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RESUMEN: Para determinar la prevalencia en nuestro medio del Cryptococcus neoformans var. gatfii, fueron estudiadas 38
cepas, 32 de las cuales correspondian a aislamientos del medio ambiente (14) y Ias 6 cepas restantes pertenecian a aislamientos
clinicos. Se utilizaron los medios de diferenciacion de variedades propuestos por Kwon-Chung y col. (glicina — I-canavanina — azul
de bromotimol) y el propuesto por Dufait y col (asimilacién de D-prolina).

Todas las cepas de Cryptococcus neoformans fueron identificadas como no pertenecientes a la var. gattii.

Palabras claves: Cryptococcus neoformans, variedades.

SUMMARY: Study of the varieties of Cryptococcus neoformans isolates in the yeast collection of the Departament of Mycology
ol the School of Biochemistry and Biological Sciences of the Litoral National University. Garcia, Guillermo; Gutierrez, César;
Sarsotti Pedro; Vanni, Carlos.38 strains of Cryptococcus neoformans were studied to determinale the prevalence of Cryplococcus
neolormans var. galfii, 32 were recovered from ambiental sources (16) and the other 6 belong to clinic strains. We used the
varieties diferentiation media proposed by Kwon—Chung et al. (glycine - |-canavanine — bromathimol blue) and by Dufait et al, (D-

proline asimilation).

All the Cryptococcus neoformans strains were identified as no belonging to the var. gatti.
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introduccion

El término Criptococosis es empleado para
definir a la infeccion causada por la levadura
capsulada Cryplacoccus neoformans. Este microor-
ganismo es capaz de causar enfermedad especial-
mente en individuos inmunocomprometidos.

Sobre 12 base de Ia heterogeneidad antigénica
a nivel de polisacalidos capsulares, se reconoce la
existencia de cinco serotipos (A, B, C, Dy AD) (1).
Por otro lado, basandose en caracteristicas
bioquimicas y morfoldgicas se dividia a esta espe-
cie en dos variedades, Cryptococcus neoformans var.
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gattii (serotipos B y C) y Cryptococcus neoformans
var. neoformans (serotipos Ay D). (2)(3). Reciente-
mente, se ha propuesto la division de la var.
neoformans en C.neoformans var grubii (serotipo A)
C.neoformans var. neoformans (Serotipo D) (4).

Las var. neoformans y grubii tienen una distri-
bucién cosmopolita. Han sido aisladas de diversas
fuentes naturales, pero las heces de palomas (Co-
lumbia livia), tendrian un rol importante en su distri-
bucion y conservacion en el medio ambiente (5) (6).
Estas variedades son las responsables de la mayo-
ria de los casos clinicos de criptococosis.
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Luego que Ellis y Pfeiffer describieran el habitat
natural de la variedad gattii, relacionéandolo con el
Eucalyptus camaldulensis y Eucalyptus tereticornis
(arboles autdctonos de Australia), la distribucion geo-
gréfica de esta levadura, se ha considerado restrin-
gida (7). Los aislamientos clinicos de esta variedad
son menores que los de las variedades neoformans
y grubii y se han reportado en diversas partes del
mundo, drea tropicales y subtropicales de Australia
(8), Brasil (9), sudeste de Asia y Africa, Sur de
California (10), Espana (11). En nuestro pais son po-
cos los reportes documentados (12).

Un aspecto de gran importancia del Cryptoco-
ccus neoformans var. galtii, es su capacidad para
producir infeccion mayoritariamente en individuos
sin alteracion de su estado inmunoldgico (13). Esto
constituye un fundamento de importancia en la se-
paracion de variedades, sobre todo en aislamientos
ambientales.

El proposito de este trabajo es conocer la varie-
dad predominante, tanto en aislamientos ambienta-
les (14) como clinicos, en cepas de Cryptococcus
neoformans aisladas en la ciudad de Santa Fe.

Materiales y métodos

Cepas control: Fueron utilizadas cepas tipifi-
cadas con antisueros especificos contra cada uno
de los serotipos de Cryptococcus neoformans
serotipo "A" “B" “C" y “D" como controles de las var.
grubii, gattii y neoformans, respectivamente,
tipificadas con antisueros especificos contra cada
uno de los serotipos.

Cepas estudiadas: Se estudiaron 38 cepas de
Cryptacoccus neoformans, 32 de las cuales, corres-
pondian a aislamientos del medio ambiente realiza-
dos en un trabajo anterior (14) y las 6 cepas restan-
tes pertenecian a aislamientos clinicos.

Todas las cepas fueron repicadas en agar
Sabouraud Glucosado (Britania) e incubadas a 28 °C
para su posterior identificacion.

Pruebas morfoldgicas: Se realiz6 observacion
de capsula con tinta china, micromorfologia en Ex-
tracto de malta al 3%, caracteristicas macroscépicas
de la colonia y consistencia mucosa del cultivo.

Pruebas bioguimicas y fisiologicas para iden-
tificacion de género y especie: Se confirmé géneroy
especie de las cepas en estudio mediante pruebas
bioquimicas siguiendo las técnicas propuestas por
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Kreger van Rij y Barnett (15)(18): fermentacion y
asimilacion de hidratos de carbono, asimilacion de
fuentes de nitrégeno, actividad uredsica y de
fenoloxidasa y termotolerancia a 37 °C.

Pruebas bioquimicas para la clasificacion en
variedades gafti y no gatlii: se utilizaron el método
de glicina—I-canavanina — azul de bromotimol (CGB)
propuesto por Kwon-Chung y col (16) y la asimila-
cion de D-prolina utilizado por Dufaity cols (17) enel
medio base de carbono descripto por Kreger van Rij
y Bamett (15) (18).

CGB: Se considera reaccion positiva en este
medio de cultivo cuando la cepa inoculada es capaz
de virar el color del medio de amarillo a azul verdoso
en 2 a 5 dias. Las cepas con esta capacidad son
consideradas pertenecientes a la var. gatti. En cam-
bio las otras variedades no crecen en este medio de
cultivo o no viran el color(15).

Asimilacion de D-prolina: La variedad gattii es
capaz de utilizar la D-prolina como Unica fuente de
Nitrégeno, en contraste las otras variedades son in-
capaces de esto.(17)

Resultados

Las 38 cepas fueron identificadas como Crypto-
coccus neoformans var. no gattii tanto por el método
propuesto por Kwon Chung y cols como por el de
Dufaity cols. Ambos métados presentaron igual sen-
sibilidad y especificidad para diferenciar las varie-
dades de C.neoformans. El método de Kwon-Chung y
cols presentd el problema del establecimiento del
pH adecuado para la realizacion de la prueba pero
cuando esto fue resuelto no presento ningan proble-
ma en su realizacion, en cambio el método de Dufait
y cols. no presenté ningin tipo de inconvenientes en
Su puesta a punto y realizacion.

Comentarios y Conclusiones

Se concluye que las variedades de Cryptoco-
ccus neoformans predominantes en nuestros aisla-
mientos clinicos y de medio ambiente son var,
neoformans y var. grubii,

Si bien el territorio argentino no es reconocido
como endémico de Cryptococcus neoformans var,
gatii, los reportes de Drohuet, sobre seis aislamien-
tos realizados en Brasil (9), los 4 aislamientos repor-
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tados por Bava, J. A., en Argentina (12), los de Chile
yColombia (19), podrian serindicio de una muy baja
endemicidad de esta variedad en el territorio Sud-
americano.

Ambos métodos empleados para la identifica-
cion de las variedades de Cryplococcus neaformans,
presentaron igual sensibilidad y especificidad.

El método de glicina —I-canavanina — azul de
bromotimol (CGB) propueste por Kwon-Chung y col
(16) result6 de mas dificil preparacion ya que tiene el
inconveniente del establecimiento del pH ideal (6,9 a
7,1) para que el medio de cultivo sea util para dife-
renciar las variedades, esto se debe, a nuestro crite-
rio, a Ia falta de un sistema buffer en su formulacion.
Sinembargo, una vez establecido dicho pH, el medio
resulté ser muy Gtil y de fcil utilizacion ya que sola-
mente se debe inocular la cepa en estudio en su
superficie e incubar a 28°C esperando el viraje de
color.

Por otro lado el método propuesto por Dufait y
cols presenta tanto en su preparacién, procedimien-
to operatorio y lectura una simplicidad importante,
por esta razon, a nuestro entender resulta el mas Gtil
para emplear en este tipo de estudio epidemioldgico.
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