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ASOCIACION DE LEVADURAS DEL GENERO CRYPTOCOCCUS CON ESPECIES DE

EUCALYPTUS EN SANTAFE DE BOGOTA

A. DUARTE, N. ORDONEZ & E. CASTANEDA (1)

RESUMEN

El aislamiento de Cryptococcus neoformans var. gattii, serotipo B, a partir del medio ambiente
se establecid inicialmente en Australia en 1989, en asocio con el Eucalyptus camaldulensis y
posteriormente con E. tereticornis. Con estos hallazgos se postuld que desde alli, el hongo se ha podido
exportar, por medio de las semillas contaminadas, a otras regiones geograficas, incluyendo Colombia.

El objetivo de éste estudio fuc identificar las levaduras del género Cryptococcus asociadas con
especies de Eucalyptus sp., como primera evaluacion en la ccologia de C. neoformans var. gattii en
nuestro pais. Se realizd en Santafé de Bogot4, con una poblacién de 100 arboles ubicados al centro,
nororiente, oriente y occidente de la ciudad, recolectando de cada uno de ellos flores, frutos, hojas,
cortezas y detritos; el procesamicnto de las muestras incluy6 extraccién del material con una solucién
salina con antibidticos, siembra en medios selectivos e identificacidn de las especies con base en las
caracteristicas morfoldgicas, macro y microscopicas y bioquimicas.

Se aislaron 27 cepas de Cryptococcus pertenecientes a 9 especies de Cryptococcus, a partir de 21
arboles ubicados en 5 zonas diferentes de la ciudad. Se aislé C. neoformans 'y se identificé como C.
neoformans var. neoformans serotipo A. Estos datos iniciales son importantes como primera

evaluacion de la asociacién de Cryptococcus sp. con los Eucalyptus en nuestro pais.

UNITERMOS: C. neoformans; Ecologia; C. neoformans; Serotipos.

INTRODUCCION

La criptotococosis es una micosis sistémica opor-
tunista, que se inicia cuando penetran al organismo, por
via aérea, estructuras infecciosas del Cryptococcus
neoformans '8, una levadura encapsulada que posee 4
serotipos clasificados con base en las diferencias
antigénicas de sus polisacaridos capsulares ' 3; estos
serotipos han sido reagrupados en dos variedades: C.
neoformans var. neoformans (serotipos A, D) y C.
neoformans var. gattii (serotipos By C) .

Entre las numerosas diferencias de las dos varieda-
des, se destacan la distribucion geografica de los casos
clinicos y su ecologia »2°. La criptococosis ocasionada

por el C. neoformans var. neoformans tiene una
distribucién mundial y con base en los numerosos
aislamientos realizados, el habitat se ha descrito
asociado con tierras contaminadas con excretas de aves,
especialmente palomas > %12 18,23,

La distribucién de los casos clinicos ocasionados
por C. neoformans var. gattii estd restringida a areas
tropicales y subtropicales ', el habitat de la levadura era
desconocido hasta 1989 5. La alta incidencia de
criptococosis producida por esta variedad en aborigenes
australianos condujo a postular que el habitat de la
levadura deberia estar relacionado con el medio ambien-

(1) Grupo de Microbiologia, Instituto Nacional de Salud. Avenida El Dorado, carrera 50. Santafé de Bogoti, Colombia.
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te de ese pais *. Por esta razén, en ese aiio, se evaluaron
durante 8 meses muestras de aire, suelo y vegetacion en
el Valle de Ballosa, al sur de Australia, recuperandose
por primera vez C. neoformans var. galtii serotipo B,
inicialmente en detritos de Eucalyptus camaldiulensis 'y
posteriormente a partir de la corteza, hojas y detritos del
arbol en flor, estableciéndose de esa manera, una
asociaciéon con el arbol °. Posteriormente, el C.
neoformans var. gattii serotipo B, fue aislado a partir de
E. tereticornis, en una region diferente a la evaluada en
el estudio inicial *'. Dos afios mas tarde, en San Francis-
co, California, Estados Unidos, el mismo grupo de in-
vestigadores aislé C. neoformans var. gattii serotipo B
de E. camaldulensis; este es el Gnico informe conocido
del aislamiento de la levadura a partir de éstos arboles
fuera de Australia *. Se informo otro aislamiento de C.
neoformans var. gattii a partir del medio ambiente en
Rio de Janeiro, a partir de excretas de murcielagos .

La distribucion de las variedades y serotipos de C.
neoformans en muestras clinicas y del medio ambiente
ha sido objeto de estudio en el laboratorio de Micologia
del Instituto Nacional de Salud en los ultimos 10 afios
24,25,26,27. 28 nor tal motivo, se decidi6 iniciar el estudio
de la ecologia de C. neoformans var. gattii en Colombia,
empleando muestras de Eucalyptus sp. de diferentes
zonas de Santafé de Bogotd, con el fin de evaluar una
metodologia para el procesamicnto de material vegetal
e identificar la asociacién de levaduras del género
Cryptococcus con éste tipo de arboles.

MATERIALES Y METODOS

1. Poblacion de estudio, tamaiio y toma de la
muestra:

La poblacién objeto de estudio fue constituida por
arboles adultos de Eucalyptus sp. distribuidos en 13
zonas ubicadas al nororiente, oricnte, occidente y centro
de Santafé de Bogota. El criterio de scleccion de las
zonas fue la presencia de mas de 15 drboles florecidos
5. Se realiz6 un censo en las 13 zonas y el nimero de
arboles selecionados se estimé emplcando el programa
Stat-Cal del Epi-Info °; con una probabilidad del 5% de
recuperacién de las levaduras, un error del 1% y un
intervalo de confianza del 95-99%, €l nimero de arboles
de Fucalyptus sp. estimado fue 100.

Se colectaron por duplicado, de cada uno de los
arboles flores, frutos, hojas, cortezas y detritus (material
vegetal en descomposicidon colectado en la base del
arbol, mezclado con tierra); este material se colocd en
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bolsas plasticas debidamente marcadas, registrando la
temperatura y humedad de los dias de recoleccion. Las
muestras se mantuvieron a 4°C hasta el momento de su
procesamiento y el tiempo maximo de almacenamiento
fue de dos semanas.

2. Procesamiento de las muestras:

Uno de los duplicados de las muestras de hojas,
flores, frutos de cada drbol se prensaron para un estudio
taxondémico posterior.

Para el aislamiento de las levaduras del género
Cryptococcus, se utilizé la técnica descrita por CIVILA
& CONTI-DIAZ 2con algunas modificaciones: S g del
material colectado de cada arbol (flores, frutos de los
cuales se tomaron las semillas, hojas y cortczas) se
suspendieron inicialmente en 5 ml de solucién tampén
fosfato (PBS) y se maceraron en un mortero, el volumen
final se completé a 30 ml en un tubo de poliestireno de
50 ml; dnicamente los detritos se suspendieron direc-
tamente en 30 ml de PBS; los tubos se agitaron fuer-
temente por 2 minutos y se dejaron en reposo. Del
sobrenadante se tomaron 5 ml a diferentes alturas y a
estos se les adicionaron 100 ul de una mezcla de anti-
bidticos: penicilina (20 U/1), estreptomicina (20U/l) y
cloranfenicol (125 mg/).

De la suspension, se sembraron 100 ul en los
medios de acido caféico 'y extracto de nabo seco, éste
ullimo medio se preparé de acuerdo con la formula del
medio de semillas de Guizotia abyssinica 3, reem-
plazando estas semillas por semillas de nabo seco (N.
Ordofiez, comunicacion personal).

3. Aislamiento, identificacion y serotipificacion:

Las cajas se incubaron a 27°C por dos semanas y
fueron examinadas diariamente para determinar y aislar
las colonias de levaduras que presentaran color crema o
café (actividad de la enzima fenol-oxidasa) 2.

La identificacién de las levaduras del género
Cryptococcus fue realizada inicialmente con base en las
caracteristicas microscopicas y en la determinacién de la
ureasa '". Las levaduras ureasa positivas se identificaron
posteriormente con la determinacién de la nitrato-
reductasa 2, ¢l patron de asimilacion de aziicares 'y la
actividad de la fenol-oxidasa %2,

El medio de canavanina-glicina-azul de bromo-
timol (CGB) 22, fue utilizado para clasificar las vari-
edades de C. neoformans y la serotipificacion de ésta
especie sc realizé con la técnica de aglutinacién en
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lamina, empleando los antisueros especificos prepara-
dos en el laboratorio *.

RESULTADOS

Las 13 zonas evaluadas, el nimecro de &rboles
estudiados en cada una de cllas y la numeracion asignada
acada drbol s¢ presenta en la tabla 1, las muestras fueron
colectadas en agosto 2 y noviembre 2 y 22 de 1992, la
temperatura y la humedad promedio de los dias de
recoleccion fue de 16,42°Cy 62,5% respectivamente. El
80% de los arboles estaban florecidos y sin enfermedad
aparente.

TABLA 1

Zonas del muestreo de Eucalyptus sp. en Santafé de Bogota

Zona Ubicacién n N° Arbol
01 4 001 - 0604
02 Oriente 4 005 - 008
13 5 096 - 100
03 2 009 - 010
04 9 011 - 019
05 Centro 4 020 - 023
06 2 024 - 025
12 23 073 - 095
07 4 026 - 029
08 Occidente 3 030 - 032
09 7 033 - 039
10 Nororiente 3 040 - 042
11 30 043 - 072

En la tabla 2, se anotaron el mimero dcl 4rbol y la
especie o especies de Cryptococcus aisladas en cada uno
de ellos. De los 100 arboles evaluados, fucron recupe-
rados 572 levaduras, con un promedio de 6 levaduras por
arbol, pero solo 27 de ellas, procedentes de 21 arboles,
fueron identificadas como especies del género
Cryptococcus, 19 de las cuales fucron recuperadas a
partir de 4cido caféico y 8 a partir del extracto de nabo
seco. Se identificaron 9 especies: C. laurentii en 8 opor-
tunidades, C. macerans en S, C. ater y C. uniguitulatus
en 4, C. neoformans en dos y C. hungaricus, C. albidus,
C. kuetzingii y C. heveanensis enuna. El C. neoformans,
recuperado en dos colonias a partir de detritos del mismo
arbol fue identificado en ¢l medio CGB y por aglu-
tinacién en lamina como C. neoformans var. neo-
Jformans, scrotipo A. La actividad dc la fenol-oxidasa
solo se visualizd en el C. neoformans var. neoformans
a los 25 dias despues de sembrada en el 4cido caf€ico.

Sc realizaron aislamientos en 6 de las 13 zonas
evaluadas, l enlazonas 1 y4,4enla7y9,7enlall
y 10 en la 12.

La frecuencia de Cryptococcus sp. aislados con
relacion a las muestras colectadas se muestra en la tabla
3. El orden de frecuencia de aislamientos a partir de las
muestras fue: hojas, detritos, flores y cortezas y frutos.

DISCUSION

Las zonas evaluadas prescntaron una poblacién de
arboles representativa del criterio de seleccion. La época
en la cual se colectaron las muestras, los arboles estaban
en floracion, lo cual estuvo de acuerdo con lo descrito
por ELLIS en su estudio, en el cual sefiala que la época
en la cual se aislé C. neoformans var. gattii fuc en la
primavera *. En las fechas de recoleccion, la temperatura
y la humedad no variaron significativamente.

La recuperacidn de 27 especies de Cryptococcus sp.
evalué satisfactoriamente la metodologia utilizada para

TABLA 2

Nimero del drbol de Eucalyptus sp. y especie aislada de Cryptococcus,
en Santafé de Bogota.

N° Arbol Espécie Aislada
002 C. uniguttulatus
014 C. laurentii
027 C. uniguttulatus
029 C. neoformans

C. neoformans

C. laurentii
033 C. kuetzingii
035 C. laurentii

C. uniguttulatus
038 C. ater
043 C. ater

C. hungaricus
044 C. uniguttulatus
046 C. albidus
049 C. macerans
053 C. macerans
075 C. heveanensis
076 C. macerans

C. ater
077 C. laurentii
078 C. macerans
079 C. ater
083 C. laurentii
090 C. laurentii

C. laurentii
091 C. macerans
092 C. laurentii

21 27
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TABLA 3

Ralacién de la especie de Cryptococcus aislada y las muestras de
Eucalyptus recolectadas.

Muestra
Especie Flor Fruto Hoja Tallo Detritos Total
C. laurentii 2 2 1 1 2 8
C. macerans 2 2 1 5
C. ater 1 p 1 4
C. uniguttulatus 1 2 1 4
C. neoformans 2 2
C. kuetzingii 1 1
C. hungaricus 1 1
C. albidus 1 1
C. heveanensis 1 1
Total 5 3 8 5 6 27

el procesamiento de las muestras vegetales, lo cual nos
permite emplearla en futuros estudios, esta metodologia
habia sido descrita por CIVILA y CONTI-DIAZ en su
estudio de ecologia de C. neoformans con las excretas de
palomas 2. El empleo de los medios sclectivos permitié
el aislamiento de levaduras del genero Cryptococcus. El
icido caféico o el extracto de nabo scco proveen los
substratos O-difendlicos nccesarios para visualizar la
actividad de la enzima fenol-oxidasa, evidenciando un
color café . Los medios con ecstos substratos han sido
empleados ampliamente en estudios tanto de ecologia
como de clinica 25223233 | a mejor recuperacion de las
colonias con caracteristicas de Cryptococcus sp. fue en
el medio de 4cido caféico.

Cinco de las especies de Cryptococcus aisladas (C.
hungaricus, C. kuetzingii, C. uniguttulatus, C. ater'y C.
heveanensis) no han sido descritas como agentes etio-
légicos en la micologia médica, la asociacién de C.
laurentii y C. albidus con patologia humana, a pesar de
haber sido documentada en 1a literatura, contintia siendo
discutida '*. Los investigadores australianos no pre-
sentan en ninguno de sus informes datos sobre aisla-
mientos de levaduras o especies diferentes a C.
neoformans, por lo tanto no podemos comparar nuestro
hallazgo.

Se recuperd C. neoformans var. neoformans de dos
colonias, a partir de detritos de un mismo arbol lo que
se podria interpretar como la posibilidad de una conta-
minacién con excretas de aves %o que tambien sea el
hébitat de esta variedad, como lo sugieren SWINNE et
al *. El no encontrar C. neoformans var. gattii no
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excluye la posibilidad de recuperarlo a partir de
Eucalyptus sp. con otro tamafio de muestra. Adicional-
mente, las especies de Eucalyptus evaluadas en éste
estudio no fueron clasificadas taxondmicamente, por
ésta razon, no se pueden relacionar con las especies
descritas en la literatura.

Evaluando las zonas estudiadas, los datos no
permiten relacionarlas con el nimero de aislamientos,
porque el tamaiic de la muestra, en cada una, fue dife-
rente y se presenté un mayor aislamiento de levaduras
en las zonas con el mayor numcro de muestras.

Con respecto a las muestras evaluadas, a partir de
las hojas se aislaron mas especies de Cryptococcus, de
hecho, estdn expuestas al medio ambiente y no se les
hizo ningin tratamiento de desinfeccion; los detritus,
siguicron en frecuencia de aislamiento, pero a la vez
presentaron mayor contaminacién con mohos y leva-
duras. La flor y ¢l tallo, exhibieron un igual nimero de
levaduras; estas muestras tambien estdn expuestas al
medio ambiente pero con corta vida como la flor y
sustancias sclectivas en el tallo como taninos y lignina
2, Es intercsante y necesita una nueva evaluacion cl
hallazgo de las tres especies encontradas en el fruto, del
cual se tomaron las semillas, debido a que no es una
muestra expuesta al medio ambiente. En el estudio rea-
lizado por ELLIS et al. en Australia, el Cryptococcus
neoformans var. gattii fue aislado en diferentes ocasio-
nes en detritus, hojas y cortezas de E. camaldulensis y
en detritus de E. tereticornis, en dreas geograficas donde
la criptococosis por esa variedad es alta 43!

En Colombia, la incidencia de criptococosis produ-
cida por C. neoformans var. gattii es del 9%, relativa-
mente baja comparada con el C. neoformans var. neo-
Jormans que se aisla en el 91% de los casos clinicos 25
los pocos casos identificados de C. neoformans var. gattii
no permiten asociarlo con algina 4rea especifica del pais
24,2526 nor el momento, se siguen identificando las va-
riedades de C. neoformans de los casos clinicos remitidos
a nuestro laboratorio, de varias regiones del pais y se
planea continuar con el estudio de la ecologia de ésta
levadura, evaluando las especies de E. camaldulensis y
E. tereticornis en diferentes zonas geogréficas.

SUMMARY

Isolation of Cryptococcus sp. associated with
Eucalyptus trees in Santafé de Bogota

Environmental isolation of Cryptococcus neofor-
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mans var. gattii was first made in Australia in 1989 by
ELLIS. He established a specific association with the
tree specics Eucalyptus camaldulensis and E.
tereticornis. Based on his findings, ELLIS proposed that
the fungus could be exported from Australia to others
regions, including Colombia, by means of infected
seeds.

The purpose of this study was to isolate and identify
Cryptococcus sp., associated with Eucalyptus trees; this
is the first ecological evaluation of C. neoformans var.
gattii in our country. A total of 100 Eucalyptus trees,
distributed among 13 zones, located in the center,
northeast, east and west of Santafé de Bogota, were
studied. Flowers, fruits, leaves, barks and Eucalyptus
debris were collected. The samples were processed by
extraction with saline solution containing antibiotics,
cultured in sclective media and the isolates were iden-
tified by morphological and biochemical characteristics.

Twenty-seven isolates of 9 Cryptococcus sp. were
recovered from 21 Eucalyptus trees, from 5 zones. One
C. neoformans var. neoformans serotype A was recov-
ered. The Cryptococcus associated with Eucalyptus is
important because this is the first study donc in our
country.
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