COMUNICACION BREVE

REV CUB MED TROP 1998;50(2):167-9

INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL “PEDRO KOURJ”

|dentificacion de Cryptococcus neoformarvar. neoformans
en aislamientos clinicos cubanos

Lic. Carlos M. Fernandez AndréDy. Gerardo Martinez MachitDra. Maria Teresa llinait ZaragoZLic. Mayda

Perurena Lanchay Lic. Mario Gonzéalez Miranda

RESUMEN

Mediante la utilizacion del medio de canavanina-glicina-azul de bromotimol (CGB), se estudiaron 50 c€vgptdeoccus

neoformansde origen clinico. El 56 % de las cepas se aisl6 de pacientes con sida y el 16 % pertenecia a pacientes sometidos a
transplante renal. EI 90 % de las cepas se obtuvo a partir de muestras de liquido cefalorraquideo, lo que se corresponde con la

forma clasica de presentacion de la criptococosis. Todas las cepas se identificaro@. amoformansvar. neoformanslo que
coincide con reportes anteriores realizados en Cuba. Con el conocimiento de las variedadeofiemanse pueden hacer
inferencias sobre la epidemiologia, la clinica y la respuesta al tratamiento de la criptococosis.

Descriptores DeCS: CRYPTOCOCCUS NEOFORMANS/aislamiento & purificacion; SINDROME DE INMUNODEFICIENCIA
ADQUIRIDA/liquido cefalorraquideo; TRANSPLANTACION DE RINON; AZUL DE BROMOTIMOL; CUBA.

Con el aumento del numero de casos de
criptococosis al nivel mundial, especialmente causado
por su asociacion con el sida, se ha incrementado
también el interés en profundizar en el conocimiento de
su agente causal, la levadura encaps@agzococcus
neoformanskn la actualidad se conocen 2 variedades
de esta especi&;. neoformanyar. neoformans/ C.
neoformanyar.gattii, las cuales presentan propiedades
bioquimicas, seroldgicas y ecolbégicas que permiten
diferenciarlas entre &f.

En 1982, Kwon-Chungy otros propusieron un
medio de cultivo que permitia la diferenciacién de ambas
variedades con alta especificidad, se basaba en la
capacidad de la variedayttii de resistir y crecer en
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presencia de L-canavaninay utilizar la glicina como una
Unica fuente de carborid®esde entonces, este medio
de cultivo, conocido como CGB (canavanina-glicina-azul
de bromotimol), ha sido empleado por diferentes autores
para la diferenciacién sencilla y especifica de las 2 va-
riedadeg:*®

Mediante la utilizacién de este medio, fueron
estudiadas 50 cepas @ neoformansaisladas de
pacientes hospitalizados en diferentes centros
asistenciales del pais en el periodo comprendido entre
1986 y 1996. Estas cepas habian sido identificadas
previamente hasta el nivel de especie por la presencia
de capsula, produccion de ureasa y fenoloxidasa,
asimilacion de inositol, no fermentaciéon de
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carbohidratos, ausencia de filamentos en agar harina de
maiz y crecimiento a 37 °C.

Del total de cepas, 28 (56 %) procedian de pacientes
con sida, 8 (16 %) de receptores de transplantes renales
y 14 (28 %) de pacientes con otras enfermedades de
base no precisadas. El 74 % fue aislado a partir de 1990,
lo que esta muy en relaciéon con el desarrollo de la
epidemia del virus de la inmunodeficiencia humana en
Cuba. El liquido cefaloraquideo fue la muestra a partir
de la cual se aislé el 90 % de las cepas, tanto en los
pacientes con sida comoen el resto de los enfermos
(tabla).

TABLA. Procedencia de las cepas estudiadas

Pacientes Pacientes con
con sida transplante renal Otros pacientes
Otras Otras Otras
Afio No. LCR muestras LCR muestras LCR muestras
1986-
-1989 13 - 5 - 5 2
1990 2 - 1 - 1 -
1991 3 - - - - 3 -
1992 8 6 - 2 - - -
1993 7 6 2 - - - -
1994 4 3 - - - 1 -
1995 4 3 b - - - -
1996 96 1 - - 2 -
Total 50 25 3 8 - 12 2

a: Piel y meninges; b: lavado broncoalveolar; c: orina; d: sangre.
LCR: Liquido cefalorraquideo.

El medio CGB fue preparado sedwon-Chungy
otros? La prueba se considerd positiva al producirse
un cambio de color amarillo (pH 5,8) a azul intenso
(pH > 7,0) en el medio de cultivo inoculado, en los
primeros 5 d dencubacién a 28 °C. Se emplearon
como controles cepas de referenciaCd@eoformans
var.neoformang C. neoformansar. gattii.

Todas las cepas estudiadas fueron identificadas
comoC. neoformanyar.neoformansl no producirse
ningun cambio de color en el medio.

Hasta el presente todas las cepdS.deoformans
identificadas en Cuba pertenecen a la variedad
neoformansA diferencia de otros estudios realizados
anteriormente con cepas cubafagn el presente
trabajo, 28 de las cepas procedian de pacientes con
sida. Se ha sefalado que el 99 % de los casos de
criptococosis en pacientes con sida tiene como agente
causal &. neoformansgar.neoformanskn la literatura
médica mundial sélo habian sido reportados 8 casos
causados por la variedgdittii; sin embargo, en fecha
reciente fueron informados otros 7 casos, australianos.
Esta dltima variedad muestra una marcada predileccion
por el huésped inmunocompetente, por lo que ha sido

sefialado su caracter de verdadero patégeno mas que de
un patégeno oportunista.

La L-canavanina actla como un inhibidor
metabolico de aquellas enzimas que contienen L-arginina,
altera sus estructuras terciarias y cuaternarias, y por
consiguiente la actividad biolégica de tales proteinas.
De esta forma, la L-canavanina resulta toxica para una
gran variedad de microorganismos. Pero, la resistencia
deC. neoformansgar.gattii se ha atribuido a la presencia
de un sistema capaz de degradar la L-canavanina y
convertirla en compuestos no toxicos.

La identificacion de las variedadestiaeoformans
puede convertirse en una util herramienta para conocer
las posibles fuentes de infeccion. El habitat natural de
C. neoformansar.neoformanslesde hace muchos afios
ha estado asociado con palomares u otros lugares donde
haya acumulacion de excretas de aves. Sin embargo,
recientemente se ha podido confirmar la presencia de
esta variedad en huecos de troncos de arboles con
evidente degradacién de la lignina, lo que pudiera
modificar los conocimientos actuales de la epidemiologia
de esta micosi¥.Por otra parte, sélo a partir de 1990 se
ha podido conocer la relacion d& neoformanwar.
gattii con material vegetal vinculado con diferentes
especies décucaliptust?

C. neoformansar. neoformangsa diferencia d€.
neoformanwar.gattii, es sensible a la L-canavaninay a
bajas concentraciones de cicloheximida; es incapaz de
utilizar la glicina como Unica fuente de carbono e incapaz
de utilizar la D-prolina y el D-triptéfano como fuentes
nitrogenadas.La variedadneoformansagrupa a los
serotipos A y D, mientras que a la variedgaitii
pertenecen los serotipos B y C. Los estados perfectos o
sexuales de ambas variedades $dlobasidiella
neoformans (C. neoformansr. neoformansy F.
bacillispora (C. neoformanegar.gattii). C. neoformans
var.neoformangiene una amplia distribucién geografica,
mientras que la variedgadttii se limita a algunas zonas
tropicales y subtropicalés.

Ademas de las diferencias bioquimicas, seroldgicas
y ecoldgicas, con sus implicaciones epidemioldgicas,
entre las variedades d€. neoformansexisten
importantes diferencias clinicas relacionadas con la
patogenicidad de la cepa y la respuesta al tratanfiento,
todo lo cual hace que la determinacion de estas variedades
se convierta en una necesidad actual de los laboratorios
de micologia médica

SUMMARY

50 strains ofCryptococcus neoformansf clinical origin were
studied by using the canavanine-glycine-bromothymol blue (CGB)
medium. 56 % of the strains were isolated from AIDS patients,



and 16 % belonmged to fEnts with kidney transplantation. 90 %
of the samples were obtained from the samples of cerebroipidal
which corresponded to the classical form of presentation of
cryptococcosis. All the strains were identified @s neoformans
var. neoformansgoincidings with previous reports made in Cuba.
Knowing the varieties o€. neoformansinferences can be drawn
on the epidemiology, clinics and response to the treatment of
criptococcosis.

Subject headings: CRYPTOCOCCUS NEOFORMANS/
isolation & purifications; ACQUIRED IMMUNODEFICIENCY
SYNDROME/cerebrospinal fluid; KIDNEY TRANSPLANTATION;
BROMOTHYMOL BLUE; CUBA.
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