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Caracterizacion fenotipica de aislamientos ambientales de

Cryptococcus neoformans

Sandra Huérfano !, Maria Caridad Cepero 2, Elizabeth Castafieda *

1 Grupo de Microbiologia, Instituto Nacional de Salud, Bogota, D.C., Colombia.
2Centro de Investigaciones Microbiolégicas, Universidad de los Andes, Bogota, D.C., Colombia.

La criptococosis es causada por las tres variedades de Cryptococcus neoformans, las cuales
presentan diferencias fisiolégicas y de virulencia, algunas de las cuales se han estudiado para
reconocer aspectos de su biologia. Este trabajo evalu6 las caracteristicas fenotipicas de
aislamientos ambientales de las variedades grubii y gattii, con el fin de establecer diferencias
asociadas con el ciclo de vida y la virulencia. Se estudiaron 28 aislamientos serotipo Ay 31
serotipo C. Se evaluaron la morfologia macroscépica y microscopica de blastoconidias
cultivadas en agar Sabouraud y suelos, el crecimiento a 37 °C, la produccién de 22 enzimas
extracelulares, la frecuencia del fenémeno de fructificacion haploide, la pareja sexual, el patrén
de sensibilidad a toxinas asesinas (Killer) y la virulencia en ratones Balb/c. No se observaron
diferencias entre las dos variedades en la morfologia macroscépica, la microscépica, ni en el
crecimiento a 37 °C (p>0,05); sin embargo, se observé disminucion del tamafio celular y capsular
de blastoconidias cultivadas en suelo comparado con el tamafio en Sabouraud (p<0,05).
Adicionalmente, se observé mayor actividad enzimatica de proteasas, fosfolipasas, fenoloxidasa
y B-glucosidasa en los aislamientos de la variedad grubii al compararlos con los aislamientos
de la variedad gattii (p<0,05). En las dos variedades se observaron estructuras relacionadas
con fructificaciéon haploide y todos los aislamientos fueron pareja sexual a. Los patrones killer
en los aislamientos de la var. grubiifueron el | y el Il; en contraste, en la var. gattii se encontraron
7 patrones I, V, IX-XIIl. En el modelo animal encontramos que 12 de 22 (54,5%) aislamientos de
la var. grubii causaron la muerte durante el periodo de observacion, en tanto que ninguno de
los 14 de la var. gattii la causé. La disminucién del tamafio de las blastoconidias en suelo y la
frecuencia de la pareja a con estructuras relacionadas con fructificacion haploide sugieren un
mecanismo importante para la produccién de particulas infecciosas en la naturaleza.
Adicionalmente, la mayor actividad enzimatica de la var. grubii podria asociarse con su virulencia
en el modelo animal.

Palabras clave: C. neoformans, var. grubii, var. gattii, factores de virulencia, aislamientos
ambientales, ciclo de vida.

Phenotypical characterization of  Cryptococcus neoformans  environmental isolates

Cryptococcosis is caused by the three varieties of C. neoformans with physiological and virulence
differences, some of which have been studied to determine biological aspects of this
microorganism. The phenotypical aspects of environmental isolates from varieties grubii and
gattii were evaluated to establish differences associated with their life cycle and virulence. To
this end, 28 and 31 strains of C. neoformans serotypes A (var. grubii) and C (var. gattii) were
studied. The microscopic and macroscopic morphology on Sabouraud agar and soils, growth
rate at 37 °C, production of 22 extracellular enzymes, haploid fructification, mating type, killer
toxin sensitivity patterns and virulence in BALB/c mice were evaluated. No differences were
observed between the two varieties regarding microscopic and macroscopic morphology or
growth at 37 °C (p>0.05). However, a decrease in the cellular and capsular sizes of yeast in soil,
as compared to Sabouraud, was observed (p<0.05). Aditionally, higher enzimatic activity of
proteases, phospholipases, phenoloxidase and B-glucosidase was observed in var. grubii
isolates as compared to var. gattii (p<0.05). In both varieties, structures related with haploid
fruitification were observed and all isolates were mating type a. Killer toxin sensitivity patterns
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of the isolates of var. grubii were | and Il; in contrast, in var. gattii, seven different patterns were
found: I, V, IX-XIIl. In the animal model we found that 12 of 22 (54.5%) isolates of var. grubii
caused the death of the mice during the observation period, while none of the 14 var. gattii
isolates caused it. The decrease in capsular and cellular sizes of the yeast in soil and the
frequency of mating type a with structures related to haploid fructification suggest an important
mechanism of production of infectious particles in nature. Additionally, greater enzimatic activity
of var. grubii can be associated with the virulence in the animal model.

Key words:
cycle.

Cryptococcus neoformans es una levadura
patégena de la cual se reconocen 3 variedades:
C. neoformans var. grubii, serotipo A, C.
neoformans var. neoformans, serotipo Dy Cy
neoformans var. gattii, serotipos B y C; estas
variedades tienen marcadas diferencias
bioquimicas, seroldgicas, epidemioldgicas,
geograficas y de virulencia (1,2).

En cuanto a los factores de virulencia de C.
neoformans, los estudios realizados con
aislamientos mutantes han permitido establecer
algunos que probablemente contribuyen a la
patogénesis, tales como la produccion de la
capsula, la presencia de las enzimas fenoloxidasa
y fosfolipasa y el crecimiento a 37 °C.
Adicionalmente, existen evidencias sobre otras
caracteristicas como la pareja sexual a y la
produccion de proteasas y otras enzimas
extracelulares que podrian estar asociadas con
la virulencia (2-4). No obstante, se desconoce
cémo se regulan estas caracteristicas fenotipicas
y de qué manera su expresion regula el fenotipo
virulento.

Por otra parte, es importante anotar que el estudio
de la ecologia de este hongo se ha dificultado
debido a que no se conocen con exactitud su
héabitat primario ni su ciclo reproductivo en el
ambiente, por lo cual también se desconocen
algunos aspectos de la fisiopatologia de la
enfermedad que ocasiona, como son la naturaleza
de la particula infecciosa y el momento de
adquisicion de la infeccién con respecto al
desarrollo de la sintomatologia (2-4).
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En este trabajo nos propusimos determinar
algunos aspectos fenotipicos en aislamientos
ambientales colombianos de C. neoformans var.
grubii serotipo Ay var. gattii serotipo C, con el fin
de comprender aspectos de la fisiologia del hongo
gue serviran como base para responder a
interrogantes acerca de su patogenicidad y ciclo
de vida.

Materiales y métodos
Aislamientos de C. neoformans

Se estudiaron 28 aislamientos de la variedad
grubii, serotipo A, recuperados de material
relacionado con arboles (detritos, n=16, pulpa de
semillas, n=9, cascaras de semillas, n=2 y polvo
de viviendas, n=1) en trabajos previamente
realizados en Clcuta y Bogota entre 1996 y 1999.
Se estudiaron también 31 aislamientos de la
variedad gattii, serotipo C, recuperados de detritos
de almendros en estudios realizados en Clcuta
entre 1997y 1999.

Los aislamientos de C. neoformans se recuperaron
del cepario del Grupo de Microbiologia a partir de
tubos con agar glucosado de Sabouraud
preservados a 4 °C y otros a partir de viales con
una suspension de la levadura en agua destilada
estéril, preservados a temperatura ambiente (5).
Para la confirmacién de los aislamientos se siguié
un protocolo que incluyd la observacion de la
capsula, la evaluacién de la actividad de la ureasa,
la evaluacion del crecimiento en agar CGB y la
aglutinacion con antisueros especificos (Crypto-
check, latron®-Japén) (6).

De estos aislamientos se conocian los patrones
moleculares establecidos por la técnica de PCR-
huella digital. Todos los aislamientos de la variedad
grubii pertenecian al patrén molecular VN I, 30
de los de la variedad gattii se agruparon en el patrén
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VG Ill'y un aislamiento fue designado con el patron
VG IV (comunicacion personal; A. Castafieda, W.
Meyer).

Crecimientoa 37 °C

Se sembraron los aislamientos en tubos de agar
glucosado de Sabouraud y se incubaron a 37 °C
por 72 horas; la lectura se realiz6 evaluando el
crecimiento de la levadura sobre el agar.

Morfologia macroscopica

La morfologia macroscoépica se evalué con base
en la textura y el aspecto de colonias aisladas al
ser cultivadas en agar glucosado de Sabouraud
durante 7 dias a 30 °C (7).

Tamafio celular y capsular de blastoconidias
cultivadas en caldo de Sabouraud y en suelo

Se empled un cultivo de 48 horas en caldo
glucosado de Sabouraud incubado a 30 °C en
agitacion (150 rpm) y se realiz6 una preparacion
con tinta china que se observé al microscopio con
aumento de 1000X; la medicién del diametro se
realiz6 con un micrémetro (7,8). Para el cultivo en
suelo se sembraron los aislamientos en agar
glucosado de Sabouraud y se incubaron durante
48 horas a una temperatura de 27 °C;
posteriormente se realizaron suspensiones
ajustadas al patrén 10 de McFarland y se
inocularon 30 g de suelo con 7,5 ml de cada
suspension. Los suelos se mantuvieron a
temperatura ambiente y se humedecieron
semanalmente. La observacién para determinar
los tamafios celular y capsular se realizé a los 30
dias.

Proteasas y fosfolipasas

Se evalué la produccion de proteasas en agar base
carbono de levadura (YCB) suplementado con
albumina sérica bovina y polipeptona (9) y la
produccién de fosfolipasas en agar glucosado de
Sabouraud suplementado con yema de huevo (10).
La lectura se realiz6 determinando los indices Pz
(diametro de la colonia dividido por el diametro de
la colonia méas la zona de precipitado o hidrdlisis
(9,11,12). Se determinaron rangos de actividad
enzimética de acuerdo con los valores Pz asi:
Pz=1, actividad negativa; Pz=0,7-0,99, actividad
baja; Pz=0,5-0,69, actividad media, y Pz<0,5,
actividad alta (3).
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Semicuantificacion de la fenoloxidasa

Se evalué en un medio minimo suplementado con
L-Dopa. La lectura se realizé de acuerdo con la
intensidad del pigmento producido (7) y se clasificd
como O=actividad negativa; 0,5-1, actividad baja;
2, actividad media, y 3-4, actividad alta (3). La
semicuantificacion de la enzima se realiz6 por
triplicado para cada aislamiento; para la
presentacion de los resultados se calculd el
promedio de los 3 ensayos.

Evaluacion de la actividad de
19 enzimas extracelulares

La actividad enzimética de otras enzimas
extracelulares se evalu6 con el método del Api
Zim para 20 aislamientos de la variedad grubiiy
20 aislamientos de la variedad gattii. El
procedimiento, lectura e interpretacion se llevé a
cabo de acuerdo con las indicaciones de la casa
comercial (bioMérieux). Se determinaron rangos
de actividad enzimética de acuerdo con la
intensidad: O=negativa; 1-2, baja; 3-4, media, y 5,
alta (3).

Fructificacion haploide

Se evalu6 el fendmeno en agar filamentoso (13)
incubado a 27 °C durante 60 dias. Se realizaron
preparaciones en fresco y se observaron en
microscopio de luz, con aumentos de 400X y
1000X. Se interpreté como positivo para el
fendmeno la formacion de estructuras relacionadas
con fructificacién haploide (tubos germinales, hifas
o basidios) y negativo cuando se observaron
solamente blastoconidas (13).

Evaluacion del fenémeno de toxinas asesinas

La inhibicion del crecimiento de C. neoformans
producida como resultado de la interaccién con
las toxinas producidas por 6 levaduras
relacionadas con el filo Basidiomycota, se evalué
en cajas de agar extracto de levadura-peptona-
glucosa (YEPD) con azul de metileno. La
interpretacion se realiz6 de acuerdo con los
patrones establecidos (14).

Animales

Se emplearon ratones BALB/c machos de 3a5
semanas, obtenidos del bioterio del INS. Durante
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el estudio se mantuvieron en la sala de alta
seguridad del bioterio, con una humedad relativa
de entre 40%y 60% y una temperatura entre 18y
22 °C; los animales se alimentaron diariamente
con agua y Rodentina® (Purina). El manejo de
animales se realiz6 de acuerdo con las
recomendaciones nacionales (Ley 84 de 1989,
resolucion 8430 de 1993), internacionales (Consejo
de Comunidades Europeas y del Concilio
Canadiense sobre el cuidado de animales de 1998)
y el protocolo de uso de animales del INS.

Pruebas de virulencia en ratones

Los ratones se inocularon en la vena marginal de
la cola con 0,1 ml de una suspensién de
blastoconidias. La virulencia se evalu6 con base
en la supervivencia de los ratones; adicional-
mente, se documento la diseminacion del hongo
a los organos con el recuento de unidades
formadores de colonia (UFC) por gramo de 6rgano
(bazo, pulmén y cerebro), al igual que con la
observacidn al microscopio de los macerados de
los tejidos en preparacion con tinta china.

Se realizaron dos ensayos, el primero con el fin
de determinar la virulencia de aislamientos de las
dos variedades del hongo con la inoculacion de
una dosis estandar de 5x10°UFC en grupos de 3
ratones por aislamiento; se emplearon 22
aislamientos de la variedad grubii y 14
aislamientos de la variedad gattii. En el segundo
ensayo se realizé una curva de dosis con el fin de
evaluar la relacién entre concentracion del in6culo
y lavirulencia. Para este ensayo se seleccion6 1
aislamiento de cada variedad con base en los
resultados del primer ensayo. Los aislamientos
empleados fueron el NS-579 (c6digo 40) serotipo
Ay el aislamiento INS-560 (c6digo 1) serotipo C;
los indculos fueron ajustados a 2,5, 5 y 10x10°
UFC. Seinocularon grupos de 5 ratones con cada
una de las concentraciones establecidas.

Los ratones fueron observados diariamente durante
un periodo de 70 dias; durante este periodo, los
ratones que murieron se procesaron al igual que
los que se encontraban adindmicos o erizados,
previa eutanasia con CO,; los restantes se
sacrificaron el dia 70 post-inoculacion con el
empleo del mismo procedimiento.

CARACTERIZACION FENOTIPICA DE C. NEOFORMANS

Determinacion de la pareja sexualao da porla
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Para la PCR se realiz6 la extraccion del ADN
empleando congelamiento con nitrégeno liquido y
friccion como métodos fisicos para romper la pared;
adicionalmente, se us6 una solucién tampon de
extraccion con acido triiso-propilnaftaleno sulfonico
y acido 4-aminosalisilico (15). Se emplearon los
iniciadores MFa U5'TTC ACT GCCATCTTC ACC
ACC3yMFa L5 TCT AGG CGATGA CAC AAA
GGG 3’ que codifican para una feromona especifica
de la pareja a de C. neoformans. Adicionalmente,
para evitar falsos negativos, cuando no se presentd
amplificacion con los iniciadores MFa, se realizé
una coam-plificacion con los iniciadores ITS 1 5'
TCC GTAGGT GAACCTGCG G 3 elTS4 &
TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3!, los cuales
son especificos para hongos. La visualizacion de
los productos de PCR se realiz6 por electroforesis
en gel de agarosa al 2% y se tom0@ fotografia para
evaluar la presencia de una banda de 109 pb
correspondiente al producto amplificado con los
iniciadores MFa y una banda de 500 pb
correspondiente al producto amplificado con los
iniciadores ITS (16).

Cepas control

Las cepas control empleadas en este estudio
fueron Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 para
la estandarizacion de la técnica de perfil
enzimético por el micrométodo Api zim; C.
neoformans CBS 886, 6886,889 y 1584 para los
patrones de toxinas asesinas, Cryptococcus
laurentii CBS 139, 7235 y 7857, Cryptococcus
humicola CBS 4281, Cryptococcus podzolicus
CBS 7717y Filobasidium capsuligenum CBS 4736
como aislamientos productores de toxinas
(suministradas por T. Boekhout del CBS, Holanda)
y C. neoformans JEC 20 (a) y 21(a) para la
fructificacion haploide y la PCR para pareja sexual
(suministradas por J. Heitman, Universidad de
Duke, E.E.U.U).

Andlisis estadistico

Las comparaciones de los porcentajes de rangos
de actividad enzimatica, de aislamientos virulentos
por variedad, de media aritmética de los indices
Pz y del tamafo capsular y celular de
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blastoconidias se realizaron en el programa
estadistico Epi-info 6.0 mediante la prueba de
Fischer con un nivel de significancia de p<0,05.

Resultados
Confirmacion de los aislamientos

Todos los aislamientos fueron capsulados y
presentaron actividad de la ureasa; los
aislamientos de la variedad grubiino crecieron en
el agar CGB y aglutinaron con el antisuero anti-
serotipo A; en contraste, los aislamientos de la
variedad gattii crecieron en agar CGB causando
el viraje de color de este medio y se observé
aglutinacion con el antisuero anti-serotipo C.

Crecimiento a 37 °C

Todos los aislamientos pertenecientes a las dos
variedades crecieron adecuadamente a 37 °C.

Morfologia macroscopica

Latexturay el aspecto de la gran mayoria de las
colonias de los aislamientos de C. neoformans
var. grubii fueron similares, no mucosas, de
superficie y borde liso. Sin embargo, se observaron
variantes morfolégicas en algunas colonias de 4
aislamientos, las cuales presentaron textura
mucosa o aspecto de borde ondulado o irregular.
En contraste, todas las colonias de los
aislamientos de C. neoformans var. gattii fueron
macroscopicamente similares, no mucosas y de
borde liso.

Tamafio celular y capsular de blastoconidias
sembradas en caldo Sabouraud y suelo

Cuando se cultivaron en caldo glucosado de
Sabouraud, las dos variedades del hongo
presentaron similar tamafio celular, con un
promediode 5+ 0,6 umy 4,82 + 0,58 um paralas
variedades grubii y gattii, respectivamente; en
suelo, el tamafio celular fue significativamente
menor para las dos variedades con un promedio
de 4,34 £ 0,48 umy 4,23 £ 0,42 um para las
variedades grubiiy gattii, respectivamente.

Cuando las blastoconidias se cultivaron en caldo
glucosado de Sabouraud, el tamafio capsular para
las dos variedades del hongo fue también similar,
con un promedio de 0,87 £0,39 umy 1,04 + 0,53
um para las variedades grubii y gattii,
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respectivamente. Sin embargo, en el suelo, el
tamafio fue significativamente menor y
adicionalmente se observaron diferencias
estadisticamente significativas en el tamafio
capsular de las dos variedades (p=0,009) con un
promedio de 0,11 + 0,05 um y 0,34 + 0,16 pum
para las variedades grubiiy gattii, respectivamente.

Proteasas y fosfolipasas

En la actividad de proteasas no se observo
diferencia significativa para las dos variedades de
C. neoformans cuando se analizé la media del
valor Pz (0,63+ 0,06 y 0,72+0,06 variedad grubiiy
gattii, respectivamente). Sin embargo, al evaluar
los grupos por rangos de actividad enzimaética para
las dos variedades, se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en las actividades
mediay baja. Esimportante destacar que siempre
se observé una mayor actividad enziméatica para
los aislamientos de la variedad grubii (cuadrol).

La actividad de la fosfolipasa fue evaluada los dias
6 y 10 de incubacioén y se observé una marcada
diferencia en la lectura en los dos periodos. El dia
6, los 28 aislamientos de C. neoformans var. grubii
presentaron algiin grado de actividad de la enzima;
en contraste, s6lo 13 de 31 (42%) de los
aislamientos de la var. gattii mostraron actividad.
Sin embargo, en la lectura realizada el dia 10 se
observo que 29 de 31 (93,5%) aislamientos de la
var. gattii mostraban baja actividad (dato no
presentado). En cuanto a la actividad de esta
enzima para el dia 6, se observaron diferencias
significativas (p<0,001) cuando se analiz6 la media
del valor Pz, 0,7 + 0,11 y 0,91+0,1 para las
variedades grubii y gattii, respectivamente.
Adicionalmente, al evaluar los grupos por rangos
de actividad enzimatica para las dos variedades,
se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en los rangos de actividad media 'y
no actividad. La mayor actividad se observé en
los aislamientos de la variedad grubii (cuadro 1).

Fenoloxidasa

Todos los aislamientos de las dos variedades del
hongo presentaron actividad de la enzima en medio
minimo con L-Dopa. Se observaron diferencias
estadisticamente significativas (p<0,001) en el
promedio de los datos de las dos variedades con
un valor de 3,73+0,9y 2,62+1,3 para las variedades
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Cuadro 1. Rango de actividad de proteasas y fosfolipasas
en los aislamientos de C. neoformans de las variedades
grubi y gattii.

CARACTERIZACION FENOTIPICA DE C. NEOFORMANS

Cuadro 2. Rango de actividad de la fenoloxidasa en los
aislamientos de C. neoformans de las variedades grubii y
gattii.

Enzimas y rango V ariedad
de actividad grubii (n=28) gattii (n=31)

n* (%) n* (%)
1. Proteasas
Alta 1(3,6) 0 (0) >0,5
Media 19 (67,8) 12 (38,7) 0,025
Baja 8 (28,6) 19 (61,3) 0,011
2. Fosfolipasas
Alta 1(3,6) 0 (0) >0,5
Media 13 (46,4) 0 (0) < 0,001
Baja 14 (50) 13 (42) 0,5
No actividad 0 (0) 18 (58) < 0,001

* n= namero de aislamientos con actividad

grubii y gattii, respectivamente. Adicionalmente,
al evaluar los grupos por rangos de actividad
enzimatica para las dos variedades, se observaron
diferencias significativas en el rango de actividad
alta; en contraste, no se observaron diferencias
entre variedades en los rangos de actividad media
y baja. La mayor actividad enzimatica fue
detectada en los aislamientos de la variedad grubii
(cuadro 2).

Evaluacion de la actividad de
19 enzimas extracelulares

Se observé que todos los aislamientos
presentaron actividad de la esterasa C4, leucina
arilamidasa, fosfatasa acida y naftol fosfo-
hidrolasa; 39 de 40 de los aislamientos evaluados
presentaron actividad de la enzima esterasa lipasa
C-8. Se observé actividad enzimatica variable en
las dos variedades de C. neoformans evaluadas
con la valina arilamidasa, a-galactosidasa, -
glucoronidasa, a-glucosidasa, B-glucosidasa, N-
acetil-B-glucosamida. Adicionalmente, la actividad
de la fosfatasa alcalina s6lo se observéd en
aislamientos de la variedad gattii. No se observo
actividad en ninguno de los 40 aislamientos
estudiados para las enzimas lipasa C-14, cisteina
arilamidasa, tripsina, quimiotripsina, B-
galactosidasa, a-manosidasa ni a-fucosidasa. Al
realizar el analisis estadistico de los resultados
de laintensidad de la actividad enzimatica en las
dos variedades de C. neoformans se observaron
diferencias significativas para la fosfatasa alcalina
en los rangos de actividad baja (p<0,0001) y

Promedio de Variedad p
actividad enzimatica grubii gattii

(n=28) (n=31)

n*(%) n* (%)
Alta 26 (92,9) 21 (67,75) 0,0167
Media 0 (0) 2 (6,45) >0,5
Baja 2(7,1) 8 (25,8) 0,118

* n=aislamientos con actividad

ausencia de actividad (p<0,001) y para la a-
glucosidasa en los rangos de actividad baja
(p=0,025), media (p=0,012) y ausencia de
actividad (p=0,038). La mayor actividad se
observo en los aislamientos de la variedad gattii.
En contraste, la enzima [-glucosidasa mostré
mayor actividad en los aislamientos de la variedad
grubii cuando se analizaron los rangos de
actividad baja (p=0,038) y ausencia de actividad
(p=0,038).

Fructificacion haploide

Se realizaron 3 ensayos con todos los
aislamientos. Para todos los ensayos se sembraron
los controles por triplicado; sin embargo, el control
positivo (JEC 21) no presentd estructuras de
fructificacién haploide en las tres replicas. Se
observé que los aislamientos estudiados no se
comportaban igual en los 3 ensayos, sefialando
asi la baja reproducibilidad de la prueba. Por esta
razén, para el andlisis de datos se tuvo en cuenta
la formacion de estructuras relacionadas con
fructificacion haploide en, por lo menos, uno de
los tres ensayos. Se encontrd que para la variedad
grubiiningn aislamiento presentaba produccion
de hifas ni basidios; sin embargo, se observaron
tubos germinales en dos aislamientos. En
contraste, en un aislamiento de la variedad gattii
se desarrollaron hifas y basidios y en 30
aislamientos se observaron tubos germinales.

Fenoémeno de toxinas asesinas

Los patrones para la variedad grubiifueron | (27/
28) y 1l (1/28); en contraste, se observaron 7
patrones para los aislamientos de la variedad gattii,
I (1/31), V (6/31), 1X (1/31), X (4/31) y 3 patrones
gue no habian sido informados anteriormente, los
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cuales se designaron como XI (10/31) XII (8/31) y
Xl (1/31).

Virulencia en ratones

En el primer ensayo, de los 22 aislamientos de la
variedad grubii empleados se observé que sélo
12, denominados letales, causaron la muerte de
los ratones. En contraste, ninguno de los 14
aislamientos de la variedad gattiicausé la muerte
de los animales (p=0,0025). En la figura 1 se
pueden observar las curvas de supervivencia de
los grupos de animales inoculados con estos
aislamientos letales de la variedad grubii, en los
gue se destaca la virulencia del aislamiento 40
(INS 579), el cual causoé la muerte de los animales
15 dias post-inoculacién.

Se recuper6 el hongo a partir de cerebro en los 22
grupos de ratones inoculados con los aislamientos
de la variedad grubii; en contraste, s6lo se
recuperoé el hongo a partir de 10 de los 14 grupos
de ratones inoculados con aislamientos de la
variedad gattii; la diseminacion en los demas
organos fue variable. Es importante resaltar que
la diseminacion simultanea en los 3 6rganos
(cerebro, pulmén y bazo) fue mas frecuente en
los grupos de ratones inoculados con los
aislamientos denominados letales (8/12) que en

Biomédica 2003;23:328-40

los no letales de la variedad grubii (4/10) y gattii
(0/14). En general, se recuperdé mayor nimero de
UFC a partir de cerebro que de bazo o pulmén
para las dos variedades del hongo (cuadro 3).

Al realizar la observacién microscépica de los
macerados de los érganos con tinta china, se
observé una correlacion de 100% con el cultivo;
adicionalmente, se encontraron levaduras con
tamafio capsular entre 5y 11 um en los 6rganos
de los ratones inoculados con los aislamientos
letales, en tanto que el tamafio de la capsula fue
entre 0y 2 um de las levaduras presentes en los
6rganos de los ratones inoculados con los
aislamientos no letales de las dos variedades de
C. neoformans (datos no presentados).

En el segundo ensayo, las 3 diferentes dosis del
aislamiento 40 (INS 579) de la variedad grubii
causaron en los animales alguna sintomatologia
(ratones erizados y adinamicos), la cual se
observo entre los dias 15 y 20 post-inoculacion,
por lo cual en el dia 20 se les practicé la eutanasia
con CO,. Elhongo fue recuperado de bazo, pulmon
y cerebro de los grupos de animales inoculados
con las diferentes dosis. En general, se observo
mayor recuento de UFC/g en cerebro y pulmén
para los ratones con dosis mas altas, mientras
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Figura 1. Curvas de supervivencia de los 12 grupos de ratones inoculados con aislamientos letales de C. neoformans var.

grubii con dosis de 5 x 10° UFC.
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Cuadro 3. Rangos de UFC recuperadas a partir de los 6rganos de los animales inoculados con las dos variedades

de C. neoformans.

Organo Rangos UFC/g*
var. grubii var. gattii
Letales No letales
Cerebro 210 - 7,1 x 107 250 - 3 x 10° 57- 2,8 x 108
Bazo 660 - 1,7 x 10° 660 - 7,6 x 10* 630 - 5 x 10°
Pulmén 120 - 2,2 x 10° 330 - 9,3 x 107 3,9 x 103 3,3 x 10°

*UFC/g= unidades formadoras de colonia por gramo de 6rgano

gue el comportamiento en bazo fue irregular (cuadro
4).

Al realizar el examen macroscépico de los
organos, se observl que en el cerebro de los
ratones inoculados con 5y 10 x 10° UFC se
presentaba infiltracion de liquidos; en contraste,
el cerebro en los ratones inoculados con 2,5 x 10°
UFC tenia apariencia normal, al igual que el pulmén
y el bazo de todos los animales inoculados con
las diferentes dosis. En el examen directo con
tinta china del macerado de los érganos de los 15
ratones inoculados con las 3 dosis, se observaron
levaduras con un tamafio capsularentre 5y 11 um.

Los ratones inoculados con las 3 diferentes dosis
del aislamiento 1 (INS 560) de la variedad gattii
no mostraron ninguna sintomatologia, por lo cual
se sacrificaron en el dia 70 post-inoculacion. En
general, se logro recuperar el hongo en el cerebro,
el bazo y el pulmén de los ratones inoculados
con las dosis de 2,5y 5 x 10°y solamente en el
cerebro de los inoculados con dosis de 10 x 10°
UFC. El recuento de UFC fue mayor en cerebro
para los ratones inoculados con la dosis més alta;
en contraste, se observd un comportamiento

irregular en las UFC de bazo y pulmén (cuadro 4).
Los érganos de los animales inoculados con la
variedad gattii fueron normales al examen
macroscopico y el tamafio de la capsula de las
levaduras en el macerado de érganos oscilé entre
Oy2pum.

PCR con iniciadores MF a

Todos los aislamientos de C. neoformans var. grubii
y var. gattii amplificaron con los iniciadores MF a,
lo cual se visualizé en la electroforesis como un
producto de 109 pb. Esto indica que todos los
aislamientos tenian el gen que codifica para la
feromona de la pareja sexual a (figura 2).
Discusion

Actualmente, y a pesar de los diversos estudios
realizados sobre las variedades de C. neoformans,
auln se desconocen aspectos de su metabolismo,
virulenciay ecologia (3,4,17,18). Por esta razén,
nuestro estudio evalué diversos aspectos
fenotipicos de aislamientos ambientales de dos
variedades: var. grubii serotipo A y var. gattii
serotipo C. Estos dos serotipos son los
recuperados con mayor frecuencia en Colombia

Cuadro 4. Unidades formadoras de colonia (UFC) recuperadas a partir de los 6rganos de los animales inoculados con
diferentes dosis de los aislamientos de C. neoformans variedad grubii INS-579 y de C. neoformans variedad gattii INS-560.

Aislamiento inoculado  Concentracion del indculo

UFC/ g recuperadas por érgano*

INS UFC X10° Bazo Pulmoén Cerebro

var. grubii 2,5 3,2x10* 26x10° 0,28 x10°8
5 41x10°© 3,2x10°¢ 0,98 x 108
10 0,35 x 10° 3,25x10°¢ 6,7x108

var. gattii 2,5 4,6x102 0,27 x 10?2 0,15x 102
5 0,2x 10?2 0,73x 102 6,6 x 10 2
10 0 0 1,2x10°%

*= Representa un promedio de las UFC obtenidas en cada uno de los 5 ratones empleados.
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en muestras procedentes de material vegetal (19).
El objetivo fue determinar caracteristicas
asociadas con la patogenicidad del hongo y el
ciclo de vida en la naturaleza y establecer patrones
de sensibilidad a toxinas asesinas.

Caracteristicas asociadas con virulencia

Crecimiento a 37 °C y morfologia macroscdpica y
microscopica. Para C. neoformans se ha descrito
gue el crecimiento a 37 °C, junto con la habilidad
de crecer en atmosfera de 5% de CO, y pHde 7,3
a 7,4 son caracteristicas basicas de
patogenicidad, determinadas por la presencia del
gen de la calcineurina A, el cual codifica para una
enzima involucrada en la respuesta al estrés
fisiolégico (20). Los resultados obtenidos en este
ensayo permitieron inferir que todos los
aislamientos estudiados cumplen estas
caracteristicas basicas de patogenicidad, lo cual
los clasific6 como adecuados para realizar la
evaluacién de virulencia en el modelo animal.

Recientemente, se ha descrito que colonias de
C. neoformans con morfologia macroscépica
mucosa o rugosa son mas virulentas que colonias
gue muestran pseudohifas o morfologia lisa (21).
En este estudio observamos que los aislamientos
de las dos variedades del hongo presentaban
colonias con una morfologia que podria asociarse
con “baja virulencia”. Sin embargo, se observo el
fendmeno de variacion morfologica o swithching
fendtipico en 4 aislamientos de la var. grubii. Este
fendmeno ha sido postulado como un importante
mecanismo para incrementar la virulencia (22). No

123 567

9101112131 1516171 192021 22 23

100 pb

Figura 2. PCR con los iniciadores MF a. Carril 1: marcador de
peso molecular de 100 pb; 2: JEC 21 MAT a; 3: JEC 20 MAT a;
4-22: aislamientos de Cryptococcus neoformans var. gattii
codigos de estudio del 1-19; 23: control de la mezcla.
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obstante las variaciones morfolégicas observadas,
solamente un aislamiento que presentaba colonias
rugosas fue virulento en el modelo animal.

En cuanto la morfologia microscépica, C.
neoformans se caracteriza por presentar una
capsula polisacarida, considerada un importante
factor de virulencia (23). En este trabajo, se observé
gue los aislamientos de las dos variedades del
hongo mostraban en cultivo una capsula pequefia
y de tamafio similar, lo cual habia sido observado
en estudios previos (2,23). No obstante, in vivo
los aislamientos de la variedad grubiique causaron
la muerte de los animales produjeron capsulas de
gran tamafo. Esto ratifica que el tamafio de la
capsula es un factor importante que contribuye a
la virulencia del hongo (2).

Enzimas extracelulares. En C. neoformans no es
clara la relacién entre la produccién de enzimas
extracelulares y la virulencia (3,24,25). En cuanto
a las proteasas, algunos estudios han mostrado
menor produccion in vitro en aislamientos de la
variedad gattii, comparada con la de aislamientos
de la variedad grubii (12). Los datos obtenidos
ratifican la menor actividad en los aislamientos de
la variedad gattii, lo cual a su vez podria
relacionarse con los datos de virulencia en el
modelo animal debido a que ningln aislamiento
de esta variedad causé la muerte de los ratones.
Otras enzimas como las fosfolipasas, se han
asociado mediante estudios de disrupcion
genética con la virulencia de C. neoformans (26).
Sin embargo, estudios realizados in vitro han
mostrado actividad similar de fosfolipasas para las
variedades del hongo (18,3). En este trabajo
observamos que los aislamientos de la variedad
grubii mostraron mayor actividad enzimética que
los aislamientos de la variedad gattii serotipo C,
los cuales presentaron baja o ninguna actividad
cuando se realizd la lectura en el dia 6. Este dato
muestra, al igual que en las proteasas, diferencias
que podrian correlacionarse con la virulencia en el
modelo animal.

Es importante destacar que la lectura realizada el
dia 10 mostré un aumento en la actividad de la
enzima en los aislamientos de la var. gattii, lo cual
indica que, probablemente, el tiempo necesario
para la expresion de la enzima in vitro es mayor,
a diferencia de lo informado recientemente (27)
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sobre la ausencia de diferencias significativas
cuando se evallia la expresion de estas enzimas
después de 6 dias de incubacion.

Una de las enzimas mas estudiadas en este hongo
es la fenoloxidasa, considerada como un
importante factor de virulencia (28,29). No
obstante, existen pocos datos en la literatura
acerca del rango de actividad de la enzima y su
relacién con la virulencia, por lo cual nuestros datos
son interesantes porque muestran una mayor
actividad en los aislamientos de la variedad grubii
qgue en los aislamientos de la var. gattii.
Adicionalmente, observamos que la actividad de
esta enzima podria ser correlacionada con la
virulencia en el modelo animal.

Por dltimo, las actividades enzimaticas evaluadas
mediante el sistema Api zim se consideran una
alternativa para estudios de virulencia y tipificacion
(3). En este estudio encontramos perfiles
diferentes a los informados en la literatura
(3,25,30), lo cual probablemente refleja diferencias
geogréficas.

Al estudiar los perfiles enzimaticos de los
aislamientos de las dos variedades observamos
que fueron similares, excepto por las diferencias
observadas en el rango de actividad de 3 enzimas,
fosfatasa alcalina, a-glucosidasa, y B-glucosidasa.
No obstante, no se observé relacion entre la
actividad enzimética de las 19 enzimas evaluadas
por el sistema Api zim y la virulencia del
microorganismo en el modelo animal.

Virulencia en el modelo en ratones. En el primer
ensayo observamos que Unicamente algunos de
los aislamientos de la variedad grubiicausaban la
muerte de los animales, lo cual ratifica los datos
informados en la literatura que sefalan que la
virulencia medida por la supervivencia de los
ratones es una caracteristica dependiente del
aislamiento y es menor en los aislamientos de la
variedad gattii (2,19).

El efecto del inéculo en la virulencia se evalué en
un segundo ensayo y observamos que el
aislamiento de la variedad grubii, independiente-
mente del inéculo, causaba alteraciones en los
animales en los primeros 20 dias post-inoculacion.
El andlisis macroscopico de los 6rganos revel6 la
presencia de hidrocefalia, un signo de infeccién
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grave. Estas observaciones mostraron, en el caso
de este aislamiento en particular, que la virulencia
fue expresada incluso en la concentracion mas
baja del in6culo, probablemente por otras
caracteristicas adicionales, ademas de la alta
actividad enzimatica observada en los aislamientos
de esta variedad. En contraste, los animales
inoculados con las diferentes dosis del aislamiento
de la var. gattii sobrevivieron hasta el final del
periodo de observacion.

Cuando se evalud el recuento de UFC en érganos,
encontramos que en los animales inoculados con
las dos variedades se logré recuperar el hongo en
el cerebro, lo cual recuerda el tropismo del hongo
por el sistema nervioso central (6). Adicionalmente,
para las dos variedades del hongo se observo la
diseminacion a otros 6rganos como pulmén y
bazo.

En general, observamos la presencia de
diferencias significativas entre aislamientos de las
variedades grubii y gattii para los rangos de
actividad de proteasas, fosfolipasas y fenoloxidasa
y una mayor virulencia de los aislamientos de la
variedad grubiien los ratones, lo cual nos sugiere
que la expresién de estas enzimas es importante
en la virulencia. No obstante, es necesario
determinar y cuantificar su actividad in vivo para
corroborar los datos in vitro obtenidos en este
estudio. Ademas, es importante destacar el
tamafio capsular de las blastoconidias, observadas
en los 6rganos de los ratones inoculados con los
aislamientos letales de la variedad grubii, pues
ésto sugiere que la produccién de una capsula de
gran tamafio in vivo es importante en el curso de
la infeccion.

Caracteristicas asociadas con el ciclo de vida
del hongo: tamafio capsular en suelo,
fructificacion haploide y pareja sexual

In vitro se ha demostrado que C. neoformans se
reproduce por formacién de blastoconidias o
basidiosporas; no obstante, se desconoce la
frecuencia de estos propagulos en la naturaleza
y, por tanto, cual es la particula infecciosa; sin
embargo, modelos in vitro han mostrado que tanto
las basidiosporas, por su tamafio, como las
blastoconidias poco capsuladas menores de 3 pm,
son propagulos infecciosos altamente efectivos
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(31-33). Con el fin de determinar si en la naturaleza
se podrian producir blastoconidias poco
capsuladas, se evalué el tamafio de blastoconidias
de las dos variedades del hongo cultivadas en
suelo y observamos que, aunque el tamafio celular
y capsular disminuy6 significativamente
comparada con el tamafio en caldo de Sabouraud,
las blastoconidias no alcanzaron el tamafio que
se considera adecuado para una particula
infecciosa altamente efectiva. Una de las causas
gue posiblemente influyé fue la humedad del suelo,
ya que no fue posible controlarla con precision.
Por esta razén, se considera necesario realizar
estudios que comparen condiciones controladas
de humedad y desecacién para definir su efecto
en la generacién de particulas infecciosas. En
cuanto a la presencia de basidiosporas, es
importante destacar que su produccion por
recombinacion sexual es poco probable, debido a
gue los aislamientos fueron pareja sexual a, lo
gue corrobora lo informado en la literatura sobre
la alta frecuencia de esta pareja sexual (16,34).
Por esta razon, se considera de gran importancia
la hip6tesis que postula el fenémeno de
fructificacion haploide como un mecanismo de
reproduccion asexual alterno para produccion de
basidiosporas (4). Mediante este fenémeno,
blastoconidias de pareja sexual a pueden formar
tubos germinales, hifas y presentar basidios en
los cuales se desarrollan basidiosporas
semejantes a las producidas en la reproduccion
sexual; sin embargo, este tipo de reproduccion
se ha demostrado solamente in vitro, por lo cual
se desconoce la frecuencia de este fenémeno en
la naturaleza (4,13,35). En este estudio
observamos que algunos aislamientos de las dos
variedades desarrollaron tubos germinales, lo cual
indica una etapa inicial de formacién de hifas y
sugiere la frecuencia del fenébmeno. No obstante,
la escasa produccién de basidiosporas puede
indicar que las condiciones in vitro no fueron
adecuadas para que se llevara a cabo todo el
proceso.

En conclusion, observamos la frecuencia de
blastoconidias de pareja sexual a que
disminuyeron de tamafio en suelo y el desarrollo
de estructuras asociadas con fructificacién
haploide, lo que sugiere que estos dos
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mecanismos pueden ser importantes en la
generacion de propagulos infecciosos en la
naturaleza.

Patrones de sensibilidad a toxinas

Boekhout informé patrones de sensibilidad a
toxinas producidas por diferentes especies de
levaduras especificos para las variedades de C.
neoformans (14). El autor considera que este
fenémeno es de gran utilidad como herramienta
epidemioldgica. Por esta razén, determinamos los
patrones de las variedades de C. neoformans de
acuerdo con el esquema de Boekhout.
Encontramos que en la variedad grubii predominé
el patrén |, lo cual indica una homogeneidad en
los aislamientos, lo cual esta ratificado por un
estudio paralelo realizado en el Grupo de
Microbiologia del INS, en el que, por las técnicas
de PCR-huella digital y RFLP, se observo que estos
aislamientos tenian un perfil molecular VN | con
porcentajes de similitud entre 85% y 99%
(comunicacion personal, A. Castafieda, W. Meyer).
En contraste, en los aislamientos de la variedad
gattiiencontramos 7 patrones diferentes, 3 de los
cuales no habian sido informados previamente;
esta variabilidad en los patrones indica que,
probablemente, existen varias subpoblaciones del
hongo, hallazgo que también fue corroborado en
el estudio paralelo (comunicacion personal, A.
Castafieda, W. Meyer), en el cual se observé que
la mayoria de estos aislamientos eran menos
similares, con porcentajes que oscilaron entre 60%
y 97%, aunque la mayoria se agruparon en el
patron molecular VG 11, lo que indica que esta
técnica fenotipica puede resultar un buen
complemento para el estudio de patrones
moleculares en C. neoformans. Es importante
resaltar que un aislamiento de la variedad gattii
que presentd un patron que seguln la literatura
corresponde a un patron especifico para la variedad
grubii, fue el Gnico con un patrén molecular VG IV
y un porcentaje de similitud de 36% comparado
con los demés aislamientos de la var. gattii, lo
cual puede indicar que algunos de los patrones
de sensibilidad a toxinas previamente informados
no son especificos de variedad. Por ultimo, los
resultados de este estudio permiten destacar la
utilidad de estos patrones como una importante
herramienta epidemioldgica.
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En general, podemos concluir que la virulenciay
la expresion de factores asociados con virulencia
fue mayor para los aislamientos de la variedad
grubii, lo que, probablemente, indica que las
caracteristicas fenotipicas estudiadas son
importantes en el desarrollo y curso de la
criptococosis en los ratones, por lo cual se
requieren estudios in vivo para corroborar estos
resultados y determinar si los aislamientos
recuperados de muestras clinicas presentan un
fenotipo similar. Adicionalmente, observamos que
in vitro es probable obtener basidiosporas
asexuales y blastoconidias pequefias y poco
capsuladas, lo cual puede ser de gran importancia
en el ciclo de vida del hongo; sin embargo, se
requieren estudios en el habitat natural del hongo
para determinar la importancia de estos eventos.
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