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RESUMEN

Cryptococcus neoformans tiene 2 variedades: neoformans y gattii. El primero afecta a pacientes inmunosuprimidos
y la variedad gattii produce enfermedad en individuos aparentemente sanos originando compromiso neurológico. En
nuestro país no se realizan pruebas bioquímicas diferenciales, por lo que este estudio permitió estandarizar un método de
tipificación de las variedades en cepas de C. neoformans de orígen clínico mantenidas en el Instituto Nacional de Salud del
Perú (INS). Entre abril de 1997 y diciembre de 1998, el INS recibió 18 cepas de C. neoformans  aisladas de pacientes con
SIDA. La confirmación de las especies fue realizada según métodos convencionales: observación de levaduras
encapsuladas, prueba de la urea, asimilación de carbohidratos y tolerancia a la temperatura. Adicionalmente se verificó la
ausencia de la enzima nitrato reductasa y se realizó la prueba de la fenoloxidasa modificada. Las 18 cepas fueron
tipificadas como variedad neoformans usando el agar CGB. No se encontró ninguna cepa de variedad gattii.
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ABSTRACT

Cryptococcus neoformans has two varieties: neoformans and gattii. The first one affects mainly immunosup-
pressed patients and the latter causes neurological lesions. Differential biochemical tests are not performed in Peru,
so this study was able to standardize a typification method among C. neoformans strain varieties from clinical origin
that were maintained at the National Institute of Health (INS) of Peru. Between April 1997 and December 1998, INS
received 18 C. neoformans strains isolated from AIDS patients. Confirmation of the species was performed according
to conventional methods: encapsulated yeast observation, urease test, carbohydrate assimilation and temperature
toleration. Additionally, the absence of the nitrate reductase enzyme was verified and the modified fenoloxidase test
was performed, too. All 18 strains were typified as neoformans by means of CGB. No gattii  strains were found.
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INTRODUCCION

La criptococosis es la infección oportunista más
común del SNC en pacientes con SIDA en los Estados
Unidos1,2. El agente etiológico, Cryptococcus neoformans,
presenta dos variedades C. neoformans var. neoformans
(serotipos A y D), aislada principalmente de excretas de
palomas, y C. neoformans var. gattii (serotipos B y C) a
partir de diferentes especies de Eucalyptus 3-9.

Salkin y Hurd10 reportaron el uso del agar glicina
cicloheximida rojo de fenol (GCP)  para la diferenciación
de los cultivos de cepas de C. neoformans en sus dos
variedades. Kwon-Chung y col.11 desarrollaron el medio
canavanina glicina azul de bromotimol sódico (CGB) y un
total de 213 cepas de C. neoformans fueron probadas en
los agares CGB, GCP y CDB (creatinina dextrosa azul de
bromotimol). Ellos concluyeron que el medio CGB fue
superior al GCP y CDB en el quinto día de incubación y el

100,0% de C. neoformans var. neoformans pudo diferen-
ciarse de la variedad gattii.

El medio CGB emplea Glicina como única
fuente de carbono y nitrógeno; la droga que ayuda a
la tipificación de ambas variedades es el Sulfato de
L-Canavanina y el indicador es el Azul de Bromotimol
Sódico.

La diferenciación bioquímica de C. neoformans
por variedades mediante el uso del medio CGB se
debe a que 28,0 a 33,0% del serotipo A es sensible
a ≤ 5mg/L de canavanina y 100,0% del serotipo D es
sensible a esta concentración de la droga. De los
aislamientos del serotipo A resistentes a canavanina,
10,0 a 20,0% son capaces de asimilar la glicina; sin
embargo, éstos no crecen cuando son cultivados
sobre el medio que contiene ambos compuestos.
Solamente 11,0% de los aislamientos serotipo D uti-
l izan la gl icina, pero todos son sensibles a la
canavanina; en cambio, 100,0% de las cepas de C.
neoformans var. gattii (serotipos B y C) resisten la
canavanina hasta o excediendo los 960 mg/L y asi-
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milan la glicina (Concentración de canavanina en el
medio CGB: 30mg/L). Luego del metabolismo de este
componente se forma amonio, el cual alcaliniza el me-
dio haciendo virar el indicador hacia un color azul
cobalto11-14.

El estudio de las diferencias epidemiológicas
de ambas variedades en 725 cepas de origen clínico
obtenidas de diferentes partes del mundo antes de la
epidemia del SIDA, confirman la superioridad del me-
dio CGB sobre otros medios para la diferenciación de
las dos variedades15. La variedad neoformans fue en-
contrada en todos los años (entre 1972 y 1992) que se
hicieron aislamientos, mientras que la variedad gattii
fue observada solamente a partir de 198616. En un
estudio de 68 cepas aisladas de pacientes peruanos
inmunocompetentes, la determinación de la variedad
fue realizada en el Instituto de Medicina Tropical “Prince
Leopold” (Bélgica) identificándose en 66/68 la var.
neoformans y en 2/68 la var. gattii fue identificada me-
diante su habilidad de asimilar la D-Prolina17.

La determinación de las variedades de
Cryptococcus neoformans usando el agar CGB no ha
sido realizada ni estandarizada en nuestro país. Por lo
tanto, este estudio permitirá utilizar una metodología sen-
cilla para la tipificación de las cepas de C. neoformans
en sus dos variedades, siendo los objetivos del trabajo:
- Determinar la variedad en cepas de C. neoformans

provenientes de pacientes inmunosuprimidos que se
encuentran conservadas en la micoteca del INS.

- Estandarizar las técnicas para determinar las activida-
des de las enzimas nitrato reductasa y fenoloxidasa en
cepas de C. neoformans.

- Evaluar el comportamiento cultural de las cepas de
Cryptococcus sobre el agar CGB para establecer la
diferenciación entre la var. neoformans y gattii.

MATERIALES Y MÉTODOS

MATERIAL BIOLÓGICO
Se evaluaron 18 cepas de Cryptococcus

neoformans aisladas de muestras de LCR que fueron
remitidas al Laboratorio de Micosis Oportunista del
INS desde abril de 1997 hasta diciembre de 1998.
Todas las cepas procedían de pacientes con SIDA.
Sólo se señala la edad en 12 pacientes cuyo prome-
dio fue de 35,4 años (18-72-72 años). En 16 pacientes
se registró el sexo, hallándose 12 varones y 4 muje-
res. Como controles se emplearon las cepas H–0058-
620 de Cryptococcus neoformans var. neoformans
serotipo A y la H–0058-628 de Cryptococcus
neoformans var. gattii  serotipo B, procedentes del Gru-
po de Microbiología del Instituto Nacional de Salud de
Colombia. Además, se utilizó un aislamiento autócto-
no de Candida albicans, identificado en el Instituto
Nacional de Salud.

IDENTIFICACIÓN DE LA ESPECIE DE C. NEOFORMANS
Se realizaron las siguientes pruebas recomen-

dadas: Tinción negativa con Tinta China, prueba del
tubo germinal18, formación de hifas, pseudohifas,
clamidosporas y blastoconidias19, formación de pelí-

cula en caldo sabouraud dextrosa20, tolerancia a la tem-
peratura de 37ºC21, prueba de la ureasa, asimilación
de carbohidratos: glucosa, lactosa, sacarosa,
galactosa, maltosa y rafinosa18, reducción rápida del
nitrato22 y presencia de la enzima fenoloxidasa (Cane-
lo C, Casquero J. Comunicación personal).

DETERMINACIÓN DE LA VARIEDAD DE Cryptococcus
neoformans

Se tomó una asada de cada cepa y se inoculó
en tubos que contenían el agar CGB, se incubaron a
28ºC por cinco días, realizando lecturas diarias. Una
prueba positiva fue indicada por un cambio del color
inicial amarillo oro (pH = 5,8 ± 0,1) hacia un color azul
cobalto (pH ≥ 7,0) del medio. Si éste permaneció con
su color inicial, se trató de una prueba negativa11.

RESULTADOS

En 100,0% de las cepas se observó levaduras
redondas poco encapsuladas mediante la tinción ne-
gativa con tinta china; desarrollo a 37ºC, incapacidad
para formar tubo germinativo en suero humano, no
formaron  hifas o seudohifas ni clamidosporas en agar
Corn Meal- Tween 80 y tampoco formaron película en
caldo sabouraud dextrosa. Todas las cepas fueron
ureasa positivas y carecieron de la enzima nitrato
reductasa. El 100% de los aislamientos asimiló la glu-
cosa, galactosa, maltosa y sacarosa, pero no asimila-
ron la lactosa y sólo  38,8% (7/18) de los aislamientos
asimiló la rafinosa.
Las 18 cepas de C. neoformans fueron tipificadas
como var. neoformans sobre el medio CGB, después
de 5 días de incubación a 28ºC. La tipificación de la

Figura1. Diferenciación bioquímica de C. neoformans var. gattii (izquier-
da), C. neoformans var. neoformans (derecha), mediante el uso de agar
canavanina glicina azul de bromotimol (CGB).
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variedad de las cepas control de C. neoformans se
realizó satisfactoriamente y se comprobó que la cepa
control serotipo A y todas las cepas de origen clínico
de C. neoformans fueron incapaces de crecer y modi-
ficar el color inicial (amarillo oro) del agar CGB clasifi-
cándolas como var. neoformans; en cambio, la cepa
control serotipo B creció e hizo virar levemente el color
(1+) del medio en el segundo día de incubación, en el
tercer día cambió el medio hacia un color azul verdoso
(2+), y en el cuarto día el agar se tornó azul cobalto con
un fondo azul verdoso (3+), y que se mantuvo sin nin-
guna variación hasta por lo menos 2 semanas de
incubación a 28ºC comprobándose que esta cepa fue
var. gattii (Figura 1).

El valor del pH = 5,8 ±  0,1 del medio es crítico,
por lo que se debe ser preciso en su determinación.
Un pH menor que lo indicado puede darnos resulta-
dos indeterminados (2+) para la variedad gattii.

El tamaño del inóculo y la edad del cultivo no fue-
ron factores críticos en la determinación de la variedad.
No se halló ningún resultado indeterminado (2+) en los
18 aislamientos de C. neoformans var. neoformans.

DISCUSIÓN

El 100,0% de las cepas de origen clínico provi-
no de pacientes con SIDA, ya que este síndrome ha
llegado a ser el principal factor predisponente para la
criptococosis. Esta última, es la cuarta causa de infec-
ción en pacientes con SIDA y se manifiesta en cerca de
un tercio de estos pacientes1,23. La incidencia de infec-
ción criptocócica en ellos ha sido estimada en 6,0 a
15,0% en los Estados Unidos, Europa Occidental y
Australia; sin embargo en Africa meridional el cuadro
meníngeo ocurre en 15,0 a 30,0%12.

Las edades de los pacientes de los cuales se
aisló C. neoformans, refleja que la mayoría de los ca-
sos ocurren entre los 20 a 39 años tal como lo obser-
vado en estudios realizados en Colombia y Argenti-
na16,24. El predominio masculino sobre el femenino en-
contrado en 16 pacientes, estuvo en una proporción
de 3:1, coincidiendo con lo observado en los Estados
Unidos de América antes de la era del SIDA. En aque-
lla década la criptococosis ocurrió 2 o 3 veces más en
varones que en mujeres. Actualmente en los Estados
Unidos aproximadamente igual porcentaje de cada
sexo es infectado con C. neoformans6.

El tamaño de la cápsula está determinada por
características genotípicas de cada cepa y por las con-
diciones de crecimiento. Las células encapsuladas
de C. neoformans no son fagocitadas12. Los estudios
sobre el rol de la cápsula en la virulencia de este hon-
go no han explicado aún porque C. neoformans es el
único patógeno verdadero en el género Cryptococcus
en el cual todos los miembros de su especie son nor-
malmente encapsulados25.

El 38,8% de las cepas asimiló la rafinosa. Esto
verificó que la asimilación de este azúcar es variable
en cada cepa.

La ausencia de la enzima nitrato reductasa fue
verificada mediante una prueba rápida de reducción

del nitrato, en la que se  optimiza el pH entre 5,8 a 6,5;
se usa una mayor concentración del sustrato (nitrato
de potasio) para evitar resultados falsos negativos; una
temperatura de 45oC y aumento de la permeabilidad
celular producido por el cloruro de benzalkonio (22).

En América del Sur, se ha informado el aisla-
miento de la variedad gatti i en pacientes no-
SIDA16,17,23,24. En el mundo sólo se ha informado de
cuatro casos de SIDA asociados a criptococcosis cau-
sada por la var. gattii: en Zaire27, Canadá28, Estados
Unidos de América29 y Brasil30. Por lo que se plantea la
posibilidad que los pacientes con SIDA no están ex-
puestos a esta variedad porque no están en contacto
con árboles del género Eucalyptus 5.

Estos antecedentes plantean la búsqueda de
reservorios para la var. gattii en nuestro país, así como
también estudios de tipo epidemiológico para conocer
la distribución de ambas variedades.

No obstante que los casos de criptococosis cau-
sados por la var. gattii son infrecuentes, debemos es-
tar en capacidad para su correcta identificación, logran-
do aprovechar los datos clínico-epidemiológicos de
cada caso esporádico. La tipificación inmediata de al-
gún aislamiento de esta variedad, permitirá un cuida-
doso seguimiento de la enfermedad producida por este
hongo, ayudando a conocer más las diferencias de la
expresión clínica entre ambas variedades. Se ha esta-
blecido que la var. gattii se encuentra en huéspedes
aparentemente sanos y que 90,0% de las infecciones
por C. neoformans var. neoformans ocurren en hués-
pedes inmunosuprimidos; además, la mortalidad en-
tre los pacientes con la variedad neoformans fue alta,
mientras ninguno con la variedad gattii falleció, pero
frecuentemente tuvieron secuelas neurológicas que re-
quirieron cirugía y terapia prolongada31.

Las diferencias en la incidencia y expresión de
la enfermedad clínica sugiere potenciales diferencias
importantes en la patogénesis y en las interacciones
huésped-hongo causadas por ambas variedades de
C. neoformans26.

La incidencia de criptococosis en las Américas
no es conocida, pero si tenemos en cuenta que en los
Estados Unidos este valor fluctúa entre 5,0-10,0%, y
en Argentina sería 4,6%24, el número de casos acumu-
lados de criptococosis en nuestro país debe ser con-
siderable y debe empezar a conocerse.

CONCLUSIONES

* El 100,0% de las cepas conservadas (18) en la
micoteca del INS fueron Cryptococcus neoformans
var. neoformans.

* La prueba de la reducción rápida del nitrato, en 10
minutos y a 45ºC, demostró la ausencia de la enzi-
ma nitrato reductasa en todas las cepas de C.
neoformans, siendo recomendable su empleo.

* Se comprobó la especificidad del agar CGB para la
diferenciación bioquímica de las variedades de C.
neoformans.

Canelo C. y col.
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