas de bordes regulares de color café obséuro,

con apariencia vidriosa'y himedas debido a la gran cantidad de material capsular.

presente.

4.5 Medio de Canavanina-Glicina-Azul de Bromotimol (GGA).
Fundamento: Este medio cuenta con Glicina como Gnica fuente de Carbono y
Nitrogeno y un analogo de la Arginina, la Canavanina como un inhibidor selectivo, Se

adiciona azul de bromotimol al medio como indicador de pH,

n’volum n:(‘ie:!‘lt,‘; v‘ o
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Este medio permite la diferenciacion de las vasiedades neoformans y gattii, ya que las

cepas que corresponden a Ia var. gattii no son inhibidas por la C. ina a diferencia
de las cepas de la var. negformans que si lo son.

Preparacion del medio:

Solucién A (Glicina y L-Canavanina)

Glicina 10gr.

Fosfato 4cido de potasio » 1gr.

Sulfato de magnesio : : 1 gr -

Solucién vitaminada ‘ 1 ﬁélu.

Sulfato de L-Canavanina >30 mg.

Agua destilada 106 ml,

Solucién de vitaminas: Esta solucion puede ser reemplazada por 1 mg. de Tiamina-

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

Solucién B (Solucion del indicador): Solucién acuosa de azul de bromotimol (0.4%
peso-volimen): ‘

Azul de bromotimol sadico 04 gr.

Agua destilada 100 ml.

Para 1 It. de medio:
Agua destilada o 880 mi, .
Solucién B L 0ml

Agar bacteriologico : ool a0 'gr."



25

Se esteriliza en autoclave por 15 min. a 121 C. Cuando el agar se encuentra
aproximadamente a 50 C se agregan 100 ml de la solucién A y se mezclan, se sirven
asépticamente en cajas de Petri.

Interpretacién:

C. neoformans var. neqfor no p io en la coloracién del medio,

permaneciendo amarillo y no crece.
C. neoformans var. gattii presenta cambio en la coloracién del medio, de amarillo a

azul y crece.

4.5 PRUEBA DE INHIBICION DE LA UREASA POR EDTA.

Fund; Se lea para diferenciar variedades; la variedad garfii muestra

L

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

variedad neaformans, T dos negativos per iendo con una coloracién

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

4

éste tiempo la variedad neaformans vira el indicador do de ser un
» P

resultado negativo a positivo.

Preparacién de la prueba :

Urea 4.0 gr.
Extracto de levadura 0.02 gr.

Rojo de fenol 2.0 mg.
Fosfato 4cido de potasio : >'0.573_ g
Fosfato 4cido de sodio 7 0285 gr -

Agua destilada 1000 ml,
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Se disolvieson los ingredientes anteriores en los 100 ml. de agua destilada,
estesilizando por filtracion 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.

Preparacién de los medios:

YEPG:

Extracto de levadura 3.0gr.

Peptona 5.0 gr
Glucosa ; 5.6 gr. .-
Agar bacteriolégico lﬁ._() gr o
Agua destilada 10000m.
YEPG-EDTA: e
Extracto de levadura 3.0 i
Peptona 50 i
Glucosa . : SOgr
EDTA ' "o'ibvs-{gr‘/iz‘.‘»
Agar bacterioldgico Ogr

Agua destilada S ‘ . 10000 ml : i

Suspender en 2 ml. de solucién saliha:ﬁsiqlégicﬁ 0.9% ‘células de Cryptococcus

neoformans var. neoformans y var. gati ajustando a la concentracién de! estandar de
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Mac Farland No. 2.

Agregar en un tubo 1 ml. del medio y adicionar 1 ml. de la suspension anterior,
colocar los tubos en bafio maria a 37 C con agitacion (40 oscilaci por minuto).

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

o 00

introducirla al bafio, leer en el esp a una longitud de onda de 600 nm,

solo en el caso de que Ia reaccion sea dudosa.

Interpretacién: Esta se lee cada hora durante 4 horas. La interpretacion es la

siguiente:

El color rojo se idera una ion positiva.

(¥}

El color amarillo se una r

E! color naranja se considera una reaccién dudosa.

4.6 Cinética de crecimiento de C. neoformans.
El medio Glutamina-Glicina-Asparagina (GGA) se empleo para la realizacion de la

cinética de crecimiento, el cual se prepara de la siguiente manera:
MEDIO GLUTAMINA-GLICINA-ASPARAGINA (GGA).

Preparacién del medio:

Glutamina 1.0 gr.
Glicina 1.0 gr.
Asparagina 1.0 gr.

Sulfato de magnesio 0.2 gr.
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Cloruro de calcio 0.1gr.
Fosfato icido de sodio hidratado 1.0gr.
Sulfato ferroso 0.1 gr.
Glucosa 10.0 gr.
Tiamina 0.001 gr.
Penicilina 800.000 U.I.

Se disuelve en 100 m!. de agua destilada y se esteriliza por filtracién (poro de 0.22 p ).
Mezclando lo anterior con 900 ml. de una solucion conteniendo 6 gr. de Fosfato dcido
de potasio previamente esterilizado a 121 C por 15 min. en autoclave, dejando a

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

Metodologia de la cinética de crecimiento:

Se preparard en un matraz Erlenmeyer de 1 It. provisto de un sistema de fermentacion
conteniendo 500 ml. de medio GGA, el cual se dejo a prueba de esterilidad por 24 hys,
a 37 C.Posteriormente se le agrego al matraz células de C. neoformans suspendidas

en 5 ml. de S.S.F. (Solucion salina fisiologica) aj do la ién con el d

Ly

de Mac Farland No. 10, tomando del mismo 1 ml. de muestra (bajo condiciones de
esterilidad) con el fin de medir Ia absorbancia inicial, incubando el matraz a 37 C con
agitacion y oxigenacion continua, midiendo cada hora la absorbancia, terminando

cuando estas per ieron  c es decir cuando alcanza la fase

estacionaria.Ver Figura 4,
Las lecturas de las absorbancias se realizéron en un Espectrofotémetro Beckman DU-

64, a una longitud de onda de 550 nm,

4.7 Crecimiento de la cipsula de C. neoformans serotipos C y D,

Para cultivar las dos variedades de C. neoformans se utilizd el medio Glutamina-
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Glicini-Aspmgim (GGA), el cual provee a C. negformans (ambas variedades) de un
mayor tamafio de chpsula. (9).
Se preparé inicial un preindculo en un Erlenmeyer de 1 1t. el cual fué

provisto de un sistema fermentador conteniendo 500 ml. del medio GGA, al cual se le
agreg6 penicilina de 800,000 U. para evitar posible contaminacién, se adiciont 5 mi.
de S.S.F. donde fueron suspendidas las células de C. negformans después de haber
desarrollado un crecimiento en tubo con medio de SDA-Cloranfenicol, dicha

suspensién se ajustd con ¢l estandar de Mac Farland No. 10, Se dejo el preinéculo

con i6 diante el uso de una bomba de aire durante 48

. . .
g y oxig continua

hrs. a 37 C. Posteriormente el preindculo se adiciond a un matraz erlenmeyer de 4 It.
provisto de un si fer dor similar al del preinéculo conteniendo 2,500 ml. del

medio GGA, el cual ba con las mi condici de agitacién y oxi o

-4 &'

que ¢l preinoculo. Después de 96 hrs. de crecimiento el cultivo se inactivé con

Formatdehido al 0.25% d 24 hrs. Ver Figura S,

Se removio la biomasa por medio de dos ciclos de centrifugacién, el primero a 7,000

1. a4 q de.
L4

r.p.m, durante 40 min. en donde se descarté el sobr

se resuspendio la pastilla con S.S.F. y se centrifugara nuevamente a 15000 r.p.m. por

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

4.8 Obtencion del polisacirido capsular.

El sobrenadante, que contenia el polisacarido, fué dializado durante 4 horas con agua
corriente y después 24 horas con agua destilada.

El sobrenadante dializado se colocé en un embudo de separacion de 500 ml, 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 tapon
hasta observar la aparicién de! precipitado, se dejo secar completamente en una caja de

Petri.
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Posteriormente se suspendio el polisacarido en un buffer salino de Glicina 0.1 My pH
de 7.4, para corroborar con el paquete de Cripto-Litex-Test (Wampole Labs.) ia
presencia del polisacérido capsular. Después de que se disolvié completamente el
polisacérido se coloco una gota de la suspension en una placa de vidrio y se agregd

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

de comparar la reaccion producida por el polisacérido y el ivo, se ocupd un

r

control positivo y un control negativo (ambos prep de la misma forma que el
polisacarido). Una vez obtenidas las preparaciones se observaron al microscopio con

¢l objetivo de 40 X para determinar la pr ia o ia de la aglutinacion segin

sea el caso.

4.9 Anilisis de rayos X del polisacarido capsular.

El analisis de la estructura de un solido suele llevarse acabo por pruebas como rayos X
y las espectroscopias (infrarroja, ultravioleta y fotoelectronica), permitiendo asi a las
técnicas de rayos X, detenminar parametros tan importantes como fa cristatinidad, el

estado de agregacion y el tamaiio de las particulas metalicas.

Se ha convenido en llamar rayos X a la radiacion electromagnética cuya longitud de
onda es mayor a 0.1 y menor a 1000 Amstrong (1 Amstrong = 10-8),

La técnica de difraccién de rayos X, puede aplicarse tanto al analisis cualitativo como
cuantitativo de la muestra. Los electrones de los atomos ordenados en los cristales,
desvian los rayos X originando protones de difraccién a partir de los cuales se calculan
los pardmetros deseados. Asi, Ia informacion proviene de la "masa” en su conjunto y
las determinaciones correspondientes son por lo tanto, valores promediados dentro de
ésta "masa” que constituye al sélido.

A través de ésta técnica es posible identificar los compuestos quimicos que constituyen
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Ia muestra, ademds de evaluar la porcién relativa de dichos p y estimar el
tamafio de sus cristales.
Metodologia de la prueba de rayos X:

Una vez obtenido el polisacarido se realizéron los analisis de rayos X en el Instituto
de Investigacion en Materiales de UN.AM. para conocer la estructura del
polisacarido capsular.

d (! .

Una pequefia cantidad de cada uno de los precipitados ¢ p

P

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

™

Aluminio; bajo las sigui condici de experimentacién en un Difractémetro

SIEMENS D5000:

Angulo 2 6 =3.000 a 60.000,

8 ; 0,020 o/seg, ss: Ancho de paso de luz.
tm: 0.6, tm: Tiempo de paso de luz.



FIGURA 4. CINETICA DE CRECIMIENTO DEL PREINOCULO.

0:00 hl’s. —_— 12-:00 h[s_ ey 24:00 I“’S, —f- 38:00 hl's.
Medio GGA Medio GGA Medio GGA Medio GGA

Medio GGA: Glutamina - Glicina - Asparagina.

Nota: Las lecturas de las absorbancius se realizaron cada hora.
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FIGURA 5. CRECIMIENTO DE LA CAPSULA DE C. neoformans var. neoformans SEROTIPO D.

Y
C.. neoformans var. gattii SEROTIPO C.
37C 3C
—_— —_—

Agitacion Agitacion

tontinua confinva
Preindulo Indculo  Inadtvar
48:00 hrs. 96:00 hrs. 24:00 brs.
Medio GGA Medio GGA Formaldehido 0.25%

Medio GGA : Glutamina - Glicina - Asparagina

€€



FIGURA 6. OBTENCION DEL POLISACARIDO.

s Sobrenadante

-
Obtencién de la biomasa Obtencién de la capsula
Centrifugar: Centrifugar:
7,000 r.p.m. 40 min. 11,500 r.p.m. 30 min.

Precipitacién del polisacérido
capsular



5 RESULTADOS

5.1 CINETICA DE CRECIMIENTO DE LA CAPSULA DE C.
neoformans.

5.2 CRECIMIENTO DE LA CAPSULA DE C. neoformans
SEROTIPOSC Y D.

5.3 OBTENCION DEL POLISACARIDO CAPSULAR DE C.
neoformans SEROTIPOS CY D.

5.4 ANALISIS DE RAYOS X DEL PLISACARIDO CAPSULAR DE
C. neoformans SEROTIPOS C Y D.
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8,1 Cinética de crecimiento de C. neaformans.

El cuadro y la grifica 1 muestran el comportamiento de C. necformans durante la

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

alcanza su fase estacionaria.

CUADRO 1. RESULTADOS DE LAS ABSORBANCIAS DE LA CINETICA DE
CRECIMIENTO DEL INOCULO DE C. neoformans.

TIEMPOS ABSORBANCIAS
8:00 0.44
9:00 0.46
10:00 047
11:00 048
12:00 0.50
13:00 0.51
14:00 058
15:00 ! 0.58
16:00 0.60
17:00 N 0.61
18:00 0.70
19:00 0.8
20:00 . 0.82
21:00 N 0.90
22:00 - 095
23:00 ! i} 1.00
24:00 v 1.13
25:00 S . 122
26:00 . = 130
27:00 Lo © - 138
28:00 i - - 172
29:00 R 1.96
30:00 o - 196
31:00 R 198
32:00 o 1.98
33:00 3 198
34:00 ) 2.00
35:00 200
36:00 2,00
37:00 s 200
38:00 i 200
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GRAFICA 1. CINETICA DE CRECIMIENTO DEL INOCULO
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5.2 Crecimiento de Ia cdpsula de C. neogformans serotipos C y D.

Al término de los seis dias que durd la incubacion (considerando preindculo e indculo)
se observd un crecimiento notable de la capsula, lo cual se confirmo al observar al
microscépio una preparacion con Tinta china, comparandola con otra a partir de

medio SDA-Cloramfenicol-Gentamicina.

5.3 Obtencién del polisacdrido capsular de C. neoformans serotipos
deCyD.

Se obtuvieron 0.71 gr. de precipitado de un volumen total de 130 ml, el cual se obtuvd
después de la centrifugacion, correspondiendo al serotipo D.

En el caso del serotipo C se obtuvieron 0.75 gr. de un volumen total de 130 ml, .
obtenido después de centrifugar. .
Al ser enfrentada 1a suspension del polisacirido contra el paquete de Crypio-Latex-

Test la pr ia de la aglutinacién observada fué comparada con la reaccion de! .

control positivo , dando resultados similares. Ver Figura 7.

5.4 Anilisis de rayos X del polisacirido capsular serotipos C y D.

Las Figuras 8y 9 muestran las intensidades relativas y angulos 2 0 de los perfiles de
difraccion por rayos X de los polisaciridos capsulares de C. negformans de los

serotip.os CyD. Ver Cuadro 2.
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CUADRO 2. RESULTADOS DE LAS DIFERENCIAS DE LOS
DIFRACTOGRAMAS DEL ANGULO 2 6 ASI COMO TAMBIEN DE LAS
INTENSIDADES DE LOS SEROTIPOS Cy D de C. neaformans.

INTENSIDADES ANGULO 260
(cps)

Serotipo C:10.96 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 Control Problema
positivo negativo

Problema: Polisacéarido capsular de C. neoformans var. neoformans serotipo D.
Polisacérido capsular de C. neoformans var. gattii serotipo C.

Control Positivo y Control négativo: Crypto-Latex-Test.



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

N 1
e

_ — L4 A
5 1a 15 " 28 ag ‘48 a5 S8 -

—» Intensidades (cps) y angulos 2 Theta que son diferentes con respecto al

serotipo C de C. neoformans var. gatti.
cps: Cuentas por segundo.

2



FIGURA 9. DIFRACTOGRAMA DE C. neoformans var. gattii SEROTIPO C.

—— |ntensidades (cps) y angulos 2 Theta que son diferentes con respecto
al serotipo D de C. neoformans var. neoformans.

~ps: Cuentas por segundo.

o



6 DISCUSION
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El método empleado por Chernisk, y col., 1982 emplea tres diélisis, se requiere
concentrar a presién reducida, el polisacirido se precipita con la adicion de etanol,
pero se requiere el uso de tres compuestos organicos para poder secar el polisacirido;

con todo esto fa melodblogla resulta mas complicada y tardada.

Si recurrimos a datos en cuanto a cantidad de polisacdrido obtenido, resulta que por
cada tres litros de dializado, Cherniak y col. 1982 obtienen 0.78 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 ¢! rendimiento
es similar al obtenido con la metodologia propuesta por Cherniak; sin embargo, la
propuesta en éste trabajo es més sencilla y rapida de realizar. El método actualmente

propuesto facilita el dejar de emplear 2 dialisis, concentrar a presion reducida y el

] 4,

de dos sol 3 is de ser més ripido debido a que éste proceso no toma

més de 36 horas,

El paquete diagndstico de Crypto-Litex-test, nos permiti6 confirmar. el

reconocimiento de éste antigeno por medio ‘de una’'reaccion inmunolégica,

confirméndose que el precipitado obtenid di6 una e

¢

reaccién de aglutinacién

equiparada al control positivo.

Referente al anilisis de rayos X se obse an dnfcrencxa.

e los dlfractogramas de:

cada serotipo, ya que los dngilos 3 e no son los mismos, pues mnentras en un seratipo

estan presentes, en el olro son ausentes o blen sus' m(ensndades son pequefias.
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Lo anterior indica que el polisacarido de cada serotipo, en éste caso C y D tiene una
composicion diferente, como se muestra claramente en el Cuadro 2 ya que el anélisis
cualitativo de rayos X nos indica que existen diferencias en el arreglo molecular en la

estructura del polisacérido capsular de C. neaformans.




7 CONCLUSIONES



L4

Podemos decir que el método de precipitacion con etanol absoluto y acetato de etilo,
resulta ser répido, eficiente y de ficil realizacion, por lo que puede recomendarse para

obtener el polisacarido capsular de C. neoformans.

Cabe sefialar que se diaron ambas variedades para determinar si entre ellas existian
diferencias importantes las cuales marcarén las diferencias entre los serotipos C y D,
razdn por la cual se realizd el anilisis de rayos X, no sin antes mencionar que es la
primera vez que se realiza éste anélisis en el polisacarido capsular de C. neaformans,
sefialando que sélo es un estudio preliminar, ya que la informacién que estos estudios

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

dios que ayuden a establ una diferenciacion mas detallada tanto en el aspecto
q p

cualitativo como cuantitativo; pués asi se conocerad ex la conformaci6

molecular que presentan los serotipos de las variedades de C. neoformans estudiados

en éste trabajo.
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