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COMUNICACION BREVE

Recuperacion de Cryptococcus neoformans var. gattii
serotipo C a partir de detritos de almendros

Alexandra Castafeda ', Sandra Huérfano ', Maria Claudia Rodriguez ?, Elizabeth Castafieda '

'Grupo de Microbiologia, Instituto Nacional de Salud, Bogota, D.C., Colombia.
2Hospital Erasmo Meoz, Clicuta, Colombia.

Durante 1996-1997, se llevd a cabo en Cucuta un estudio para determinar el habitat de Cryp-
tococcus neoformans var. gaitii debido a que los casos clinicos ccasionados por esa variedad
se presentan con alta frecuencia en dicha ciudad. A partir de 2 de 68 almendros (Terminalia
catappa) localizados y estudiados en la ciudad, se logré aislar C. neoformans var. gattii serotipo
C. El objetivo del presente trabajo fue realizar un seguimiento de los dos almendros positivos,
con el fin de evaluar el tiempo de permanencia del hongo en asocio con los detritos en
diferentes épocas del afio. Se tomaron muestras de los dos arboles durante 26 meses y de 9
almendros adicionales; las muestras se extrajeron con una solucién tampdn fosfato
suplementada con antibidticos; el exiracto se sembré en medios selectivos y se identifico la
especie con base en la morfologia macro y microscépica y en pruebas bioquimicas. La
determinacion de la variedad y el serotipo se realizd con el empleo de técnicas estandarizadas.
Del total de 160 muestras de los dos almendros, 31 (19,3%) fueron positivas para C. neoformans
var. gattij serotipo C asi como una muestra de 1 de los 9 almendros adicionales. Estos hallazgos
confirman que el almendro (Terminalia catappa) puede tener algin papel como planta
intermediaria para la var. gattii y, ademas, que la variedad esta presente en el area durante
todo el afio, ya que se logré recuperar en diferentes meses a lo largo de todo el estudio.

Palabras clave: Cryptococcus neoformans, ecologia, habitat, aimendros.
Recovery of Cryptococcus neoformans var. gattii serotype C from almond trees detritus

During 1996 to1997 a study conducted to search for the habitat of C. neoformans var. gattii was
carried out in Clcuta, due to the high frequency of clinical cases caused by this variety. From a
total of 68 almond trees (Terminalia catappa), two were positive for C. neoformans var. gattii
serctype C. The aim of the present study was to follow-up the 2 positive trees in order to
evaluate the permanence of the yeast in different months of the year. Samples were extracted
with PBS supplemented with antibiotics and were plated in selective media. Species were
assigned based on macro and microscopic morphology and biochemical tests. Variety and
serolype was also determined with standardized techniques. From the two positive almond
trees, samples were taken during 26 months and additionally @ new almond trees were screened.
From 160 samples, 31 (19,3%) were positive for C. neoformans var. gattii serotype C as well as
1 of the 9 extra trees. These findings confirmed that almond trees (Terminalia catappa) could be
a intermediate habitat for the var. gattii. In addition, that C. neoformans var. gattii serotype C
could be present during the whole year in the area.

Key words: Crypfococcus neoformans, ecology, habitat, almond trees.

La criptococosis es una micosis oportunista
causada por la levadura encapsulada Cryptococcus
necformans (1,2). El hombre adquiere la infeccion
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por lainhalacion de particulas infectantes que se
encuentran en el medio ambiente. Estas particulas
pueden ser [as blastoconidias poco encapsuladas
las cuales tienen un tamafio de 4-5 pm o las
basidiosporas que miden menos de 3 um (1). El
hongo ha sido clasificado en dos variedades vy
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cinco serotipos: var. neoformans, serotipos A, D,
AD vy var. gattii, serotipos By C (3). Las variedades
difieren en sus caracteristicas fenotipicas y
genotipicas y en su habitat (2-11); la var.
neoformans es cosmopolita (1,9), en tanto que la
var. gattii esta restringida a regiones tropicales y
subtropicales (1,2,5).

El primer informe de un aislamiento ambiental de
C. neoformans var. neoformans fue realizado por
Sanfelice en 1894 a partir de jugo de duraznos (1)
y el siguiente hallazgo fue informado por Emmons
en 1951, cuando logré recuperar la levadura de
suelos contaminados con excrementos de aves
(8); estos resultados han sido obtenidos en varias
oportunidades por diferentes autores (7-11).
También se ha aislado de los detritos de algunos
arboles como ficus y mango, asi como de
vegetales y frutas (12-14).

Con relacion a la var. gattii, s6lo en 1990 se logré
recuperarla en Australia del medio ambiente, a
partir de detritos de Eucalyptus camaldulensis (5).
Este hallazgo se ha reproducido en Estados
Unidos (California), ltalia, México e India (15-17);
también se ha recuperado la variedad a partir de
otras especies de Eucalyptus como E. tereticornis,
E. gomphocephala, E. rudis y E. blakely (18-20),
asi como de otros arboles como oities y acacias
en Brasil (21,22). Adicionalmente, se han
reportado aislamientos a partir de excrementos
de murciélagos y de un avispero (23,24). Es
importante mencionar que todos los aislamientos
de la var. gattif recuperados de una fuente
ambiental han sido serotipo B.

En Ceclombia, se han caracterizado las dos
variedades de C. neoformans en |os aislamientos
clinicos; la var. neoformans constituye el 92,6%
y la var. gattii, el 7,4%; sin embargo, es importante
sefalar que el 64% de los casos de criptococosis
diagnosticados en Cucuta son causados por la
var. gattii (25-27). Basados en esta observacion,
se disend un estudio para determinar el habitat
de C. neoformans var. gattii en esa ciudad. Ese
trabajo se llevd a cabo durante 11 meses durante
los cuales se recolectaron y procesaron muestras
de Eucalyptus, Moquilea (oiti), Delonix (acacia) y
Terminalia (almendros) y fue posible recuperar C.
neoformans var. gattii serotipo C, en detritos de 2

C. NEOFORMANS VAR. GATT!{ EN ALMENDROS

almendros (26). El objetivo del presente trabajo
fue realizar un seguimiento de los dos almendros
positivos, con el fin de evaluar la estabilidad del
hongo en los detritos de almendros en diferentes
épocas del aho.

Materiales y métodos
Muesiras

Se tomaron muestras de detritos, hojas, semillas
y corteza de los dos almendros positivos,
marcados 9y 21. La toma de muestras se realizé
de mayo de 1997 a julio de 1999. A partir de enero
de 1998 hasta julio de 1999, se tomaron muestras
de detritos de 9 almendros adicionales.

Procesamiento de las muesiras

Los detritos fueron procesados entre las 48 y las
72 h de haber sido recolectados; se suspendieron
5 g de cada muestra en 25 ml de una solucién
tampén fosfato (PBS), pH 7,2; se mezclo y se
filtré a través de una gasa esteéril. Al filtrado se le
adicionaron 50 pl de una solucién de antibidticos
(20 U de penicilina y 40 U de estreptomicina) y
100 pl de la suspension se sembraron en cajas
con agar acido cafeico y agar semillas de Guizotia
abyssinica (28), suplementados con antibidticos
en la misma concentracion descrita anteriormente.
Las cajas se incubaron a 25 °C durante 10 dias
con observacion diaria.

Identificacion y serotipificacion

Las colonias oscuras, positivas para la fenol-
oxidasa, se transfirieron a una caja de agar
glucosado de Sabouraud. Se evalué la morfologia
microscoépica en preparaciones con agua destilada
y con tinta china (29). El fenotipo se determiné
por la produccion de las enzimas ureasa y nitrato
reductasa, y por el patron de asimilacion de
carbohidratos con el empleo del micrométodo de
APl 20C AUX (Biomerieux, Francia) (29). La
variedad se determind por el medio de canavanina-
glicina-azul de bromotimol (30). El serotipo se
determino por aglutinacién en lamina, con
antisueros preparados en el laboratorio
inmunizando conejos con las levaduras
inactivadas con formol (JK Kwon-Chung,
comunicacion personal). Posteriormente, se utilizd
el estuche Crypto-Check, latron, Tokio, Japén.
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Datos de temperatura, humedad relativa y
precipitacion de Cucuta

Durante el periodo del estudio, estos datos se
obtuvieron del Instituto de Hidrologia,
Meteorologia y Estudios Ambientales (IDEAM).

Resultados

En los 19 meses del estudio se tomaron 160
muestras de detritos, 97del almendro 9 y 63 det
almendro 21 y en 31 (19,3%) de ellas (29 del
almendro 9 y 2 del almendro 21}, se aisld C.
neoformans var. gattii serotipo C. Las muestras
de hojas, semillas y corteza, fueron negativas.
En el cuadro 1 se encuentra el nimero de aisla-
mientos recuperados del almendro 9 por mes de
estudio. Del almendro 21 se recuperaron 2
aislamientos, uno en agosto de 1997 y el otro en
enero de 1998.

De los § almendros adicionales, se tomaron en
total 210 muestras y se logré recuperar C.
neoformans var. gattii serotipo C sélo de uno
(marcado con el niumero 20) en una sola
oportunidad (julio de 1999).

El rango de temperatura durante los 26 meses de
estudio fue entre 27,8 y 28,8 °C, y el porcentaje
de humedad relativa entre 66 y 72%, sin gue se
presentaran cambios importantes en estos dos
parametros. Sin embargo, los datos de
precipitacion anual presentaron los siguientes
cambios: en 1997, 595 mm; en 1998, 811,2 mm,
yen 1999, 1.341,1 mm.

Cuadro 1. Crypiococcus neoformans var. gattii serotipo C
en el almendro 9: seguimiento en el tiempo por mes de estudic.

Afo Numero de muesirec
{mes de estudio}
1997 1 2 3 4 5 6
(05) (08) (07) (08) (09) (11)
+ + + + = s

1998 7 8 9 io0 11 12 13 14 15
(01) (02) (03) (04) (05) (07) (09) {11) (12)
+ + - + + 4+ + o+ £

1999 16 17 18 19
(02) (04) (05) (09)
- g + -

+: positivo; -: negativo
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Discusidn

El primer aislamiento ambiental de C. neoformans
var gattii fue realizado en Australia por Ellis y
Pfeiffer en 1990 (5); ellos estableciercn una
asociacion especifica de la variedad con E.
camaldulensis; mas tarde, los mismos
investigadores confirmaron la asociacion de la var.
gattiicon otras especies de Eucalyptus(19). Fuera
de Australia, se ha logrado aislar la var. gattii
serotipo B en Eucalyptus en California (Estados
Unidos), México, ltalia e India (15-17) y a partir
de otros arboles como oities y acacias en Brasil
(21,22). Adicionalmente, el serotipo B se ha
relacionado con excremento de murciélagos en
Brasil v de un avispero, Polibia occidentalis, en
Uruguay (23,24).

En el estudio realizado en nuestro pais en busca
del habitat de C. neoformans var. gattiien Cucuta,
se logro recuperar el primer aislamiento del serotipo
C reportado en la literatura el cual estuvo asociadc
con almendros (Terminalia catappa) (26). En el
seguimiento de los almendros reportados como
positivos, se logré recuperar el hongo en 19,3%
de las muestras, especialmente en aquéllas
asociadas con uno de los arboles estudiados.
Estos aislamientos se lograron solamente a partir
de los detritos de los arboles, ya que las muestras
de hojas, semilla y corteza gue se procesaron
fueron negativas. Sin embargo, no se realizé un
estudio sistematico de ellas lo que quizas
permitiria aclarar la relacion del hongo con el arbol.
Por el momento, el hecho de que la recuperacion
se haya realizado solamente a partir de defritos,
no permite afirmar que exista una relacién directa
entre C. neoformans y el almendro, y que
posiblemente en estos detritos existan los
componentes necesarios para la supervivencia del
hongo en el medio ambiente. Sin embargo, llama
la atencion que los detritos estén asociados
especificamente con los almendros, cuando en
nuestra experiencia con otros arboles, no ha sido
posible recuperar el hongo de este material (26).

En la literatura se reporta que la época en la cual
se recuperan los aislamientos a partir de Euca-
lyptus coincide con su época de floracién (2); sin
embargo, con los datos obtenidos en este trabajo
se puede asumir que, en nuestro medio, la
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recuperacion del hongo no esta relacionada con
una época especifica del ano. La temperatura, la
precipitacion y la humedad relativa de Cucuta, no
parecen ser relevantes para el aislamiento del
hongo en la naturaleza. Esto podria ser de
importancia a nivel ecoldgico y epidemiologico,
ya que el hongo, al estar presente durante todo el
afo, podria ser una fuente permanente de
contaminacion.

En este estudio, al igual que en el anterior (26),
no se logré recuperar la var. neoformans, de los
detritos de los almendros; este hallazgo difiere al
informado en Brasil por el grupo de Lazera, en el
gue se demuestra el aislamiento de las dos
variedades de Cryptococcus a partir de la misma
fuente ambiental (22,23). Se puede sugerir,
entonces, que existe una asociacion especifica
de la var. gattiicon los aimendros, asociacion que
ha empezado a ser explorada por nuestro grupo.
Para tal fin, se han infectado plantulas de almendro
con la var. gattiiy se ha determinado |a viabilidad
del hongo en la plantula; los datos preliminares
senalan que el hongo sobrevive hasta por 100
dias, fecha final de la observacion (31).

Llama la atencién que el serotipo C se siga aislando
de los detritos de los almendros de Clcuta, debido
a que el serotipo prevalente en pacientes de esta
ciudad es el B (27). Recientemente se ha
informado en la literatura un cambio de C.
neoformans a nivel de fenotipo (32), 1o que podria
sugerir que en el medio ambiente se encuentra
un aislamiento poco virulento y una vez entra al
hospedero podria cambiar a uno mas virulento.
Por lo tanto, se requieren estudios con el empleo
de técnicas de biologia molecular, los cuales
permitiran establecer |a relacién de la huella mo-
lecular de los aislamientos clinicos con la de los
ambientales.
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