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Se analizan los estudios de tipo diagndstico e investigativo que sobre el hongo patégeno
Cryptococcus neoformans var. neoformans y var. gattii se han llevado a cabo en el laboratorio de
micologia del INS. Se destaca la frecuencia de una variedad de este microorganismo, la var. gattii,
en ciertas regiones del pafs y 1a severidad de la patologfa por ella producida. Igualmente, se descri-
ben los pasos seguidos para demostrar su habitat, su relacién con los almendros (Terminalia catappa),
su capacidad de desarrollo en plantulas y las posibles conexiones entre la planta, C. neoformansy
el humano.
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Abstract

An analysis of the diagnostic and investigative studies carried out in Colombia, at the mycology
laboratory at INS, on the pathogenic fungus Cryptococcus neoformans var. neoformans y var. gattii
is presented. Emphasis is made on the frequency of one the varieties of this microorganism, the var.
gattii, in certain regions of the country and on the severity of its clinical presentations. The steps
followed to demonstrate its presence in nature, its relationship with the almond tree (Terminalia
catappa), its capacity to grow in seedlings, and the possible connections between the plant, C.
neoformans, and humans are also described.

Key words: Cryptococcus neoformans, cryptococcosis, habitat, ecology.

*  Laboratorio de Micologia Médica. Grupo de Microbiologfa. Instituto Nacional de Salud (INS). Avenida Eldorado, carrera 50. E-mail:

ecastaneda@hemagogus.ins.gov.co



106 REV. ACAD. COLOMB. CIENC.: VOLUMEN XXV, NUMERO 94-MARZO DE 2001

* Por mds de un siglo, Cryptococcus neoformans ha sido
reconocido como germen patégeno para el hombre. La
historia de su epidemiologia, ecologfa, taxonomia, biologia
molecular, patobiologia, diagndstico y tratamiento son
apenas un reflejo general de los descubrimientos realizados
en el campo de la micologia médica”

Casadevall, J.R. Perfect 1998. Cryptococcus neoformans.
ASM Press, Washington, DC

La criptococosis y su agente etiolégico

El agente etiolégico de la criptococosis, Cryptococcus
neoformans (Sanfelice 1894, Vuillemin 1901), una levadu-
ra perteneciente al Reino de los Hongos, presenta un
teleomorfo o fase sexuada que lo clasifica en el phylum
Basidiomycota, orden Filobasidiales, familia Filoba-
sidiaceae, género Filobasidiella (Kwong Chung, 1975;
Kwong Chung et al., 1979; Aulakh et al., 1981). Sin em-
bargo, se lo conoce mejor bajo su anamorfo o fase asexual,
¢l que lo asigna al phylum Deuteromycota, clase
Blastomicetes, orden Cryptococcales, familia Crypto-
cocacceae, género Cryptococcus. Al presente, se conside-
ra que en ambos estados de reproduccién, teleomorfo y
anamorfo, existen dos variedades, var. neoformans y var.
gattii (Kwong Chung et al., 1982). Recientemente, y con
base en huellas digitales del ADN del hongo, se ha pro-
puesto la creacién de una nueva variedad, var. grubii
(Franzot et al., 1999), aiin estd en consideracién. Existen
otras especies del género Cryptococcus pero ellas son rara-
mente patégenas para el hombre (Mitchell & Perfect, 1995).

Cryptococcus neoformans es una levadura esférica u
ovalada, capsulada, de tamaiio variable (4-20 um), el que
depende del tamafio de la cdpsula. El anamorfo se repro-
duce por gemacién unica o miiltiple, dando origen a las
blastoconidias. La cdpsula es una caracteristica
morfolégica importante del hongo y estd compuesta por
varios polisacdridos, la glucuronoxilomanana (GXM) la
galactoxilomanana y la manoproteina; el primero es el
mds importante pues constituye el 90% de estos produc-
tos. Las diferencias en la estructura de la GXM explican
las diferencias antigénicas que dan base a la cldsica sepa-
racién en cinco tipos seroldgicos: A, B, C, D, y AD (Evans,
1950, Wilson et al., 1968). Al ser reconocidas estas varie-
dades, se determiné que la var. neoformans estaba confor-
mada por los serotipos A, D y AD y la var. gattii por los
serotipos B y C (Mitchell & Perfect, 1995).

Es importante destacar que las dos variedades presen-
tan numerosas diferencias, siendo una de ellas la prefe-
rencia por un hospedero determinado, preferencia que, a
su vez, estd condicionada por el estado inmune del mis-
mo. La var. neoformans afecta preferentemente a indivi-

duos inmunocomprometidos y la var. gattii a hospederos
inmunocompetentes en los cuales, a pesar de todo, oca-
siona alta morbilidad. Adicionalmente, existe una mayor
dificultad en obtener una respuesta adecuada al tratamien-
to en los pacientes infectados con la var. gattii (Mitchell
& Perfect, 1995). De gran importancia son también las
diferencias en distribucién geogréfica y en h4bitat; asf, la
var. neoformans tiene distribucién mundial (Kwong Chung
& Bennett, 1984) asf como especial predileccién por sue-
los contaminados con excretas de aves, especialmente de
palomas (Columbia livia), (Emmons, 1951; 1955). En
contraste, la var. gattii estd limitada a regiones tropicales
y subtropicales y tan s6lo hace una década fue posible
determinar su hébitat, asociado con ciertas especies de
Eucalyptus y de otros arboles (Ellis & Pfeiffer, 1990a,
1990b, 1992; Pfeiffer & Ellis, 1991, 1992).

El teleomorfo se reconoce como el hongo heterotilico
Filobasidiella neoformans, con dos variedades, var.
neoformans y var. bacillispora (Kwong Chung, 1979).
La pareja sexual estd conformada por aislamientos tipo
“a” y tipo “a”, las cuales al verse desprovistas de nitrége-
no y en condiciones de relativa desecaci6n, se fusionan e
inician el proceso de reproduccién sexual propia de los

basidiomicetos (Kwong Chung & Bennett, 1978).

Algunos datos histéricos

En 1894 Sanfelice, médico italiano, logré aislar a par-
tir de jugos de frutas, el primer aislamiento de C.
neoformans consignado en la literatura. E]l observé
microscépicamente una levadura capsulada que en ani-
males de experimentacién, ocasionaba lesiones
seudotumorales, caracteristica que lo llevé a denominar
el aislamiento Saccharomyces neoformans. Un afio des-
pués e independientemente, dos patélogos alemanes Busse
y Buschke, diagnosticaron el primer caso de criptococosis
clinicamente manifiesta, informado en la literatura; no
obstante, clasificaron al agente como S. hominis. Poste-
riormente y especialmente en Europa, se diagnosticaron
otros casos, cuyos agentes etiolégicos recibieron diver-
sos nombres. En 1901, Vuillemin examiné una serie de
aislamientos y al no observar reproduccién por las
ascosporas propias del género Saccharomyces, clasificé
los varios aislamientos en el género Cryptococcus (del
griego, kryptos, escondido) creado por Kutzing en 1833
para acomodar aquellas levaduras que no poseian
“endosporas”. El género Cryptococcus fue definitivamen-
te aceptado en 1935 después de los trabajos de Rhoda
Benham con los aislamientos de Sanfelice, Busse, Buschke
y otros més. Con ellos se establecié que la criptococosis
era producida por una sola especie del género, con algu-
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nas diferencias seroldgicas entre los aislamientos. Desde
entonces, el agente etiolégico se conoce con el binomial
Cryptococcus neoformans (Vuillemin, Sanfelice)
(Drouhet, 1997).

“...el prefijo CRYPTO*, aunque de vieja data, continiia siendo
apropiado, ya que muchos aspectos de la epidemiologia de
la entidad permanecen aun ocultos”

D. Pappagianis, Bacteriol Rev, 1967; 31:25-34

Algunos datos epidemiolégicos y micolégicos
El diagnéstico

En 1956, se diagnostic6 en nuestro pais (Lichten-
berger & Fajardo, 1956) y en una autopsia, €l primer
caso de criptococosis; se trataba de una mujer en embara-
20 que muri6 por meningitis. Para 1975 se habfan publi-
cado en Colombia 54 casos de criptococosis, 1a gran ma-
yorfa de ellos confirmados por histopatologia (Ordéiiez
et al., 1998).

Los primeros 14 casos diagnosticados en el laboratorio
de Micologia Médica del Grupo de Microbiologia del INS,
datan del perfodo de 1975 a 1980 (Ordéiiez et al., 1981).
Los datos indicaban que 8 pacientes eran del género mas-
culino, con un rango de edad de 17 a 69 afios y quienes
procedian de 7 departamentos del pafs. En los 17 afios si-
guientes (1981-1998), se diagnosticaron o confirmaron en
este laboratorio, 322 casos de la micosis en pacientes pro-
cedentes de 20 departamentos. Un andlisis de las historias
de los pacientes hasta el afio de 1985 indic6 que continua-
ba predominando el género masculino (62%), que 1a mico-
sis ocurrfa en mayores de 20 afios y que como factores de
base estaban presentes el lupus eritematoso sistémico, la
enfermedad de Hodgkin y la artritis reumatoidea. (Ordéiiez
etal, 1987; Lépez et al., 1993; Tobén et al., 1996; Ordéiiez
et al.,, 1996; Ordéiiez et al., 1998).

A partir de 1986, empezé a llamar la atencién el alto
ndimero de casos de criptococosis asociados con el SIDA,
ya que la proporcién de pacientes VIH positivos en quie-
nes se diagnosticaba la micosis, se habfa incrementado de
27% en 1990 a 80,4% en 1995 (Ordéiiez & Castafieda,
1992; Orddéiiez et al., 1998).

El estudio del agente etiolégico: las variedades, los
serotipos y la pareja sexual.

En 1992, a partir de 163 aislamientos de origen clini-
co recuperados desde 1972, se establecid, por primera vez
que en nuestro pafs existian las dos variedades de C.
neoformans (Ordéfiez & Castafieda, 1994). La var.
neoformans (serotipos A y D) representaba 92,6% de los

casos y la var. gattii (serotipos B y C), 7,4%. Al serotipo A
correspondian 92% de los casos, al serotipo B 6,8% y a
los serotipos Cy D, 0,6%. C. neoformans var. neoformans
estuvo presente durante todos los afios y todos los meses
en los cuales se aislé ¢l hongo; por el contrario, la var.
gattii se observé solamente a partir de 1986 y en determi-
nados meses del afio. La criptococosis por la var.
neoformans fue mas frecuente en el género masculino
(67%), mientras que en las infecciones por la var. gattii
no se observaron diferencias por género. La distribucién
por departamentos sefial6 que en Cicuta, Norte de
Santander, 5 de los 6 aislamientos de C. neoformans co-
rrespondian a var. gattii.

Este dato fue ampliado inicialmente en una publicacién
del grupo del Hospital Erasmo Meoz de Ciicuta (Lizarazo
et al., 1995). Adicionalmente en una revisién reciente,
(Lizarazo et al., 2000), se analizaron las historias de 20
pacientes con afeccién sistémica por C. neoformans var.
gattii, diagnosticados entre 1988 y 1999. Se estableci6 que
15 pacientes eran hombres y 5 mujeres, con edad promedio
de 32 afios siendo 4 de ellos menores de 12 afios. Los pa-
cientes procedian de 8 departamentos pero 12 eran de Norte
de Santander. Como dato interesante, 80% de los pacientes
fueron considerados inmunocompetentes. El curso de la en-
fermedad fue severo ya que 7 (35%) pacientes murieron un
mes después del diagndstico y otros 7 sufrieron pérdida de
la agudeza visual y/o de la visién. En ese trabajo se destacé
la severidad de la afecci6n por la var. gattii, su mortalidad y
la morbilidad, lo cual sefialaba la necesidad del pronto reco-
nocimiento de la variedad infectante.

Un estudio, realizado en conjunto con el laboratorio
de Micologia de 1a CIB con el fin de determinar, in vitro,
la susceptibilidad de las dos variedades a los antimi-
céticos, sefialé que si bien todos los aislamientos de la
var. gattii eran sensibles, lo eran en concentraciones de-
nominadas sensibles pero dosis dependiente, lo que po-
drfa explicar la mayor dificultad para lograr que el trata-
miento fuera exitoso (De Bedout et al., 1999).

Con el fin de documentar la pareja sexual de los aisla-
mientos colombianos, se realizé un estudio en el que se
estableci6 que 55 de los 74 (74%) aislamientos de C.
neoformans var. neoformans pertenecian a la pareja sexual
“a*. Sin embargo, no se logré determinar la pareja sexual
en los 7 aislamientos de C. neoformans var. gattii estudia-
dos (Ordéiiez, et al.,1998).

La encuesta

En 1997, iniciamos, en asociacién con el laboratorio
de la CIB, un programa denominado “Encuesta
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epidemiolégica sobre la criptococosis” (Castafieda et al.,
2000). La encuesta estaba dirigida a colectar informacién
sobre los pacientes colombianos infectados con C.
neoformans y sobre los correspondientes serotipos del hon-
go. De julio de 1997 a diciembre de 1999 habian sido remi-
tidas 159 historias; adicionalmente y en forma retrospecti-
va, se diligenciaron 54 encuestas de pacientes diagnosti-
cados en el perfodo 1988 a 1996, 1o que permiti6 analizar
un total de 213 encuestas. Los datos més sobresalientes
fueron los siguientes: 158 (74,2%) pacientes, 140 hombres
y 18 mujeres tenfan SIDA; 43 (20,2%) eran VIH (-) y en 12
(5,6%) se desconocia el dato. Como se desprende de lo
anterior, el factor de riesgo predominante en el periodo
analizado era la infecci6n por el VIH (74,2%), sin embargo,
se identificaron otros factores en 15% de los pacientes,
tales como el uso de esteroides (4,2%), la presencia de una
enfermedad autoinmune (2,8%) o de tumores (2,3%), asi
como transplantes de 6rganos (1,9%), diabetes (1,4%),
cirrosis (0,5%) y otros (7,4%).

Los 115 aislamientos recuperados de pacientes con
SIDA correspondieron a la var. neoformans, serotipo A, en
tanto que en los 42 pacientes VIH (-), se identificé la var.
neoformans, serotipo A, en 24 (57%) y la var. gattii, serotipo
B, en 18 (43%). Ocho de los 10 aislamientos de pacientes
en los que el diagnéstico de VIH era desconocido, demos-
traron ser var. neoformans, serotipo A mientras que 2 fue-
ron var. gattii, serotipo B. De los 134 aislamientos en los
que se determiné la CIM, se hallé resistencia a la
anfotericina B en 2, al itraconazol en 1 y sensibilidad dosis
dependiente al fluconazol en 4. El tratamiento inicial de
los pacientes habia sido realizado con anfotericina B en
60% y combinado con fluconazol en 20% de los casos.

Debido a que la criptococosis no es una enfermedad
de notificaci6én obligatoria en nuestro pafs, los datos de
la encuesta anterior representan una primera aproxima-
cién hacia la recoleccién de informacién confiable sobre
esta patologia.

Comentarios sobre la criptococosis y su agente
etiolégico.

La experiencia del grupo de Microbiologia del INS en
esta patologfa, permite destacar los siguientes hechos: al
presente en nuestro pais, al igual que en otras partes del
mundo, el factor de riesgo m4s importante para el desarro-
llo de la criptococosis es la infeccién por el VIH. Sin em-
bargo, es importante anotar que los factores de riesgo tra-
dicionales siguen estando presentes en los pacientes VIH
negativos, si bien con menor frecuencia. La variedad pre-
dominante del hongo es la var. neoformans, serotipo A, lo
que refleja su mayor frecuencia en hospederos inmuno-

comprometidos. No obstante, la morbi-mortalidad oca-
sionada por la var. gattii, serotipo B, en pacientes
inmunocompetentes no es despreciable y sefiala la im-
portancia del estudio micol6gico inicial con el fin de es-
tablecer la variedad que afecta al paciente. Igualmente, se
destaca la distribucién geograifica de la var. gattii, predo-
minante en Norte de Santander, en tanto que la var.
neoformans se ha aislado en todos los departamentos de
los cuales se han recibido aislamientos.

“Debe recordarse, sin embargo, que la investigacién es un
proceso de maduracidn, de reflexion y raras veces, de
impulso inmediato. Por regla general, una idea no se

concreta de la noche a la mafiana y pueden pasar varios
afios antes de su materializacion”

A. Restrepo, Editorial, Biomédica 1998;18:247-248

La incursion en la ecologia (oikos: casa,
logos: estudio, “el estudio de la vida en casa”).
De Sanfelice (1894) a Ellis (1990).

El habitat de C. neoformans .var. neoformans

El aislamiento realizado en 1895 por Sanfelice a par-
tir de jugos de frutas, constituye el primero de una fuente
ambiental, el que hoy se reconoce como C. neoformans
var. neoformans, serotipo D (Drouhet, 1997). Sin embar-
g0, la verdadera historia de los estudios ecolégicos de C.
neoformans se inicia con el informe de su recuperacién
del medio ambiente, a partir de muestras de suelo conta-
minadas con excretas de palomas (Emmons, 1951,1955);
este hallazgo estableci6 el hébitat de C. neoformans var.
neoformans, serotipo A. Afios m4s tarde, a partir de 1980,
el Grupo de Microbiologia del INS incursioné en este
campo y reprodujo el hallazgo de Emmons, como 1o han
hecho numerosos autores (Staib & Schulz-Dieternich,
1984; Drouhet, 1997; Mitchell & Perfect, 1995). Fue as{
como se recuperd la var. neoformans, serotipo A, de 69%
del total de 75 muestras recogidas en palomares de (Santa
Fe de) Bogot4 (Corrales et al., 1981). En este trabajo se
estudi6é una poblacién con alta exposicién a excrementos
de palomas y un grupo control de personas no expuestas
y se determind la presencia de anticuerpos contra el hon-
g0, sin que se revelara su presencia incrementada en los
expuestos.

El habitat de la var. gattii.

Con respecto a la var. gattii, su hébitat era desconocido
hasta 1990, afio en que el grupo australiano de Ellis y
Pfeiffer, sefialaron como los detritos de Eucalyptus
camaldulensis eran reservorios de ella. Este hallazgo fue de
gran significado ya que explicaba la fuente natural de infec-
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ci6én de la variedad que ocasionaba el mayor niimero de ca-
sos clinicos en Australia (Ellis & Pfeiffer, 1990b). En poste-
riores investigaciones de Lazera et al., 2000 se postula a los
érboles como el nicho ecolégico de las dos variedades.

1. Eucaliptos: estandarizacion de procedimientos.

En el laboratorio del INS se decidié entonces realizar
un estudio tendiente a desarrollar la metodologia adecua-
da al procesamiento de muestras vegetales y a identificar
las especies de Cryptococcus asociadas con ellas. Fue as{
como se estudiaron 21 drboles ubicados en 5 zonas dife-
rentes de Bogotd y a partir de 100 muestras, se recupera-
ron 27 aislamientos de Cryptococcus pertenecientes a 9
especies, 2 de ellos C. neoformans var. neoformans
(Duarte et al., 1994).

2. Eucaliptos: estudio en un parque de Bogotd.

Con base en la informacién consignada en el herbario
del Museo de Historia Natural de la Universidad Nacio-
nal sobre la presencia de un espécimen de E.
camaldulensis en un parque de Bogot4, se disefié un estu-
dio con el fin de establecer la posible asociacién de va-
rios drboles del género con especies de Cryptococcus. Se
recolectaron, mensualmente durante 2 afios, 426 mues-
tras de madera de 19 Eucalyptus. Estas se procesaron con
los procedimientos estandarizados previamente. Fue po-
sible recuperar 17 aislamientos de especies de
Cryptococcus: 14 C. laurentii, 2 C. neoformans var.
neoformans y 1 C. albidus. Si bien se establecié la aso-
ciacién del hongo con los eucaliptos, no se logré recupe-
rar la variedad gattii de ninguna de las especies del géne-
ro Eucalyptus ubicadas e el parque. (Castaiieda &
Castaifieda, 2001)

3. Cicuta: eucaliptos y otros drboles.

Como se mencioné anteriormente, la informacién cli-
nica disponible sefialaba que, en Cicuta, Norte de
Santander, 60% de los casos de criptococosis en pacien-
tes sin SIDA, eran ocasionados por la var. gattii. Por tal
motivo, se inicié un estudio sistemdtico sobre el hédbitat
de la var. gattii en esta ciudad. La muestra, seleccionada
por tamaiio y sitio, consisti6 en detritos de un cierto ni-
mero y varias clases de drboles (Eucalyptus, Cassia,
Mogquilia), asi como de otros arboles nativos de la region.
Durante 11 meses consecutivos se recolectaron muestras
alrededor de las casas de siete pacientes con infeccién
por la var. gattii, residentes en el 4rea urbana y de cinco
sitios en las afueras de la ciudad. De las 1.736 muestras
procesadas se aislaron 186 levaduras del género
Cryptococcus, 40 de las cuales correspondieron a C.
neoformans var. neoformans, serotipo A, 121 a C. laurentii
y 25 a C. albidus (Ordéiiez et al., 1997).

4. Cicuta: almendros.

Debido a que los almendros (Terminalia catappa) son
comunes en el drea, este género se adicion6 a la lista de
los otros 4rboles estudiados. Inicialmente, por un periodo
de 5 meses, se analizaron detritos, material vegetal y mues-
tras de aire. De 68 almendros y especificamente, del detri-
to de dos de ellos (almendros 9 y 21), fue posible aislar C.
neoformans var. gattii, serotipo C (Callejas et al., 1998).
Fue éste el primer informe en la literatura sobre el aisla-
miento del serotipo C a partir del ambiente.

El hallazgo fue confirmado posteriormente ya que al
seguir los dos almendros positivos, fue posible repetir el
aislamiento, asf como evaluar el tiempo de permanencia
del hongo en los detritos durante diversas épocas del afio.
En total, se tomaron muestras de los dos drboles positivos
por espacio de 26 meses, y se estudiaron 9 almendros adi-
cionales. De un total de 160 muestras obtenidas de los
dos almendros, 31 (19,3%) fueron positivas para C.
neoformans var. gattii serotipo C (Figura 1), asi como una
muestra de 1 de los 9 almendros adicionales. Estos ha-
llazgos sugieren que el almendro podria jugar algiin pa-
pel como planta intermediaria para la var. gattii, y ade-
mds, que esta variedad es capaz de permanecer por un
tiempo prolongado en el 4rea, ya que se logré recuperarla
en diferentes meses a lo largo de todo el estudio
(Castaiieda et al., 2001). El hallazgo repetido del serotipo
C en asociacién con detritos de T. catappa, apoya la hip6-
tesis australiana sobre un nicho para C. neoformans var.
gattii, en el medio ambiente

Se acepta que la determinacién del hébitat de un agen-
te infeccioso es fundamental en el conocimiento de su
fisiopatologfa y, por lo tanto, estos resultados tan solo
indican que requerimos de més conocimiento para esta-

Halmendro 9

Salmendro 21

------------

Afto 1997 1998 1999

Figura 1. Cryptococcus neoformans var. gattii, serotipo C:
recuperacién mensual a partir de los almendros positivos 9 y 21.



110 REV. ACAD. COLOMB. CIENC.: VOLUMEN XXV, NUMERO 94-MARZO DE 2001

blecer la relacién ecolégica precisa entre las variedades
de C. neoformans y el hospedero. Sin embargo, los ha-
llazgos mencionados permiten considerar una posible re-
lacién entre la infeccién del hombre y su exposicién a los
ambientes donde se ha demostrado la existencia del hon-
go. Estudios de tipo molecular podrian dar respuesta a
estos planteamientos.

Estudio de los aislamientos ambientales, serotipo C

Con el fin de caracterizar los aislamientos ambienta-
les serotipo C, se han empleado una serie de marcadores
fenotipicos como son la morfologia, el tamafio de colo-
nias, levaduras y cdpsula, el establecimiento de curvas de
crecimiento, la produccién de melanina, asi como su
patogenicidad para ratones BALB/c (Castaiieda et al.,
1999).

1. Morfologia y tamaiio de las colonias. Se estudiaron
13 aislamientos ambientales serotipo C y controles repre-
sentados por aislamientos ambientales serotipos A y B, y
clinicos serotipos A, B, C y D. La morfologia y el tamafio
de las colonias se determinaron después de 7 dias de cre-
cimiento en agar glucosado de Sabouraud. Los datos de
la morfologia revelaron que todas las colonias era lisas,
himedas y no mucoides, con excepcién de un aislamien-
to ambiental serotipo B empleado como control, caracte-
rizado por colonias mucoides. El fenémeno de
“switching,* que se presenta con una frecuencia de 1x10*
(Fries et al., 1999), el cual parece estar implicado en vi-
rulencia, es objeto de estudio en la actualidad.

En todos los aislamientos, el tamafio de las colonias
fue homogéneo; asi, en el serotipo C, varié de 5,15 a
8,51mm con un promedio de 7,1mm * 0,92. En los contro-
les correspondientes el tamafio fue de 5,24 a 10,15, pro-
medio 7,55 + 1,5 para los ambientales, y de 5,33 a 8,92,
promedio 6,58 + 1,13, para los clinicos (Figura 2).

2. Produccién de melanina. Esta fue determinada en
el mismo nimero de aislamientos, utilizando un medio
suplementado con L-dopa (3,4dihidroxifenilalanina), un
substrato para la enzima fenol oxidasa. En C. neoformans
y con base en su especificidad, esta enzima ha sido clasi-
ficada como una lacasa, y constituye uno de los factores
de virulencia més estudiados. Entre los fen6menos biol6-
gicos de defensa asociados con la produccién de melanina,
se encuentran la proteccién contra oxidantes, la integri-
dad de la pared celular, la proteccién contra la luz UV, la
inhibicién de la fagocitosis y un incremento en la carga
negativa. Por lo anterior, se acepta que la melanina cons-
tituye un mecanismo que protege al hongo del medio
ambiente y del hospedero humano. En los experimentos
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Figura 2. Cryptococcus neoformans: tamaiio de las colonias en
determinaci6n realizada después de 7 dias de crecimiento en agar
glucosado de Sabouraud. Aislamientos estudiados: ambientales
serotipo C del almendro 9: I-755, 1-557,1-559, 1-617, 1-684, 1-731,
1-737, 1-760, 1-818, 1-826, 1-859; del almendro 21: I-618, 1-682.
Controles ambientales serotipo A, 1-583, 1-857, serotipo B 1-453,
B-4506. Controles clfnicos, serotipo A I-855, serotipo B 1-881,
serotipo C 1-78, serotipo D 1-20.

anotados, la melanina fue producida a partir del sexto dia
de incubacién en 3 de los 11 aislamientos ambientales
serotipo C, y en el dia 21, fecha final de la observacién,
en los restantes. La produccién fue clasificada cuali-
tativamente por intensidad como débil (en 1/13 aislamien-
tos serotipo C), intermedia (en 11/13) y fuerte (en 1/13)
(Figura 3). En el futuro, el uso de un procedimiento cuan-
titativo podria establecer la importancia de este factor en
la interaccién levadura-hdbitat.

4

, . % Fuerte
:3 . o0 ]
T |, o * o** X Intermedia
22 * -

1 & Débil

. x X
A
°
Serotipos C [ A B ABCD

Figura 3. Cryptococcus neoformans: Produccién de melanina en
determinaci6n realizada después de 21 dias de crecimiento en agar
con L-dopa. Los aislamientos estudiados fueron los mismos
mencionados en la leyenda de la figura 2.
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3. Tamafio de las levaduras y de la cdpsula. Curvas de
crecimiento. Estas determinaciones fueron establecidas
para 3 aislamientos ambientales del serotipo C, uno del
A, uno del B y un aislamiento clinico serotipo A. Los
tamafios se estudiaron a partir de un crecimiento de 48h a
30°C en agitacién en un medio liquido glucosado. La
observacién microscépica se hizo en preparaciones con
tinta china con objetivo de inmersién, se midieron un
total de 20 levaduras por aislamiento. Para las levaduras
de serotipo C el tamafio de la levadura vari6 de 3,7 a 8,39
pm (promedio 6,06 + 1,74) y el de la cdpsula de 0,44
+1,01 pm (promedio 0,72 £0,26). Los controles ambien-
tales presentaron un promedio de 7,99 + 3,08 um para las
levaduras y 1,25 +0,86 pm para la cépsula (Figura 4).
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Figura 4. Cryptococcus neoformans: Determinacién del tamaiio de
la levadura y de la cépsula. Proceso realizado a partir de un
crecimiento de 48h a 30 °C, en agitacién en un medio liquido
glucosado. La observacién microscépica se hizo en una prepara-
cién con tinta china y objetivo 100X. Se estudiaron aislamientos
ambientales serotipo C obtenidos del almendro 9: I-755, 1-731 y
del almendro 21: 1-618, 1-682.Controles ambientales serotipo A, I-583,
serotipo B, B-4506. Controles clinicos, serotipo A I-855,

El crecimiento en medio liquido fue medido tanto por
absorcién a 600 nm como por unidades formadoras de

colonia (UFC). Ambas mediciones demostraron que todos

los aislamientos alcanzaban su médximo crecimiento a las
54 h. (Figura 5).

4. Virulencia de los aislamientos serotipo C. La viru-
lencia fue evaluada en ratones BALB/c, inoculados via
intravenosa con 1x10%y 5x10% UFC. Se emplearon 2 ais-
lamientos serotipo C y como control, un aislamiento am-
biental serotipo B de patogenicidad conocida. Se esta-
blecié que con los aislamientos del serotipo C, todos los
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Figura 5. Curvas de crecimiento de los varios aislamientos de

Cryptococcus neoformans. El crecimiento en medio liquido glucosado

fue medido por absorcién a 600 nm. Los aisiamientos estudiados
fueron los mismos mencionados en la leyenda de la figura 4.

Tabla 1. Virulencia de los aislamientos ambientales de
Cryptococcus neoformans, serotipo C, evaluada en ratones
BALB/c, inoculados intravenosamente con 10°y 5x106UFC.

Aislamiento Inoculo | Sobrevida Recuperacién
X 10¢ % cerebro-  bazo

Experimento 1 30 dfas

1-755 5 100 - +

1-680 5 100 - +

B-4506 5 50 + +

Experimento 2 60 dias

I-755pa* 1 100 + +

I-680pa 1 100 + +

I-680pa 5 80 + +

* pa = pase por animal

ratones sobrevivieron hasta la terminaci6én del experimen-
to, 30 dfas post-inoculacién. Sin embargo, la autopsia re-
velé lesiones en bazo y cerebro que indicaban el estableci-
miento del proceso infeccioso. El mismo resultado se obtu-
vo en un segundo experimento en el cual se inocularon
cepas que habfan sido pasadas por animal, procedimiento
que se emplea para incrementar la virulencia (Tabla 1). Se-
rfa interesante explorar si la baja virulencia para los rato-
nes del serotipo C pudiera estar relacionada con el escaso
nimero de casos clfnicos debidos a este serogrupo (Mitchell
& Perfect, 1995).

Los almendros: hospederos experimentales

El informe del aislamiento de C. neoformans var. gattii
serotipo C a partir de detritos de almendros (T. catappa)
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(Callejas ef al., 1998), motivé la realizacidn de un estu-
dio encaminado a evaluar la supervivencia de C.
necformans en plintulas de almendros. Con tal fin y en
una experiencia preliminar, se infectaron 30 pldntulas en
el tallo. El material vegetal fue procesado con diferentes
técnicas y en diferentes periodos post-infeccidn. No se
observé alteracion macroscopica ni microscdpica en las
plintulas infectadas. Sin embargo, C. neaformans perma-
necit viable hasta 100 dias después de la infeccidn, lo
que se pudo establecer con la técnica de recuperacidn de
hongos endofitos (Figura 6). (Huérfano ef al., 2000), Es-
tos datos permitieron una primera aproximacion a la com-
prension de la relacidn entre el hongo v una posible plan-
ta hospedera y sefialaron la necesidad de iniciar estudios
que permitieran establecer si esta asociacién podria con-
ferirle a la planta el cardcter de reservorio.

Trabajo actual

Actualmente se estdn aplicando algunas técnicas de
biclogia molecular en el estudio de los aislamientos cli-
nicos ¥ ambientales de C. neoformans var. gattii con el
fin de establecer sus relaciones genéticas v obtener un
conocimiento mds preciso de la relacién pardsito-hospe-
dero. Adicionalmente, se estd estandarizando la técnica
de amplificacidn del ADN (PCR) en muestras del medio
ambiente, la que ayudard a detectar, con mayor sensibili-
dad, la presencia del hongo en su hdbitat. Este serfa un
paso fundamental en el estudio de la fisiopatologia de
esta importante micosis.

Figura 6. Tallo de una plintula de Terminalia catappa; Examen
directo 100 dias después de la infeccidn con levaduras de
Cryptococcus neoformans, serotipe C. Preparacion con agua
destilada en la que se observan blastoconidias del hongo
(100X . Téenica de hongos endofiticos,

“Mientray mds profundizamos en el conocimiento del
hdbirar mds diffciles resultan de explicar las interacciones
con ¢l hospedern. Es decin los caminos de investigacidn se
siguen abriendo™

David H. Ellis, 2000,
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