AVGIOAD RITIONAL LVIONDMY y jry o
[l = g

FALLA DE ORIGEN

o
a:'-j'r; .; N % S
i o,
- e ‘X,
J? ﬁ' , g "‘;i &

- UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

“Aislamiento de Cryptococcus spp de
Importancia médica asociados a
Eucalyptus spp sanos, en Ciudad
Universitaria, UNAM.”

T E S ! S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE: |
B I o L o G A

P R E 8 E N T A
EDITH SANCHEZ PAREDES

DIRECTORA DE TESIS:
M. en Med, Trop. LAURA ROCIO CASTARON OLIVARES .

FACULTAD DE CIENCIAS
SECCION ESCOLAR




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



VNIVER4ADAD NACIONAL
AVEN'MA DE
MrIxIco

MAT. MARGARITA ELVIRA CHAVEZ CANO
Jefa de la Division de Estudios Profesionales de la
Facultad de Ciencias

Presente '

Corunicamos a usted que hemos revisado el trabajo de Tesis:
" Aislamiento de Cryptococcus spp de importancia médica asociados a

Eucalyptus spp ‘sanos, en Ciudad Universitaria, UNAM".

realizado por $inchez Paredes Edith.
con numero de cuenta  9354972-7 , pasante de lacarrerade Biologia
Dicho trabajo cuenta con nugstro voto aprobatorio.

Atentamente
A o 2 i — ;
P R iy é’e&&iwaw-&/

Director de Tesis M. en Med, Trop. Laura Rocio Castafidon Olivares.

Propietario -
'Propietario Biol. Elva Bazan Mora.”/ !W

.-l.
, Propietario Biél. Rosario Vizquez Bravo. \_,/{

«” Suplente M. en C. Efrain Tovar Sinchez. ,Z’
. 7 N
¢ Suplente M. en C. Rebeca Martinez Flores. %‘/M 7’2:70-.&: t—;g
FACULTAD 0"' "’J'INCIAS

]‘ \]

R . & o |1 . ._'T
Bt /0 forn e Jr«

Conscjo Departamental de  Bio¥

Dra. Edna Maria Suiarez Diaz N

D"‘PAQT \’\H N
DE RINLOGIA



A mis padres por todo su
apoyo, amor y comprension y
por ensefarme a valorar todo

lo que me ha dado la vida.

A la memoria de un gran

hombre que me brindé todo su
cariiio, que siempre confi6 y
creydo en mi, a mi abuelito

Guillermo Sanchez Valerio +.



Estos agradecimientos son para todas aguellas personas e instituciones que directa e indirectamente, hicieron

posible la realizacién de esta tesis.

Mi mas profundo agradecimiento a mi directora de tesis M. en Med. Trop. Laura Rocio Castaion Olivares, por
confiar en mi la realizacion de ésta investigacion, Gracias por su apoyo, dedicacidn y conocimientos que fueron

ia base para la realizacién de este trabajo.

Quiero dar mi mas sincero agradecimiento a mi maestro Dr. Rubén Lopez Martinez, por brindarme su amistad y
confianza. Gracias por cada una de sus enseflanzas y por sembrar en mi, el amor y admiracion hacia un mundo

fantastico, el de........ los hongos.

Este trabajo fue financiado por el apoyo al proyecto DGAPA-PAPIIT-UNAM IN-215897 a cargo del Dr. Rubén
Lopez Martinez y de la M. en Med. Trop. Laura Roclo Castafidn Olivares.

Gracias a DGAPA-UNAM por su apoyo al otorgarme una beca durante 1a realizacién de este trabajo.

Agradezco al Laboratorio de Micologia Médica y al Departamento de Microbiologia y Parasitologia de la 7
Facultad de Medicina UNAM, por darme su apoyo, brindandome asilo durante |a realizaqién de esta tesis.

Gracias a la Dra. Francisca Herndndez Hernandez y a la Dra. Patricia Manzano Gayosso, por el interés y
comentarios a mi trabajo que sin duda ayudaron a enriquecerlo y por brindarme todas las facilidades para
- realizarlo; asi como 2 la Pas.QFB. Erika Cérdova Martinez por su amistad, apoyo y consejos.

A la Biol. Elva Bazan Mora, gracias por ser mi guia y la voz de mi conciencia en el mundo de los hongos. Le
agradezco sinceramente la amistad que me ha brindado, ademas de ia incalculable ayuda en la elaboracién de
esta tesis, asi como sus excelentes comentarios y sugerencias para que este trabajo fuera mucho mejor,

ademas de agradecerle profundamente su participacion como parte del jurade.

Gracias a la Bitl. Rosaric Véazquez Bravo y a la M. en C. Rebeca Martinez Flores por acepiar ser parte del

jurado, por sus comentarios y correcciones a este trabajo que sin duda lo enriquecieron.

Mi mas grande agradecimiento y carifio al M. en C. Efrain Tovar Sanchez, por brindarme su enorme ternura y
apoyo en todo momento y sobre todo por ser mi gran amigo. Ademas por sus aportaciones a este trabajo y por
su participacion en ¢l jurado. '

Agradezco al Laboratorio de Micologia del Hospital de Especialidades de! Centro Médico Nacional 'Sigio XXl en -
particular al Dr. Luis Javier Méndez Tovar, por su interés en esta lesis y al Sr. Alfredo Carmona Castafion por su
valiosa ayuda en la identificacion de las cepas de Cryptococcus. N



Quiero agradecer muy especiaimente al M. en C. Rafael Romero, por su disposicién para ayudarme siempre
que lo necesité, por compartir conmigo sus conocimientos y por su interés en este trabajo. Gracias sobre todo
por brindarme su valiosisima amistad y por sus muy amables comentarios que siempre me levantaron el animoe.

AGRADECIMIENTOS PERSONALES

| Muchas gracias a mi papa! por todo su amor y apoyo que han hecho posible que cada dia me supere mas

y por hacer de mi una mujer de bien.

Para una extraordinaria mujer, mi mas profunda admiracién y agradecimiento, por su amistad, apoyo, su
inmenso amor, por estar conmigo siempre, por ser la estrella que guia mis pasos...... j Gracias, Mama ! Te

quiero.

“Quiero agradecer y dedicar este trabajo a mi hermano Memo, por demostrarme y ensefiarme que con trabajo,

dedicacion y constancia se pueden alcanzar todos los suefios.

Le dedico este trabajo y le agradezco a una persona muy especial para mf, ya que me ha brindado su inmenso
carifio, paciencia y comprension, ademas de ayudarme en la elaboracion de este manuscrito. Por estar conmigo
en los buenos y malos momentos, j gracias Rodolfo, te quiero mucho |

Gorgojito: gracias por tu incondicional amor, paciencia y por alegrar cada unc de los dias de mi vida.

A la Disenadora Verdnica Gonzélez, a la Lic. en Admén. Aida Hemandez, a Rita, Lucy, Adiiana y Maribel por
estar conmigo en todo momento apoyandome y dandome todo su carifio. Gracias amigas.

Gracias por su gran apoyo, amistad y carifio a mis amigos Biblogos: Esmeralda Morgan, Monica Ramirez,
Claudia Labias, Judith Jiménez, Belinda Victoria, Isabel Balanzario, Patricia Lopez, Beatriz Romero, Gaston
Dehesa, Jests Solano, Xavier Valencia, Rigo, Juan Carlos Martinez, Daniel Degollado, Carlos Chagoya vy
Guillermo Téllez. -



iNDICE

AGRADECIMIENTOS
|. INTRODUCCION A
1.1. Género Cryptococcus (Resefia Hi'stérica)
1.2. Géneros Filobasidiella y Filobasidium (Fase Teleomorfica)
1.3. Descripcion del Género Cryptococcus (Fase Anamorfica)
1.4. Caracteristicas Fisiolégicas y Bioquimicas
il. ANTECEDENTES
2.1. Ecologia
2.2. Criptococosis
.2.3. Epidemiologia
lil. ESTABLECIMIENTO DE HABITAT
IV. GENERO Eucalyptus
V. CIUDAD UNIVERSITARIA, UNAM,
VI PLANTEAMIENTO DE PROBLEMA
VIl. OBJETIVO |
7.1. General
- 7.2. Particulares
Vill. METODOLOGIA
8.1, Toma de muestras
8.2. Procesamiento de las muestras
8.3. Aislamiento de las muestras
8.3.1. Morfologia macroscopica.
8.3.2. Morfologia microscépica.
84, Purificacion
8.5. identificacion
8.6. Pruebas bioquimicas y fisiologicas
8.6.1. Produccion de seudomicelio
8.6.2. Tubo germinal



8.6.3. Agar-chocolate
8.6.4. Sensibilidad a la cicloheximida
8.6.5. Crecimiento a 372 C
8.6.6. Zimograma o prueba de fermentacion
8.6.7. Pigmentacién en agar extracto dé malta (AEM)
8.6.8. Hidrolisis de urea )
8.6.9. Prueba de asimilacion de fuentes de carbono
“» Método Vitek
% Método de Wickerham
8.7. Produccion de polisacaridos extracelulares
8.7.1. Degradacion de gelatina
IX. RESULTADOCS '
X. DISCUSION
Xi. CONCLUSIONES
XIl. LITERATURA CITADA
XIll. ANEXOS



. INTRODUCCION

Los hongos constituyen un grupo de organismos polimorfos y variables en cuanto a sus
requerimientos fisiolégicos y bioguimicos. Existen hongos unicelulares, como las levaduras y
pluriceiulares constituidos por hifas que son estructuras flexuosas, cilindricas con crecimiento apicaf,
generaimente muy ramificadas que se entrelazan y anastomosan para formar el micelio. La célula
tingica desempefia las funciones de respiracion, nutricion y reproduccion asexual y/o sexuat 56. 103,
Geograficamente se encuentran ampliamente distribuidos, en climas tropicales hasta desérticos, a
diferentes latitudes y altitudes. Son capaces de desarrollarse bajo condiciones minimas de nutricion,
pH extremo y crecer como saprobios, simbiontes® y parasitos %, o ,
Estructuras vegetales como, madera -con oquedades naturales o lesiones provocadas por diversos
factores-, hofas, flores (incluyendo el polen y néctar) y frutas, han sido consideradas como el habitat
ideal de las levaduras, debido a su contenido de carbohidratos y humedad principalmente. Por Io
anterior, se piensa que las levaduras pueden ser distribuidas entre diferentes plantas durante Ia
pblinizacién y posiblemente participan en la maduracion y senescencia del fruto 16.91.

La mayoria de los hongos de importancia médica para el hombre, son saprobios de plantas, aire y
suelo. Por lo que, los micologos han tenido interés en buscar los reservorios naturales de esos
hongos como Aspergillus spp, Absidia Spp ¥ Rhizopus spp, que han sido comdnmente aislados del
ambiente!.

Las enfermedades que pueden ocasionar los hongos a los humanos y otros animales, son conocidas
como micosis y son provocadas por especies de micromicetos cuya habilidad de causar dafio parece
ser un fendémeno circunstancial, ya que si [as defensas del huésped no son adecuadas para contra-
atacar al microorganismo, lo cual es raro, la infeccion se establece y progresa 190,

De acuerdo al grado de profundidad anatémica de las micosis, éstas se clasifican en superficiales,
subcutaneas, sistémicas y oportunistas .

La micosis subcutanea de mayor importancia en nuestro pais es la esporotricosis, cuyo agente
causal es Sporothrix schenckii, el cual ha sido aislado principalmente a partir de material vegetal
como paja, zacate, madera, hojas, ramas, espinas, detritus y también del suelo™40. Siguiendo con las
micosis subcutaneas, el hongo Fonsecaea pedrosoi principal agente etilogico de la

cromoblastomicosis vive naturaimente, en suelo, vegetales y sobre todo se ha aislado de la madera,



Dentro de los hongos causantes de micosis profundas, se encuentra Coccidioides immitis, causante
de la coccidiodomicosis y asociado con Larrea-tridentata, arbusto conocido como |a “gobernadora” y
propuesto como un reservorio indirecto del agente causal. En el caso de Histoplasma capsulatum
causante de la histoplasmosis, se ha establecido que las heces de quirbpteros y de aves tanto
domeésticas como migratorias, son su habitat principal aunque también se ha recuperado de suelo y
detritus vegetalest4. 100, _

En cuanto a las micosis opbrtunistas, para adquirirlas, el huésped generalmente debe cursar con un
problema de inmunocompromiso, que facilite la entrada y establecimiento del microorganismo, por 1o
que, la mayoria de los agehtes causales no se consideran patégenos primarios, aunque en este lipo
de individuos su comportamiento llega a ser bastante agresivc’J.'iEntre los factores predisponentes,
~ asociados a la adquisicién de una micosis oportunista, podemos citar la diabetes mellitus, sobre todo
en estadios no controlados o cetoacidéticos, enfermedades hematolégicas, neoplasias y SIDA 72,100,
La mayoria de los micromicetos causantes de micosis oportunistas son ubicuos y se aislan con
frecuencia de suelo, materia orgénicé en descomposicin, aire, plantas y son considerados como
hongos contaminantes, tal es el caso del género Aspergillus spp causante de la aspefgilosis. de
Mucor spp y Rhizopus spp que provocan la mucormicosis 8. ‘ '
Dentro de este grupo de mizosis se encuentra también la criptococosis cuyo principal agente causal
es Cryptococcus neoformans y en mucho menor frecuencia C, afbidus y C. laurentii. Las especies
pertenecientes al género Cryptococcus presentan una virulencia inherente muy baja y la gravedad de
la enfermedad es invérsamente proporcional a la disminucién de la inmunidad del huésped'®. La
criptococosis es la cuarta enfermedad mas frecuentemente observada en pacientes con SIDA™. 61,
sin embargo, atin cuando en diversos trabajos se muestran resultados con relacién a la clinica, pocos
son los estudios enfocados a la epidemiologia y por lo tanto a la ecologia. Dentro de este ltimo
rubro, se ha postulado a una angiosperma como posible nicho ecoldgico de C. neoformans var. gattii,
aunque por ofro lado, no se ha establecido de manera concreta, el habitat natural y la fuente de

contagio del resto de las especies potencialmente patogenas pertenecientes al género Cryptococcus.
1.1. Género Crypfococcus (Reseiia Historica)

El estado anamérfico del género Cryptococcus es unicelular, su reproduccion asexual se caracteriza

por la producpién de blastoconidios simpodiales®. 5¢. En 1833 fue caracterizado el género



Cryptococcus por Kitzing®, En 1894 Sanfelice, aislo una levadura encapsulada de jugo de durazno,
la cual inoculd experimentalmente en cobayos y provocandoles lesiones, &1 nombro a esta levadura
Saccharomyces neoformans. Al mismo tiempo en Alemania, Busse y Buschke, aislaron al mismo
hongo de una lesion en a tibia de una mujer adulta y Yamaron al organlsmo Saccharomyces y por o
tanto a la enfermedad Sacharomicosis hominis®!.

En 1895, Curtis aislé una levadura encapsulada, de lesiones lumbares e inguinocrurales en un joven
nombrandola Megalococcus myxoides. En 1901 Vullemin, estudié la morfologia y caracteristicas de
las cepas de Curtis, Busse-Buschke y Sanfelice y comprobd que' no tenfan la capacidad de formar
ascosporaé. caracteristica intrinseca del género Saccharomyces, por 1o cjue las transfirid al género
Cryptococcus, dando el nombre de C. hominis al aislamiento de Busse-Buschke y Curtis y C.
neoformans al aislamiento de Sanfelice. Von Hansemann en 1905, fue aparentemente el primero en
observar a C. neoformans en un caso de meningitis 3. ,

Ascher (1945), Mager y Ascher (1947} estudiaron la produccit')n de compuestos amiloides
extracelulares o almidon por levaduras capsuladas entre ellas las del genero Cryptococcus y.
encontraron que varias cepas de este genero elaboran polisacaridos extraceiulares®. |
Skinner en 1950 propuso que la habilidad de fermentacion era un’criterio taxonémico, en el que las
especies fermentativas serian acomodadas en Torulopsis y las no-fermentativas en Cryptococcus®.
Lodder y Kreger-Van Rij (1952) proponen la combinacion de la no-fermentacién con la habilidad de
formar capsulas y compuestos é!midonados para ias especies de Cryptococcus ademas elios
aseveran en su diagnosis de este género, que el seudomicelio estd ausente 0 es rudimentario, la
reproduccion es por gemacion multipolar, el crecimiento en medio sélido tiene una apariencia viscosa
y no existe presencia de pigmentos rojos o amarillos®, '

Cryptococcus y Rhodotorula son muy similares en morfologia y fisiologia, poseen capsulas y pueden
producir pigmento amarillo, rojo o ser hialinas én primoaislamientos de fuentes naturales, tienen forma
globosa u ovoide y son afermentativas, por lo que Phaff y Spencer (1969) propusieron incluir en el
genero Cryptococcus, las especies que ‘pueden asimilar inositol como tnica fuente de carbono y en
Rhodotorufa las que no tienen ésta habilidadé! 0. ‘
Otra levadura que podria confundirse con Cryptococcus es Lipomyces, porque presenta capsuta
polisacarida , crece a 37°C, pero su caracter distintivo es, que desarrolla ascas’.81, (Cuadro 1).

El género Cryptococcus junto con los géneros Candida, Malassezia, Rhodoforula y Trichosporon, )
constituyen la familia Cryptococaceae, del orden Cryptococales, clase Blastomycetes®. El género
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Cryptococcus incluye 17 especies en 6 variedades.‘ Rodriguez de Miranda (1984) acepta 19 especies,
con respedto a la asimilacién de inositol como una caracteristica estricta del género'0', Actualmente _
alrededor de 28 especies estan incluidas en el género Crypfococcus*s-52. | as especies mas comunes
son: C. neoformans (la especie mas importante clinicamente), C. albidus, C. laurentii, C. terreus y C.
unigquitulatus52.72.90.100, '

Cryptococcus neoformans se ha dividido en dos variedades y cinco serotipos con base a reacciones
de agiutinacion y precipitacion: C. neoformans var. neoformans (serotipos A, Dy AD) y C. neoformans
var. gattii (serotipos B y C) 3.41.66.67, Debido a la importancia epidemiolégica de C. neoformans, Fell
(1989) propuso a la cepa de Sanfelice como neotipo del género y especie de esta levadura, que se
encuentra depositada en el Centraalbureau voor Schimmelcultures, Baarn, con él nimero CBS 13252,

1.2. Géneros Filobasidiella y Filobasidium (Fase Teleomorfica)

El estado sexual del hongo, llamado teleomorfico estd caracterizado por la produccion de,
basidiosporas (propagulos sexuales)59.65.68,

Algunas especies del género Cryptococcus tienen la habilidad de reproducirse sexualmente. En estos
se incluyen C. neoformans (Filobasidielia neoformans); C. albidus (Filobasidium ﬂoriforme)', C.
uniguttulatus (Filobasidium uniguttulatum) y C. infirmo-miniatus {Rhodosporidr’uni infirmo-miniatum)
entre otros45.52. 86, -

La familia Filobasidiaceae, fue ariginalmente clasificada en el orden de los Ustilaginalesﬁﬁ-n-ﬂ?: pero el
tipo de esporulac'ién y la morfologfa del basidio difieren de los miembros incluidos en este orden, por
lo que algunos taxénomos han clasificado a Filobasidaceae en el orden Aphyllophorales, clase
Holobasidiomycetes por su basidio no-septado, pero segin Kwon-Chung' (1992), la familia
Filobasidiaceae no puede pertenecer a los Aphyllophorales borque carece de un basidio bien
desarrollado y de parentosoma alrededor del septo doliporo, ademas de que su fase haploide es
levaduriforme por lo que se sigue considerando dentro del orden Ustilaginalesss.’2,

El género Filobasidiella, tiene una sola esbecie con dos variedades: var. neoformans y var.
bacillispora®®. F. neoformans var, neoformans presenta micelic hialino que - consiste en hifas
dicarioticas con conexiones en “grapa” y un basidio unicelular alargado que origina basidiosporas en
cadena de 4 puntos del basidio (gemacion basipeta), son ligeramente rugosas, de 1.8 a 2.5 um de
diametro; son uninucieadas, de formas ovales, elipticas, cilindricas o globosas®. Las basidiosporas



son secas y no-capsuladas pero en medios de cultivo adecuados ellas pueden convertirse en-
levaduras con cépsulas en pocas horas''®, mientras que F. neoformans var. bacillispora produce
basidiosporas lisas, angostas, de 1 a 1.5 x 3 a 8 um en forma de bastén o sin curvatura 598657,

Para el apareamiento de aislamientos haploides existen dos tipos de compatibitidad de cepas, a y a,
cuando los dos tipos compatibles se siembran en agar-jugo V8 o en agar-infusién de heno y se
incuban entre 25 y 37°C ocurre la plasmogamia, se forman hifas dicariéticas que producen basidios
terminales con forma subglobosa'®®. Estudios genéticos y citologicos indican que los cuatro nucleos
de la primera divisidn meiotica permanecen en el basidio y cada nicleo se divide mit()ticaménte; el
nlcleo hijo migra hacia el interior de fas basidiosporas mientras que el nicleo madre se divide
repetidamente durante la formacion basipeta y forma de 20 o mas basidiosporas uninucleadas por
cadena’?.

Los aislamientos clinicos y ambientales de Cryptococcus, han sido de la fase anamérfica (haploides y |
heterotalicas)7.20.2636.72 hasta el momento no se ha descrito apareamiento entre las levaduras en fas
heces de palomas (fuente natural de C. neoformans var. neoformans), con lo que se excluye la
formacion de basidiosporas'®. (Cuadro 2). .
Filobasidium es un género que se caracteriza por la formacion de escasos basidios unicelulares no-
septados, con basidiosporas terminales sésiles originadas directamente del epibasidio, en forma de
espiral petaloide, se pueden formar blastosporas en las hifas8,

Se han descrito apareamientos entre cepas de C. faurentii, las cuales después de la fusion producen

un micelio dicaridtico con conexiones en pinza y septos doliporos, pero sin esporas sexuales®.
1.3. Descripcion del género Cryptococcus (Fase Anamérfica)

El género Cryptococcus presenta células globosas, esféricas u ovoides ocasionalmente enlongadas,
ameboides o pleomorficas. Se reproducen por gemacion multipolar (blastoconidios multipolares y
simpodiales)39%, no producen ascosporas, teliosporés o balitosporas, tampoco producen micelio o
seudomicelio en los medios habituales de laboratorio®0.1%0, No obstante, algunas especies en medios
especiales y bajo ciertas condiciones son capaces de formar seudomicefio y en determinados casos
producir micelio para dar paso a la fase teleomorfica’'e. '

Todas las especies presentan capsula polisacarida que llega a medir de 15 a 20 um de diametro. La

encapsulacion varia con la cepa y dependiendo del medio que se utiliza, en algunas ocasiones es



mayor que la célulé y én algunos cultivos puede estar ausente®7490; [a capsula quimicamente esta
compuesta por a-glucoroxilomanana unida é manosa y con menos de 0.2% de proteina® 57,62,

En niedios solidos las colonias pueden preseﬁtar una apariencia lisa o rugosa, mucosa o compacta,
limitada o escurrente y brillante. Crecen en cultivos habituales como: agar dextrosa de Sabouraud
(ADS), agar infusién cerebro-corazon (ABHI) y égar extracto de malta (AEM) a temperatura de 25° a
39.8°CH". | h

El género Crypfococcus presenta sensibilidad a la cicloheximida, antibiotico que tiene un espectro de
accion limitado a un cierto nimero de hongos incldyendo la mayoria de los saprobios. C. neoformans
muere a una concentfacibn de 0.5 ug/ml de este antibiotico103.

La prueba de asimilacién de inositol es un criterio importante para caracterizar a Cryptococcus spp. ya
que todas |as especies asimilan esta fuente de carbono8!%, -

El nitrégeno o obtienen de peptonas, urea y algunas especies como C. albidus y C. terreus a partir de
nitratos®0.100, | . _

La sintesis de compuestos carotenoides es variable dependiendo de las especies y de las condiciones
de crecimiento®?. Algunas especies tienen la habilidad de hidrolizar proteinas como la gelatina'2,
(Cuadro 3).

1.4, Caracteristicas Fisiol6gicas y Bioquimicas

En medios de cultivo como el agar niger- que contiene compuestos bifenolados (acido cafemlco) C.
neoformans es capaz de degradar este substrato, produciendo un pigmento marrén que no se difunde
al medio, por lo que las colonias se tornan marrén de 2 a 5 dias7475.112,

C. neoformans var. neoformans crece a una temperatura méxima de 39.8°C: a 37°C se obtiene un
crecimiento abundante®. C. neoformans var. gattii iene un buen crecimiento a una temperétura de
32°C; sin embargo a 37°C los aislamientos crecen lentamentg?2 78,

Ambas variedades utilizan creatinina ‘clomo una fuente de nitrégeno3872, C. neoformans var. Qatﬁi la
utiliza de forma mas eficiente, ademas de que asimila glicina como Unica fuente de carbono y es
resistente a la canavanina, caracteristicas que se pueden poner de manifiesto inoculando la levadura
en el medio de agar -canavanina- glicina azul de bfornoti‘mol (CGB) 7. 68, Otra prueba utilizada para
diferenciar a las variedades es la asimitacion de D-prolina, por parte de C. neoformans var. gattii %3,



Cuadro 3. Clasificacion taxonémica de la
fase anamérfica del género
Cryptococcus

Cuadro 2. Clasificacién taxonoémica de |a fase
fase teleomorfica del género
Filobasidiella y Filobasidium.

FASE TELEOMORFICA {Fase sexual) FASE ANAMORFICA (Fase asexual)
Subdivision:  Basidiomycotina Superreino:  -Eucariota
Clase: Heterobasidiomycetes Reino: Fungi
Orden:: Ustilaginales Division: Eumycota
Familia: Filobasidiaceae Subdivision:  Deuteromycotina
Géneros: Filobasidiella Clase: Blastomycetes
Filobasidium Orden: Cryptococcales -
Especies de  Filobasidiella: Familia: Cryptococcaceae
neoformans Género: Cryptococcus
Variedades:  neoformans Especies:
bacillispora - neoformans
Especies de  Filobasidium: afbidus
floriforme faurentii
uniguttulatum unigutulatus
capsuligenum futeolus
Basaﬁo de Herrera y Ulloa factativorus
( 1"990)56 ferreus
hempflingii
curvatus
asgardensis
himalayensis
entre otras.

Basado de Herrera y Ulloa
{1990)% .
Giieho (1996) 2




los pacientes adquirieron la enfermedad en otro lugar o posiblemente pudiera existir otro hospedero
natural para C. neoformans var. gattii. Ademas los autores, observaron que C. neoformans var. gattii ha
sido recuperado principalmente de eucaliptos ubicados en zonas no perturbadas que de ért_JoIes que se
encuentran en zonés urbanas'0s, '

El hallazgo de la fuente natural de la var. gatfii, junto con el postulado propuesto por Ellis y Pfeiffer, tuvo
una gran importancia ecoldgica por lo que en diversos paises se tratd de aislar a la Ievaﬁura de su
supuesto hospedero especifico. Desafortunadamente los resultados de esos estudios no fueron los
esperados y actualmente la asociacion arbol-levadura es inciertal2.26. 32.113,

Los aislamientos de fuentes naturales de C. neoformans var. gattii han sido la mayoria del serotipo B, el
serotipo C se ha aislado Gnicamente de detrifus vegetales pertenecientes al arbol Terminalia catappa
en Cucuta, Colombiat6.17.94, _

Otras especies de Cryptococcus de importancia médica como C. faurentii y C. albidus, se han
recuperado a partir de materia fecal y de tracto digestivo de psitaciformes clinicamente sanosé. %,

En 1973, Staib et al., realizaron en Berlin un estudio para la busqueda de Cryptococcus spp en todas
las semillas de las plantas del Jardin Botanico y en 1975 ﬁluestrearon,panales de avispas, encontrando
que C. albidus y C. faurentii fueron recuperados de ambas fuentes naturales?'2, |

En 1997 en la ciudad de Alicante, Espafia, se muestearon eucaliptos identificados como E.
camaldulensis, y lograron aislar un total de 92 cepas pertenecientes al género Cryplococcus, de las
cuales 73 correspondieron a C. neoformans var. neoformans y 19 cepas a C. laurentii®.

Gallo (1989) en Turin, recuperd una gran cantidad de colonias de C. albidus y C. laurentii a partir de
materia fecal de palomas semidomesticadas®’.

Filobasidum floriforme uno de fos hongos mas cercanamente relacionado con Filobasidiella, ha sido
encontrado en flores marchitas del pasto plumoso Erianthus giganteus®s,

Buhagiar y Barnett (1971) realizaron un estudio en fresas sanas y encontraron cerca de 10° cellg
viables de C. albidus y C. laurentii. Los autores atribuyen la fuente de estas especies al suelo o a fas
flores de las fresas, en donde estas especies son comunes®'.

C. albidus, C. laurentii, ocasionalmente C. macerans y C. infirmu-miniatus se han recuperado de
diversas flores de Canada y en el estado de California, EUA™,

En otro estudio se aislaron levaduras del génerc  Sporobolomyces, Rhodotorula, Candida y
Cryptococcus de plantas utilizadas como pastura en Nueva Zelanda, encontrando que el nimero de
organismos en fa superficie de las hojas de pastos, se incrementé de aproximadamente 105 en invierno
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y primavera' temprana a 107 g en verano -por peso himedo de follaje, ademas observaron que. las
levaduras que viven en el suelo, sélo un 8% se encuentran en ias hnojas. por el.contrario las levaduras -
que habitan en las hojas como C. laurentii y Rhodotorufa spp no se encuentran en las capas superiores
del suelo, esto podria atribuirse al gran nimero de antibidticos producidos por las bacterias del suelo¥.

2.2. Criptococosis

La criptococosis es una micosis de curso subagudo o cronico, pulmonar, meningea o generalizada.'
Como ya ha sido mencionado, {a mayoria de los casos son provocados por Cryptococcus neoformans y
en algunas ocasiones se ha reportado que C. albiduss18382 y C. laurentii®’ también pueden causar la
enfermedad. En la mayoria de los casos la infeccion es pulmonar primaria, debido a Ia inhalacién de las
particulas infectantes (levaduras acapsuladas y/o basidiosporas) y se disemina por via hematégena
principalmente hacia el sistema nervioso ce'ntral (SNC). En pocos casos se describen infecciones
cutaneas primarias?o0,

Existen 2 tipos de enfermedad criptococosica. ‘_

1) En el caso del paciente aparentemente sano 0 inmunocompetente, |a infeccion que sigue a la
inhalacién del microorganismo se resuelve en forma rapida con sintomas minimos,

2) El segundo esta relacionada con factores de oportunismo tales como enfermedades cronicas
graves y tratamientos con corticosteroides a dosis supraﬁ-sic’nlogic‘as. En .estos casos la
enfermedad se extiende rapidamente y afecta a casi todos los drganos, en especial al SNC. Es
posible, que el microorganismo entre a través de a piel™8 o de la mucosa nasofaringea,
aunque es raro100.105, |

Entre 5 y 10% de todos los pacientes con SIDA desarrollan criptocbcosis, en ellos la meningoencefalitis
0 meningitis es la manifestacion mas frecuente8!, Este tipo de enfermedad es considerada como una
sefial importante de estados avanzados de infeccion por VIH, que ocurre cuando la concentracion de
linfocitos CD4 esta por debajo de 50/uL3. |

La criptococosis del SNC (meningitis criptococdsica) es la forma diagnosticada con mayor frecuencia,
se cree que Cryptococcus spp prefiere el SNC, debido a que en este sitio encuentra mencr respuesta
celular (fagocitica), hay baja concentracién de anticuerpos y ausencia de factores inhibidores y por otro
lado, las catecolaminas presentes en e! fluido espinal pueden participar como fuente de N2 sirviendo

como factores nutricionales para el hongo'e@,
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Por ultimo, la criptococosis diseminada se presenta en pacientes severamente inmunosuprimidos o en
estadios pre-mortem; C. neoformans puede invadir a todos los drganos de la economia, en especial a
corazdn, testiculos, prostatats, ojos, masculos®, rifidn397 e higado®, mientras que bazo y ganglios

linfaticos, en general estan exentos72.100,
2.3, Epidemiologia

El mayor nimero de casos de criptococosis son descritos en el sexo masculino en una relacién 2:1. En

cuanto a la edad se han presentado casos en recién nacidos asi como en ancianos'4.100,

No existe una relacion entre la incidencia de la criptococosis y la raza, ni predisposicion ocupacional.

La distfibucién geografica de la enfermedad causada por C. neoformans var. neoformans y C.

" neoformans var. gattii es de gran interés, especialmente debido a que diversos estudios muestran que .
probablemente la virulencia asociada a C. neoformans difiere entre sus dos variedades!0.25.69.71, _
La frecuéncia epidemioldgica de la criptococosis se incrementd en la década_ de los 80s con el
advenimiento del SIDA, a partir de entonces C. neoformans var. neoformans es la especie y variedad
que se ha aislado con mayor frecuencia de casos clinicos en todo el mundo!®®, el primer caso de

- criptococosis provocado por C. neoformans se remonta a 1894 cuando Busse y Buschke aislaron a la
tevadura a partir de [a tibia de una mu;er31 Con a epidemia de SIDA la var. neoformans es el pnnmpal
agente etioldgico de la criptococosis en este tipo de pacientes, debido a que las fuentes naturales de
esta variedad se encuentran ampliamente distribuidas en todo el mundo y los pacientes tienen un
mayor riesgo de inhalacion de las particulas infectantes {fevaduras y/o basidiosporas) del hongo'0. 1, 2.
23,3948,64, 71
C. neoformans var. gattii, tiende a causar enfermedad en pacientes aparentemente sanos 7%.28. 3, [os
casos de meningitis por C. r.eoformans var. gattii, son publicados desde 1970 por Gattii y Eeckels?®,
quienes fueron los primeros en aislar al hongo de una nifia africana, sin factores de inmunocompromiso
aparentes; a partir de ese afio los casos de meningitis producidos por esta variedad fueron reportados
con mayor frecuencia, inclusd en personas con SIDA810.1221.2487.1061%6 , En Africa existia una alta
prevalencia de la var. gattii (92%) durante el periodo de 1951 a 1969, pero en el periodo de 1970 a
1985 todos los aislamientos correspondieron a C. neoformans var. neoformans™0118_ Los aislamientos
de la var. gatfii en el sur de California obtenidos antes de 1980 fueron del serotipo B y C, mientras que
los obtenidos después de 1980 comresponden Unicamente al serotipo B'6.118, Entre los serotipos de C.
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neoformans var. gattii, el serotipo B fue 4.5 veces mas frecuente que el serotipo C y la mayoria del
serotipo C es del sur de California (15.1%)%°. - '

Con respecto a la distribucion geografica de los serotipos de C. neoformans var. neoformans, el
serotipo A ha sido el més comdn con 50% al 94% de frecuencia dependiendo de !a régién geogréfica,
el serotipo D es el mas comin en Dinamarca, Italia y Suiza, siendo menos frecuente en Alemania
(29%), Bélgica (7.1%) y Francia (7.4%). A pesar de la gran prevalencia de la enfermedad en paises
tropicales, el primer caso de criptococosis por C. neoformans var. gattii en Europa se describio en
Francia (1985) en un hombre de 40 afios que trabajaba en un aserradero con arboles de origen
tropicalé0. En 1992 fue publicado otro caso francés de criptococosis producido por C. neoformans var.
gattii en una persona de origen asiatico sano, quien desarrollé meningitis y despues del tratamiento con
Anfotericina B y 5-fluorocitosina intravenosa desaparecio la infeccion?®, E.n italia, Montagna (1997)
describio el primer caso autdctono de C. neoformans var. gatti en una mujer con factores
predisponentes de drogadiccion y seropositiva para VIH, que vivia en una zona muy cercana a un
zooldgico de donde los autores tomaron diversas muestras en las que aislaron ambas variedades de C.
neoformans tanto de animales como de eucaliptos, relacionando finalmente la infeccion con estos
aislamientos®, - _ ‘
Es de llamar la atencion que en los casos europeos considerados fuera de las regiones endémicas, la
fuente de infeccion se relaciona con sustratos -originarios de zonas tropicales. Las casos registrados en
Europa, Canada y Argentiné no corresponden a la distribucion tropical de C. neoformané var. gattif, lo
que demuestra que la distribucion geogréfica de ésta variedad no se limita a regiones tropicales y
subtropicales. '

En México, existe poca informacion acerca de fa frecuencia de la criptococosis, asi corﬁo la distribucion
de las variedades. En 1955 Gonzalez-Ochoa presentd dos casos de criptococosis meningea y en 1959
Amado-Gonzalez. y Pérez-Tamayo presentaron un tercer caso de criptococosis generalizada
diagnosticada por necropsia?. Hemandez-Goémez (1988) realizd un estudio con 28 cepas de C.
neoformans obtenidas de casos clinicos de las cuales 25 (89.2%) correspondieron a la variedad gattii y
3 (10.7%) a la variedad neoformans®, En 1989 Cano-Dominguez relaciona el establecimiento de
criptococosis como manifestacion inicial de SIDA. Garza (1991), hizo un énélisis de 31 cepas aisladas
de pacientes con SIDA, en donde observd 26 (83.8%) cepas de la var. neoformans y 5 (16.1%) cepas
de la var, gattii 48.: Cervantes (1994), presenté datos de 38 cepas de C. neoformans que provenian de
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varios hospitales y laboratorios de diagnostico de México, 27 (71%) de estas cepas fueron var. gattii, 14
de las cuales correspondieron a pacientes con SIDAZ.

Castafion-Olivares ef al. (1997) describieron el primer caso mexicano de C. neoformans var. gattii en
una paciente con SIDA que radicaba en una zona con extensas plantaciones de eucaliptos?! y en el
2000 efectud un estudio epidemiolégico de tipo retrospectivo (1989-1998) sobre fa frecuencia de
especies y variedades de Cryptacoccus, como agentes causales de criptococosis en México, en el que
C. neoformans var. neoformans fue aisiado en el 86.73% de pacientes y C. neoformans var. gattii en
10.42% de pacientes, con respecto a ofras especies C. albidus fue recuperado en el 0.94% y C.
uniguttulatus en el 0.50% de un total de 211 pacientes?. (Fig. 2).

Con respecto a la epidemiologia de C. albidus19382, C. laurentii 107 y C. uniguttulstus®, no ha sido
definida, debido a los casos aislados que se han presentado, la criptococosis provocada por estas
especies s en pacientes severamente inmunocomprometidos y es importante sefialar que el curso
clinico del padecimiento es muy similar al desarroliado por C. neoformans con sus dos variedades, no
obstante, es importante realizar méas estudios epidemiolégicos y de virulencia sobre estas especies que
st bien son consideradas mas bien inocuas, su frecuencia se ha incrementado en personas con
factores de inmunocompromiso y en donde potencialmente pueden convertirse en patégenas.

Fig. 2. Frecuencia de Cryptococcus spp aisladas de
pacientes mexicanos con criptococosis (1989-1998) 2

= C. neoformans var.
neoformans

El C. neoformans var.
gattii
C. alhidus

C. uniguttulatus
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Fig. 1 POSTULADO ECOLOGICO DE C. neoformans
PROPUESTO POR ELLIS Y PFEIFFER (1990)
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HI. ESTABLECIMIENTO DE HABITAT

El nicho de un organismo esta determinado por el rango de condiciones y recursos bajo las
cuales pueden sobrevivir y reproducirse 20,

Por lo tanto, los factores mas importantes que favorecen o cdntrolan el crecimiento de los
hongos son: La temperatura38.20, humedad?120, aereacion'20 y pHE:88.120: composicion quimica
del sustrato como: concentracién de nitrégeno, metabolitos secundarios, proteinas, y formacion
' de antibidticos *%; ascciaciones simbiéticas®d o semisimbiticas, parasitismo, competencia® y
micofagia's, algunos de los Gltimos™.

Temperatura; Los hongos varian ampliamente en sus requerimientos de temperatura,
muchos de ellos son mesofilos, teniendo un dptima crecimiento entre los 15 y 40°C, como

C. neoformans, H. capsulatum, etc., mientras que otros pueden crecer entre 0—5°C como
especies de Penicillium. La temperatura puede también tener un efecto controlador en las
poblaciones mesoﬁl{cas, si la competencia entre poblaciones esta involucrada®® 120,
Disponibilidad de agua: El desarrolo de los hongos esta ligado al factor agua y en
consecuencia las zonas humedas son las mas ricas en estos organismos. Sin embargo, la
adaptabilidad de los hongos es tan grande, que podemos encontrar especies en zonas
aridas, como es el caso de C. immitis que crece como saprobio de suelos aridos en
America'. La periodicidad en el suministro del agua, determina el establecimiento y
crecimiento de los microorganismos12.,

Aereacion: La mayoria de los hongos parecen ser estrictamente aerdbicos y su crecimiento

se ve disminuido a bajas concentraciones de COz. Esto es factible, ya que la respiracion
anaerobia es energéticamente menos efectiva que fa respiracion aerobia, ya que para que
los hongds continiien con su crecimiento en condiciones pobres de CO2 necesitan gran
cantidad de sustratos ricos en carbc;nos12°. |

pH: La mayoria de los hongos tienen la habilidad de alterar el pH del ambiente durante su
crecimiento, pero en el laboratorio usualmente crecen mejor en rangos de pH de 5—7120,
pero también son capaces de sobrevivir en ambientes muy alcalinos como C. albicans en la
vagina.

Sustrato: Las caracteristicés del sustrato determinan, no sélo que géneros de hongos
pueden crecer en algun sustrato particular, sino también la duracion de su vida sobre dicho
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sustrato. El éxito en la captura y consumo de recursos energéticos estan fuertemente

influenciados por el impacto de la competencia, estrés y disturbio2,

IV. GENERO Eucalyptus

Las especies vegetales que no corresponden a comunidades de distribucion natural son
llamadas invasoras, foraneas, inmigrantes, exc’;tiéas, adventicias o especies introducidas?s,

El género Eucalyptus (familia Myrtaceae), (A.L. de Jussieu), es originario de la zona Australia-
Tazmania, con més de 600 especies, de las que al menos unas 40 han sido introducidas en las
regiones mas diversas del mundo?.

El establecimiento y persistencia de los eucaliptos se debe a su rapido crecimiento, fuerte
desarrollo radicular, alta capacidad de absorcion de agua, resistencia a la sequia y al fuego,
gran produccion de semillas con prolongada latencia, ausencia de enemigos biolégicos y
produccion de sustancias alelopaticas, atributos que les permiten competir por recursos y en
algunos casos desplazar a otras especiesss. |

El género Eucalyptus agrupa plantas lefiosas perennifolias, la mayoria de forma arbérea y
algunas de tipo arbustivo. La polinizacion en casi todas las especies se realiza por medio de
insectos, aunque las flores no estan muy especializadas. Entre los insectos visitantes se
encuentran varias especies de coledpteros, dipteros e himendpteros; sin embargo, debido a fa
faita de adherencia del polen a los polinizadores se ha sugerido que la polinizacion se efectia a
través del viento, como principalmente ocurre en E. tereficornis. En general, las semillas fértiles
que libera la capsula, si no encuentran condiciones. favorables para germinar, pierden su

viabilidad a los 14 meses de estar sobre el terreno?04,

V. CIUDAD UNIVERSITARIA, UNAM

Los suelos del campus de Ciudad Universitaria de la UNAM, son principalmente de origen
edlico y organico y en menor proporcion son producto de la erosion de la fava, asi como de
acarreos aluviales y posiblemente humanos, son arenosos-limosos, moderadamente acidos,
con gran cantidad de materia organica, potasio y calcio y pobres en nitrégeno y fosforo

aprovechables!?.
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influenciados por el impacto de la competencia, estrés y disturbio!2.
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Las especies vegetales que no corresponden a comunidades de distribucion natural son
llamadas invasoras, foraneas, inmigrantes, exoticas, adventicias o especies introducidas’e.

El género Eucalyptus (familia Myrtaceae), (A.L. de Jussieu), es originario de la zona Australia-
Tazmania, con mas de 600 especies, de las que al menos unas 40 han sido introducidas en las
regiones mas diversas del mundo?’.

El establecimiento y persistencia de los eucaliptos se debe a su rapido crecimiento, fuerte
desarrollo radicular, alta capacidad de absorcion de agua, resistencia a la sequia y al fuego,
gran produccién de semillas con prolongada latencia, ausencia de enemigos biolégicos y
produccion de sustancias alelopaticas, atributos que les permiten competir por recursos y en
algunos casos desplazar a otras especiests. ' ‘
El género Eucalyptus agrupa plantas lefiosas perennifolias, la mayoria de forma arbérea y
algunas de tipo arbustive. La polinizacion en casi todas las especies se realiza por medio de
insectos, aunque las flores no estan muy especializadas. Entre los insectos visiiantes se
encuentran varias especies de coleopteros, dipteros e himendpteros; sin embargo, debido a la
falta de adherencia del polen a los polinizadores se ha sugerido que Ia polinizacion se efectia a
través def viento, como principalmente ocurre en E. tereticornis. En general, las semilias fértiles
que libera la capsula, si no encuentran condiciones. favorables para germinar, pierden su

viabilidad a los 14 meses de estar sobre el terreno104.

V. CIUDAD UNIVERSITARIA, UNAM

Los suelos del campus de Ciudad Universitaria de la UNAM, son principalmente de origen
edlico y organico y en menor proporcion son producto de la erosién de la lava, asi como de
acarreos aluviales y posiblemente humanos, son arenosos-limosos, moderadamente acidos,
con gran cantidad de materia orgénica, potasio y calcio y pobres en nitrdgeno y fosforo

aprovechables!?,
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Presenta un clima templado subhimedo con régimgan de lluvias en el verano, poca oscilacion
térmica y una marcha de temperatura tipo Ganges. La temperatura media anual es de 15.5°C:
existe una estacionalidad marcada con una temporada seca de noviembre a mayo y una
lluviosa de junio a octubre. Los vientos dominantes son del NNW, aungue los mas fuertes
provienen del NE. Por lo general, la humedad absoluta del aire es baja'?’.
Existe una gran riqueza floristica debido a dos causas principales, la heterogeneidad de la-
topografia que permite albergar una gran cantidad de micro y macro ambientes, que promueve
el establecimiento de una gran cantidad de especies vegetales con diferentes requerimientos
ambientales que conforman una flora muy variada y por otra parte, la situacion biogeografica
del Valle de México, ubicado cerca de la linea limitrofe entre las zonas biogeograficas Neartico
y Neotropical, que hace' de la zona meridional de a Rep. Mexicana una de las regiones mas
-ricas def mundo en cuanto a su flora!??, _
En este lugar se establecieron asociaciones de pino-encino y matorrales de Senecio praecox
(palo loco)®®, esta asociacion es clasificada dentro de los' matorrales xeréfitos, los cuales
responden a condiciones de aridez. La asociacién Senecionetum praecosis ha sufrido un alto _
grado de perturbacion debido a elementos mdltiples, la mayoria relacionado con el acelerado
crecimiento del area metropolitana de la Ciudad de México, como son reduccién del area,
contaminacion, introduccion de nuevas especies, iluminacion artifi cial, saqueo de plantas de
omnato y medicinales, caza de animales e incendios'’.
La urbanizacion del circuito escolar en sus inicios, trajo consigo el establecimiento de areas
‘verdes y jardines, donde se plantaron especies arboreas y arbustivas de muy diversos
origenes: Ligustrum lucidum (trueno), orig'inario de China; Jacaranda mimosifolia (jacaranda),
de Sudamérica; Schinus molle (pirul),'de Per(; Erythrina coralfoides (colorin) y Fraxinus uhdei
(fresno), ambos de origen mexicano, predominando Eucalyptus spp. procedente de Australia,
que se plantaron en cameliones, a lo largo de los bordes de circuitos escola'res y en-ambos ..
lados de la Av. de los Insurgentes con el proposito de establecer una “barrera protectora o
aislante” de los efectos causados por fa circutacion de los automotores* 4,
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VL. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El aislamiento de C. neoformans var. éattii principaimente a partir de Eucalyptus
camaldulensis, hace'pensar que dicha angiosperma es el hospedero natural del hongo. En
Mexico existen casos de criptococosis causados por la Qar. gattii, aderhé_s de que hay
extensas plantaciones de eucaliptos, por lo que seria interesante investigar cual es la
asociacion de! binomio arbol-levadura con base a la posibilidad de! aislamiento del hongo a
partir de Euca!yptué Spp sanos.

C. neoformans var. neoformans ha sido aislad:) frecuentemente de heces de palomas, entre.
otros sustratos; sin embargo, se ha planteado que el nicho ecolégico de esta levadura podria
ser una planta hasta hoy desconocicia35. Con base en lo mencionado para la var. gattii, es
muy posible que la var. neoformans pueda compartir ese mismo habitat.

Actualmente en Mexico otras especies de Cr}ptococcus, como C. albidus y C faurentii, se
han encontrado como causantes de criptococosis; ambas especies se han aislado de fuentes
vegetales como gramineas y pféntas compuestas, en ofros paises. El aislamiento de estas
levaduras a partir de los arboles de eucalipto contribuirian al conocimiento de su posible
habitat en nuestro pais.

Debido a la amplia distri_bucit')n y altas densidades de los eucaliptos en C.U., y considerando
los datos anteriores, se hace interesante investigar ta posible asociacién de las diferentes

especies de Cryptococcds, sobre todo las causantes de criptococosis, con esfe tipo de arbol.
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VIi. OBJETIVOS

7.1. Objetivo general:

Conocer la frecuencia de colonizacion de las especies de Cryplococcus de

o

importancia médica sobre Eucalyptus y establecer la relacion de esta angiosperma

como un probable hospedero natural del hongo en Ciudad Universitaria, UNAM.

7.2. Objetivos particulares:

* Determinar el organo hospedero principal de Crypfococccus spp en Eucalyptus

sanos, en Ciudad Universitaria.

* Conocer la variacién- espacial y temporal de Cryptococcus spp. de importancia

médica sobre los eucaliptos.

»* Determinar la composicién y variacién temporal de micromicetos filamentosos

asociados a eucaliptos sanos.
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inmediatamente en el laboratorio de Micologia Médica de la Facultad de Medicina de la UNAM.
La colecta se realizd en las cuatro estaciones del afio (primavera, verano, ctofic e inviemno) y se
registraron los siguientes datos climatologicos: temperatura maxima y minima y precipitacién

pluvial.
8.2. Procesamiento de las muestras

Se separaron las hojas, yemas o fiores, se pesaron 1.5 g de cada una de las muestras y
colocaron enlun mortero con 20 ml de agua destilada estéril, en el caso de las hojas se cortaron
en fragmentos de aproximadamente 1 cm? y se procedit. a triturarlas, dejandolas reposar
durante 10 minutos, después se realizé una dilucion 1: 100 en solucién salina con penicilina y
estreptomicina (SSA), posteriormente se tomd 1 ml de esta dilucién y se sembro en cajas de
petri con medio de agar creatinina-Guizotia abyssinica (medio de Niger). Anexo 1.1. Se
incubaron a 26°C durante dos semanas haciendo revisiones, cada tres dias para selecmonar
aquellas colonias sugestivas de ser Cryptococcus spp3.

8.3. Aislamiento
8.3.1. Morfologia macroscépica
> Presencia de pigmento pardo en el medio de niger:

‘Se realizo fa observacion macroscopica de las colonias levaduriformes, que presentaban
pigmento que iban desde el pardo claro (beige) al pardo oscuro consideradas como posibles
Cryptococeus spp. También se tomé en cuenta el aspecto de las colonias: mucoides, brillantes,
lisas, rugosas, elevacion y bordes etc. Las colonias con diferentes tonalidades pardo fueron
resembradas en ADP para identificarlas med|ante pruebas bioquimicas y fisiolagicas?s.

8.3.2. Morfologia microscépica 7
> Presencla de cépsula (tincién negativa con tinta china),

Para poder discriminar a las levaduras cuyas colonias eran sospechosas de Cryplococcus spp,
fue necesario poner en evidencia la presencia de capsula, este parametro se demostro mediante
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| la prueba micologica del examen en fresco con tinta china.

Dicho examen consistid en colocar en el portacbjetos una gota de tinta china diluida en otra gota
de agua destilada en las cuales se depositd una pequefia asada de la colonia Ievaduriforme_
sospechosa y con ayuda de la punta de un cubreobjetos se homogeneizé la mezcla, para
posteriormente observar al microscdpio la preparacion y confirmar o disprobar la presencia de

levaduras con capsula’?.
8.4. Purificacién

Las 'colonias seleccionadas como posibles Cryptococcus spp y las de hongos filamentosos, se
purificaron para su posterior identificacion. La purificacion consistio en inocular las colonias
seleccionadas en caldo niger antibitticos, incubandolas durante 72 hrs. a 30° C en agitacién
constante. B

Para confirmar la purificacion, las colonias levaduriformes fueron resembradas por estria cruzada
en agar niger y las colonias filamentosas se resembraron en agar dextrosa papa'(ADP). Las
resiembras fueron repetidas tantas veces como fue necesario hasta conseguir la pureéa

deseada’. Anexo 1.2.
A partir de las colonias levaduriformes puras se realizaron las siguientes pruebas:
8.5. Identificacion

Todas aquellas colonias levaduriformes que en el primocultivo fueron acapsuladas y sin
pigmento fueron descartadas. Los hongos filamentosos, fueron identificados con base a su
morfologia microscopica, por medio de examenes directos con azul de algodén. .

La identificacion bioquimica y fisiologica se efectu6 exclusivamente en aquellas colonias con
pigmentos pardos. Para la realizacién de todas las prﬁebasbio.quimicas y fisioldgicas se
utifizaron las siguientes cepas testigo, que sirvieron como controles tanto negativos como
positivos: '_ "

Cryptococcus neoformans var. neoformans serotipo A (FM 136) ‘ .
Cryptococcus neoformans var. gattii serotipo B (FM 082)
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Cryptococcus albidus (FM 055)

Cryptococcus faurentii (FM 031)

Cryptococcus uniguftulatus (FM 279)

Candida albicans (FM 206)

Rhodothorula sp. (FM 575} , .
Todas estas bepas fueron procedentes de la coleccién de hongos del Laboratorio de Micologia
Médica del Departamento de Microbiologia y Parasitologia de la Facuitad de Medicina, UNAM.
Tanto las cepas testigo como las experimentales se obtuvieron a partir de cultivos de 72 horas,

sembradas en ADP.

8.6. Pruebas bioquimicas y fisiologicas.

Todas ias pruebas, fueron efectuadas por duplicado.
8.6.1. Produccién de seudomicelio.

Para esta prueba se utilizaron dos métodos:

1) En el medio de agar harina de maiz con tween 80, se sembraron las cepas yb se incubaron
durante de 72 horas a temperatura ambiente. A partir de las colonias crecidas se realizo un
examen directo con azu! de algodén con la finalidad de observar el desarrollo de seudomicelio
y/o micelio verdadero. Anexo 1.3.

2) La Placa de Dalmau. Para efectuar esta prueba se empleéd el medio de ADP en caja de petri,
en el cual se realizo una pequeia incision sin llegar al fondo de la caja, con el objetivo de que el
inbculo esté en condiciones de anaerobiosis parcial, sobre dicha incision se colocd un
cubreobjetos estéril y del lado contrario a este se inoculd con un punto de la levadura el agar y
sobre este punto se coloco otro cubreobjetos. Se dejo incubar a 25°C por un periodo de 6 dias y
posteriormente se observd al microscopio el cubreobjetos en el que se encuenira el indculo para

verificar la presencia de seudomicelio®.
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8.6.2. Tubo germinal

Se tomd una asada de la colonia a probar y se suspendié en 0.5 ml de suero humano, se incubo
durante 2 horas a 37° C. Posteriormente se tomd una gota de la suspension y se realizd un

examen directo de ia colonia para buscar los tubos germinales®,

8.6.3. Agar-chocolate.

Las colonias a identificar se resembraron en agar-chocolate y se incubaron a 37°C durante 48

hrs.; después de este periodo se realizd examen directo con tinta china™®. Anexo 1.4.

8.6.4. Sensibilidad a la cicloheximida.

A partir de las colonias a probar, se tom¢ una asada y se resembraron en Sabouraud antibiotico
(S.A.) (Bioxon), se incubaron a 26°C durante 7 dias, a partir del tercer dia se realizaron
revisiones de las cepas para observar si el crecimiento se presentaba o estaba ausente!®?,
8.6.5. Crecimiento a 37°C.

De cada colonia a caracterizar, se tomé un asada que se sembrd en agar dextrosa Sabouraud
(ADS) {Bioxon), se incubd a temperatura de 37° C. A partir del tercer dia hasta los 10 dias se
revisaron las colonias para observar el crecimiento de las cepas’s.

8.6.6. Zimograma 6 Prueba de fermentacion (Método de Wickerham)®® Anexo 1.5.

a) Preparacion del inéculo.

Se tomd una asada dé cada colonia y se realizd una suspension ajustada al tubo Num. 2 del

nefelémetro de McFarland que equivale a 3 x 106 cels/ml en un tubo de ensaye con 1.8 ml de

solucion salina estéril al 0.5%.
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b) Siembra en tubos de Wickerham.

De la suspension del inéculo se tomaron 0.2 m! para cada uno de los tubos que contenian los

carbohidratos.
Para confirmar la esterilidad del medio se utilizaron tubos con medio de cultivo sin inocular. -

¢) Interpretacion de los resultados.

La prueba se considerd positiva si  en los tubos de Wickerham se producian acidos
(dependiendo del sustrato utilizado), agua y/o diéxido de carbono, lo cual indicd gue se llevo a

cabo la fermentacién.
8.6.7. Pigmentacion en agar extracto de malta (AEM).

Las coionias fueron resembradas en el medio de AEM (Bioxon), con el fin de observar los
patrones de pigmentacion de algunas especies, sobre todo de aquellas que tuvieron escaso o

nulo érecimiento a 37°Cr.
8.6.8. Hidrolisis de urea .

Se tomd una asada de la colonia a identificar y se sembré en el medio de agar urea de
Christensen. Se incubo durante 3 dias a 25-27°C v al final de este periodo se realizé |a lectura
correspondiente, la prueba fue positiva si el medio viraba de un color amarillo a magenta por la

presencia de ureasas’’. Anexo 1.6.

8.6.9. Prueba de Asimilacion de fuentes de carbono.

Para esta prueba se utilizaron 2 métodos.

Método VITEK.
a) Preparacion del indculo
A partir de un cultivo puro de 48 hrs en ADS, se tomd una pequefia asada y se realizo una
suspension equivalente al tubo Num. 2 de McFariand en un tubo de ensaye con-1.8 m! de
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solucién salina estéri al 0.5 %,
b) -~ Siembra en la tarjeta bioquimica de levaduras (YBC).

La YBC se marco con el nimero de identificacion de la muestra. En condiciones estériles, se
insertd el extremo corto del tubQ de transferencia en el orificio de entrada de la YBC.
Manteniendo la presi(’)n de insercién se giré el tubo 180°. Se coloco la unidad “tarjeta/tubo de
transferencia® en un soporte de llenado, de tal manera que el extremo largo del tubo de
transferencia quedara introducido en el tubo con la muestra. Posteriormente se coloct el soporte
de llenado en la gradilla y se introdujo en ef modulo preparador, en el QUe se formd vacio y

entonces la suspension que contiene las levaduras fue absorbida y llevada a cada uno de los

pocitos que contienen los reactivos. Una vez llena la tarjeta se sacé del modulo y se sellé en el
modulo de sellado de VITEK. La tarjeta con la colonia probiema se incubé durante 48 hrs,, a

30°C, después de la incubacion, la tarjeta se colocé en el Iectok)’jncubador para su lectura.

Método de Wickerham (1971)%. Anexo 1.7.
a) Preparacion del indculo.
A partir de colonias a identificar se prepard una suspension_ ajustada al tubo Num. 2' del

nefeldmetro de McFarland en un tubo de ensaye con 1.8 ml de solucion salina estéril al 0.5 %.

b) Siembra en tubos de Wickerham._ N
Se tom6 0.2 ml dei inéeulo y se agregé en cada uno de los tubos con el medio que contenia al
carbohidrato. Para verificar la esterilidad del medio se utilizaron tubos con el carbohidrato sin

inocular.
¢} Interpretacion de los resultados

La ;irueba se consideré positiva si se producia turbidez en los tubos de Wickerham, debido ala
asimilacion de los carbohidratos.
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8.7. Produccion de polisacéridos extracelulares.

Los tubos de glucosa, maltosa y lactosa inoculados para la prueba anterior con las cepas
problema, se incubaron 3 semanas mas después de la lectura del auxanograma; al final de este
periodo se les afiadié 2 gotas de lugol a cada uno y se registré si hubo o no camblo de

coloracion®0,

8.7.1. Degradacion de gelatina,
Las cepas se sembraron en el medio de gelatina al 10% y se incubaron hasta por cuatro
semanas a temperatura ambiente. Al término de este tiempo se observé si habia o no actividad

proteolmca denotandose por la hidrdlisis de la gelatina que se confirmé colocando el tubo en el

refrigerador durante una hora80. Anexo 1.8.
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IX. RESULTADOS:

El resultado del tamario de la muestra de acuerdo a la frmula descrita en la metodologia de este

trabajo es el siguiente:

n=7?
N= 1124
Nivel de confianza: 95 %
Por lo tanto, Z= 1.96
"Grado de Presicion: 4.4 %
Por lo tanto, d= 0.022
p=0.017
g=0.983
Tasa de eliminacion estimada: 12 %

Sustituyendo en la ecuacion para calcular el tamario de la muestra

n< 1124 (1.96)2 (0.017) (0.983)
(0.022)2 (1123) + (1.96)2 (0.017) (0.983)

n=119
aplicando la tasa de eliminacion estimada: (119) (1.15) = 133
Por lo tanto el tamafio de muestra para el estudio fue de: £ 133 Eucalyptus spp

Existe en la Universidad un programa para el control del eucalipto dentro del campus de Ciudad
Universitaria, por lo que en algunas zonas los arboles fueron derrumbados durante el estudio. En
primavera se muestrearon 126 arboles, en verano 128 y en otofio asi como en inviemo tuvimos un”
fotal de 122 organismbs.

En total se obtuvieron 904 muestras, correspondiendo 498 a hojas y 406 a ﬂoreslyém'as; en el
(cuadro 7) se muestra la distribucion de las muestras colectadas por estacion y regién. El nimero
de flores/yemas no fue igual durante todo el muestreo, debido a que no todos los arboles

estuvieron en floracién en ias cuatro estaciones del afio.



AISLAMIENTO Y PURIFICACION:

De las 904 muestras obtenidas a partir de Eucalyptus spp y sembradas en agar niger se obtuvieron
348 colonias sospechosas de ser Cryptococcus spp de las cuales, 247 fueron de color beige y 101
color pardo oscuro, con un aspecto cremoso, brillante, liso, bordes limitados y consistencia blanda
(Cuadro 8, 8.1. y grafical); sin embargo, de ese total, sblo 39 colonias presentaron capsula con la
prueba de la tinta china, de las cuales 26 eran beige y 13 pardo oscuro (Cuadro 9, 9.1. y grafica 2).
El tamafio de la capsula fue variable, pero en general en los primoaislamientos se observo una
capsula muy pequefia. Las formas  de las levaduras fueron diversas, visualizandose
primordialmente células redondas, aunque también se presentaron ovaladas y en algunas
ocasiones ligeramente alargadas. La época en que se recuperaron el mayor numero de colonias,
fue en verano. Es importante sefialar que las colc;nias beige capsuladas y acapsuladas

predominaron durante todo el muestreo.

Analizando los resultados por estacion, observamos que en primavera, se obtuvieron un total de 10
cepas de las que ocho desarrollaron pigmento beige y dos pigmento pardo oscuro. Con respecto a
la region vegetal de donde se recuperaron las colonias correspondieron seis a hojas y cuatro a
floresfyemas; en esta temporada el mayor nimero de aislamientos corresponde a la zona sin riego
artificial (V-I; I-C; C-B}. (Cuadro 10)

En Verano, se obtuvieron un total de 25 cepas, correépondiendo 15 cepas con pigmento marrén

claro (beige) y 10 con pigmentacién marrén oscuro; 10 cepas provenian de hojas y 15 de

flores/yemas. El mayor nimero de aislamientos se recuperarcn de la zona sin riego artificial que

comprende las regiones (V- I.-C; C-B) y en segundo término en la region del Gimnasio de’

Fisicoculturismo de la cual se obtuvieron 7/25 aislamientos, esta region se encuentra dentro de la

zona de riego regular. {Cuadro 10}
Con respecto a otofio, se recuperaron 2 cepas, ambas presentaron coloracion marrén claro
(beige), aisladas de las regiones de -C y de C-B a partr de hojas y de floresiyemas

respectivamente.

29



En invierno se éislé 1 cepa color beige correspondiendo a hojas y a la region del camino-verde y 1
con pigmento marrén oscuro, recuperada de fa muestra de floriyema de la region de |- C. (Cuadro
10).

De las 39 cepas pigmentadas y capsuladas, se perdieron 12-durante el proceso de purificacion, por

lo que las pruebas bioquimicas y fisiologicas sélo se efectuaron en 27 cepas.

PRUEBAS BIOQUIMICAS Y FISIOLOGICAS.
% Produccioén de seudomicelio.

1)  Candida albicans fue |a Onica cepa capaz de formar seudomicelio en agar harina de maiz
con tween 80. E resto de las cepas sembradas en este medio no desarrolld seudomicelio.

2) En la placa de Daimau, de las 27 cepas experimentales, 18 cepas no formaron
seudomicelio, pero 9 cepas fueron capaces de desarrollar estructuras compatibles con
filamentos cenociticos, pero no se observd produccion de basidios y mucho menos de
basidiosporas. En cuanto a las cepas control se observo que C. neoformans var. neoformans
también presentd el tipo de estructuras que se describieron anteriormente en la placa de Dalmau
para las 9 cepas positivas. Del resto de las cepas control, Candida albicans produjo

seudomicelio, mientras que todas las demas fueron negativas en esta prueba.

% Desarrollo de tubo germinal.

Solo Ia cepa de C. albicans (control positivo) produjo tubos germinales en suero, en el resto de

las cepas estas estructuras estuvieron ausentes.
< Desarrollo de la capsula en agar-chocolate.

De las cepas control en C. neoformans con sus dos variedades, C. albidus, C. uniguttulatus y C.
laurentii se visualizé aumento en el tamafio de la c&psula, mientras que en el resto de Ias cepas no
se observd cambio alguno.

Con respecto a las 27 cepas problema, en 21 no se aprecié ningin cambio, mientras que en 6
hubo desarrollo de las capsulas polisacéridas ya que el tamaiio fue visiblemente mayor que en los
primoaislamientos, ademas se observaron células més grandes y redondas ya que probablemente
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el agar chocolate favorecié la morfologia de las cepas; por ofro lado desarroiiaron estructuras

compatibles con filamentos.
+ Sensibilidad a la cicloheximida.

De las 27 cepas problemas ninguna presentd crecimiento en el medio adicionado con
cicloheximida, por lo que concluimos que las cepas fueron sensibles al antibiético. Con respecto a
los controles la Unica cepa resistente a este antibidtico fue Candida albicans . (Cuadro 11).

+» Desarrollo a 37°C.

De las 27 Cepas a caracterizar, 20 con pigmento beige, presentaron crecimiento moderado. En
tanto que las siete cepas con pigmento pardo oscuro, mostraron crecimiento abundante. De las
cepas control C. neoformans con sus dos variedades y C. albicans tuvieron desarrollo abundante,
en cuanto al resto de fas cepés control en Rhodotorufa sp, C. albidus, C. unigutulatus y C. faurentii

el desarrollo fue moderado. (Cuadro 11).
* Prueba de fermentacion. Método de Wickerham.

De las cepas control, C. albicans fue la Unica capaz de fermentar los carbohidratos.
Las 27 cepas problemas sometidas a la prueba de fermentacion de azicares tales como: glucosa,
maftosa y lactosa, no produjeron etanol y/o diéxido de carbono, por lo que ta prueba resultd

negativa. (Cuadro 11).
<+ Pigmentacion en agar malta.

En 9 cepas problema las coionias fueron hialinas y microscopicamente se observaron levaduras
redondas gemando y algunas células ovales y alargadas. En el caso de |as 18 cepas festantes las
células se observaron alargadas y ovaladas y produjerbn un pigmento rosado, que no se difundio
al medio y que fue muy parecido al de la cepa control de Rhodotorula sp. En el resto de las cepas

control no se produjo pigmento.
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+» Hidroélisis de urea.

Las 27 cepas sospechosas de ser Cryptococcus spp fueron positivas para la hidrélisis de urea, de
~ las cepas testigos Candida albicans fue negativé para esta brueba. en cambio C. neoformans con
sus dos variedades, C. albidus, C. laurentii, C. uniguttulatus y Rhodotorula sp. dieron positivas. (
{Cuadro 11). | -

++ Asimilacién de fuentes de carbono VITEK,

En esta prueba liaman la atencion los siguientes resultados: de las 27 cepas problema 19 fueron
negativas con respecto a la reduccion de nitratos, mientras que 8 resultaron nitrato positivas, lo que
coincidia con una de las caracteristicas bioquimicas de C. albidus; sin embargo, las 27 cepas no
asimilaron inositol, por lo que se verificaron estos resultados con el método de Wickerham. {Cuadro
12). '

% Asimilacion de fuentes de carbono. Método de Wickerham

De nuestras cepas problema, nueve fueron inositol positivas, en tanto que 18 resultaron negativas
e identificadas como Rhodotorufa spp De las 9 cepas inositol positivas todas asimilaron maltosa,
glucosa, sacarosa, L-arabinosa, inulina, manitol, L-sorbosa, L-ramnosa y D-sorbitol,-con lo cual
pudimos caracterizarlas com> C. afbidus. |

En cuanto a los resultados obtenidos para la galactosa, la cepa Nitm.45 V fue a tinica capaz de
asimilar el carbohidrato; la cepa Num. 45 P present6 asimilacion para fa melobiosa en tanto que el
resto de las cepas fueron negativas; el adonitol fue negativo para la cepa 33 V: estos resuitados
nos sugieren cierta heterogeneidad bioquimica en Cryptococcus albidus. {Cuadro 12). |

% Produccion de polisacaridos extracelulares.

Las 9 cepas caracterizadas como Cryptococcus albidus resultaron positivas para la produccion de

almiddn en los tubos que contenian maltosa, lactosa y ghicosa. {Cuadro 1),

32



< Degradacion de gelatina,

Ninguna de las cepas estudiadas presentaron la habilidad de hidrolizar Ia gelatina, con asto se
descartd que alguné de nuestras cepas problema se tratara de C. macerans, la (nica especie que
posee una pronunciada habilidad de hidrolizar este tipo de producto. {Cuadro 11).

< Origen de las cepas de C. albidus.

Con respecto a las nueve cepés caracterizadas como Cryplococcus albidus, en la época de
primavera y verano se recuperaron ocho cepas. En primavera dos aisladas del Camino-verde y de
hojas. Otra fue de florlyema de la region de Veterinaria-Ingenieria y otra del Estadio de pumitas de
hojas. En verano dos muestras se obluvieron de hojas, aunque de regiones distintas, una del
Estadio de pumitas y la segunda del Camino-Verde. Con respecto a las dos cepas restantes,
ambas se recuperaron de flor/yema y las regiones fueron el Gimnasio de Fisicoculturismo y la que
comprende Veterinaria-Ingenieria respectivamente. Finalmente en invierno se aislé una cepa de la
region de Ingenieria-Contaduria, procedente de florfyema. {Cuadro 13).

% Hongos filamentosos.

La distribucion de los hongos filamentosos aislados a partir de las 904 muestras obtenidas del
material vegetal de Eucalyptus spp, se muestra en el cuadro 14 y en la gréfica 3.

Los géneros que con mayor frecuencia se aislaron durante el afio fueron: Penicillium 35.17%,
Alternaria 25.66% y Aspergillus 21.12%; sin embargo, Tricladium predomind en otofio con un
£9.13%.

Con respecto a |as familias de micromicetos, la que presentd una frecuencia relativa mas alta fue
Moniliaceae 57.96% durante todo el muestreo; en cambio el Mycelia sterilia pertenebiente ala
familia Agonomycetaceae fue la que presenté la frecuencia de aislamiento mas baja durante el
afo. Las frecuencias de aislamiento; de las demas familias se presenta en el cuadro 15.
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Cuadro 7 Distribucion de las muestras (hojas y flores/yemas), con respecto a lazonay
’ estacion del afio.

REGION PRIMAVERA VERANO OTONO  INVIERNO TOTAL
(AG) H 7 7 7 7 28
(AG) FY 3 7 5 3 18
(MU) H 4 4 4 4 16
(MU) FY 4 3 2 2 11
(EO) H 18. 20 16 18 74
(EO) FY 16 20 17 17 70
(EP} H 5 5 5 5 20
(EP) FY 5 5 3 4 17
(GF) H 7 7 4 4 22
(GF) FY 7 7 3 4 21
(CV) H 17 17 17 17 68 -
(CV) FY 16 16 11 11 54
(EB) H 8 8 7 7 30
(EB) FY 8 8 7 7 30
V- H 20 20 20 20 © 80
(v-1) FY 20 14 12 17 83
(i-C)H 20 20 20 20 80
(I-C) FY 20 15 11 19 . 65
(C-8) H 20 20 20 20 80
(C-B) FY 20 1 1 15 847
TOTAL 245 234 . 204 221 904

*AG: Archivo general; MU: Museo Universum; EO: Estadio Olimpico 68; EP: Estadio Pumitas GF: Gimnasio
Fisicoculturismo; CV: Camino-verde; ;EB: Estadio de Beisball;; V-I: Veterinaria-Ingenieria; 1.-C: ingenieria-
Contaduria; C-B: Contaduria- Biologia.

* H: hojas; FY: floresiyemas. -



Cuadro 8. NOm. de colonias con pigment'o pardo, sugestivas de ser Cryptococcus spp
obtenidas durante las cuatro estaciones del aiio (1998) en Ciudad Universitaria, UNAM.

ESTACION
COLONIA ~_PRIMAVERA VERANO OTONO INVIERNO  TOTAL
* Levaduras beige 54 92 61 40 247
Levaduras pardas .
oscuras 41 19 26 . 15 101
TOTAL . 95 m 87 ' 55 348

Cuadro 8.1. Pruebas de chi cuadrada para determinar la variacion estacional durante1998,
de Ias colonias con pigmento pardo, sugestivas de ser Cryptococcus spp, asociadas a los
eucaliptos de Ciudad Universitaria, UNAM.

Estaciqnes X? P

Primavera vs. ' Verano vs. Otofio vs. Invierno 16.92 , '0.001.
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Cuadro 9. Nim. de colonias levaduriformes pardas y capsuladas obtenidas durante las
cuatro estaciones del afio 1998. - ‘

ESTACION
COLONIA PRIMAVERA VERANO QTONO iNVIERNQ  TOTAL
Levaduras beige 8 15 2 1 2
Levaduras pardas ) .
oscuras 2 10 0 1 13
TOTAL 10 25 2 2 39

Cuadro 9.1. Prueba de chi cuadrada para determinar la variacion estacional durante1998, de
las colonias con pigmento pardo y capsuladas, sugestivas de ser Cryptococcus spp,
asociadas a Eucalyptus de Ciudad Universitaria UNAM .

Estaciones X2 P

Primaveravs. Veranovs. = Otofio vs. Invierno 1.535 ns




Gréfica 2. Frecuencla relativa de las colonias levaduriformes capsuladas y pigmentadas.
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Cuadro 10. Origen de las cepas pigmentadas y capsuladas durante
las cuatro estaciones del aito.

- Lev.pardo Lev.
ESTACION  claro (beige) pardo-oscuro  TOTAL

Hoja florlyema Hoja florfyema

PRIMAVERA 4 4 2 0 10
VERANO 5 10 5 5 25
OTORO 1 1 0 0 2

INVIERNO 1 0 0 1 2

TOTAL " | ' 39
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Cuadro 12. Asimilacion de fuentes de carbono (Métodos de Wickerham y Vitek)

CARBOHIDRATOS No.42V No.45P No.45V_ No.59P  No991 No.33Py33V No.89P y8av

Galactosa . - + - . . .
Xilosa + + +. + + N I
Xilitol - + + . + j +
Eritritol - - - ’ . . - -
2-Ceto-D-Gluconato + + o+ + + + +
Lactosa - - - - : . . .
Arabinosa + + + o+ + n +
Dulcitol - - - - . . B
Melobiosa - + + . . . .
Urea + + + + S+ + +
Sucrosa + + + + + + +
Trealosa + + + : + + + + o
Cicloheximida - . - - . . ..
Maltosa + + + + + + +
Melezitosa + + + + . - +
Palatinosa + + + + + +
Glucosa + + + + + +
Celobiosa + + + + + . +
Rafinosa + + + + + + +
Glicerol . . - . . . .
Inositol + + + + + + +
Metil-D-Glucésido + + + + . ¥
N-Acetil-D-

Glucosamina - - . - . . .
Sorbitol ) + + + + + + ;
Nitrato + + + + . T4 +
L-arabinosa + + + + + + +
Inulin + + + " + + +
Manitol + + + + - + +
Adonitol + + + + + . +
L-sorbosa + + + + + + +
L-ramnosa + * + n + + +
D-sorbitol + + + + + + +

P= primavera; V= verano; i= Invierno,
Asimilacion= += positiva; - = negativa



Cuadro 13, Origen de las cepas clasificadas como Cryptococcus atbidys,

ESTACION REGION Um. ARBOL SUSTRATO PIGMENTACION®

PRIMAVERA cv 45 - HOJA PARDO OSCURO
PRIMAVERA cv . 59 - HOJA PARDO OSCURO
PRIMAVERA Vi 89 FLOR/YEMA BEIGE
PRIMAVERA EP 33 HOJA BEIGE -
VERANO EP 33 HOJA BEIGE
VERANO cv 45 HOJA PARDO 0SCURO
VERANO V-l 89 FLOR/YEMA BEIGE
VERANO GF 42 FLORIYEMA PARDO OSCURO
INVIERNO I-C 99 FLORIYEMA "PARDO OSCURO

*Pigmentacion Gue se presentd en gf primoaislamiento.
*Cv: Camino-verde; VI Veterinaria-lngenieria; EP: Estadio Pumitas; GF: Gimnasio Fl'sicoculturismo;
I-C.: ingenieria. Contaduria,




Cuadro 14. Mlcromlcetos aislados a partir de las 904 muestras de hojas y fioreslyemas de

Eucalyptus spp.
FAMILIA GENERO PRIMAVERA  VERANO OTONO INVIERNO  TOTAL
| Penicillium 102 54 68 - 9 318
Monilaceae Aspergillus 60 71 4 . 16 191
Monilia 0 3 12 0 15
Dematiaceae Alternaria : 36 83 67 : 46 232
Cladosporium 3 34 33 - B 76
| Tricladium 5 15 25 65 110
Tuberculariaceae  Zygosporium - 0 53 9 17 79
Fusarium 2 1 7 0 10
Mucoraceae Mucor 18 45 43 15 121
Cryptococcaceae Rhodotorula 12 21 50 37 120
Agonomycetaceae Mycelia sterilia 7 13 1 16 4 - 34

Cuadro 14.1. Prueba de chi cuadrada para comparar la‘ composicion de micromicetos
aislados a partir de las 904 muestras de hojas y flores/yemas de Eucalyptus, durante las
cuatro estaciones del afio (1998).

Estaciones ' ' X2 P

Primaveravs.  Verano vs. ~ Otofio vs. Invierno 349.15 0.00001

.




Cuadro 15. Frecuencia relativa de las famiiias aisladas de Eucalyptus spp

FAMILIA Nam. de colonias  Frec. Relativa
%
Moniliaceae 524 57,96
Dematiaceae o 308 34,07
Tuberculariaceas .199 22,01
Mucoraceae 121 13,38
Cryptococcaceae - 120 13,27

Agonomycetaceae - 34 3,76




X.DISCUSIQN . - S

Para definir el habitat natural del género Cryptococcus, se han realizado diversos estudios en
distintas fuentes naturales 8. 15.84 es posible que en algunos de estos sustratos, la presencia de la
levadura haya sido circunstancial, ya que la frecuencia de aislamientos fue baja y ademas, no se

observo que la levadura estuviera provocando algin dafio o cambio en esos sustratos.

Los estudios realizados para el aislamiento de las especies de importancia médica, en particular de
"la especie neoformans a partir de heces de aves © 7. %. 99, principalmente de palomas %47, ha
- conducido a pensar que dicho substrato, podria ser el habitat natural del hongo, sin embargo, debido
a que en las heces no se ha descrito el apareamiento de ia levadura, algunos autores han
considerado a este substrafo como un reservorio para C. neoformans %,

Por otro lado tambien existen estudios, en los que se ha descrito la recuperacion de especies de
Cryptococcus de importancia médica a partir de diversas angiospermas, por lo que se ha sugerido
que este tipo de plantas también podrian ser su fuente natural-4 16.92.93.103, £g muy probable que las
angiospermas (por ejemplo los eucaliptos,), en sus flores y hojas, ofrezcan las condiciones .
nutricionales(carbohidratos, nitrogeno, proteinas, etc) y ambientales (temperatura3s120, pHsss
aereacion'?, etc.) para el establecimiento y desarrollo de micromicetos tanto levaduriformes como
filamentosos, ademas estas plantas tienen una distribucion geografica amplia, por lo que podemos

encontrarlas casi en cualquier parte del mundo al igual que los hongos.

Cryptococcus albidus
e Preferencias de organo hospedero (flores/yemas y hojas)

En el presente estudio se informa del aislamientoe de Cryptococcus albidus, especie considerada de
importancia médica, a partir de Eucalypfus spp. En total se recuperaron nueve cepas, cinco
aislamientos a partir de hojas y cuatro de flores/yemas. Estos aislamientos concuerdan con los datos
publicados por otros autores 91, quienes.ﬁan indicado que C. albidus es frecuentemente aislado de
flores y hojas y que su teleomorfo, Filobasidium floriforme, se ha aislado del pasto Erianthus
giganteus . '
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Los aislados a partir de flores pueden explicarse a que Ias flores son un microhabitat caracterizado
por un alto contenido de carbohidratos y por sus condiciones de humedad, lo que puede favorecer el
crecimiento de la levadura. La frecuencia de aislamientos en las hojas podria atribuirse a la amplia
superficie del filoptano, en donde se puede encontrar mayor nimero de colonias levaduriformes, es
imbortante sefalar que no se observé ningun dafio foliar (zonas de tejido necrosado, decoloramiento
de [as hojas, etc), por lo que suponemos que C. albidus no desempefia una funcién de parasito en
este sustrato, _ '
 Variacién temporal (estaciones del afio)

Con respecto a la temporada, la tabla de contingencia de chi nos muestra diferencias significativas
en la variacion estacional entre las levaduras pigmentadas en agar niger, asociadas a los eucaliptos
(cuadro 8.1.), por lo que es importante sefialar que durante |a estacion de verano, que corresponde a
la temporada de lluvias existe un incremento en el aislamiento de las levaduras (Rose, 1987); esto
puede deberse a que la humedad del ambiente es mayor en esta temporada y por lo tanto tambien
se modifica el crecimiento de la vegetacion, con lo que aumentan los nutrientes en éua, por ejemplo
las hojas van a tener mayor concentracion de agua, nitrdgeno, menor cantidad de metabolitos
secundarios, menor dureza, mayor cantidad de proteinas, etc. (Whipps, 1993), condiciones que son
propicias para el desarrollo y establecimiento de los micromicetos. En esta temporada, la humedad
atmosférica ( 0.4 - 6.6 mm) y 'a temperatura (+ 28.0° C y £ 12.0°C) en el campus de C.U. fueron las
mas altas durante todo el muestreo (Anexo 2) lo que pudo favorecer las condiciones para o
desarrollo de‘ C. afbidus, ademas coincide con fa época de florecimiento y como ya se mencioné las

flores ofrecen condiciones favorables para el establecimiento de las colonias fangicas.

Durante las estaciones de otofio e inviemo (temporada de sequia) las condiciones ambientales
prevalentes como: temperaturas extremas, disminucion de la humedad ¥ los cambios quimicos del
sustrato en general, influyen directamente en la' vegetacion, tan es asi que las hojas en esa
temporada son més gruesas y son mas ricas en sustancias alelopaticas (principaimente en hojas
perennifolias’'?), lo que probablemente afecte el establecimiento de las levaduras en este sustrato,
debido a que necesitarian de las enzimas necesarias para aprovechar los componentes disponibles
en el sustrato, ademas debido a la disminucion de recursos los microorganismos podrian estar'
sometidos a condiciones de estrés, lo que se veria reflejado en los impactos de la competenciat y

micofagia?5.120,
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* Variacion espacial (zonas de riego}
Con respecto a las zonas de donde provienen nuestros aislamientos, seis cepas se caracterizaron
por ser de zonas con regado regula'r, el resto, que corresponde a tres cepas, fueron aisladas de la
zona sin riego, ambos sitios son lugares sombreados. La localidad o zona en donde se encuentre la
especie vegetal que servird de habitat a los micromicetos, juega un papel muy importante ya_ que
afecta las propiedades fisicas (dureza de las hojas, cantidad de nutrientes, etc.) y quimicas (pH,
concentracion de nitrégeno,etc) de la especie vegetal a la que estén asociados, en este caso de los
eucaliptos y a su vez también determinan las condiciones microcliméaticas de los tejidos vegetales

hospederos.

En las zonas con riego constante y abiertaé, no se recuperod ninguna cepa de Crypfococcus albidus
y el aislamiento de ofras levaduras fue escaso, estas zonas se caracterizan por tener una menor
densidad de eucaliptos, por lo que cada arbol se encuentra muy alejado de otro y entonces mas
expuestos a los vientos, desecacion y a mayor radiacion, ademas el regado que es con aguas
tratadas pueden estar influyendo en que los hongos no se establezcan en esos arboles.

Es interesante recalcar que tres cepas (33, 45 y 89) fueron recuperadas del mismo sitio, individuo y
sustrato durante la época de primavera y verano consecutivamente, lo que podria sugerir que los
eucaliptos fueran una de varias fuentes naturales de Cryptococcus albidus.

e Factor humedad y tamaiio de la capsula
En general la humedad, temperatu_ra, luz y composicion quimica del sustrato son factores -
determinantes para el establecimiento y desarrollo de los hongos y en el caso de las especies de
Cryptococcus, se requiere de ambientes altamente himedos; ya que no sobreviven en zonas en
donde estén expuestos a |a luz directa y por lo tanto a altas temperaturas .79,

Por otro lado, la humedad esta estrechamente relacionada con el tamafio y presencia de Ia capsula

954, Cryptococcus presenta capsulas de gran tamafio cuando las levaduras son aisladas de zonas
caracterizadas por alta humedad, en cambio en habitats secos, Ja capsula no existe o es escasa lo
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cual hace que la levadura esté mas expuesta a sus depredadores (por ejemplo, amibas), lo que.nos
haria pensar que en las estaciones de otofio e inviemo, las levaduras se encuentren acapsuladas y -

' por Io tanto susceptibles a la depredacién.

Nosotros observamos en el examen microscépico con tincion de tinta china levaduras cpsuladas;
sin embargo, en general |l cépsuia se. visualizd pequefia (aprox. ‘1-4 pm), pero cuando se
resembraron]-'en agar-chocolate y se incubaron a 37°C, las capsulas fueron. mayormente visibles
{(aprox. 4-8 um), lo cual hace pensar que el tamaiio de la c_apsula depende, ademas de la humedad,
de los nutrientes y de la temperatura existentes en el ‘medio de cultivo como 1o describe Rippon
(1988) 100,

o Crecimiento a 37°C, produccién de seudomicelio y asimilacion de fuentes de carbono.
El medic de niger no es selectwo para Crypfococcus néoformans 5.77 . Ya que en el presente trabajo
las cepas caracterizadas como C. albidus Y Rhodoforula spp, fueron capaces de desarrollar
pigmento beige e incluso con el tiempo- algunas cepas de Cryptococcus albidus produjeron pigmento
pardo oscuro y aunque el medio contiene antibidticos, que disminuyen el crecimiento de bacterias y
hongos filamentosos, la purificaCi'()n de las cepas fue comblicada por la abundancia de

contaminantes, lo cual nos limit en la recuperacién de numerosas colonias levaduriformes.

Muchas de las levaduras‘que no produjeron pigmento y eran acapsuladas se descartaron, por la
experiencia obtenida en este estudio, sugerimos el uso de:ofros medios de cultivo como €l agar
dextrosa Sabouraud (ADS), medio en el cual tént_o. los hongos levaduriformes como los filamentosos
se desarrollan muy bien y entonces se tomarian en cuenta fodas aquellas colonias,levaduriformes
presentes en el medio, ya que Crypfococcus no siempre presenta capsula, lo cual esta muy

relacionado con la humedad del‘ambie_nte en donde se recupere.

El crecimiento a 37°C da ciertas especies del genero Cryptococcus esta estrechamente ligado a la
patogenicidad de la cepa %4. En las nueve cepas de C. albidus aisladas, observamos crecimiento,
aunquje variable ;a esa temperatura; cuatro tuvieron desarrolio moderado y cinco crecimiento
abundante; lo que nos llevaria a pensar que potenciaimente son patogenas pudiendo infectar a
huéspedes con severos problemas de inmunocompromiso.

3
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Las estructuras compatibles con filamentos que se observaron en {a placa de Dalmau y en el agar-
chocolate nos lleva a planteamnos la posibilidad de !a transicién a la fase teleomorfica de C. albidus,
por lo que en trabajos futuros resultaria interesante el uso de medios de cuitivo enriquecidos y con

condiciones ambientales éptimas para lograr la reproduccion sexual en este tipo de cepas.

La asimilacién por el método del VITEK presento algunos errores como en la asimilacion de inositol
en el que todas las cepas resultaban negativas, ademas de diferir en el resultado de ofros
carbohidratos, esto puede ser por ef origen de las cepas, ya que el VITEK es utilizado esencialmente
para aislamientos clinicos, por otro lado, la base de dates de este sistema no reconoce patrones
bioquimicos que no coincidan con los que tiene establecidos o bien no identifica correctamente
cuando se trata de especies raras como lo han observado otros autores 52942, sin embargo, la
asimilacion de fuentes de carbono fue (il para la diferenciacion de las cepas que presentaban
capsula, positivas a la urea y desarrollo a 37°C. De acuerdo a Giieho 52 y Fonseca 5, C. afbidus es
una especie muy heterogénea con respecto a sus patrones bioguimicos y fisologicos; sin embargo,
en el método de Wickerham observamos un comportamiento homogéneo en nuestras cepas, ya que
la mayoria de los resultados obtenidos coincidieron con los patrones bioguimicos descritos para C. |

albidus 81,90, 100,

Los aislamientos de Cryptococcus albidus en este trabajo resultan epidemioldgicamente
interesantes, ya que existen numerosos casos publicados de criptococosis causadas por esta
es’becie en pacientes con SIDA y hasta hace poco tiempo no era cohsiderado patégeno para el
hombre 51.63.82,
i

Es interesante sefialar que levaduras diferentes al género Cryptococcus como Rhodotorula spp y
colonias levaduriformes no identificadas, también fueron recuperadas en este estudio, el género
Rhodotorufa también pertenece a la familia Cryplococaceae, orden Cryptococales, clase
Blastomycetes %, y es posible que las otras levaduras no identificadas pudieran pertencer a los
generos Candida y Trichosporon, que son aislados frecuentemente de hojas y flores de diversas
plantas, por lo que no es raro que en los eucaliptos se encuentren coexistiendo ya que es probable
que compartan requerimientos ambientales y nutricionales similares, no obstante seria interesanie
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conocer si entre ellas se establece algin tipo de competencia como podria ser por ¢l espacio,

nutrientes, etc., lo que tal vez este determinando la frecuencia de algunas especies en esos habitats.

Micromicetos filamentosos

» Variacion temporal (estaciones del afio) _
En cuanto a la composicion de otros micromicetos aislados durante el muestreo y asociados a los
eucaliptos, observamos de acuerdo al resultado de la tabla de contingencia de chi ( cuadro 14.1) que
existen diferencias significativas entre la temborad'a y la composicion de los hongos, es decir, que
dependiendo de la estacion, |a composicion fl'mg'ica en los eucaliptos es distinta. Es probable que la
composicion de los micromicetos cambie espacialmente porque los recursos y condiciones en las
hojas y floresiyemas se van a modificar de acuerdo a las caracteristicas climaticas de cada
temporada, asi como de los procesos ecolégicos como factores de depredacion, competencia,

disturbio, estrés, micogafia, etc.

La composicién de hongos vari6 entre estaciones, siendo Ia estacion de verano, al igual que en el
caso de las levaduras pigmentadas, en la que se recuperd el mayor nimero de hongos. La variacion
estacional también se ve reflejada en la estructura de las comunidades de micromicetos, en donde
ocurrieron cambios en los grupos dominantes entre las temporadaé. El género fungico dominante en
primavera fue Penicillium, en cambio en veréno fue Alternaria, Tricladium en otofio y finalmente en
invierno nuevamente Peniciflium. Estas diferencias pueden estar determinadas por los cambios
estacionales que provocan modificaciones en el ambiente, como serian cambios climaticos con
relacion a la temperatura, humedad, luz, viento, disponibilidad de nutrientes y que estan
estrechamente relacionadas con la adaptabilidad de cada género fingico y en consecuencia con ef

éxito de su establecimiento.

La presencia de hongos filamentosos podria explicarse a que aunque aparentemente la mayoria de
este tipo de micromicetos se encuentran como saprobios y/o parasitos de sustratos vegetales y
nuestras muestras fueron hojas y flores sanas y jovenes, es posible que su aparicion se deba a I
dispersion de sus esporas por medio del viento o de algunos otros vectores como insectos y/o aves.

_Es necesario realizar méas estudios que puedan esclarecer la dinamica entre las comunidades

fingicas y por consiguiente poder establecer su relacion con el sustrato en donde habitan,
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Aislamiento de otras especies de Cryptococéus.de importancia medica

Las otras especies de importancia médica como son C. laurentii y C. neoformans con sus dos
variedades aunque han sido aisladas de eucaliptos 2%, en nuestro estudiq no se lograron recuperar,
nosotros lo atribuimos-a que las condiciones ambientales en nuestro lugar de muestreo difieren de
las que existen en las zonas en donde se ha aislado al hongo, ademas los aislamientos realizados
han sido espdrédicos, lo que nos indica que talvez se trate de contaminaciones por el viento o por

los animales que visiten ese tipo de flora (insectos, aves y/o mamiferos).

Es.importante no descartar la posibilidad de que existan otras fuentes naturales para las especies'de
Cryptococcus de importancia médica, sobre todo tomando en cuenta que estas especies.han sido
aisladas de diversos substratos, lo que nos indica‘ gue la distribucion de Cryptococcus spp no esta
restringida a un solo nicho ecoldgico, esto concuerda con lo establecido por Ellis y Pheiffer 36
quienes proponén el postulado de que el nicho ecoldgico del hongo se trate de una planta, es muy
factible esto, puesto que de algln sitio las aves y/o mamiferos deben de ingerir a las levaduras o

basidiosporas, por lo que solo actuarian como un vector indirecto del hongo.

Con lo que respecta a C. neoformans var. gattii no se aisld de ninguno de los eucaliptos
. muestreados, sin embargo no hay que descartar que también se ha recuperado a la levadura de
otras especies de eucaliptos, por lo que nosotros sugerimos para estudios posteriores que se
muestreen aquellas especies que existen en nuestro pais y en donde se ha confirmado la presencia
de C. neoformans. var. gattii, por otro lado es importante téner en cuenta que las condiciones
climaticas de México y Australia son muy distintas y no hay que olvidar que en nuestro pais el
eucalipto es una especie introducida y por lo tanto el desarrollo de esta planta y de los hongos'
asociados a ellos en ambqs paises van a variar de acuerdo a los factores ambientales a que estén
sometidos en cada region. .

Sin embargo, a pesar de que existen publicaciones sobre el aislamiento de esta variedad en este
tipo de planta, nuestros resultados también refuerzan atin mas la posibilidad de la existencia ‘de'
ofras fuentes naturales, ya que en paises como Colombia, Ruanda, Canada, Argentina, Brasil,

Paraguay, Zaire, entre otros, asi como México en donde existen casos publicados de criptococosis
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por la var. gattii y presencia de extensas plantaciones de eucaliptos, se han llevado a cabo estudios
sobre el aislamiento de la Igvadura a partir de esta angiosperma y no se ha logrado recupérar ala
levadurad2113, Otro detalle importante que hace dudar sobre |a asociacién especifica ecolgica de
la var. gattii con Eucalyptus spp. es que existen paises en donde hay casos humanos de
criptococosis por esta variedid y no existen plantaciones de eucaliptos o son escasas, lo cual
sugiere que e_'n estos lugares podrian existir otras fuentes de infeccion aun no descubiertas.

Con los antecedentes anteriores y aunado a que en algunos paises europeos se han descrito casos
clinicos por la var. gattij 4. 60.84. 116 se refuerza la propuesta de que C. neoformans var gattii tiene
una distribucion geografica mucho mas amplia y que por lo tanto no esta restringida a regiones
tropicales y subtropicales y a la presencia de los eucaliptos como lo habian propuesto algunos

autores. C,

Nosotros proponemos que en estudios posteriores Se muestreen también arboles enfermos o
material vegetal en degradacion, que son lugares en donde es posible que de acuerdo a las
carécteristicas ambientales y nutricionales innatas de esos sitios, como podria ser la presencia de
compuestos bifenolados, ademas de condiciones de poca luz y por lo tanto con mayor humedad
pudieran f_avorecer la presencia de C. neoformans o de sus teleomorfos.
\';

En México, existen casos de criptococosis por C. neoformans var. gattii, y los provocados por C.
neoformans var. neoformans son ain mas numerosos, ademas de que existen casos provocados
por especies diferentes a neoformans como C. albidus y C. laurentii 22, por lo que es importante
realizar estudios en los que se pueda esclarecer las condiciones y circunstanciés bajo las cuales

estas especies y variedades, son capaces de transformarse en patogenos.

Queda mucho por conocer sobre la ecologia y epidemiologia de las especies de Cryptococcus y de
muchos de los micromicetos filamentosos y levaduriformes aislados en este trabajo y que son
causantes de micosis o alergias en el hombre y animales, asf como seguir con la busqueda de otras

fuentes naturales pafé determinar el habitat de Cryptococcus spp. de importancia médica en México.
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XI. CONCLUSIONES

Por la frecuencia obtenida en este trabajo concluimos que las hojas y las flores de Eucalyptus spp.
constituyen una fuente" natural importante para el establecimiento y aislamiento de hongos

filamentosos y Ieve_.durifdrmes, particularmente de Cryptococcus albidus.

- Las condiciones ambientales de las estaciones del afio determinan la presencia o ausencia de los
micromicetos en los eucaliptos, ‘siendo para las levaduras incluyendo a C. albidus y para los
micromicetos filamentosos aqui descritos, la temporada de verano la propicia para el optimo

aislamiento y desarrollo de ellas:

Los eucaliptos pueden constituir una fuente de infeccion importante: para la adquisicion de la
criptococosis particularmente en pacientes inmunosuprimidos, asociado con la capacidad que
presentaron las cepas de*C. albidus de crecer a 37°C, lo que podria ser considerado como probable

factor de patogenicidad de nuestras cepas.

Por los diversos aislamientos publicados de Cryptococcus spp. a partir de diversas fuentes naturales
y los obtenidos en este trabayo, concluimos que la distribucién ecologica de estas especies no se
restringe a un solo habitat y a determinadas condiciones ambientales, lo que las convierte al parecer

en especies ubicuas.

El papel ecoldgico de los arboles de eucalipto como hospedero especifico para Cryptococcus
neoformans var. gattii, es discutible, por lo que es necesaro realizar mas estudios para la

identificacién de ia(s) fuentes naturales de esta variedad.
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l
Xill. ANEXOS

Anexoc.1.1 .
s+ AGAR- NIGER (GUIZOTIA ABYSSINICA )

Semilla de Niger (Guizotia abyssinica) 509
Dextrosa 1g
KH2PO4 19
Creatinina 19
Agar (Bioxon) 15g
Sulfato de penicilina 20U/ml
Estreptomicina 40 pgiml
Agua destilada ‘ 1000 ml
% Pulverizar la semilla, agregar agua destilada y ebullir durante 25 a 30 min. Fiilrar con gasa.
& Agregar el resto de los ingredientes.
& Aforar a 1000 ml.
% Calentar, agitando vigorosamente el medio y hervir para que se disuelvan los solutos.
& Esterilizar a 121°C durante 15 min.
% Enfriar a 50°C y agregar el sulfato de penicilina y la estreptomicina.
& Distribuir en cajas de petri en condiciones estériles.
% pHfinal 6.5
Anexo 1.2.
%+ AGAR- DEXTROSA PAPA- (ADP)
Papa 200g
Dextrosa 10¢g
Agar . i8¢
Agua 1600 mt
%  Pelarla papa y cortarla finamente.
&  Poner en ebullicion durante 30 min.
% Filtrar afravés de una gasa y reponer el volumen anterior,
W Afadir agar y dextrosa.
&  Disolver por calentamiento.
% Esterilizar a 121°C durante 20 min. '
#  Distribuir en cajas de petri en condiciones estériles.
Anexo 1.3.

% AGAR- HARINA DE MAIZ ADICIONADC CON TWEEN 80

Agar-harina de maiz {Difco) 17g
Agua destilada 000 ml
Tween 80 10 ml

Suspender el agar harina de maiz en el agua destilada y mezclar.
Calentar y hervir con agitacion frecuente hasta disolver completamente.
Refirar y adicionar el tween 80 y mezclar.

Esterilizar a 121°C por 15 minutos.

Dispensar en cajas de petri bajo condiciones asépficas.

Solidificar a temperatura ambiente.

pH final 6.

& o B R R R F

Anexo 1.4.
% AGAR- CHOCOLATE

Base de agar-sangre (Bioxon) 40g
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Agua destilada 1000 ml
Sangre de carnero 50 ml

Mezclar perfectamente la base de agar-sangre con el agua destilada.

Calentar con agitacion frecuente.

Hervir durante 1 minuto.

Esterilizar a 121°C.

Agregar la sangre de carnero y calentar hasta que tome una coloracién cafe oscuro.
Distribuir en cajas de petri en condiciones aseplicas.

L I TR

Anexo 1.5. y
< PRUEBA DE FERMENTACION (METODO DE WICKERHAM)

Solucién A. Medio base:

Extracto de levadura 459
Peptona 15¢
Agua deslilada 1000 m!
Solucién B. Azul de bromotimol:

Azul de bromotimol 00449
Etanol 95% 3mi

Solucion C. Sotucion de carbohidratos:
Carbohidratos (glucosa, maltosa y lactosa) 69
Agua destilada 100 ml

Medio base con azul de bromotimol:

¥ Disclver el azul Je bromotimo! en 3 mi de etanol al 95%.
¥ Se mezclan todos los componentes de la solucion A y solucién B y se hierven para que se disuelvan
la completamente.
Distribuir en alicuotas de 2 ml en tubos con tapén de rosca.
¥  Colocar et lubo de Durham (boca abajo) en cada tube de medio base.
&  Se esterilizan a 121°C durante 15 minutos.
Carbohidratos:

~#  Cada uno de los azicares (4 g) se disueiven-en 100 mi de agua destilada estéri,
#  Filtrarios por millipore con una membrana de 0.22pm.

Mezclar medio base con la solucion de carbohidratos:
#  Adicionar 1 mi de cada solucién de carbohidrato por separado en los tubos de medio base.

Anexo 1.6,
«» AGAR UREA DE CHRISTENSEN

Solucidn A:

Base de urea (Difco) 29¢gr
Agua destilada 100 ml

_ & Disolver la base de urea en 100 ml agua destilada y mezclar perfectamente
#  Esterilizar por filtracidn milipore con membranas de 0.45 um.

Solucién B:
Agar-agar (Bioxon) _ 15¢r

Agua destilada 800 ml
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% Suspender el agar en agua destilada, hervir hasta disolver.
®  Esterilizar a 121°C durante 15 minutos.
& Enftiar a 50°C

Combinar asépticamente ambas soluciones:
%  Distribuir en tubos estériles 2 ml.
% Enfriar a temperatura ambiente en posicion inclinada.

Anexo 1.7.
<  AUXANOGRAMA. METODO DE WICKERHAM. -

Yeast Nitrogen base (DIFCO) 067g

Agua desionizada : 100 ml

Carbohidrato (glucosa, sacarosa, maltesa, erifritel, lactosa, inositol, melibiosa, galactitol, L- arabinosa, inulina,
manitol, adonitol, L-sorbosa, L-ramnosa y D-sorbitol). 0.50 g

Solucién A. Preparacion de la base nitrogenada:

¥ Suspender ¢l extraclo de levadura en 80 ml de agua desionizada. Mezclar y disolver completamente.
% Esternilzar a 121°C por 15 minutos.
& Enfriar a temperatura ambignte.

Solucion B. Preparacion de la solucion del carbohidrato:

&  Suspender e! carbohidrato de eleccion en 20 mi de agua desionizada (en el caso de la rafinosa se
pesa el doble).
& Esterilizar por filtracidén milipore con membranas de 0.45 um.
Combinar la solucion del carbohidrato elegido con la base nitrogenada: -
" Se mezclan ambas soluciones en condiciones asépticas quedando un volumen final de 100 ml.
% Dispersar alicuotas de 2 ml en tubos estériles bajo condiciones aséplicas.
% Concentracion final.del carbohidrate: 0.5 %
& Concentracion final del extracto de levadura: 0.67%
¥

pH final 5.6
Anexo 1.8. -
%+ GELATINA.
Infusion cerebro-corazén (Bioxon) 25g
Gelatina 1209
Agua destilada 1000 ml
& Disclver completamente calentando.
¥ AjustarelpH 7.4-7.6
& Distribuir 5-8 mi en tubos de 16 x 125 mm
% Eslerilizar 2 15 ibs de presion por 15 min.
% Inocular en la superficie y debajo de la gelatina.
F  Incubar por cuatro semanas a temperatura ambiente.
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Estructuras compatibles con seudomicelios (flechas),
desarroltados por Cryptococcus albidus en agar chocolate a 37 °C.

Cryptococcus albidus. Tincion con tinta china.



