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RESUMEN

Se realiz6 un estudio comparativo entre la asimilacién de la D-prolina y el crecimiento en medio canavanina-glicina-azul de
bromotimol (CGB) utilizados para la clasificacion de las variedadeSrgetococcus neoformang&n las 86 cepas estudiadas,

100 % decoincidencia entre ambos métodos, permitié afirmar que 95,34 % pertenecian anénfaamansy el resto (4,65 %)

a la var.gattii. Los resultados obtenidos corroboraronn que todos los aislamientos clinicos autoctonos, hasta el presente, corresponden
a la var.neoformansy permitieron sugerir el uso de la D-prolina para la evaluacion inicial de las cepas, como un método alternativo

y sencillo que presentd, en estas condiciones, alta coincidencia con el método de referencia (crecimiento en CGB).

DeCS CRIPTOCOCOSIS/ etiologia; CRYPTOCOCCUS NEOFORMANS/ aislamiento&purificacion; CRYPTOCOCCUS
NEOFORMANS/ clasificacién; CRYPTOCOCCUS NEOFORMANS/ crecimiento y desarrollo; MEDIOS DE CULTIVO;

CANAVANINA, AZUL DE BROMOTIMOL/ clasificacion.

Aunque se conocen 38 especies incluidas
dentro del génerGryptococcusel agente causal
responsable de la mayoria de los casos de
criptococosis humana es la levadura encapsulada
Cryptococcus neoformansle la cual han sido
descritas 2 variedade€. neoformansvar.
neoformangserotipos A, D y AD) Y. neoformans
var. gattii (serotipos B y C), ambas patoégenas al
hombre. Estas presentan diferencias significativas
en su bioquimica, genética, antigenicidad,
epidemiologia, interaccion con el sistema inmune
del hospedero al cual infectan, comportamiento
clinico y respuesta al tratamierito.

Basandose en el comportamiento bioguimico
de ambas variedades, se han disefiado varios
medios de cultivo que permiten su separacion como
el CDB (creatinina-dextrosa-azul de bromotimol),
el GCP (glicina-cicloheximida-rojo fenol) y el CGB
(L-canavanina-glicina-azul de bromotimol).
También han sido descritos otros métodos con
este fin como la asimilacion de la D-prolinay el
D-triptéfano?#

Por la importancia que tiene conocer la variedad
gue prevalece en una regiéon dada para la
comprension de la epidemiologia de la enfermedad
en esa area y en menor cuantia, para proyectar
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una adecuada conducta terapéutica, los autores de TABLA . Variedades deCryptococcus neoformansegun

este trabajo se propusieron comparat, en las condi-
ciones cubanas, la asimilacion de la D-prolinay el
crecimiento en CGB (método de referencia) para
clasificar en variedades 86 cepasd@eoformans
pertenecientes al cepario del Laboratorio de
Micologia del Instituto de Medicina Tropical “Pedro
Kouri” (IPK).

Se estudiaron un total de 86 cepas de las cuales
13 procedian de EE. UU. y Venezuela. El resto
estuvo constituido por 72 aislamientos clinicos de
humanos y 1 de origen animal obtenidos en Cuba.

Todas las cepas se encontraban conservadas en

agua destilada estéril a temperatura ambiente y
habian sido previamente identificadas y
caracterizadas com@. neoformansegun los
procedimientos establecidds.

Para la utilizacion de la D-prolina como
Unica fuente de nitrégeno, se procedio segun lo
ya descrito. La lectura e interpretacion de las
placas se realizé después de 5 d de incubacion
a 25-28 °C; considerandose como positiva (var.
gattii) cuando se obtuvo crecimiento abundante
alrededor del disco impregnado con D-prolina,
y como negativa (vaneoforman} cuando no
se obtuvo crecimientd®

Como controles se utilizaron 4 cepas de
C. neoformangprovenientes de la Unidad de
Micologia del Instituto Pasteur, Paris (NIH 18A
1267 del serotipo A, NIH 28B 1208 del serotipo
B, NIH 18C 1209 del serotipo C y NIH 52 del
serotipo D).

Las cepas fueron inoculadas paralelamente
en placas con medio CGB y se incubaron a
25-28 °C durante 7 d con la realizacion de lec-
turas diarias para detectar el posible cambio de
color del medio. La prueba se considero posi-
tiva al producirse un cambio de color del amarillo
(pHE 5,8) al azul intenso (pH> 7,64.

Existi6 100 % de coincidencia entre ambos
métodos al analizar los resultados obtenidos en las
86 cepas estudiadas, 82 (95,34 %) pertenecian a
la var.neoformansy 4 (4,65 %) a la vagattii.
Todos los aislamientos autdctonos obtenidos de
humanos (72) correspondieron a la var.
neoformansy la cepa de origen animal a la var.
gatti. Del resto, otras 3 pertenecieron a esta Ultima
variedad (tabla).

procedencia de las cepas

Cubanas Extranjeras** Total
Humano Animal * Humano

C. neoformans
var neoformans 72 -
C. neoformans
var gattii - 1 3 4

10 82

Total 72 1 13 86

* Aislada de urAcinonyx jubatugcheeta) del Parque Zoolégico
Nacional.
** Procedentes de Venezuela y EE. UU.

Estudios previos realizados en Cuba, en los que
se utilizé el medio CGB para clasificar en
variedades aislamientos clinicos de esta levadura
mostraron que 100 % correspondian a la var.
neoformang? Este resultado se mantiene en este
estudio para un mayor nimero de cepas. En cuanto
a la de origen animal, se confirmé que pertenecia
al serotipo B (doctor Torres-Rodriguez, Barcelona)
y constituye el primer aislamiento de la \gatti
en el pais aunque esta aun por definir si, es 0 no
una cepa autoctona (datos no publicados). Los otros
aislamientos de esta variedad procedian de paises
donde ha sido reportada como agente etiologico
de criptococosis.

La alta especificidad del CGB en la
diferenciacion de las variedades@laeneoformans
ha sido el principal aval para que se le reconozca
como método de referenciu funcionamiento esta
basado en la capacidad @e neoformansrar.
gatti de ser resistente a la L-canavanina y utilizar
la glicina como unica fuente de carbono y
nitrégenc’® La incorporacion de la L-canavanina a
las proteinas, en lugar de la arginina, produce
alteraciones de las estructuras terciarias y
cuaternarias y por consiguiente, pérdida de sus
propiedades bioldgicas lo cual impideCa
neoformansvar. neoformansrecer en el medio
CGB. La resistencia d@. neoformanyar. gattii
se ha atribuido a la presencia de un sistema
enzimatico capaz de degradar la L-canavanina y
convertirla en compuestos no téxicos; de esta
manera sobrevive y utiliza la glicina como Unica
fuente de carbono y nitr6geno, liberando amonio
gue es responsable del cambio de color en el medio
de cultivo®’



El método que utiliza la D-prolina como Unica
fuente de nitrégeno, propuesto en 198 7[pdfiait

y otros, estd basado solamente en un parametro

fisiologico# La posibilidad de 5 % de resultados
falsos negativos en la identificacidon de la gattii

con esta prueba refuerza el valor del medio CGB
como el método de eleccion en los laboratorios de
micologia® Sin embargo, la complejidad de
elaboracion, el tiempo necesario para la lectura
definitiva y mayor costo del medio CGB han
favorecido la utilizacién de la D-prolina como prueba
Gtil en elscreeningde un gran nimero de cepasy
para la obtencién de resultados rapitfoEsto,

unido a los reportes recientes de cepas patdgenas 1. casadevall

de la var.neoformansresistentes a la L
canavanind%!tdeben consagrar su empleo, como
un método simultaneo al de referencia, cuando se
pretenda conocer a qué variedad pertenece un
aislamiento dado.

La validacién y estandarizacion del método de
la D-prolina, en las condiciones cubanas, es una
herramienta de gran utilidad que garantiza el estudio
de nuevos aislamientos y permite, a través de la
identificacion de las variedades, obtener valiosa
informacién relativa a la posible fuente de infeccion;
asi como a realizar inferencias sobre el posible
potencial patégeno y por consiguiente, sobre el
comportamiento clinico y la respuesta a la
terapéutica de los pacientes afectados. La var.
neoformans;on una distribucion mundial, ha sido
histéricamente aislada de las excretas de aves y
constituye abrumadora mayoria entre los
aislamientos obtenidos en pacientes con SIDA. La
var. gattii, por su parte, esta restringida a climas
tropicales y subtropicales, se asocia con materia
vegetal procedente de diferentes especies de
Eucaliptusy rara vez causa enfermedad en
pacientes con SIDA aun en areas endémicas.

SUMMARY

A comparative study was conducted between the assimilation of
D-proline and the growth on canavaniglgcine-bromothymol
blue (CGB) medium used for the classification of the varieties of
Cryptococcus neoformansn the 86 studied strains, 100 % of

79

coincidence between both methods allowed to affirm that
95.34 %corresponded to thaeoformansvar. and the rest
(4.65 %) to thegattii var. The results obtained corroborated that
all the autoctonous clinical isolations up to the present correspond
to the.neoformansvar. and made possible to suggest the use of D-
-proline for the initial evaluation of strains, as an alternative and
simple method that presented under these conditions high
coincidence with the reference method (growth in CGB).

Subject headings CRYPTOCOCCOSIS/ etiology;
CRYPTOCOCCUS NEOFORMANS/ isolation&purification;
CRYPTOCOCCUS NEOFORMANS/ classification;
CRYPTOCOCCUS NEOFORMANS/ growth and development;
CULTURE MEDIA; CANAVANINE, BROMOTHYMOL BLUE/
classification.
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