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Cryptococcus neoformans es un patdégeno oportunista que afecta tanto a
pacientes inmunocomprometidos como inmunocompetentes. La epidemia de
sida ha sefialado la importancia que tiene el estudio de la ecologia 'y
epidemiologia del hongo. El propdsito de este trabajo fue determinar si en
Colombia existia relacion entre la distribucion ambiental de las diferentes
variedades de C. neoformans y los pisos térmicos en dos transectos ubicados
en el departamento de Cundinamarca. Para el aislamiento e identificacion de la
levadura se usaron métodos fenotipicos convencionales, determinando también
la densidad poblacional (unidades formadoras de colonias por gramo de
muestra) y la variedad. Se recolectaron un total de 765 muestras, provenientes
de 26 municipios; de éstas, 146 correspondian a excrementos de paloma
(Columba livia), 437 a detritos de eucaliptos (Eucalyptus camaldulensis y
especies afines) y 182 a detritos de almendros de la India (Terminalia cattapa).
Se aisl6 C. neoformans del 46% de los municipios estudiados, en los dos
transectos y en los pisos térmicos calido, templado y frio. El 88% de los
aislamientos se obtuvieron en este Ultimo piso. No se encontraron muestras
positivas en el piso térmico de paramo. La densidad poblacional en
excrementos de paloma oscil6 entre 50 y 9,2 x 10°, en eucaliptos entre 50 y

1 x 10" y en almendros fue 50 UFC/g. De los 104 aislamientos 31% fueron
serotipo A, 59% serotipo B y 10% serotipo C. El 96% de los aislamientos
crecieron a 37 °C y todos mostraron capsula. En conclusién, C. neoformans se
recuperd en tres de los cuatro pisos térmicos estudiados, con predileccién por
el piso térmico frio que presenta temperaturas entre 12 y 18 °C y alturas sobre
el nivel del mar entre 2.000 y 3.000 m. Las densidades poblacionales no
permitieron definir un patrén estandar de ocurrencia.
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Environmental distribution of Cryptococcus
neoformans in the department of Cundinamarca-

Colombia

Summary

Cryptococcus neoformans is an opportunistic fungal pathogen that could cause

infection in patients with immunodeficiency and healthy patients. The AIDS
epidemic has shown the importance of studying the ecology and epidemiology
of this fungus. The aim of this investigation was to determine if there was a
relationship between the environmental distribution of the different varieties of
C. neoformans and the thermal floors in two transects located in department of
Cundinamarca, in Colombia. For the isolation and identification of the yeast,
conventional phenotypic methods were used and it was determined the
population density (CFU/g of sample) and which was the variety of greater
prevalence in each altitudinal rank. A total of 765 samples, from 26
municipalities were collected; of these 146 corresponded to pigeon droppings
(Columbea livia), 437 to eucalyptus detritus (Eucalyptus camaldulensis and
related species) and 182 to detritus of almond trees (Terminalia cattapa).

C. neoformans was isolated from 46% of the studied municipalities, in both
transects and the thermal floor: warn, temperate and cold. The results indicated
that the greater frequency of positive isolations came from the last thermal floor.
The population density in pigeon excrements oscillated between 50 and

9.2 x 10, in eucalyptus between 50 and 1 x 10” and almendros was 50 CFU/g.
Of 104 positive isolations 31% were serotype A, 59% serotype B and 10%
serotype C; 96% of the isolates grew to 37 °C and all showed capsule. In
conclusion, C. neoformans prevails in the three habitats studied but it showed a
predilection for the cold thermal floor; the population densities did not allow
defining a standard pattern of occurrence.
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La criptococosis es una micosis oportuni sta causada
por la levadura Cryptococcus neoformans 'y €l curso de la
enfermedad depende de las condiciones inmunol égicas del
paciente [20]. La capsula es una caracteristica distintiva de
lalevadura, constituye el principal factor de virulenciay le
confiere al organismo diferencias antigénicas que permiten
clasificar alosaislamientos en tres variedades (grubii, gattii
y neoformans) y cinco serotipos (A, B, C, D y AD) [3].
Las variedades presentan diferencias en la distribucién
geogréficay en € hébitat. La variedad grubii tiene distri-
bucion mundia y predileccion por suelos contaminados
con excrementos de aves, especialmente de palomas
(Columba livia) [10,11,16]. La variedad gattii estaba limi-
tada a regiones templadas, tropicales y subtropicales; no
obstante, aislamientos encontrados en Vancouver hacen
prever la capacidad de adaptacién de la variedad a otras
|atitudes [W. Meyer, comunicacion personal]. El hébitat de
lavariedad gattii se asocia con diferentes especies de Euca-
lyptus [7-9,21] y con otros arboles como almendros [4].
Investigaciones previas han establecido una posible rela-
cion entre lainfeccion humanay la exposicion a ambien-
tes donde se ha demostrado la presenciadelalevadura[18].
Por esta razon, es interesante determinar el hébitat del
hongo, los factores abidticos que lo afectan y las relacio-
nes ecoldgicas que establece en su ambiente natural.

El proposito de esta investigacion fue determinar si
existia relacion entre la distribucion ambiental de las dife-
rentes variedades de C. neoformans y los rangos altitudi-
nales correspondientes a los cuatro pisos térmicos (calido,
templado, frio y de paramo) existentes en dos transectos
ubicados en el departamento de Cundinamarca (Colom-
bia). Adicionalmente, se determiné la densidad poblacio-
nal del organismo y la variedad de mayor prevalencia en
cada piso térmico.

Materialesy métodos

Area de estudio. El departamento de Cundinamarca
en Colombia esta situado en laregién central del pais, entre
los 3° 42" y 5° 51’ delatitud nortey los 73 °03' y 74° 54’
delongitud al oeste del meridiano de Greenwich. Esta con-
formado por 116 municipios, tiene un area de 24.210 Km?
de extension y goza de una posicion favorable dentro de la
region andina porque cuenta con todos |os pisos térmicos.
El piso térmico calido con temperatura superior o igua a
24 °C se extiende atitudinalmente desde los 300 hasta los
1.000 m; €l piso térmico templado presenta temperaturas
entre 18 y 24 °C y rangos de altura que estan entre los
1.000 y los 2.000 m. En Cundinamarca, €l piso térmico
predominante es €l frio con temperaturas entre 12y 18 °C
y alturas sobre €l nivel del mar entre los 2.000 y 3.000 m.
En el paramo se registran temperaturas iguales 0 menores
a12 °Cy presenta aturas por encima de los 3.000 m.

Se muestrearon dos zonas que se ubicaron en la
region sur-occidental y nor-occidental del departamento
(Figura 1). En cada sitio se midieron los factores ambien-
tales temperatura, presion atmosférica, altura sobre el nivel
del mar y humedad.

Recoleccién y procesamiento de muestras. En la
tabla 1, se especifican las localidades que fueron estudia-
das, su distribucién por transecto y por piso térmico. En
este estudio se exploraron tres tipos de reservorios y de las
765 muestras procesadas 437 correspondieron a detritos de
eucaliptos, 182 a detritos de almendros y 146 a excremen-
tos de paloma. Las muestras se recolectaron en bolsas
pléasticas, se rotularon y se transportaron al laboratorio.
Para procesarlas se tomaron 5 g, se resuspendieron en 25
ml de PBS (pH 7,2), sefiltraron através de una gasa estéril
y a extracto se adicion6 una solucién de antibidticos [23].
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Figura 1. Mapa del departamento de Cundinamarca ubicando las zonas de
estudio.

Tabla 1. Localidades estudiadas, distribucién por transecto y por piso
térmico.

Transecto 1 Transecto 2

Piso térmico Regién sur-occidental Regién nor-occidental

Calido Anapoima Villeta
Apulo
Viota
La Mesa
El Triunfo
Templado El Colegio Sasaima
Tena Choachi
Santandercito
Frio Usme Alban
Granada Facatativa
Sibaté Madrid
El Salto Mosquera
Cogua
Zipaquira
Bogota
La Calera
Paramo La Regadera Cruz Verde
Paramo Alto

A partir del extracto, se tomaron 100 pl, se inocularon en
placas con agar de Guizotia abyssinica adicionado con
bifenil al 0,1% y se incubaron a 27 °C por un periodo de
10 dias con observacion diaria a partir del tercer dia de
incubacion.

Identificacion. Los posibles aislamientos de Cryp-
tococcus se identificaron por la produccion de fenoloxi-
dasa y se observaron microscépicamente las levaduras
capsuladas con €l empleo de tinta china.

Evaluacion de las caracteristicas fenotipicas. Los
aislamientos se sembraron en agar glucosado de Sabouraud
y se realizaron las siguientes pruebas bioguimicas: pro-
duccién de ureasa, ausencia de nitrato-reductasa y asimi-
lacién de carbohidratos (lactosa, melibiosa e inositol) [1].
La variedad se determind en el agar canavanina glicina
azul de bromotimol (CGB) [17] y los serotipos con anti-
sueros especificos elaborados en el Instituto Nacional de
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Salud. Los aislamientos serotipos B y C fueron confirma-
dos con €l estuche Crypto — Check (latron Laboratories,
Tokio, Jap6n) [15]. Con una lente ocular micrométrica
y un micropreparado de la levadura en tinta china, se mi-
dieron las dimensiones microscopicas de 2.080 levaduras,
20 por cada aislamiento obteniéndose un promedio del
tamafio celular y capsular. Macroscopicamente, se tomaron
las dimensiones de 20 colonias de cada aislamiento des-
pués de cinco dias de incubacion. Se verifico el creci-
miento a 37 °C.

Resultados

L os resultados indicaron gue C. neoformans estuvo
presente en 12 (46%) de los municipios estudiados. En la
figura 2 se especifican las localidades en las que se regis-
tro crecimiento y los porcentajes parciales de recuperacion
que resultaron de analizar cada municipio como una mues-
tra independiente.
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Figura 2. Porcentajes parciales de recuperacion de Cryptococcus
neoformans en las localidades reportadas como positivas.

En latabla 2 se ofrece un resumen del tamafio total
de la muestra teniendo en cuenta la fuente de aislamiento
y el piso térmico. En la tabla 3 se indica que 104 (14%)
muestras fueron positivas y los excrementos de paloma
(21%) fueron los sustratos en donde con mayor frecuencia
se aid6 la levadura. En lafigura 3 se establece que 92 de
los aislamientos (88%) fueron recuperados en €l piso tér-
mico frio, evidenciando |la preferencia de C. neoformans
por ese rango dtitudinal. En el piso térmico de paramo, no
se adlo lalevadura

Tabla 2. Distribucién de muestras procesadas por clase y por piso térmico.

Muestras
Piso térmico . .
Excrementos Detritos de Detrltt_)s de Totales
almendros eucaliptos
Calido 14 114 5 133
Templado 25 68 81 174
Frio 107 0 214 321
Paramo 0 0 137 137
Total 146 182 437 765
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Tabla 3. Porcentaje de recuperacion de Cryptococcus neoformans en
relacién con la cantidad total de muestras procesadas por clase.

Tabla 4. Relacion entre el tipo de muestra y el porcentaje de serotipos
recuperados.

Muestra N Positivos % Muestra Serotipo N (%)
Excrementos de paloma 146 31 21 Excrementos de paloma A 31 (30)
Detritos de eucaliptos 437 70 16 Detritos de eucaliptos A 1 1)
Detritos de almendros 182 3 1 B 62 (59)
(¢} 7
Total 765 104 14 Detritos de almendros C 3 @
Total 104 (100)
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Figura 3. Muestras positivas de Cryptococcus neoformans en relacién con
la clase de muestra y el piso térmico.

En lafigura 4 se relaciona la variable serotipo con
el rango dtitudina; a respecto, se determiné que e sero-
tipo A, estaba presente en los tres pisos térmicos de los
cuales se aido la levadura; el serotipo B se aislé exclusi-
vamente en el piso térmico frioy el C se aislo tanto en
regiones frias como cdlidas. En latabla 4 se especifica que
el serotipo aislado con mayor frecuencia fue el B (59%).
Tradicionalmente se han relacionado |os serotipos con una
clase especial de reservorio; no obstante, en este estudio,
se lograron recuperar los serotiposA, B 'y C apartir de una
misma clase de muestra (eucaliptos).

La densidad poblacional no presentd un patron
estandar de ocurrencia: en los excrementos de paloma los
valores oscilaron entre 50 y 9,2 x 10° UFC/g; en los detri-
tos de eucaliptos estuvo entre 50y 1 x 10" UFC/g y en los
detritos de almendros la densidad fue de 50 UFC/g. Al vin-
cular los promedios de las densidades poblacionales obte-
nidas en cada reservorio y relacionarlos con 10s pisos
térmicos, se determind que la mayor densidad poblacio-
na del organismo se registré en € piso térmico frio y se
obtuvo al procesar las muestras de detritos de eucaliptos
(1,4 x 10 UFC/g). Las densidades poblacionales més atas
se registraron en La Calera (1,2 x 10" UFC/g) y en Facata
tiva (2,2 x 10" UFC/g). Ambeas localidades ubicadas en el
piso térmico frio con temperaturas entre 10 y 12 °C.

Respecto a los factores ambientales y su incidencia
en el proceso de recuperacion de la levadura, un andlisis
de regresién multiple (R?) mostré que la altitud era una
variable de alto significado (R? = 79,8) y como |la tempe-
raturay la humedad dependen de ella, serealiz6 una corre-
lacion simple, escogiendo como variables la densidad
poblacional y la atitud. Como se observa en lafiguras, la
correlacion calculada fue del 40,6%, € intervalo de con-
fianza para estos resultados fue del 95%.

Respecto a latextura, aspecto y tamafio de las colo-
nias, se especificé que las 21 cepas de la var. grubii for-
maron colonias no mucosas, de superficie y borde liso, en
tanto que los aislamientos de la variedad gattii (83 cepas)
presentaron el mismo aspecto pero diferente textura, sien-
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Figura 4. Distribucién de los serotipos de Cryptococcus neoformans por
piso térmico.

do estas Ultimas bastante mucosas. En cuanto al tamafio
promedio de las colonias un ANOVA mostré que no habia
diferencias entre las dos variedades (p = 0,15).

Microscopicamente se analizaron dos aspectos: €l
tamafio de la conidiay el tamafio de la cdpsula. Las leva-
duras pertenecientes a la variedad grubii tenian un didme-
tro celular menor. No obstante, el ANOVA mostré que no
habia diferencias significativas entre los aislamientos de
las dos variedades encontradas (p = 0,32) vy, los diametros
promedios superaron €l limite de infectividad (> 4um). En
cuanto al tamafio capsular, este factor resultdé dependiente
delavariedad (p =1 x 107), €l serotipo (p = 5,06 x 10%) y
€l tipo de muestra a partir de la cual se aid6 el organismo
(p = 2,83 x 10Y).

Todos los aislamientos recuperados respondieron al
perfil bioguimico asignado para C. neoformans. Los aisla-
mientos correspondientes a la variedad gattii (serotipos B
y C) crecieron en agar canavanina-glicina-azul de bromo-
timol (CGB) y cambiaron el medio de verde a azul. Se
verificd el crecimiento a 37 °C, comprobandose que el
96% de los aislamientos cumplian con esta caracteristica
basica de virulencia.

Discusion

La diversidad topografica, natural y climatoldgica
del departamento de Cundinamarca fueron factores que
influyeron positivamente en el proceso de recuperacion de
la levadura permitiendo recuperar el hongo en e 46% de
las localidades estudiadas.

El 88% de los aislamientos fueron recuperados en
el piso térmico frio, indicando que las condiciones am-
biental es relacionadas con precipitaciones y humedad rela-
tiva altas, pocas horas de brillo solar, y temperaturas poco
extremas, pero en promedio altas, favorecen la ocurrencia
y propagacion del hongo en el ambiente (Granados y Cas-
tafieda, Microbial Ecology, aceptado para publicacion,
2004). Este porcentaje de recuperacion es similar al des-
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Figura 5. Andlisis de regresién simple entre las variables densidad
poblacional y altitud.

crito en investigaciones realizadas en Australia donde se
establecié que la levadura puede ser aislada a partir de
detritos de eucaliptos y de excrementos de palomas
durante todo el afio, pero con especia interés en tempora-
das frias [22]. En €l piso térmico de paramo no fue posi-
ble registrar aislamientos, probablemente porque las con-
diciones climatol égicas en este piso resultan adversas para
el crecimiento de la levadura. Sin embargo, la relacion
entre €l piso térmico y la presencia de la levadura no esta
del todo esclareciday las observaciones efectuadas en esta
investigacion estan sujetas a una mayor exploracion de
tipo experimental .

Respecto a los reservorios, C. neoformans se recu-
peré con mayor frecuencia en excrementos de paloma por-
que este sustrato posee altos niveles de xantina, urea, acido
arico y creatinina, compuestos que estimulan el creci-
miento del hongo y por ser sustancias de origen animal no
estén presentes en las muestras vegetales [2]. En sustratos
de tipo vegetal C. neoformans puede subsistir y desarro-
[larse gracias a que la materia organica en descomposicion
le provee de los requisitos nutricionales basicos, asi como
de un habitat. Ademas, la enzima lacasa asegura la super-
vivencia de lalevadura en estos lugares. En este estudio se
aislé C. neoformans de detritos de eucaliptos y de amen-
dros y, aunque no se hizo un estudio taxonémico de las
especies de eucaliptos muestreadas se observo que laleva
dura presentaba una asociacion con |os eucaliptos en gene-
ral y no con una especie en particular [19].

La densidad promedio de la levadura fue de 5,8 x
10° UFC/g de muestra; este valor es inferior al més alto de
origen ambiental publicado hasta la fecha, 50 x 10° [7]. Se
han descrito recuentos similares y alin mayores en otros
estudios en los que la densidad poblacional es unavariable
relacionada con €l tipo de reservorio. Los resultados de
esta investigacion sugieren que a andizar las fuentes de
tipo vegetal es més probable encontrar altas densidades del
hongo en arboles con materia en descomposicién (como
fue el caso de los eucaliptos) que en lugares con escasa
cantidad de detritos (como ocurre con los arboles de
almendro). En un estudio reciente se determind que el
eucalipto no es el habitat primario para C. neoformans var.
gattii pero la presencia de materia organica en descompo-
sicion (especialmente madera) en el suelo o en las oque-
dades de estos érboles proporciona el substrato favorable
para la propagacion extensay clona de las levaduras [14].
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Respecto a los factores ambientales, una correla-
cion del 40,6%, indica que un porcentaje igual de datos
obtenidos se explican por la vinculacién de las variables
densidad poblacional y altitud. La curva obtenida fue de
forma logaritmica con asintota superior tendiendo a esta-
bilizarse. Si se extrapolan los resultados se espera que en
aturas por encima de los 3.000 m las densidades sean cada
vez menores, resultados que son congruentes con lo
encontrado experimentalmente. Los datos indican que alti-
tudes entre 2.000 y 3.000 m pueden constituir un factor de
seleccién importante para la levadura. Como dicho rango
altitudinal presenta temperaturas entre 12 y 18 °C se
podria pensar que estas temperaturas son ambientalmente
Optimas para aislar C. necformans en la natural eza.

La distribucion de C. neoformans por serotipo indi-
ca que los serotipos de mayor frecuencia son el B (61%) y
el A (31%). Estos datos contrastan con estudios previos en
los que se indica que el serotipo A es el de mayor distri-
bucion a escala universal y € de mas facil recuperacion a
partir de muestras ambientales [4,7,10]. Por su parte, €l
serotipo B es la primera vez que se recupera del ambiente
en Colombia. Hasta la fecha, sélo se habia descrito su pre-
sencia en el medio ambiente en Australia, México, Canada
y Brasil [21].

La morfologia macroscopica de las colonias de
C. neoformans esta relacionada con la virulencia del
hongo en modelos animales; las colonias con morfologia
mucosa 0 rugosas son mas virulentas que aquéllas con
morfologia lisa [12]. En esta investigacion se determind
gue 83 de los aislamientos presentaban una morfologia que
podia asociarse con “alta virulencia’. No obstante, se debe
recordar que la virulencia no depende de una sola caracte-
risticay, por el contrario, es la expresién de un nimero cri-
tico de factores que operan en conjunto [6].

Un tamafio microscépico menor de 4 um en C. neo-
formans se considera infectivo: particulas de estos diame-
tros alcanzan los alvéolos pulmonares y pueden iniciar el
ciclo infectivo. En esta investigacion los tamafios capsula-
res fueron considerados como poco infectivos.

La habilidad para sintetizar melanina a partir de
componentes difendlicos se considera un marcador fenoti-
pico que diferencia C. neoformans de otras levaduras [24].
A nivel molecular se ha comprobado que una delecion en
el gen de la melanina disminuye la patogenicidad del
hongo; en nuestro caso, todas las cepas aisladas fueron
melanina positivo. La ureasa regula el pH, facilitando el
establecimiento del hongo dentro del hospedero. Dicha
enzima estuvo presente en todas las cepas [4,13]. Aunque
en la investigacion no se midieron las concentraciones de
estas enzimas, las pruebas bioquimicas evidenciaron que
estas rutas metabdlicas estén activas en la levadura

Para ser patégeno humano un organismo debe estar
en capacidad de crecer a temperatura corporal. En nuestro
caso el 96% de los aislamientos crecieron a 37 °C cum-
pliendo con esta caracteristica basica de patogenicidad [5].

Conclusién

Este estudio corrobora la presencia de C. neofor-
mans var. grubii serotipo A en heces de paloma, ratifica a
los eucaliptos como nicho ambiental de C. neoformans
variedad gattii, serotipos B y C, reafirma a los almendros
como potenciales hospederos para el serotipo C. Ademas
se demuestra la importancia del piso térmico frio como
habitat del hongo.
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