A Biomédica

Biﬂ. me dica ISSN: 0120-4157

Buviwts dled Ineviouno P acammal do Sefud blomedlca@lns.gov.co
Instituto Nacional de Salud

Colombia

Escandon, Patricia; Quintero, Elizabeth; Granados, Diana; Huérfano, Sandra; Ruiz, Alejandro;
Castarieda, Elizabeth
Aislamiento de Cryptococcus gattii serotipo B a partir de detritos de Eucalyptus spp. en Colombia
Biomédica, vol. 25, num. 3, septiembre, 2005, pp. 390-397
Instituto Nacional de Salud
Bogota, Colombia

Disponible en: http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=84325314

Coémo citar el articulo r @\ //‘«

Numero completo . -, o
P Sistema de Informacion Cientifica

Mas informacion del articulo Red de Revistas Cientificas de América Latina, el Caribe, Espafia y Portugal
Pagina de la revista en redalyc.org Proyecto académico sin fines de lucro, desarrollado bajo la iniciativa de acceso abierto


http://www.redalyc.org/revista.oa?id=843
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=84325314
http://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=84325314
http://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=843&numero=8182
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=84325314
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=843
http://www.redalyc.org

Biomédica 2005;25:390-7

ARTICULO ORIGINAL

390

Aislamiento de Cryptococcus gattii serotipo B
a partir de detritos de Eucalyptus spp. en Colombia

Patricia Escandon ¢, Elizabeth Quintero 2, Diana Granados *, Sandra Huérfano ?,
Alejandro Ruiz 2, Elizabeth Castafieda *

1 Grupo de Microbiologia, Instituto Nacional de Salud, Bogoté, D. C., Colombia.
2 Universidad de Puerto Rico, Recinto Universitario de Mayagiiez, Puerto Rico.

Introduccidn. Cryptococcus gattii serotipo B ha sido asociado con diferentes especies de
arboles en regiones tropicales y subtropicales. Este serotipo es el segundo de mayor importancia
clinica en Colombia, pero no se habia recuperado del ambiente en ninguno de los estudios
realizados por nuestro grupo.

Objetivo. Para establecer la presencia y distribucion de las especies del complejo C.
neoformans, especialmente del serotipo B, y determinar algunas caracteristicas fenotipicas
relacionadas con la virulencia de los aislamientos recuperados, se disefid6 un muestreo de
material vegetal en un bosque de piso térmico frio del departamento de Cundinamarca.
Materiales y métodos. Durante febrero y marzo de 2003 se realizaron 4 muestreos en el
bosque y se tomaron 167 muestras de detritos de eucaliptos y 28 muestras de otras especies
de arboles, las cuales se procesaron empleando el método convencional de extraccion y
siembra en medio selectivo. Se determiné el tamafio celular y capsular en los filtrados, el
crecimiento a 37°C, la virulencia en un modelo animal y la pareja sexual por PCR.
Resultados. Se aisloé C. gattii serotipo B de 46 muestras de eucaliptos (27,5%). El tamafio
celular en el extracto estuvo entre 3,10 y 4,15 um y el tamafio capsular entre 0,30 y 0,46 pm.
Los 46 aislamientos crecieron a 37°C, pero ninguno de los dos aislamientos empleados caus6
la muerte de los animales inoculados durante los 70 dias de observacion. Todos los aislamientos
fueron pareja sexual a.

Conclusiones. Este estudio es el primer informe sobre el aislamiento de C. gattii, serotipo B,
pareja sexual a, en Colombia a partir de detritos de eucaliptos.

Palabras clave: Cryptococcus, habitat, Eucalyptus, fenotipo, virulencia.
Isolation of Cryptococcus gattii serotype B from detritus of Eucalyptus trees in Colombia

Introduction. Cryptococcus gattii serotype B has been associated with several species of trees
in tropical and subtropical regions. Serotype B has been found to be the second most frequently
isolated from patients in Colombia, but it has not been isolated from the environment. Therefore,
a study was designed to sample plant material from a forest in the province of Cundinamarca,
with the aim of establishing the presence and distribution of the C. neoformans complex, specially
serotype B. In addition, isolates were evaluated for several phenotypic characteristics associated
with virulence.

Methodology. During February and March, 2003, 4 separate sample collections were made.
One hundred sixty-seven samples were collected from detritus of eucalyptus and 28 samples
from other species of trees. All were processed using the conventional procedure and plated on
selective media. The following parameters were measured: cellular and capsular sizes in the
filtrates, growth at 37°C, virulence in a mouse animal model system, and mating type as detected
by PCR.

Results. Cryptococcus gattii serotype B was isolated from 46 eucalyptus samples (27.5%). The
cellular size in the filtrates ranged from 3.10 to 4.15 um and the capsular size from 0.30 and
0.46 pum. The 46 isolates grew at 37°C, but none of them caused the death in the animals during
70-day observation period. All isolates were of mating type a.
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Conclusions. This constitutes the first report of the isolation of serotype B, mating type a, from

eucalyptus detritus in Colombia.

Key words: habitat, Cryptococcus, Eucalyptus, phenotype, virulence.

El complejo Cryptococcus neoformans esta
conformado por cepas patégenas para el hombre
y los animales, las que ocasionan la criptococosis,
entidad que es causa importante de morbilidad y
mortalidad en pacientes inmunosuprimidos e
inmunocompetentes (1). La infeccion es adquirida
por la inhalacién de los propagulos infectantes
presentes en el ambiente y, por estarazén, es de
gran importancia el estudio del habitat de este
hongo (1-3). El complejo C. neoformans fue reciente-
mente clasificado en 2 especies y 5 serotipos con
base en sus caracteristicas morfolédgicas,
bioquimicas y genéticas, como sigue: C. neoformans
variedad grubii, serotipo A; C. neoformans variedad
neoformans, serotipo D; C. gattii, serotipos B y
C, y el hibrido serotipo AD (4-6).

La variedad grubii tiene una distribucion mundial
y su habitat se asocia con excrementos de aves
y detritos de diferentes especies de arboles (3,7,8).
La variedad neoformans esta restringida,
especialmente, a paises europeos y su habitat
también se ha asociado con excrementos de aves
(9). Por otra parte, C. gattii parecia restringido a
regiones tropicales y subtropicales; sin embargo,
recientemente el serotipo B se asocid con un brote
de criptococosis ocurrido en la isla de Vancouver
en Canada, demostrando asi la habilidad de esta
especie para establecer su habitat en regiones
templadas (2,10). El serotipo B se asocia
principalmente con diferentes especies de
eucaliptos en Australia, California y Papua, Nueva
Guinea (2,11). El serotipo C sélo ha sido recuperado
a partir de detritos de almendros (Terminalia
cattapa) en Colombia (12) y en Puerto Rico (E.
Quintero, comunicacién personal).

En Colombia, la frecuencia de los serotipos
recuperados de pacientes con criptococosis es
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similar a la informada a nivel mundial: serotipo A,
95%; serotipo B, 4,1%, y serotiposDy C, 0,2%y
0,8%, respectivamente (Grupo Colombiano de
Trabajo en Criptococosis. Abstracts, Sixth
International Conference in Cryptococcus and
Cryptococcosis, Boston, Massachusetts, June 24-
28, 2005. Abstract E5). Sin embargo, sélo los
serotipos Ay C han sido recuperados a partir de
fuentes ambientales (12-15).

Por este motivo, se disefié un estudio con el objeto
de determinar la presencia y la distribucion de los
serotipos del complejo C. neoformans en el
ambiente, mediante un muestreo amplio en un piso
térmico frio. Ademas, se evaluaron algunas
caracteristicas fenotipicas de los aislamientos
recuperados, relacionadas con la virulencia.

Los datos presentados son el resultado de la
busqueda del hongo en un bosque secundario
localizado en La Calera, departamento de
Cundinamarca (16). Se logré recuperar por primera
vez en Colombia aislamientos de C. gattii, serotipo
B, a partir de detritos de eucaliptos. Ademas, los
estudios de virulencia realizados con dos
aislamientos sugieren que éstos pueden ser
clasificados como de baja virulencia y, también,
que todos pertenecen a la pareja sexual a,
constituyéndose este (ltimo dato en otro marcador
de la baja virulencia de los aislamientos (1).

Materiales y métodos
Areade estudio

La Calera es un municipio ubicado en el
departamento de Cundinamarca, a 28 kildémetros
al noroeste de Bogot4, la capital de Colombia. Este
municipio esté localizado a una latitud de 4°43
Ny una longitud de 73°58 O y se caracteriza por
tener dos pisos térmicos: frio y templado. La
Calera esté ubicada a una altitud de 2.718 metros
sobre el nivel del mar, su temperatura promedio es
de 12,7°Cy su precipitacion anual de 250 mm (16).

Muestras

Entre los meses de febrero y marzo de 2003, se
realizaron 4 visitas al area, en las cuales se
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recogieron 195 muestras de detritos de arboles.
Cuatro de estas muestras de eucaliptos, se
tomaron empleando la técnica del hisopo
humedecido en solucién salina estéril y frotandolo
en los detritos (17). Las otras muestras se
recogieron con una pala tomando 10 g,
aproximadamente, que se colocaron en bolsas
plasticas con cierre hermético.

Procesamiento de las muestras

Las muestras recolectadas con la técnica del
hisopo se inocularon directamente en agar Guizotia
abyssinica con suplemento de bifenil (0,1%), vy
se sembrd una caja por muestra (18). Las
muestras recolectadas en bolsas se procesaron
de la siguiente manera: se resuspendieron 5 g de
cada una en 25 ml de solucién tampén fosfato
salino pH 7,4; se mezclaron durante 30 minutos 'y
se filtraron a través de una gasa estéril.
Posteriormente, al filtrado se le adicionaron 50 pl
de una solucién con 20U de penicilina y 40U de
estreptomicina; se inocularon 100 ul de este filtrado
en el medio G. abyssinica con suplemento de
bifenil y antibiéticos a las concentraciones ya
mencionadas. El medio se incub6 a 25°C durante
10 dias y, posteriormente, se realizo el recuento
de las unidades formadoras de colonia por gramo
de muestra (UFC/g) (18).

Ademas, los filtrados se usaron para realizar una
observacion directa al microscopio, con tinta
china, y con el objetivo de 40X se determind la
presencia de células capsuladas. En dos de los
filtrados que fueron positivos por observacion
directa se determiné, también, el tamafio celular
y capsular de las levaduras; la lectura del didmetro
se realiz6 con el empleo de un micrémetro ocular
con resolucién de 1 pm y con el objetivo 100X.
En cada uno de los filtrados se realizaron 20
mediciones del tamafio celular y capsular, las
cuales fueron promediadas (19). El pH de las
muestras recolectadas en bolsas se determin6
resuspendiendo 1 g de cada muestra en 10 ml de
solucion de CacCl, (0,1M) (20).

Identificaciéon

Las colonias que mostraran color café en el medio
de G. abyssinica por la accion de la enzima fenol
oxidasa sobre el sustrato, se inocularon en agar
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glucosado de Sabouraud. Posteriormente, se
realiz6 la observacion microscoOpica en
preparaciones con agua destilada y tinta china
(19). También se evalué la produccion de ureasa
(21), se determind la variedad empleando el medio
canavanina, glicina, azul de bromotimol (CGB) (22)
y el serotipo mediante aglutinacion con
anticuerpos policlonales especificos para el
polisacéarido capsular (Crypto-Check, latron
Laboratories, Tokyo, Japan). Los aislamientos
recuperados se conservaron a -70°C en glicerol
al 10% en la coleccién del Grupo de Microbiologia.

Caracteristicas fenotipicas
asociadas con lavirulencia

Se evalué el crecimiento de los aislamientos en
agar glucosado de Sabouraud a 37°C (19) y se
estudié la virulencia en un modelo animal (23).
Se usaron ratones BALB/c machos de 3 a 5
semanas, obtenidos en el bioterio del INS. Durante
el estudio se mantuvieron en la sala de alta
seguridad del bioterio, con una humedad relativa
entre 40% y 60% y una temperatura entre 18 y
22°C. El manejo de los animales se realizé 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. Se emplearon 5 ratones
BALB/c para cada uno de los dos aislamientos
evaluados, recuperados de las muestras que
presentaron el mayor numero de UFC/g de
muestra (INS H0058-1690 e INS H0058-1706) y
dos controles: INS HO058-579 (serotipo A), que
causa la muerte de los animales en 2 semanas,
aproximadamente, e INS HO058-1320 (serotipo B)
gue no causa la muerte en los animales durante
el periodo de observacion establecido en este
estudio (24). Cada animal fue inoculado con 5x10°
UFC del aislamiento en la vena lateral de la cola,
con observacion diaria durante 70 dias; a los
animales que murieron se les practicé la autopsia,
aligual que a los que se encontraron adinamicos
0 erizados, previa eutanasia con CO,. Los
sobrevivientes se sacrificaron el dia 70
posinoculacion, empleando eutanasia con CO,,. Se
obtuvieron el cerebro, el bazo y el pulmén de cada
animal, los cuales se procesaron para determinar
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el nimero de UFC/g de 6rgano en agar glucosado
de Sabouraud (23, 24).

Pareja sexual

Se determiné la pareja sexual mediante PCR con
iniciadores especificos disefiados para amplificar
unaregion del gen de laferomona o con un tamafio
de 109 pb (25) y el gen de la feromona a con un
tamafio de 213 pb (26). Las secuencias de los
iniciadores empleados fueron:

MFoU 5 TTCACTGCCATCTTCACCACCST',
MFoL 5 TCTAGGCGATGACACAAAGGG3T',
MFa2U 5’ACACCGCCTG TTACAATGGACS3'y
MFa2L 5'CAGCGTTTGAAGATGGACTTT3.

Primero se realiz6 la PCR para la amplificacién
del gen de la feromona a y en aquellos
aislamientos que no amplificaron se realizé la PCR
para amplificar el gen de la feromona a. Las
condiciones de la PCR para la amplificacién del
gen de la feromona o, para un volumen final de 50
upl, fueron: 1X de tampén de PCR, 200 mM de
cada dNTP, 15 mM de MgCL, 0,2 uym de cada
iniciador, 2,5 U de Taq polimerasa (Invitrogen) y
1 pul de ADN (extraido por la técnica de ebullicion
o0 por la técnica de extraccién con perlas de vidrio)
(25,27,28). Para la amplificacion del gen de la
feromona a se emplearon las condiciones
anteriormente descritas, excepto que la
concentracioén de los iniciadores fue de 50 ng/mi
(26). Se emplearon como cepas control los
aislamientos INS H0058-1962 (CBS 884), serotipo
A, parejasexual o. e INS H0058-1971 (CBS 6998),
serotipo B, pareja sexual a (suministrados por Dee
Carter de la Universidad de Sydney, Australia).
Los productos de amplificacién se separaron en
geles de agarosa al 2% durante 1 hora a 100
voltios y se visualizaron en un transiluminador de
luz ultravioleta para la posterior toma de la
fotografia.

Resultados
Recuperacion de Cryptococcus gattii

Entre febrero 6 y marzo 12 se obtuvieron 167
muestras de Eucalyptus spp. y 28 de otras
especies de arboles que se encontraban en la
zona, incluidos pinos (Pinus sp.), arbol blanco de
raiz de serpiente (Ageratina altissima), laurel
(Laurus nobilis), raque (Vallea stipularis) y guaba
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(Phytolacca bogotensis). De algunos de los
arboles se obtuvieron muestras en mas de una
ocasion. C. gattii, serotipo B se recupero6 a partir
de 46 (27,5%) de las 167 muestras de eucaliptos
procesadas. Dos de las muestras positivas se
recuperaron por la técnica del hisopo humedecido
en solucion salina estéril. El porcentaje de
muestras positivas en las diferentes fechas fue:
febrero 6, 3/40 (7,5%), marzo 6, 32/40 (80%) y
marzo 12, 11/87 (12,5%). El hongo no se aisl6 de
las muestras recolectadas a partir de otras
especies de arboles. La temperatura ambiental
promedio en el sitio de muestreo, en los meses
de febrero y marzo, estuvo entre 12,8y 13,1°C.

La densidad de la poblacion de C. gattii en las
muestras positivas estuvo entre 50 y 15x106 UFC/
g (cuadro 1). La observacién microscépica
realizada en los filtrados de las 46 muestras de
las que se habia recuperado el hongo, confirmé la
presencia de levaduras con capsulas pequefias
en 30 (65,2%) de éstas. Dos de los filtrados que
presentaron el mayor nimero de levaduras en la
preparacién con tinta china (15x10° — 15x10% UFC/
0), se seleccionaron para determinar el tamafio
celulary capsular de las mismas. El tamafio celular
en los dos filtrados estuvo entre 3,10+0,83 pmy
4,15+0,67 um y el tamafio capsular entre
0,46%0,29 umy 0,30£0,10 um, respectivamente.

Cuadro 1. Observacion microscopica de las muestras
positivas y densidad de la poblacién (UFC/g) de
Cryptococcus gattii.

Muestras Levaduras/campo? UFC/g de muestra
n=46

5 0 50
3 0-1 50
4 0 150-200
5 0 400-550
9 0-1 400-550
1 0 750-900
2 0-1 750-900
1 0 1,3-1,7x10°
3 0-1 1,3-1,7x10%
4 0-1 2,5-2,9x103
1 0-1 5x10°
6 0-1 15-20x103
1b 3 15-20x103
1® >10 15x10°

a Observacion microscopica realizada con tinta china, 40X
b Muestras seleccionadas para determinar tamafio celular
y capsular
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El pH de las muestras oscilé entre 3,3y 7,2, tanto
en las muestras positivas como en las negativas.

Caracteristicas fenotipicas
asociadas con lavirulencia

Los 46 aislamientos de C. gattii crecieron a 37°C.
Los dos aislamientos seleccionados para evaluar
la virulencia en el modelo animal no fueron letales
para los animales durante el periodo de
observacion de 70 dias; sin embargo, en la
autopsia realizada se observo la aparicion de
criptococomas en el pulmény la diseminacién del
hongo a cerebro, bazo y pulmén, como se observa
en la figura 1. Los 5 animales inoculados con el
aislamiento control serotipo A presentaron
sintomas de letargia 12 dias posinoculacion, por
lo que fueron sacrificados inmediatamente; en la
autopsia se observo la diseminacién del hongo a
cerebro, pulmonesy bazo (figura 1). En cuanto a
los animales inoculados con el serotipo B, en la
autopsia a los 70 dias se observé la aparicién de
hidrocefalia y diseminacién a cerebro, bazo y
pulmén (figura 1).

Determinacion de la pareja sexual

Todos los aislamientos amplificaron para el gen
de la pareja sexual a, y generaron un fragmento

H Cerebro
2

o .
o E Pulmén
B O Bazo

INS H0058-  INS H0058-
1690™* 1706**

Control Control
serotipo A*  serotipo B**

*Autopsia a los 12 d;ias
**Autopsia a los 70 dias

Figura 1. Unidades formadoras de colonia (UFC)
recuperadas a partir de los érganos de los animales
inoculados en la vena lateral de la cola con 5x10° UFC de
los aislamientos ambientales de C. gattii, serotipo B (INS-
1690, INS-1706) y de los aislamientos control de C.
neoformans var. grubii , serotipo A y C. gattii, serotipo B.
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213pb

Figura 2. Gel representativo de la amplificacion por PCR
del gen de la pareja sexual de aislamientos ambientales de
Cryptococcus gattii, serotipo B, con los iniciadores MFa2U
y MFa2L.

Carril 1: marcador de peso molecular de 100 pb; carril 2:
cepa control INS H0058-1971 (Cryptococcus gattii, serotipo
B, pareja sexual a); carril 3: cepa control INS HO058-1962
(Cryptococcus gattii, serotipo B, pareja sexual a); carriles
4-9: aislamientos ambientales Cryptococcus gattii, serotipo
B (INS H0058-1689 - INS H0058-1694); carril 10: control
negativo.

de 213 pb, como se observa en la figura 2, en la
cual, igualmente, se ve la amplificacion del ADN
de la cepa INS HO058 1971 (CBS 6998), serotipo
B, pareja sexual a, empleada como control. En
ninguno de los aislamientos se obtuvo
amplificacién con los iniciadores especificos para
la pareja sexual a.

Discusion
El presente estudio se destaca como el primer
informe acerca del aislamiento de C. gattii,

serotipo B, pareja sexual a, a partir de detritos de
eucaliptos en Colombia.

Actualmente, existen muchos interrogantes en
cuanto a la ecologia del complejo C. neoformans,
especialmente en cuanto a su ciclo de vida. Ellis,
basado en sus hallazgos (2), propuso en 1990
gue los eucaliptos eran el habitat primario de C.
gattii, serotipo B; sin embargo, estudios posteriores
indicaron que los eucaliptos no eran el Gnico nicho
ambiental del hongo, que la madera en
descomposicién podria servir como substrato para



Biomédica 2005;25:390-7

que se lleve a cabo una propagacion clonal y que
el nicho ecoldgico primario pudiera estar asociado
con otro tipo de material vegetal (29). Es asi como
en Brasil se ha reportado el aislamiento del
serotipo B de detritos de arboles como Moquilea
tomentosa (30) y en Colombia se publicé el
aislamiento del serotipo C a partir de detritos de
almendros (Terminalia cattapa) en Cucuta, Norte
de Santander (12). Asi mismo, se ha logrado
recuperar el serotipo B a partir de arboles
diferentes a los eucaliptos en Buenos Aires,
Argentina (31). Los aislamientos responsables del
brote en la isla de Vancouver, Canada fueron
recuperados a partir del enebro (Juniperus
virginiana), del madrofio (Arbutus spp.) y del arce
(Acer sp.), lo cual sugiere que este serotipo
también se puede encontrar asociado con otras
especies de arboles (10). Por lo tanto, la frecuente
recuperacion del hongo a partir de detritos sugiere
que los &rboles son un elemento importante en el
ciclo de vida de C. gattii (32), lo que se podria
explicar por su capacidad de producir lacasa,
enzima involucrada en el proceso de la
degradacion de la lignina, y que la madera en
descomposicién sea un substrato adecuado para
el crecimiento del hongo (1,2,8,29,32). Nuestros
resultados sugieren que C. gattii puede, efectiva-
mente, tener una asociacion con los eucaliptos,
y los convirtierta en un nicho ecolégico apropiado
para su supervivencia en el ambiente colombiano.

Por otra parte, el pequefio tamafio de las levaduras
(3,10 a 4,15 um) en las muestras que permitieron
la recuperacién del hongo en este estudio, tiene
gran importancia debido a que los propagulos de
menor tamafio (<3 um) pueden llegar hasta los
alvéolos pulmonares e iniciar la infeccion en el
humano. Lo anterior parece indicar que estos
arboles representan un reservorio que sirve como
foco de infeccién para el hombre y los animales
(1,29,33).

Los resultados obtenidos en relacion a la medicion
del pH de las muestras sugieren que esta variable
no es un determinante del habitat del hongo, debido
al amplio rango de pH que presentaron las
muestras (3,3 a7,2).

En cuanto a la virulencia, se sabe que el
crecimiento a 37°C es una condicién basica para
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la patogenicidad (1,34). Los aislamientos
recuperados en este estudio mostraron esta
caracteristica. Los dos aislamientos serotipo B
recuperados y utilizados en la evaluacién de la
virulencia en el modelo animal no produjeron la
muerte de los animales durante el periodo de
observacion, lo cual concuerda con estudios
realizados previamente donde se demostré que
la virulencia es menor para C. gattii que para C.
neoformans var. grubii (33, 34).

La pareja sexual de los aislamientos del complejo
C. neoformans ha sido tradicionalmente
determinada mediante apareamientos in vitro con
cepas control en medios de cultivo pobres en
fuentes de nitrégeno (1); sin embargo, este método
presenta algunos problemas ya que el
apareamiento es sensible a una gran variedad de
condiciones ambientales como temperatura,
disponibilidad de nutrientes y humedad (1,35). Por
lo tanto, se han desarrollado nuevos métodos para
determinar los alelos de la pareja sexual de este
hongo, como la PCR con iniciadores especificos
empleada en este estudio. La amplificacion del
gen de la pareja sexual a en todos los aislamientos
pudiera indicar la presencia de una poblacién
clonal, sugiriendo que esta clonalidad puede
influenciar, o ser influenciada, por la ausencia de
la pareja sexual opuesta en la naturalezay limitar
asi su recombinacion (36,37). Se ha encontrado
que la prevalencia de la pareja sexual o. sobre la
pareja sexual a se debe a la gran capacidad de la
primera de llevar a cabo el proceso de
fructificacion haploide en ausencia de la pareja
sexual opuesta (1,38,39). Sin embargo, esta
prevalencia de la pareja sexual o sobre la a varia
segun lo han reportado diversos autores en varias
regiones australianas; en Adelaida, al sur de
Australia, se ha encontrado una proporcion o:a
de 26:0; en Queensland (sureste de Australia),
15:0; en New South Wales 2:27, lo cual sugiere
en todos ellos que se esta llevando a cabo una
reproduccion clonal; mientras que en Renmark
(noroeste de Australia), la proporcion fue 10:6, lo
que indica la posibilidad de que se esté
presentando recombinacién sexual entre los
aislamientos (37). El hallazgo de la pareja sexual
a en todos los aislamientos recuperados en el
presente estudio difiere de lo encontrado en los
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aislamientos del brote de criptococosis en
Vancouver, los cuales correspondieron todos a la
pareja sexual o. (40), por lo que seria de gran interés
realizar estudios colaborativos que nos permitieran
comparar fenotipica y genotipicamente estos dos
grupos de aislamientos.

Los estudios posteriores realizados por el Grupo
de Microbiologia, que no han sido publicados
todavia, han demostrado que todos los
aislamientos de C. gattii, serotipo B, recuperados
en La Calera, al ser tipificados molecularmente
mediante PCR huella digital y RFLP, pertenecen
al patrén molecular VGII, lo cual sugiere
nuevamente la presencia de una poblacion clonal,
y se relaciona con el hecho de que todos los
aislamientos causantes del brote en la isla de
Vancouver, Canada, también fueron agrupados
dentro de este mismo patrén molecular (40).

Este hallazgo constituye el primer informe del
aislamiento de C. gattii, serotipo B, a partir de
fuentes ambientales en Colombia y, por lo tanto,
es la primera vez que se obtienen datos en cuanto
a sus caracteristicas fenotipicas como el tamafio
celular y capsular en la naturaleza, el crecimiento
a 37°C y la pareja sexual, caracteristicas que,
aparentemente, estan asociadas con la baja
virulencia de los aislamientos evaluados en el
modelo animal. Estos hallazgos corresponden con
lo informado en la literatura y sefialan el
desconocimiento que tenemos sobre la
patogénesis de la criptococosis ocasionada por
esta especie y serotipo y que se manifiesta en el
hospedero inmunocompetente.
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