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Resumen

Se efectu6 una busqueda en bases de datos y metabuscadores como Pubmed, Scielo y Google
Scholar, por medio del uso de los operadores booleanos y términos DECS o MESH registrados
(Meningitis, Cryptococcal) AND (Cryptococcosis), de acceso libre, en dlimos 10 anos,
seleccionado aquellos que cumplieran los criterios de inclusion y exclusion, que analizaran el
agente C. Gattil, con el objetivo de realizar una revisién acerca de este microorganismo desde el
punto de vista microbiolégico, para esclarecer el conocimiento acerca de este agente micotico
relativamente desconocido por profesionales sanitarios. Debido a los escasos documentos
btenidos de la bisqueda se amplié a otras fuentes de datos, para recabar informacion acerca de
C. gattil.
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Cryptococcus gatti, a brief microbiological review

Abstract

A research was conducted in databases and meta-
search engines such as Pubmed, Scielo and Google
Scholar, using Boolean operators and DECS or
MESH terms registered (Meningitis, Cryptococcal)
AND (Cryptococcosis), freely accessible, in the last
10 years, selecting those that met the inclusion and
exclusion criteria, which analysed the agent C.
Gattii, with the aim of reviewing this microorganism
from a microbiological point of view, in order to
clarify the knowledge about this fungal agent
relatively unknown by health professionals. Due to
the limited documents obtained from the research,
we expanded our search to other data sources to
gather information about C. gattii.

Keywords: Meningitis, Cryptococcal;

Cryptococcosis; Microbiology; Cryptococcus gattii;

Introduccion

La criptococosis es una infeccion micoética
invasiva cosmopolita, la cual es causada por
microorganismos del género Cryptococcus
(C.), el cual fue identificado en 1935 por
Benham a partir de Ilas especies
Saccharomyces neoformans, Cryptococcus
hominis, Torula neoformans, Torula histolytica
y Debaryomyces hominis, como
pertenecientes a la misma especie, para lo
cual propuso el nombre de Cryptococcus
neoformans (C. neoformans); los criptococos
mantienen una amplia distribucion en la
naturaleza, son hongos levaduriformes
(levaduras redondas u ovales de 3,5-8 um),
encapsulados (la capsula estd formada en su
mayoria por galactoxilmanano y
manoproteina, asi como, por
glucuroxilomanano) lo cual le confiere
virulencia, y se reproducen por gemacion
(Unica o multiple), con un cuello estrecho
entre la célula madre e hija (-7,

Actualmente el género incluye alrededor de
100 especies distintas, siendo el complejo C.
neoformans el Unico considerado como
Rev Cien Ec 2021;3(3)
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Abstrato

Foi realizada uma pesquisa em bancos de dados e
motores de metabusca como Pubmed, Scielo e
Google Scholar, utilizando operadores booleanos e
termos DECS ou MESH registrados (Meningite,
Criptococdcica) E (Criptococose), de livre acesso,
nos ultimos 10 anos, selecionando aqueles que
preenchiam os critérios de incluséo e exclusao, que
analisaram o agente C. Gattii, com o objetivo de
revisar este microorganismo do ponto de vista
microbiolodgico, a fim de esclarecer o conhecimento
sobre este agente fungico relativamente
desconhecido pelos profissionais de saide. Devido
aos documentos limitados obtidos a partir da
pesquisa, expandimos nossa pesquisa para outras
fontes de dados para coletar informacdes sobre o C.
gattii.

Palavras-chave: Meningite Criptocdcica;

Criptococose; Microbiologia; Cryptococcus gatti

patégeno humano, agentes como C.
uniguttulatus, C. humicola, C. curvatus, C.
luteolus, C. laurentii y C. albidus, han sido
reportados como agentes de infecciones en
humanos (2.

Los primeros casos reportados de infeccion por
Criptococcus datan de 1894, a partir del
aislamiento del hongo C. neoformans en la
tibia de un paciente de 31 anos; la asignacién
del término neoformans se atribuye a la
posibilidad de generar cancer o tumor; de
forma casi simultanea, Sanfelice aislé una
levadura encapsulada, a partir de una muestra
de jugo de durazno, misma que genero
lesiones en animales, Vuillemin en 1901 lo
denomino Cryptococcus hominis; Lodder y
Kreger-Van Rji, en 1970, fueron los primeros
en utilizar el nombre C. neoformans, en 1984,
Kwon-Chung revelo dos tipos diferentes de
especies teleomorfas (reproduccion sexual),
Filobasidiella neoformans 'y Filobasidiella
bacillispora, ambas morfolégicamente
distintas, estando la Ultima caracterizada por
basidiosporas de paredes lisas y forma
baciliforme (2/6:8),
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En los Ultimos aflos ha acontecido un
incremento de la prevalencia de reportes de C.
gattii como agente infeccioso a partir de un
brote en la isla de Vancouver ©®. La
importancia del conocimiento de los distintos
serotipos es fundamental dada la predileccion
de los microorganismos de este complejo, por
el sistema nervioso central del ser humano
sobre cualquiera de los otros oérganos o
sistemas, de ahi que la presente revision tenga
como objetivo dar una vision detallada de la
microbiologia y los métodos diagndsticos para
la deteccion del C. gattii.

Desarrollo

Aspectos microbioldégicos del  género
Cryptococcus

C. gattii es un tipo de hongo levaduriforme, de
la division Basidiomycota, del subfilo
Agaricomycotina, perteneciente a la familia
Tremellales 'y género Filobasidiella (que
contiene 3 taxones hermanos, distintos
filogenéticamente del género polifilético
Crytococcus), al que pertenece el género
filogenético Cryptococcus, del reino Fungi, que
crecen principalmente como levaduras de
gemacion asexual en el medio ambiente vy
dentro de huéspedes humanos y animales, sin
excluir la reproduccidén sexual entre células
con el mismo o distinto tipo de apareamiento
(67), Durante el desarrollo sexual las levaduras
experimenta una transicion dimoérfica al
crecimiento de hifas, generando micelios y
formando basidiosporas, se desconoce si las
blastosporas o las basidiosporas resultantes
de la reproduccion sexual pueden ser
propagantes infecciosos (©),

De hecho el primer caso informado de
infeccion humana del microorganismo seria de
1896, realizado por Curtis a partir de un
aislado clinico de Francia, identificado
primeramente como Saccharomyces
subcutaneus tumefaciens, al cual un analisis
de 2002 demostré que era en realidad C.
gattii, sin embargo histéricamente el primer
reporte fue el de Gatti y Eeckels en 1970, de
un sujeto de 7 afios de edad, originario del
Congo, el cual se halld6 una infeccién por
criptococo similar a C. neoformans en 1966
(6,7,10),  Qriginalmente  dentro del C.
neoformans, se describieron cuatro serotipos
(A, B, C, D) seguin la composicion de la capsula
(8)

Identificado como especie a partir de los
experimentos de Kwon en 1984, paso a
denominarse como C. bacillisporus;
posteriormente estudios de C. neoformans var
gattii informadas por Vanbreuseghem vy
Takashio y de C. bacillisporus cepa (NIH 191,
CBS 6955 o ATCC 32608) aislada a partir de
liqguido cefalorraquideo de un paciente de

Rev Cien Ec 2021;3(3)
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California, presentaban las mismas
caracteristicas bioquimicas, morfoldgicas vy
seroldgicas; asi mismo, se observo hibridacion
entre cepas de F. neoformans y F. bacillispora,
donde una cepa MAT a del tipo de cultivo de C.
neoformans var. gattii (serotipo B) se cruzo
con una cepa MAT a, de C.
neoformans (serotipo D), produciendo
basidiosporas viables, posteriormente la
generacion F1 mostro mezcla entre F.
neoformans y F. bacillispora, fue en base a
estas observaciones que la nomenclatura de
C. bacillisporus se redujo nuevamente a C.
neoformans var. gattii por ser mas antigua (®),

En 1970 debido a las observaciones de
“caracteristicas morfolégicas, bioquimicas,
moleculares, ecoldgicas, patobiolégicas y
clinicas diferentes, entre las dos variedades de
C. neoformans, las relaciones filogenéticas
volvieron a ser sujeto de analisis mediante el
uso de secuenciacion de ADN"” una vez
catalogadas las diferencias filogenéticas,
morfoldgicas y bioldgicas, cumpliendo por
tanto el criterio de especies diferentes, se
designaron como tales en 2002,
manteniéndose posterior a la comparaciéon de
genomas completos donde se revelo un 87%
de identidad entre ellos (6:11.12),

El complejo C. gattii se conforma por las
subespecies C.
gattii sensu stricto (AFLP4/VGI), C.
deuterogatii (AFLP6/VGII), C. bacillisporus
(AFLP5/VGIII), C. tetragattii (AFLP7/VGIV) y
C. decagattii (AFLP10/VGIII y VGIV), siendo

predominantes en Ecuador el serotipo VGI
(3,4,6,12-21)

El objeto de evaluacion continua por medio de
uso generalizado de analisis de tipificacion de
secuencias de locus multiples (MLST por sus
siglas en inglés), y secuenciacion del genoma
completo, representando por tanto, estas
especies de hongos de entre los patdgenos
fungicos humanos, aquellas con la base de
datos de MLST mas robustas, asi como, la
plataforma de secuenciacion de genoma
completo y analisis detallados de cepas que
podrian expandirse de forma formidable en un
futuro préximo, debido a la plasticidad vy
capacidad de microevolucién presentes en los
genomas criptocécicos, los cuales se
observaron tanto en cepas in vitro como en el
ambiente estresante del espacio
subaracnoideo humano; esta cualidad es lo
que dificulta caracterizar el compuesto de
virulencia genética completa (13:22.23), Sjendo
por tanto, que el compuesto de virulencia de
la levadura encapsulada sea multigenético,
cambiante y complejo; de ahi que existan
aislamiento multiple de cepas diferentes en el
sitio de infeccidon, reaccionando de forma
similar funcionalmente y diferente con
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respecto a la regulacion de las respuestas ante
el estrés, y los genes transportadores para
sobrevivir en el ambiente hostil (22),

Dentro de los hallazgos microscépicos
observados, de forma excepcional se ha
descrito la gemacion multiple, la presencia de
formas alargadas y pseudohifas; la capsula
que los envuelve es de naturaleza polisacarida
y les confiere virulencia (usualmente puede
ser pobremente encapsulada, mientras que en
los tejidos puede presentarse una gran
capsula), proteccion contra la fagocitosis,
ademas de, variacion en el tamafio de la
misma dependiendo de la cepa y medio de
cultivo utilizado para el aislamiento de la
levadura del microorganismo (23,

El complejo C. neoformans se consideraba que
contenia 3 variedades, identificandose el
serotipo A como C. neoformans var. grubii y el
serotipo D como C. neoformans var.
neoformans, habiendo hibridos entre ambos
serotipos (AD), mientras los serotipos B y C,
conforman el C. neoformans var. gattii (1:2:8),
Se ha descrito la presencia de hibridos entre
las variedades de los serotipos de C. gattii
especificamente entre serotipos como BC, BD,
AB (1.3), Actualmente se estima que la especie
C. gattii pudo haberse separado de C.
neoformans, hace aproximadamente 16
millones a 160 millones afios, y que
Sudamérica predomina como fuente de C.
gattii VGII, serotipo virulento que ha emergido
en Norteamérica ),

Si bien en el complejo existen dos estados
telemérficos, en la C. neoformans var. gattii
podemos observar el Fillobasidiella
neoformans var bacillispora (F. bacillispora),
siendo su comportamiento de tipo
heterotalico, con hallazgos de aislamientos de
variedad a y a en la naturaleza, mientras que
en los aislamientos clinicos predominan los
tipos a (95%) (). En la variedad gattii, dentro
de sus caracteristicas bioquimicas, puede
observarse que asimilan los acidos 1-malico,
fumarico y succinico, produciendo pigmento
verde sobre agar niger y agar 6-cavanina-
glicina de bromotimol (CBG), asimilando la
glicina como fuente de carbono (2,

La patogenicidad entre las variedades, asi
como su distribucién geografica, es variable,
siendo predominante la afeccion de sujetos
inmunodeprimidos  con las  variedades
neoformans, las cuales tienen una distribucion
mundial; mientras que la variedad gattii afecta
de forma predominante a sujetos
inmunocompetentes, y se localiza en regiones
tropicales y subtropicales (1,2:8:20),

C. gattii ha sido localizado en distinta especies
de eucaliptos y en koalas (Australia, donde es
considerado endémico, ya que ha sido

Rev Cien Ec 2021;3(3)
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encontrado en arboles de eucalipto), asi como,
en zonas de Canadd (como la isla de
Vancouver), en los estados de Washington,
Oregodn, la Columbia Britanica, y en otras
zonas geograficas asociandose a infecciones
en sujetos sanos o inmunocompetentes, por
ejemplo en Brasil predomina el serotipo VGII,
asociado a infecciones en este Ultimo grupo,
mientras en Europa y China es el VGI (se
atribuye a la industria maderera, y a la
introduccion de arboles de eucalipto desde
Australia, lo cual podria relacionarse con la

presencia del microorganismo en Ecuador)
(3,6,7,11,12,17,20,24-32)

El que los criptococos ambientales tengan la
capacidad de infectar a varios huéspedes
vertebrados e invertebrados, refleja la
capacidad de adaptacion a una variedad de
condiciones diferentes, siendo la adaptacion
metabdlica un requisito importante para la
persistencia de los microorganismos en los
huéspedes, identificAndose multiples genes vy
vias esenciales para la resistencia al estrés y
crecimiento a altas temperaturas; asi también
la expresion de factores que interfieren con la
respuesta inmune del huésped, la capsula por
ejemplo “inhibe la union de anticuerpos a la
pared celular del hongo, activa y agota el
complemento, suprime la proliferacion de
linfocitos T, modula la produccidon de citocinas
e induce la apoptosis de la célula huésped;
siendo el engrosamiento de la capsula durante
la infeccién y la formacién de células Titan
gigantes que varian en tamafio de 50 a 100
Um, es un mecanismo antifagocitico utilizado
por este género” (4,

Ademas, esta especie comparte los principales
determinantes de virulencia de C. neoformans,
pero con diferentes fenotipos, de hecho, el
serotipo  VGII  ocasionaria enfermedad
pulmonar grave y muerte sin diseminacion, a
diferencia de C. neoformans que se disemina
al sistema nervioso central (SNC) con
facilidad; en general los serotipos VGI y VGII
afectarian predominantemente a sujetos
inmunocompetentes 'y VGIII y VGIV,
afectarian a sujetos inmunodeprimidos (7:20.33),

Métodos diagndsticos

Los criptococos son patégenos de importancia
en humanos y animales, redondos con capsula
y prueba de ureasa positiva, los cuales no
permiten la distincidn entre las distintas
especies, el infradiagnostico de la infeccion por
C. gattii debido al uso de técnicas como la
tincion de tinta China y métodos bioquimicos
como VITEK 2 compact para la identificacion
rutinaria; se ha recomendado el uso de agar
CBG para la diferenciacion de las especies
gattii y neoformans, por su conveniencia y
bajo costo; asi también, el uso de MALDI-TOF
MS con software Bruker 3.0 que permite la

4
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identificacion del microorganismo (2834, La
tincion de acido peryddico-Schiff (PAS) en
muestras de pulmoén, SNC, médula dsea, bazo,
higado y Utero, asi como, la tincidén plata
Grocott-Gomorimethenaine en muestras de
SNC, a partir de autopsias (19, El estudio de
Hagen et al., efectud cultivo y aislamiento de
los criptococos a partir de agar extracto de
malta durante 2 dias a 25°C, la coleccion se
mantuvo a 25°C y 4°C durante 48 horas,
mientras que las existencias fueron
almacenadas en crioviales a 80°C (21),

Con base en lo previo se podria concluir que el
diagndstico es relativamente sencillo, ya que
las técnicas empleadas van desde examen
directo del hongo en fluidos corporales con
métodos de tincién como tinta China (86% de
sensibilidad, con disminucion en paciente VIH
negativos), de histopatologia del tejido
infectado con tinciones especificas para
identificacion de la capsula (mucicarmin y azul
alciano), o presencia de melanina (Fontana-
Masson), sin embargo, pese a lo sencillo de las
técnicas empleadas, el subdiagnéstico de
estos microorganismos, puede deberse a la no
consideracion de los factores de riesgo o a la
no consideracién de la enfermedad por parte
del médico, debido a lo inespecifico de los
sintomas; el método definitivo en paises o
zonas de recursos limitados es el cultivo,
usualmente para el crecimiento se utiliza agar
Sabouraud dextrosa a incubacidn de 30°C, los
cuales pueden resultar negativos en casos de
exposicién a antifingicos o requerir periodos
de cultivo superiores a tres semanas
(22,28,35).

Dentro de los andlisis seroldgicos la deteccidén
antigeno criptococico (CrAg) por
inmunocromatografia de flujo lateral (LFA),
compuesto de polisacarido de la capsula del
hongo que se desprende en los fluidos
biolégicos, puede detectarse como un
marcador de la presencia del hongo, que como
ventaja presenta un costo relativamente
econdmico, que ha demostrado sensibilidad
del 99.3% vy especificidad de 99.1% con valor
predictivo positivo de 99.5%, mientras que la
version de ensayo de aglutinacion latex (ELISA
CrAg) demostré sensibilidad de 40%, sin
embargo, ninguno forma parte de la practica
clinica rutinaria, pese la rapidez de sus
resultados (2-3 horas) o mayor sensibilidad en
pacientes con VIH (3.6,7,22,35-38)

Los criptococos proliferan perfectamente en
todos los medios de cultivo, constituyendo
colonias mucosas de coloracidn variable
(crema, ocre, rosa o amarillo), cambiando a
tonos mas oscuros con el tiempo y tornandose
de apariencia seca; las cepas con capsulas
pequefias forman colonias similares al género
Candida; las levaduras de las distintas

Rev Cien Ec 2021;3(3)
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variedades son anamorficas, tanto en
muestras clinicas como ambientales; mientras
que en laboratorio las cepas de C. gattii
producen basidioconidias alargadas, de forma
bacilar (F. bacillispora) (3:28),

De hecho, actualmente existe una simple
diferencia bioquimica que permite discriminar
entre C. neoformans y C. gattii, el uso de agar
CGB (como se ha mencionado previamente),
el cual permite la diferenciacion entre las
especies, por el color de las colonias (reaccién
de color azul reductor de bromitol, mientras
que C. neoformans mantiene el color
verdoso), asi también pueden distinguirse por
medio de las técnicas de secuenciacion e
incluso MALDI-TOF, las cuales permiten
separar las especies y genotipos, sin embargo
esto no se refleja necesariamente con
diferencias en el tratamiento y en el resultado
del mismo, el cual no esta esclarecido por que
se deben a variaciones de especies con o sin
resistencia a antifUngicos que pueden ser
detectadas por genes en la secuenciacion
(22,39) E| tipo molecular fue determinado en
todos los aislamientos por medio de la
reaccion en cadena de la polimerasa, con el
cebador (GTG)s, que permitieron determinar
los tipos de apareamiento a y a, mencionados
previamente (40),
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