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RESUMEN

En el presente trabajo se llevo a cabo un estudio de la cinética de produccion del material
capsular de Cryprococcus neoformans serotipo A para determinar la produccion de cada uno de los
principales carbohidratos capsulares (glucosa, xilosa y manosa) durante distintas etapas de cultivo
del microorganismo, para lo cual se utilizé una cepa de Crypfococcus negformans serotipo A
proveniente de una muestra clinica que se inoculd en caldo GGA para promover el desarrollo
capsular, se incubd a 37 °C / 51 hrs, con bombeo constante de oxigeno, duranie los cuales se
tomaron muestras en cada etapa de cultivo a intervalos de tiempo de 2 horas y a cada muestra se le
determiné su absorbancia a 550 nm y se le extrajeron los carbohidratos capsulares por el método de
ctanol frio para posteriormente cuantificarlos por medio de tres métodos: 1.- El metodo de Dubois
para la cuantificacion de carbohidratos totales, 2.~ el métode de Dische para la cuantificacién de
hexosas, 3.~ el método de Orcinol para la cuantificacion de pentosas.

Los resultados obtemdos muestran que existen variaciones en la cantidad de los carbohidratos
capsulares de C. neoformans serotipo A (Glucosa , Xilosa y Manosa) durante 51 hrs, de incubacion
del’ microorganismo v que hay un aumento significativo en la cantidad de los carbohidratos
capsulares en aquellas etapas de crecimiento donde la levadura se multiplica en forma més rapida,
aproximadamente entre las 12 v 21 hrs, y entre las 28 ¥ 33 5 hrs, de cultivo
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1.0 INTRODUCCION

La criptococosis es una micosis de curso subagudo o cronico, causada por un hongo
levaduriforme oportunista, denominado Cryptococcus neoformans (32); se caracteriza por afectar
Inicialmente pulmones y posteriormente se disemina a piel y visceras, con una clara predileccidn
hacia el sistema nervioso central. Esta enfermedad es también conocida como Enfermedad de
Busee-Buschke, Torulosis o Blastomicosis Europea (2).

El primer caso conocido de criptococosis ocurrié en Alemania en 1894, y el hongo causal fue
aislado de una lesion que fue definida “como un sarcoma®. Unos 40 afios mas tarde, la identidad del
aislamiento que fue obtenido era confirmado como Cryptococcus neoformans, El primer reporte que
involucra al sistema nervioso ceniral fue hecho en 1905 por von Hansemann y ¢l primer diagnostico
ante mortem de la enfermedad en esta forma (meningitis) fue realizada por Versé en 1914 (33).

Cryptococcus neoformans es una levadura potencialmente patégena que es ubicua en nuestro
medio ambiente ¢ inusual entre individuos sanos, pero las formas encapsuladas de este organismo
pueden producir enfermedades diseminadas en individuos con sisterna inmune debilitado (21). Se
han reconocido dos factores de virulencia para esta levadura; el polisacdrido capsular y la
produccidén de un compuesto con caracteristicas semejantes a la melanina (15). Cryptococcus
negformans es una levadura que ha emergido como un importante patdgeno oportunista en pacientes
con SIDA (20).

La prevalencia de criptococosis en pacientes con SIDA es de 3-6% en Europa, 6-10% en
USA 'y 10-30% en algunos paises tropicales, particularmente en Africa Central (14) En México la
prevalencia de esta micosis se encuentra en un rango de entre 5-10%. La criptococosis esta
considerada como la cuarta causa de infeccion en pacientes con SIDA. En Africa tropical, la
meningitis criptocococica junto con la tuberculosis son las enfermedades oportunistas mds
importantes en pacientes con SIDA (4) y constituye un problema médico significativo porque los
mecanismos de defensa del hospedero contra Cryprococcus neoformans no han sido bien
comprendidos (41).

La criptococosis es una micosis sistémica que es frecuentemente observada en hospederos
inmunocomprometidos, especialmente en aquellos con STDA. El diagnéstico de la criptococosis estd
basado en la observacion microscopica de la levadura en muestras clinicas o en la deteccién del
antigeno capsular en fluidos corperales utilizando la prueba de aglutinaci6n en Idtex (1).

El reconocimiente de colomas levaduriformes aisladas de especimenes clinicos, asi come la
diferenciacién preliminar entre el género Cryptococcus y Candida es generalmente Hevada a cabo
por la prueba de la ureasa. Desafortunadamente, la presencia de cepas raras de Cryplococcus
necformans negativas a la ureasa pueden pasar desapercibidas (1).



A diferencia de muchos hongos patégenos para humanos y animales, Cryptococcus
neaformans  no sufre cambios radicales en su morfologia cuando estd como parasito en tejidos
animales. Este se encuentra presente como células esféricas u ovoides de tamafio variable, pero
usualmente en un rango de 5 — 10 pm de didmetro, rodeado por la caracteristica cépsula mucosa, que
con la mayoria de los procedimientos de tincidn, no se tifie y aparece comto un halo alrededor de la
cclula (33).

El tamafio de la capsula se incrementa usualmente al transferir C. neoformans de cultivos m
vitro a cultivos m vivo y puede aumentar hasta 5 veces el didmetro de Ia célula (33); ya que las
células de C. neoformans en tejidos infectados usualmente tienen grandes y distintivas capsulas (12).
Sin duda que el material capsular juega un importante papel en la relacién entre este patégeno y el
hospedero, ya que el polisacirido capsular que rodea a C. neaformans inhibe la fagocitosis de la
levadura por los macréfagos (30} los cuales proveen la defensa inicial contra los microorganismos
inhalados (14).

La cdpsula de C. neoformans es un poderoso activador de la via alterna del complemento, ya
que la presencia de fa capsula  bloquea la iniciacion de la via clasica, que puede ocurrir
normalmente en la en la pared celular del microorgamismo, y produce uma iniciaciéon que es
dependiente solamente de la via alterna ya que una de las caracteristicas mas importantes de la
capsula criptococal es su capacidad para servir como un sitio para la activacién y deposicion de
fragmentos opsonicos de C3 en forma de iC3b {20).

Se ha reportado que la secrecion de citocinas por monocitos humanos estd muy mfluenciada
por la encapsulacion de C. meoformans asi como por la presencia de polisacdrido capsular
purificado De particular interés es la habilidad de XM para supririr 1a secrecion de factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-ce) inducida por el lipopolisacérido. La interleucina 10 (IL-10) se ha
reportado gue es un potente regulador de TNF-a e IL-183; se ha planteado la hipdtesis de que la
inhibicién de la secrecion de las citocinas proinflamatorias puede ser mediada por IL-10 producida
enddgenamente por monocitos humanos en sangre periférica secretada en respuesta a C. neoformans
y a su material capsular

Estudiando la fagocitésts de C. neaformans por los leucocitos humanos se ha observado que
las cepas mutantes con poca cpsula son fagocitadas de 70 a 80% por los leucocitos, pero cepas con
cépsula de mayor tamafio solo son fagocitadas en menos del 20 % (30},

La inmunidad mediada por células (CMI), que puede ser evaluada determinando los niveles
de hipersensibilidad retardada (DTH), es un importante mecanismo de defensa en pacientes con
criptococosis {27) Estudios previos en un filtrade de antigeno de cultivo de C. neoformans han
mostrado que el antigeno es titil para detectar hipersensibilidad de tipo tardio y que ésta es especifica
para C. neoformans (28).

Mediciones de clases especificas de anticuerpos anticriptococales en criptocacosis activa o
reciente han mostrado prevalencia de 9-78 % para [g G y 22-88 % para Ig M. En individuos
normales la Ig G anticriptococal ha sido detectada de 0-61 % y laIg M en 3-98 % (36).



Asi como la presencia de Ia cdpsula, y su tamafio relativo, afectan profundamente la
virulencia de Cryptococcus neoformans, la variacion de la patogenicidad de las levaduras puede ser
atribuida a las diferencias en la estructura quimica de la capsula (16, 33). Cryptococcus neoformans
ha recibido mucha atencion debido a que los polisacaridos capsulares son responsables de las
caracteristicas seroldgicas de serotipos particulares (33).

De acuerdo a la composicion quimica de la capsula y a su especificidad serologica se ha
dividido a Cryprococcus neoformans en dos variedades y cuatro serotipos: Cryplococcus
neoformans variedad neoformans y Cryptococcus neoformans variedad gattir. Cada variedad
contiene dos serotipos; serotipos A y D para la variedad neoformans y serotipos B y C para la
variedad gatrii (24, 38); y algunos con serotipos como A/D o algunos no tipificables {(23). Estas dos
variedades de Cryptococcus negformans son diferentes en morfologia, fisiologia, serologia, hébttat,
epidemiologia y genética. Actuatmente se usan dos medios de diagndstico para distinguir estas dos
variedades, agar canavanina-glicina-azul de bromotimol (CGB) y agar cicloheximida-glicina-rojo de
fenol. La actividad de la ureasa es una de las mas importantes propiedades bioquimicas para
miembros del género Cryptococcus y basidiomicetos en general (23); ya que a diferencia de otros
hongos levaduriformes (Candida sp., Torulopsis sp., Saccharomyces sp., Geotrichum candidum,
Trichosporon sp.) el género Cryptococcus produce ureasa a diferencia de los hongos ya
mencionados (2).

Los resultados de la inhibicion de la ureasa y el agar CGB mostraron 100 % de correlacion
entre aislamientos de Cryptococcus neoformans var. gattnn y 98.7 % de correlacion entre aislamiento
de Cryptococcus neoformans var. neoformans (23). También se ha comprobado que ambas
variedades pueden ser separadas en base a la habilidad de Cryptococcus neoformans var. gattii para
utilizar D-prolina como Unica fuente de carbono (11)

Usando e! método auxonogréfico se ha demostrado que Cryptococcus neoformans var. gattis
puede ser diferenciado de Cryptococcus neoformans var. neoformans por su habilidad para asimilar
D-prolina como una fuente de nitrégeno (26). La asunilacién de D-prolina v ¢l crecimiento en
agar CGB son altamente sensibles para realizar la division de las variedades (D-prolina 99.13% y
CGB 99.57%) (29).

La envoltura de las células de Cryprococcus neoformans esta compuesta por una rigida pared
celular,  constituida  principalmente  por glucanas  (20); un polisacarido  capsular,
glucuronoxilomanana (GXM), compuesto de manosa (Man), xilosa (Xyl), 4cido glucurémco
(GlcA), y O-acetil, y dos carbohidratos menores, galactoxilomanana (GalXM), con P M. de 275 Kd
(27), y manoproteina (MP). GXM, GalXM y MP son aislados de medios de crecimiento por
precipitacion  selectiva  con  etanol y  complejacién  diferencial con  bromuro  de
hexadeciltrimetilamonio (CTAB) (31, 37, 38).



B-D-GlepA
1
$
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—3)-a-D-Manp-{1—->3)-a-D-Manp-(1-»3)-o-D-Manp-{1—>

Fig. 1. Estructura de GXM de la capsula de Cryptococcus neoformans (5).

En los serotipos A v D las GXM estan sustituidas principalmente en O-2, mientras que en los
serotipos B y C las GXM estan sustitvidas con Xylp en O-2 y en 0-4 (38)

A continuacion se muestra un modelo de fa umdad repetitiva de GXM de C. neoformans
serotipo A {30),

- 3)-a-D-Man-(1—-3)-a-}-Man-(1—-3)-o-D-Man-{1-»

2 2 2

0 1 ?

1 1 1
B-D-Gle B-D-Xyl B-D-Xyl

Figura 2. Estructura de GXM del polisacarido capsular de C. neoformans serotipo A. Man:
Manosa, Xyl: Xilosa, Glc: Acido Glucurénico {30).

Las diferencias esenciales entre los serotipos son el grado de O-acetilacion y la extension de
sustitucion de xilosa en residuos D-manosil en la cadena principal. Los grupos O-acetil son sensibles
a hidr6lisis a pH alcalino (19).



El polisacrido capsular de Cryptococcus neoformans inhibe la fagocitosis de la levadura por
los macrofagos La MP modula la reaccion de hipersensibilidad tardia, mientras que GalXM
despierta una pequefia respuesta inmune (30). Se ha visto que la MP es el componente primario
reconocido por la respuesta inmune celular dirigida contra Cryprococeus neoformans en células de
ratones (27).

La capsula es un importante factor de virulencia porque ésta posee propiedades tolerogénicas
y antifagociticas que estdn relacionadas a una o mas de las caracteristicas estructurales del principal
antigeno capsular , glucuronoxilomanana (40).

Con lo que respecta a los métodos de aislamiento del material capsular existen distinios
métodos utilizados dependiendo del tipo de capsula y del microorganismo det cual provenga dicho
material; por mencionar algunos existe el método de etanol frio, extraccion con detergentes (CTAB),
extraccion con fenol, extraccion con metanol-cloroformo y procedimientos con sonicacion.



2.0 JUSTIFICACION

Debido al incremento en la incidencia de infecciones micoticas en el humano, principalmente
en el caso de pacientes debilitados donde sus mecanismos normales de defensa estan afectados, la
diversidad de los agentes micdticos causales, la presencia del Sindrome de Inmunodeficiencia
Adquirida (SIDA), la quimioterapia postransplantes, el uso indebido de antibioticos y sustancias
inmunosupresoras (corticosterotdes) ha ocasionado una dismuinucion de la resistencia del huésped

(13).

El SIDA  ha sido responsable de un dramdtico incremento en infecciones causadas por
hongos levaduriformes como Cryptococcus neoformans, el porcentaje de prevalencia de la
criptococosis {3-33%) (13) , asi como el niimero creciente de individuos afectados por el SIDA ha
aumentado el interés en el estudio de los agentes etiologicos implicados en la criptococosis, los
cuales incluyen a Crypfococcus negformans var. neoformans (serotipos A y D) v Cryptococcus
neoformans var. gawtii (serotipos B y C), aunque se han aislado otros agentes causales de
criptococosis, principalmente Cryptococcus albwdus y Crypiococcus laurentii pero la importancia de
estos aislamientos es dudosa (21); sfendo a su vez necesarias las investigaciones que ayuden a
desarrollar metodologias necesarias para lograr un adecuado diagndstico y por consiguiente un
correcto tratamiento.

Es importante mencionar que no se han reportado estudios en cuanto a cual es el patron de
desarrollo de 1a capsula de Cryprococcus neoformans serotipo A, por lo que es Gtil conocer el modo
en el cual se desarrolla ésta tanto en cultivos m vitro como m vivo para poder saber asi més acerca
de la fiswologia de este microorgamsmo que ha emergido en los Gltimos afios como un 1mportante
patdgeno oportunista principalmente en pacientes inmunocomprometidos,
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3.0 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOQTESIS

La cinética de produccién del polisacdrido capsular de Cryptecoccus neaformans serotipo A
posee un comportamiento similar a su cinética de crecimiento en medio GGA.

OBJETIVO GENERAL

Realizar nna cinética del desarrolle de los principales componentes capsulares de
Cryptococcus neofermans serotipo A.

OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar la relacién cuantitativa que guardan los diferentes carbohidratos que
constituyen el polisacdrido capsular de Crypiococcus neoformans serotipo A durante
distintas etapas de cultivo.

Utilizar un medio de cultivo adecuado para producir la mdxima cantidad de polisacdrido
capsular en Crypfecoccus neoformans serotipo A.

Emplear una metodologia adecuada para el aislamiento de los principales polisaciridos
capsulares de Cryprococcus neoformans serotipo A,

Utilizar una técnica que permita cuantificar eficientemente los polisacdridos capsulares de
Cryptacoccus neaformans serotipo A.



4.0 MATERIAL Y METODOS

4.1 Realizacién de a2 curva de crecimiento de Cryptococcus neoformans 'y obtencién de las
muestras.

Se sembrd . neoformans serotipo A en SDA vy se incubé a temperatura ambiente durante 48
hrs., una vez cumplido dicho tiempo se preparé una suspension del microorganismo a una
concentracion de 1 en la escala de McFarland (aproximadamente 3 X 10° UFC/ml) en solucion
salina fisiologica (SSF) estéril, enseguida se agregd la suspension a un preindculo de medio GGA'y
s¢ incubé a 37 °C con bombeo constante de oxigeno durante 48 hrs. Se procedid enseguida a agregar
el preindculo al inoculo, este Gltimo también de medio GGA y se incubd a 37 °C con bombeo de
oxigeno durante 51 hrs., a partir del primer momento de dicha incubacion se procedid a tomar
muestras de 25 ml/2 hrs, hasta completar las 51 hrs. de cultive. Después de recolectar cada muestra
se leyd cada una en el espectrofotdmetro a 550 mm para realizar la curva de crecumiento. Las 24
muestras recolectadas se inactivaron en autoclave a 121 °C/25 mun. Después se extrajeron los
componentes capsulares por el método de etanol frio y una vez obtemidos éstos se realizd la
cuantificacion de los prncipales azicares constituyentes de la capsula mediante el método de
Dubois ,el método de Dische y el método de Orcinol A continuacion se muestra el diagrama de
fluyo correspondiente al procedimiento antes mencionade,

Sembrar Cryvptococeus neocfarmans
serotipe A en SOA

i

[ Incubar a Temperatura amblente/48 hrs. ]

}

Preparar una suspensién de O, neoformans
al 1 de MceFarland en SSF estéril

I Agregar la suspension al preindculo de GGA ;

Incubar a 37 °C con bombeo
de oxlgeno durante 48 hrs.

Agregar el preindcule al indculo e incubar
a 37 °C con bormbeo de oxigeno durante 51 hrs.

I Leear en al espectro 2 550 nm cada 2 horas. _I

Recolectar 25 ml de medio de cultivo.
Agitar antes de cada recoleccidn,

Inactivar los microcrganismos recolectados en
autoclave (121 °C/25 min.)

Extraer ta capsula por el meétodo de
etanol frio.

i2



4.2 Extraccion del polisacdrido capsular mediante el métode de Etanol Frio (6).

Cada una de las muestras mactivadas se centrifugaron a 16000 g a 4 °C/4 brs A partir del
centrifugado se desechd la biomasa (sedimento) y con el sobrenadante se preparé una solucion al
5% con acetato de calcio (aunque puede también usarse acetato de magnesto) a cada una de las
cuales se agregaron 3 volimenes de etanol frio al 95% y se guardaron a 4 °C durante toda la noche.
Enseguida se centrifugaron las muestras 2 7700 g / 4 °C durante una hora y se mezeio el sedimento
con etanol al 80%, se filtraron al vacio cada una de fas muestras y el filtrado se trituré en un mortero
con una mezcla acetona-éter 1:1 y se dejaron secar a temperatura ambiente, después de lo cual se
obtuvo el polisacarido capsular. A continuacién se muestra el dragrama de flujo correspondiente al

procedimiento antes mencionado.

IMedio de cultivo con m.o. inactivado l

[ Centrifugar a 18000g/4 hrs/a °C |

Desechar la biomasa
(sedimento).

Preparar con €l sobrenadante
una sol. al 5% con acetato de
calcio o magnesio.

Agregar 3 velumenes de etanol
fric al 95 %

IGuardar a4 °C toda la noche. |

| centrifugar 7700 g/1hr/a °C [

Mezclar el sedimento con
etanol al 80 %

Fitrar al vacio ]

I TFriturar con acetona:éter (1:1) I

I Dejar secar a Temp. ambiente l

I Polisacarido c;apsular]




4.3 Cuantificacién de Carbohidratos Totales (Método de Dubois).

Se prepararon soluciones del polisacarido obtenido a una concentracion de 0.2 % en agua
destilada, se tomaron 200 pi de dicha solucidén y se mezclaron con 200 ul de fenol al 5%, cnseguida
se agregd | ml de dcido sulflirico concentrado y se agitd vigorosamente toda fa mezcla. Se dejé a
temperatura ambiente durante 10 min. y despuss se incubd 5 min./100 °C en bafio Maria. Se esperd
a que enfriara a temperatura ambiente y se leyé a 490 nm para la cuantificacion de glucosa y manosa
y a 480 nm para la cuantificacion de xilosa. Los resultados obtenidos fueron interpolados en una
curva patron realizada para glucosa, xilosa y manosa, las cuales pueden ser vistas en las Figuras 5, 6
y 7{18, 10). A continuacidn se muestra el diagrama de flujo correspondiente al procedimiento antes
mencionado

Preparar con el polisacarido obtenido
una sotucion al 0.2% en agua destilada

Tomar 200 ul de la sclucién
y mezclar con 200 ul de

fenol al 5%
N O I

Agregar 1 ml de acido sulftrico

concentrado. Agitar
N P S P

L- Dejar 10 min. a Temp. ambiente

L[:cubar en bano marial/s min./100 °C

Enfriar a temp. ambiente

I Leer a 490 y 480 nm I
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4.4 Cuantificacion de Hexosas (Método de Dische).

Se prepararon soluciones del polisacarido obtemido a una concentracion de 0.2 % en agua
destilada, se tomaron 400 p de dicha solucién, se enfriaron a 4 °C en bafio de hielo después de lo
cual se mezelaron con 1800 ul de reactivo de acido sulfunico (2 ml de agua destifada + 12 mi de
4cido sulfirco concentrado). Se agit6d vigorosamente y se mantuvo 10 min. 2 temperatura ambiente,
tras de lo cual se coloco en bafio de ebullicién por exactamente 3 min. Se dejo enfriar a temperatura
ambiente v se leyé a 300 nm. Lag cuantificaciones obtenidas fueron interpoladas en una curva patrn
realizada para glucosa y manosa las cuales pueden verse en las Figuras 8 y 9 (18, 8). A continuacion
se muestra el diagrama de flujo correspondiente al procedimiento antes mencionado

Preparar la muestra del polisacarido
al 2% en agua destilada

Tomar 400 ul de |a solucion

Enfriar en bafio de hieloa 4 °C

Mezclar con 1800 ul del
reactivo de acido sulfurico
(2 ml de agua dest. + 12ml de ac. suifarico
concentrado). Agitar

Mantener 10 min. a temperatura ambiente

Incubar en bafio marfa 100 °C/3 min.

Dejar enfriar a temperatura. ambiente y
leer a 300 nm




4,5 Cuantificacién de Pentosas ( Método de Orcinel).

Se prepararen soluciones del polisacarido obtenido a una concentracion de 0 2 % en agua
destilada, se tomaron 250 pl de dicha solucidn, se mezclaron con 750 pl de reactivo de orcinol y se
agitd vigorosamente. Enseguida se calentaron las muestras en bafio de ebullicion durante 25 minutos
y se dejaron enfriar a temperatura ambiente en bafio de agua fiia, después de lo cual se leyé a 662
nm. Los resultados obtenidos fueron interpolados en una curva patrén realizada para xilosa ta cual
puede ser wista en la Figura 10 (18, 3). A continuacidn se muestra ¢! diagrama de flujo
correspondiente al procedimiento antes mencionado,

Preparar la muestra del polisacarido
al 0.2% en agua destilada

Tomar 250 ul de dicha solucién

Mezclar con 750 ul de

reactivo de orcinol*
w

Agitar vigorosamente
S P A S SO A TN P Y R X T

Calentar en bafio maria 100 C/ 25 min.
“m__ﬂ“—

l Enfriar en bafio de agua frial

Leer a 662 nm

*Ver la preparacion det teactivo de Orcinol en “METODO DE PREPARACION DE LAS CURVAS PATRON”




4.6 METODO DE PREPARACION DE LAS CURVAS PATRON

4.6.1 Cuantificacion de Carbohidratos Totales (Método de Dubois) {fenol-icido sulfiirico).

FUNDAMENTO: Este es un método para la estumacion cuantitativa de azlcares simples,
oligesacaridos, polisacandos y sus derivados con grupos reducidos o potencialmente reducidos
Tiene la ventaja de que no requiere de una hidrdlisis previa Sin embargo esto no es aplicable con
amnoazicares, aziicares con alcoholes, y no es suficientemente sensitivo con pentosas. El método

es particularmente usado para la estimacion de aziicares separados por cromatografia en papel (18,
10)

Este método fue utilizado para la realizacion de las curvas patrén que permitieron cuantificar
los principales carbohidratos capsutares de C. neoformans (glucosa, xilosa y manosa).

Tabla 1. PREPARACION DE LA CURVA PATRON POR EL METODO DE DUBOIS

Tubo 1 2 3 4 5 6 7 Muestra
| Carbohidrato* [ 20 40 80 §20 160 200 0
Muesira ¢ 0 Q 1] o] 0 0 200
Aoua Pestitada 200 180 160 120 & 40 0 0
Tenod 5% 200 200 200 200 200 200 200 200
Acido Sulfitrice conc, 1800 1800 1800 1800 1800 1800 1800 1800

* A partir de una solusdn al 0 2 % de carbofudrato en agua destiladn se prepard una dilucion ¥ 20 usando of misme disols ente
NOTA: Todas las umidades estan dadas en mucroliros

4.6.2 Identificacion y cuantificacion de monosaciridos (Espectro de Dische)

FUNDAMENTQ: Este método es ttil en la identificacion y cuantificacién tentativa de
monosacaridos Después de calentaniento con acido sulfurico, se forman productos de hidréhisis de

carbohidratos cada uno de los cuales es caracteristico ¢ wdentificable por su absorbancia entre 230 y
700 nm (18, 8).



Se realizé una curva patrdn para poder cuantificar cada una de las principales hexosas que

constituyen el polisacdrido capsular de C. neoformans (glucosa, manosa), de la forma que se indica
a continuacién'

Tabla 2. PREPARACION DE LA CURVA PATRON POR EL METODO DE DISCHE

Tubo 1 2 3 4 5 [ T Mucstra
Carbohidrato® 0 40 80 160 246 320 400 0
Muestra** 0 o 0 0 0 0 0 400
Agua Destilada 400 360 320 240 163 80 0 0
Actdo Sulfilrlco conc.""* 1800 1800 1800 1860 1800 | 800 1800 1860

* A partir de una solucién al 0 2 % de carbohidrato en agua destilada se preparé una dilucion 1 20 usando el tusmo disoivente
** A una concentracidn do 0 2% en agua destilada

**42 ml de agua desllada + 12 mi de deide sulfeneo concentrado (18)

NOTAL 1odas tas uindades eotdn dadas en pl

4,6.3 Cuantificacién de pentosas (Método de Orcinol)

FUNDAMENTQO. La determumacion de pentosas libres o fosfordadas en presencia de
adenostna, AMP, ADP o ATP consiste en una hidrolisis acida prehmunar de la muestra, donde las
pentosas libres y fosforiladas se descomponen completamente, pero los azicares unidos a purinas no
son afectados (18, 3).

Mediante este método se realizd una curva patron para la cuantificacion de xilosa (uno de los
principales carbohidratos que constituyen el polisacarido capsular de Cryprococcus neoformans).

Tabla 3. PREPARACION DE LA CURVA PATRON POR EL METODO DE ORCINOL

Tubo i) 1 2 3 4 ] [ 7 8 9 10 Muestra
Nilosa 0.002% 1] 50 100 150 200 250 300 350 400 430 300 o
Agua Destilada 300 430 400 330 300 250 00 130 160 50 Q 0

Murestra® [ 0 0 0 i} 0 0 0 4 0 ¢ 500
Oreinol** 1500 | 1300 ¢ 1300 | 1300 | 1300 | 1500 ; 1500 § 1500 | 1300 | 1500 | 1540 1508

* A una concenlracion de 0 2% en agua destilada

NOTA: [odas las unidades estan dadus en pl
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REACTIVO DE ORCINOL (18, 3).

** |.-1 gramo de orcinol
2.- 375 mg de Cloruro férrico hexahidratado.
3.~ Diluir a 25 mi con agua.
4.- Enfniar en bafio de hieloa 4 °C
5.- Adwionar 475 ml de HC del “reactivo de 4cido clorhidnico™.
6.- Almacenar en una botella obscura a temperatura de refrigeracién por no mas de 6 semanas

REACTIVO DE ACIDO CLORHIDRICO Adicionar 500 ml de &cido clorhidrico
concentrado a 100 ml de agua destilada,



5.0 RESULTADOS

5.1 Identificacion de Cryptococcus neofprmans serotipo A.

La cepa de C. neoformans serotipo A provenienie de una muestra clinica usada para la
realizacion de la cinética de desarrollo capsular se observo en la tincién de tinta china con una
capsula poco abundante®, una forma esférica y ligeramente ovalada, como se muestra en la Figura 3
y acomodadas en pequefios conglomerados o presentes como levaduras individuales.

Cépsula abundante Cépsula poco abundante®

Cuerpo de
la levadura

Capsula

Figura 3. Tamarfio relativo de la capsula de C. neoformans vista al microscopio con tincidn de tinta
china,

En el crecimeento en medio Niger de la levadura se observaron colonias convexas y
mucordes de color café obscuro, lo cual es indicativo del crecimiento de C. neoformans.

El crecimiento de C. neoformans en ¢l medio CGB fue nulo , ya que se trabajé con el
serotipo A, y éste por pertenecer a la variedad neoformans no se desarrolla en este medio
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5.2 Curva de crecimiento de Cryptococcus neaformans serotipo A en medio GGA.

Tabla 4. Medidas de absorbancia del cultivo de C. reoformans serotipo A en medio GGA a 37 °C
durante 51 hrs con bombeo constante de oxigeno (ver Figura 12.), La longitud de onda (A) empleada
para la obtencién de las lecturas de absorbancia fue de 550 nm

Curva de crecimicnio de Crypfococcus neoformans serotipo A (37 °C/51 hrs.)
Horas Absorbancia A=550 nm
0 1334
2 0 459
4 0514
6 0585
8 0735
10 0917
12 105
i4 1209
16 249
18 1333
21 1 406
3 b 457
24 1 485
26 I 546 |
28 1582
315 1.743
335 1 788
35 1 816
375 1903
39 1929
41.5 1 965
45 201
48 203
51 205




Figura 4. Curva de crecimiento de Cryplococcus neoformans serotipo A obienida a partir de los
datos de tiempo {hrs } y absorbancia mostrados en la Tabla 4.

Curva de Crecimiento de Crypfococcus neoformans serotipe A

25

Absorbancia

0 bt e b — b + + r v ¥ © bomn . ——m—pm e e
o ] - @ w Q o~ ~ © L] = o« = w o0 w n [e] [ w -
- - = N 8N &N = ~ 0 9 2 3

s 8 o -

£l cultive de C. neoformans serotipo A se llevo a cabo en medio GGA con ura concentracion de 2% de glucosa y con
bombeo constante de oxigens durante 51 hrs (37°C
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5.3 CURVAS PATRON

5.3.1 Cuantificacién de Carbohidratos Totales (Método de Dubois)

Tabla 5, Curva patrén de carbohidratos totales mediante el método de Dubois en la cual se muestran
los microgramos de cada carbohidrato {glucosa, xilosa y manosa) y sus respectivas lecturas de
absorbancia. La longitud de onda utilizada para obtener las lecturas de absorbancia para glucosa y
manosa fue de 490 nm, mientras que para xtlosa fue de 480 nm. Se muestran los valores de ,m, b
y @ para cada curva patrda.

Microgramos Glucosa A= 490 nm Xilosa A= 480 nm Manosa A=490 am

0 0 0 0

2 0 143 0143 0177
4 0252 0232 0.321
8 0 466 0461 0.660
12 0677 0 798 0908
16 0.856 0938 | 185
20 1035 1175 1 429
" (9956 09934 0.9960
m 0.0512 00591 G o714
Iy 00356 00116 00369
o +0.002 + 0005 +0 003

Figura 5. Curva patrén de glucosa reaiizada mediante el método de Dubois la cual se obtuvo

graficando los valores de absorbancia a 490 nm contra los microgramos de glucosa mostrados en la
Tabla 5.

[m o o e

! Curva patrén de Glucosa !

12

1

ey

|
I
! os! i
Absorbang

| 06 |

04

|

|

1

| ‘
02

J

J 0

|

En la Tabla ! puede apreciarse el modo de preparacion para la realizacidén de la curva patrdn de glucosa Los valores
aqui mostrades son un promedio de cada una de las cinco repeticiones de esta curva patron
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Figura 6. Curva patron de manosa realizada mediante el método de Dubois la cual se obtuvo
graficando los valores de absorbancia a 490 nm contra los microgramos de manosa mostrados en la

Tabla 5,

Curva patran de Manosa (Dubois)

Absgarbancia

0 2 4 B 12 16

microgtames de manosa

[ _

20

En la Tabla | puede apreciarse ef modo de preparacion para fa realizacién de la curva patron de manosa Los valores

aqui mostrados son un promedio de cada una de las cinco repeticiones de esta curva pairén,

Figura 7. Curva patrén de xilosa realizada mediante ¢l método de Dubois fa cual se obtuvo
graficando los valores de absorbancta a 480 nm contra los nucrogramos de xilosa mostrados en la

Tabla 5.

Curva patrdn de wiloga {Dubaois]

Absaorbancia

SV ——

0D W= et } .

0 2 4 & 12 16

microgramos de xilosa

£n ta Tabla 1 puede apreciarse el modo de preparacion para fa reafizacion de la ourva patron de xilosa Los valores aqui

mostrados son un promedio de cada una de las cinco repeticicnes de esta curva patron
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5.3.2 Cuantificacién de Hexosas (Método de Dische)

Tabla 6. Curva patrén de hexosas mediante el método de Dische en la cual se muestran los
microgramos de cada carbohidrato (glucosa v manosa) vy sus respectivas lecturas de absorbancia. La
longrtud de onda utilizada para obtener las lecturas de absorbancia fue de 300 nm. Se muesiran
ademas los valores de r’, m, b y & para cada curva patron,

Microgramos Glucosa A= 360 nm Manosa 2, =300 nm

4 0 0

4 014 G167
8 0.226 0278
16 0432 0633
24 0814 0824
32 0933 1.033
40 1238 1 404
r 0 9901 0.9923
m 0030 06033
b 4172 X107 0.022
o +0016 10033

Figura 8. Curva patron de glucosa realizada mediante ef método de Dische la cual se abtuvo
graficando los valores de absorbancia a 300 nm contra los microgramos de glucosa mostrados en la
Tabla 6.

i Curva patrdén de Glucosa (Método de Dische)
; 14 7

v
i
I
I
[R—————

12

0.8 4

06 4

Absorbancia

O o e e e e

Q 5 10 15 20 25 30 35 40
microgramos de glucosa !

En la Tabla 2 puede apreciarse el modo de preparacion para la reahizacidn de la curva patrdn de glucosa Los valores
aqui mostrados son un promedio de cada una de las cinco repeticlones de esta curva patron
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Figura 9. Curva patrén de manosa realizada mediante el método de Dnsche la cual se obtuvo
graficando los valores de absorbancia a 300 nm contra los microgramos de manosa mostrados en la

Tabla 6,

L e

Curva pafron de manesa {Método de Dische)

Absorbancia
(=3 =] AP
[ S A )
ey e

0.6

0.4

0z

0 e~ —— e —— e e - -——
0 10 20 30 40

microgrames de matosa ‘[
|
|

En la Tabla 2 puede apreciarse el modo de preparacion para la realizacidn de la curva patrdn de manosa. Los valores

aqui mostrados son un promedic de cada una de las cinco repeticiones de esta curva patron
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5.3.3 Cuantificacién de pentosas (Método de Orcinol)

Tabla 7. Curva patrén de xilosa mediante el método de Orcinol en la cual se muestran los
microgramos de xilosa y sus respectivas lecturas de absorbancia. La longitud de onda utilizada para
obtener las leciuras de absorbancia fue de 662 nm. Se muestran ademas los valores de >, m, b Vo
para cada curva patron.

Microgramos Xilosa 3 =662 nm
0
0008
0.014
0021
0033
0.045
0054
0.065
0071
0992
0466 X 107
-3.644 X 107
£0024

QT8 ity |ev e w | —ie
~af

Figura 10. . Curva patrdn de xilosa realizada medwante el método de Orcinol [a cual se obtuvo

gralicando los valores de absorbancia a 662 nm contra los microgramoes de xilosa mostrados en la
Tabla 7.

Curva patron de Xilosa {Método de Orcinol)

Absorbancia

{ mictogiamos de xilosa 1
I
|
En la Tabla 3 puede apreciarse el modo de preparacién para la realizacién de la curva patrén de xilosa Los valores aqui
mestrados son un promedio de cada una de las cince repeticiones de esta curva patron
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5.3.4 Cantidad de earbohidratos capsulares duraate las distintas etapas de crecimiento de
Crypiococcus negformans serotipo A,

Tabla 8. Cantidad (ug) de los carbohidratos capsulares de C. neoformans serotipo A (glucosa, xilosa
y manosa) durante diferentes etapas de culttvo en medio GGA. Los microgramos de cada uno de los
carbohidratos capsulares fueron obtenidos interpolande los valores de absorbancia en las curvas
patron realizadas mediante el método de Dubois las cuales corresponden a las mostradas en las
Figuras 5,6y 7.

MICROGRAMOS DE CARBOHIDRATOS CAPSULARES DURANTE EL CULTWODE Crypolococ o o s
neolforman s SEROTIPOAENMEDIO GGA DETERMINADOS POR EL METQDQO DE DUBDIS
hores de Glucosa (ug) *slosa (pg) Manosa (ng)
cultive

0 M 027 5}

2 0 0361 0

[ 1338 07 0224

[ 0123 0514 607

8 i 2023 [

0 0 0 344 0 1
12 6123 9614 007

14 0512 0652 635

1] 1703 1844 1254

1 2348 2442 1666

I*._zT 308 305 217

23 14976 212 14

24 1332 156 0933

26 2424 251 1221 T
28 141 183 [EE]
15 4128 104 299

L 135 414 31 z85

35 28 28 198
5 2h 2662 184

33 27 274 197
415 3068 3066 218

45 377 367 268

48 31887 3778 277

51 388 3862 284

28



Figura 11. Gratica que muestra la relacion entre la curva de crecimiento de C. neoformans serotipo
Ay la canttdad de cada uno de los carbohidratos capsulares (glucosa, xilosa y manosa) durante
distintas etapas del cultivo del nncroorganismo en medio GGA. La cantidad (ug) de carbohidratos
capsulares mostrada en esta figura fue obtenida graficando los microgramos de dichos carbohrdratos
contra el tiempo (hrs.) mostrado en la Tabla 8. La curva de crecimiento es la que se muesira en la
Figura 4.

Cantidad de carbohickatos capsudares durante distintas

etapasdel crecimiento de C nedfarmars
i-*--—Cuvacb ‘
g 8E.
m £X :
ol e i
4 =0
%) mn;——o—)ﬁtcsa
3 o=
< Lot
' g |
—6— Nbrosa
|

*La técnica definitiva que se uhlizd para cuantificar los carboludratos capsutares de C. wegformans serotipo A fue
mediante ¢l método de Dubois
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6.0 DISCUSION

E! polisacarido obtenido a partir de C. neoformans fue evaluade mediante tres métodos de
cuantificacion de carbohidratos. el método de Dubois, el método de Dische y el método de Orcmnol,
siendo el método de Dubois ¢l que presenté mayor homogeneidad de los resultados al reahzar
varias cuantificaciones; ademas de ser la técnica mas sencilla y econdmica en cuanto a su
realizacion, comparada con los otros dos métodos de cuantificacion de carbohidratos,

Se optod por probar los tres métodos ya que inicialmente solo se contaba con dos de ellos
{(método de Dubois y método de Dische) para poder cuantificar el polisacarido capsular; sin
embargo, el método de Dische no resuitd ser reproducible para cuantificar xilosa, ya que este es un
método que se utiliza prumordialmente para la cuantificacidon de hexosas y las pentosas muchas
veces no arrojan resultados ficiimente reproducibles (8), por lo que se decidio probar con un método
unicamente para la cuantificacion de pentosas (método de orcinol), y aunque el método es especifico
no ofrecid la reproducibilidad esperada. Es por este motive que el método de oscinol no se utilizd
como método definitrvo para la cuantificacion de xilosa.

Es importante citar que existen vanas técnicas descritas para el aislamiento del polisacanido
capsular de C. neoformans, entre ellas se encuentran téemeas de extraceidn con detergentes como el
bromuro de hexadecitrimetilamonioc (CTAB), extraccion con fenol al 45% en la cual se realiza una
dialisis durante que involucra tiempos de hasta 60 hrs. y después de esa primera exiraccion
involucra otras dialisis de tres dias en agua desionizada lo cual implica un gasto de tiempo muy
grande. Existe otro método que involucra extraccion con cloreformo-metanol (2:1) en la cual se
utiliza un proceso de sonicacion y debido a falta de infraestructura es por lo que no se pudo emplear
esta técnica Por todo lo anteriormente mencionado se prefind wtilizar la téenica de extraccidn con
etanol frio [a cual es una técnica relattvamente econdmica, de faeil realizacion y que permite obtener
buenos rendmmientos de material capsular, suficientes para poder cuantificar los carbohidratos
capsulares por los tres distintos métodos que se probaron.

Para cultivar la cepa de C. neoformans serotipo A empleada para llevar a cabo la cinética de
crecinuento se utilizé el medio GGA (Glutamina-Glicina-Asparagina) (5) el cual dio buenos
rendimientos en cuanto a la cantidad de levaduras que se desarrollaron, aunque cuando éstas se
observaban al microscopio después de cierto tiempo de incubacton en este medio de cultivo (por
gjemple despucs de 24 hrs.) no se vefa un aumento significativo del tamaifio capsular (ver Figura 3).
Los factores que pucden influir er ¢l grado de encapsulacidn no son claramente entendidos aunque
hay evidencia de que el control puede estar inffuido por alguno de los factores medioambientales o
por condiciones nutricionales (12} El medio GGA resultd ser refativamente sencillo de preparar,
aunque debe de tenerse mucho curdado de guardar la estertlidad durante su preparacton ya que es un
medio que se contamina muy facilmente por 10 que se recoruenda suplirlo con alglin antibitico.
Para la preparacion det inedio se realizd una modificacién de la metodologia oniginal y ésta consstio
en suplir la glucosa no al 1%, sino al 2% con lo cual se abfuvieron mejores resultados en cuanto a Ia
velocidad de crecimiento y cantidad de pohsacarido capsular obtenido. Aunque se ha reportado que
las altas concentraciones de azicar (por gjempio 16 %) suprimen ta encapsulacion mientras que las
bajas concentraciones (por ejemplo 1 %) proveen la maxima encapsulacion, La tiamna adicionada
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al medic de cultivo puede estimular algunos aislamientos no mucoides para que se vuelvan
mucoides (12).

Con lo que respecta a la cantidad de componentes capsulares de (. neoformans serotipo A
obtentdos durante distintas etapas de cultive (ver Figura 10), se observa claramente que existen
fluctuaciones en la cantidad de los tres carbohidratos capsulares que se cuantificaron {(Glucosa,
Xilosa y Manosa) durante el tiempo que durd el cultivo del microorganismo (31 hrs ), observandose
que en aquellas etapas donde ef crecimiento es mas veloz (aproximadamente entre tas 12 y 21 hrs. y
entre las 28 y 33.5 hrs.) es donde se da el incremento mas pronunciado en cuanto a la produccion de
dichos carbohidratos.

En la Tabla 8 se¢ puede observar que aJas 0, 2, 8 v 10 hrs de cultivo existen valores de § para
los carbohidratos glucosa y manosa, esto es debido a que en estas etapas de cultivo la canttdad
aislada de dichos carbohidratos fue tan poca que no se pudieron cuantificar.

El tiempo que durd la cinética (51 horas) se determiné en base a ensayos previos reakizados
durante esie trabajo en los cuales se observd que después de aproxmmadamente 45 horas la
absorbancia variaba muy poco, ademads, tomando en cuenta la cantidad de mililitros que se tomaban
para cada muestra (25 mi) en aproximadamente 51 horas se agotaba el volumen maximo que podia
contener ¢l fermentador,

Debe sefialarse que solo se cuantificaron los polisacdridos capsulares que se pudieron aislar
a parir del sobrenadante mediante [a utilizaciéon del método de etanol frio el cual emplea
ultracentrifugaciéon lo que provoca un desprendimiento de la capsula del cuerpo de la levadura y
dicho polisacarido se solubiliza en la fase del sobrenadante, pero no se puede descartar la posibilidad
de que cierta cantidad del polisacarido capsular pudo haber quedado retenido en fa biomasa (pellet),
por lo que es importante utilizar técnicas alternativas que permitan cuantificar la cantidad de
polisacarido capsular que pudiera quedar reiemdo en la biomasa, para obterer un estudio mas
completo de la cinética de desarrollo del pelisacarido capsular de (7 neoformans m vitro,
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7.0 CONCLUSIONES

* La metodologia empleada para el aislamiento del polisacérido capsular de C. neaformans
serotipo A utilizando el método de etanol filo resultd ser de faci realizacién y de costo
relativamente bajo, ademds de que es una técnica que permite obtener buenos rendimientos del
polisacarido, por lo que puede emplear para posteriores estudios en donde se requiera el aislamiento
de otros tipos de material capsular

* La cuanttificacion de los polisacéridos capsulares mediante ¢l métode de Dubotis puede ser
usada para realizar estimacienes confiables de azicares en solucion. Las coloraciones producidas
son usualmente estables y poseen un pico de absorcion definido La cantidad de color producido a
una concentracion de fenol constante es proporcional a la cantidad de azicar presente Las curvas
patrén obtenidas, graficando la concentracion de azicar vs. absorbancia pueden son facilmente
reproducibles. Ademas, los reactives son baratos, estables, y disponibles Es por cstas
caracteristicas que esta técnica se utilizé como la téonica defimtiva para la cuantificacion del
polisacéride capsular de C. reoformans serotipo A,

* El medio GGA resultd ser adecuado para obtener buenos rendimientos en cuanto al
volumen de biomasa y de aportar los requerimientos necesarios para la produccién de una buena
cantidad de material capsular.

* Durante ¢l cultivo i vitro de C. neoformans serotipo A existen vartaciones en cuanto a la
cantidad de los carbohidratos capsulares producidos (glucosa, xilosa y manosa), asi como un
aumento drastico de los mismos en etapas de desarrolto donde las levaduras se mulisplican mas
rapidamente,
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8.0 ANEXOQO

8.1 Montaje Experimental

Figura 12. Disefio del Fermentador utthzado para llevar a cabo la cinética de produccidon del
polisacarido capsular de Cryprococcus neoformans serotipo A,

Filtro de Aire

Tapones de Algodon

/Tapén de Hule

Via de Introduccion del inéculo

Salida de aire

——Matraz Erlenmeyer

Tubo introductor de aire
Medio de cuftive (GGA)

NOTA El tubo de introductar de aice, la sahda de aire y la via de witreduccion ded mocete son wbos de vidrio, se utilizd
una manguera de latex directamente conectada a la bomba de oxigene



3.2 DENTIFICACION DE LAS CEPAS DE Crypfococcus negformans SEROTIPOA Y
PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO.

La cepa de C. neoformans serotipo A que se utilizd para la realizacion de la cmética de
produccion del polisacarido capsular es una muestra proveniente de un aislamiento a partir de un
caso clinico, la cual fue donada por el Laboratorio de Micologia de la Facultad de Medicina
Veterinaria en Ciudad Universitana-UNAM.

8,2.1 Tincion negativa (30},

El examen microscopico directo se debe realizar sin fijar la muestra con calor, va que la
levadura se colapsa y se tifle erréneamente. Se recomienda el uso de tinta china celor azul para una
mejor apreciacion de la capsula

En un portaobjetos perfectamente limpio y desengrasado se coloca una gota de tinta china
color azul, con una asa bacteriologica previamente esterilizada a fuego directo, se toma una pequetia
muestra de la colonia aislada que se desea observar, inmediatamente después se coloca un
cubreobjetos sobre la muestra y se observa al microscopio.

INTERPRETACION: Al microscopio las células de C. neoformans se observan de forma
esférica y con cdpsula alrededor (ver Figura 3), aigunas pueden presentar gemacion, o bien estar en
forma agrupada; se revela la presencia de la cdpsula por un halo refringente el cual se tifie
negativamente

8.2.2 Preparacion del medio de Niger (30).

FUNDAMENTO- El crecimeento diferencial de C. neoformans en el medio de Niger se ha
usado como una prueba para su identificacion, ya que es la anica levadura de su género capaz de
asimular la purina creatina que se encuentra en estas semtllas (Niger), produciendo un piginento café

obscuro,

Para la preparacién de este medio se utilizan los sigwentes reactivos.

Semillas de Guizotia abyssimea (Niger)., . ... ... 50 gr
Agar bacterioldgico . ... e SRS £ %1 ¢
Cloranfeniicol. . .. ... . .. i s e s e 50 mg
Agua destilada..... e e e e e e+ e . 1000ml

INTERPRETACION- Se desarrollan colomas convexas, lisas, de bordes regulares, de color
café obscuro, con apariencia vidriosa y himeda debtdo a la gran cantidad de material capsular
presente.
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8.2.3 Preparacion del medio CGB (30, 22).

FUNDAMENTQ: Este medio cuenta con glicina como Gnica fuente de carbono y nitrdgeno,
y canavanna (un andlogo de la argimna) como un inhibidor selectivo. Se adiciona azul de
bromeotimol al medio como indicador de pH.

Este medio permite la diferenciacion de las variedades neoformans y gattii, ya que lag cepas
que corresponden a la variedad gatiz no son inhibidas pov ta canavanina a diferencia de las cepas de
la variedad neoformans que si lo son. Los resultados dependen de la pureza del cultivo, el tamario
de indculo y la correcta inoculacion del medwo (29).

La preparacion del medio CGB es la siguiente:

SOLUCION A,

Gleina.., ... . ..... .10 gr
KoPQuoo i 1gr
MgSGs.. . . g
Tiamina-HCl ... .. ... I mg
Sulfato de Canavanina .. 30 mg
Agua destilada,....... ...... 100 il

Mezclar v disolver en el agua destilada, ajustar a pH = 5.6 con HCI y filtrar con membranas
de 0.45um.

SOLUCION B (indicador de pH):
Azul de Bromotimol. .04 gr
NaOHOOIN ... .64 ml
Agua destitada .. ... ... 36 ml

Disolver el azul de bromotimol en el NaOH posteriormente adicionar agua destilada.

Agua destilada .. . .....880 ml
SOLUCIONB. ... 20ml
Agar purtficado . . ... 20 gr

Esterilizar en autoclave a 121 °C o a 15 1b/15 min, Enfriar hasta aproximadamente 50 °C y
adicionar 100 mi de solucidn A, mezclar v servir en cajas petr estériles.

INTERPRETACION- Cryptococcus negformans var. neoformans no crece y ho produce
cambio en la coloracion del medio, permaneciendo amarillo. C. neoformans var gatin s1 crece y
produce cambio en la coloracidn del medio, de amaritlo a azub.



8.2.4 Preparacion del medio GGA (3).

Para cultivar C. reoformans serotipo A se utilizé el caldo GGA (caldo Glutamuna-Glicina-
Asparagina) , el cual se selecciond por su excelente reproducibilidad, ademdas de proveer a C.
neoformans de un mayor tamafio de cdpsula.

El medio consid de la siguiente formulacion

Glutaming. ... .. ..« oo v i v e e RO BT
GHCINA. .. s v e e v e LG BT
Asparagina......... IV RO LK 8
Sulfato de Magnesio... . ... . e . e 0.2 g0
Cloruro de Caleio.... . s oo e cve e 0.1 gr.
Fosfato 4cido de sodio hidratado . ..... . ....1.0 gr
Sulfato Ferroso. . ... ... L0 000 gr
Glucosa.. ... - e e e 20
THMINA. . e o s e e 0.001 gr

Se disuetve en 100 m! de agua desionizada v se esteriliza por filtracién {poro 0.22 um).
Una vez realizado, sc mezcla con 900 ml de una solucion con 6.0 gr de fosfato 4cido de

potasio previamente esterizado a 15 1b/15 min. en autoclave. El medio se somete a prueba de
esterilidad (incubar a 37 °C/ 24 hrs)

*NOTA" Se recomienda suplir el medw de cultivo con algin antibidtico (Bencetacit), para disminuir el riesgo de
contamnacion
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