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Determinacion in vitro de la actividad
de los factores asociados con la
virulencia de aislamientos clinicos del
complejo Cryptococcus neoformans

Adriana Sanchez, Patricia Escandén y Elizabeth Castafieda

Grupo de Microbiologia, Instituto Nacional de Salud, Bogotd, Colombia

Diferentes caracteristicas fenotipicas relacionadas con la virulencia del
complejo Cryptococcus neoformans han revelado su importancia en la
patogenicidad. De acuerdo con estos antecedentes, se estudio
fenotipicamente y genotipicamente la expresién de algunos factores de
virulencia de aislamientos clinicos de las especies del complejo mencionado.
Se evaluaron 35 aislamientos de C. neoformans y 19 de Cryptococcus gattii.
Se estudio el crecimiento a 37 °C, la morfologia macroscopica y
microscopica, la frecuencia del fendbmeno switching, la actividad de

23 enzimas extracelulares, la variabilidad de las colonias en medio con
floxina B, la determinacién del gen de la fosfolipasa B, el tipo de locus sexual
mediante PCR vy el patrén molecular del gen URA5 mediante RFLP.

Todos los aislamientos crecieron a 37 °C. El tamafo capsular fue mayor para
C. gattii (1,87 pm +1,47 pm) que para C. neoformans (0,83 ym 0,15 pm).

El fenotipo switching se encontré principalmente en aislamientos de C. gattii.
Todos los aislamientos expresaron la enzima ureasa y tenian una actividad
media (Pz=0,54) en proteasas, pero C. gattii presentdo una mayor actividad de
la enzima fosfolipasa (Pz=0,43) y fenoloxidasa (Pz=0,003); el perfil enzimatico
con el APl ZYM reveld una actividad baja en el 89% de los aislamientos para
las dos especies. Se observaron diferencias morfolodgicas en medio con
floxina B en el 13% de los aislamientos, de los cuales cinco eran

C. neoformans y dos C. gattii. El gen de la fosfolipasa se amplificé en todos
los casos. El 93% de los aislamientos de C. neoformans tenian el locus « y €l
47,5% de C. gattii el locus a. Predominaron los patrones moleculares VNI
(82,9%) y VGII (52,6%).

Se observaron diferencias en la expresion in vitro de los factores de virulencia
estudiados, lo cual podria verse reflejado en estudios futuros en un modelo in
vivo.
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In vitro determination of virulence factors activity
associated with several Cryptococcus neoformans
clinical isolates

Different phenotypic characteristics associated with virulence of the
Cryptococcus neoformans species complex have shown an important role in
their pathogenicity. In this study we have determined the role of phenotypically
and genotypically factors of some virulence factors from clinical isolates in the
two species of the complex; 35 C. neoformans and 19 Cryptococcus gattii.
Growth at 37 °C, macroscopic and microscopic morphology, switching
phenomenon, activity of 23 extracellular enzymes, variability of the colonies in
agar with phloxin B; phospholipase B gene, and the mating type were
determined by PCR; the molecular pattern was determined by URA5 RFLP.
All isolates grew at 37 °C, the capsular size was greater in C. gattii
(1.87 pm +1.47 pm) than in C. neoformans (0.83 ym +0.15 pm). Switching was
observed mainly in isolates of C. gattii. All isolates expressed the enzyme
urease, a lower activity of the proteases (Pz= 0.54), but a higher activity of the
ghospholipase (Pz=0.43) and phenoloxidase (Pz=0.003) was determined for

. gattii.
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The enzimatic profile with APl ZYM showed a low activity for 89% of the
isolates of both species. Variability of the strains was observed in 13% of the
isolates in agar with phloxin B, five of which were C. neoformans and two

C. gattii. Phospholipase B gene was amplified in all isolates; 93% of the

C. neoformans had the « locus and 47.5% of C. gattii the a one. Molecular
patterns VNI (82.9%) and VGII (52.6%) prevailed among the isolates studied.
They were found different in vitro expressions of the virulence factors studied
depending on the species, and this fact could be shown in future in vivo studies.
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El complejo Cryptococcus neoformans se clasifica
actualmente en dos especies; Cryptococcus neoformans,
con las variedades neoformans (serotipo D), grubii (sero-
tipo A) y el hibrido AD, y Cryptococcus gattii (serotipos B
y C) [11,18]. Recientemente se han descrito también aisla-
mientos hibridos entre los serotipos B y D [1]. Se han estu-
diado ciertas caracteristicas fenotipicas que se asocian con
la virulencia del complejo C. neoformans por su capacidad
de ocasionar dafio en el hospedero. Entre ellas estdn el
polisacdrido capsular [3,4], el crecimiento a temperaturas
fisioldgicas [3], las actividades enzimaticas ureasa, fosfoli-
pasa, y la acumulacién de melanina, inducida por la en-
zima fenoloxidasa, entre otras [6,7,31]. Las dos especies
presentan diferencias en la afinidad por el hospedero:
C. neoformans afecta principalmente a pacientes inmuno-
suprimidos [24] y C. gattii a inmunocompetentes [27].
Aunque los factores de virulencia mencionados se han
estudiado en detalle, poco se sabe acerca de las diferencias
existentes entre las dos especies, dada la compleja relacion
hospedero-patégeno. Adicionalmente, los procesos involu-
crados en la afinidad por un determinado hospedero no han
sido establecidos. El objetivo de este trabajo fue determi-
nar in vitro la expresién diferencial de los factores asocia-
dos con la virulencia en aislamientos clinicos colombianos
de las dos especies del complejo C. neoformans.

Materiales y métodos

Aislamientos. Se estudiaron 54 aislamientos clini-
cos del complejo C. neoformans almacenados en el cepa-
rio del Grupo de Microbiologia del Instituto Nacional de
Salud de Bogot4, recuperados entre los afios 2002 y 2005,
de los cuales 31 correspondian a C. neoformans var. gru-
bii serotipo A (10 provenientes de pacientes VIH positi-
vos), cuatro a la variedad neoformans serotipo D (dos de
pacientes VIH positivos) y 19 a C. gattii, 16 de serotipo B
(un aislamiento de un paciente VIH positivo) y tres de
serotipo C (todos provenientes de pacientes VIH negati-
vos). La identidad de todos los aislamientos fue confir-
mada mediante pruebas bioquimicas (ureasa, crecimiento
en el medio canavanina-glicina-azul de bromotimol y
prueba de nitratos) [17] y serotipificados con el test comer-
cial Crypto-Check (Iatron, Japdn).

Factores de virulencia evaluados

Crecimiento a 37 °C. Se estudid la capacidad de
crecer a 37 °C utilizando el protocolo descrito por Huér-
fano et al. [15], en agar glucosado de Sabouraud incubado
durante 72 horas.

Morfologia macroscépica. Se evalué textura, aspec-
to y didmetro de las colonias cultivadas en agar glucosado
de Sabouraud (Becton Dickinson, EE.UU.) durante sicte

dias a 30 °C [10]. El tamafio de las colonias se midi6 dia-
riamente durante los siete dias.

Morfologia microscopica. Se determind el tama-
o celular y capsular segtn el protocolo descrito por Fran-
zot [10], en caldo de Sabouraud, midiendo 20 células de
cada aislamiento.

Determinacion del fenotipo switching. Se evalué la
variacién morfoldgica de cada aislamiento segun el proto-
colo descrito por Fries et al. [12], en el medio agar gluco-
sado de Sabouraud, con un crecimiento de 200-400 colo-
nias por caja. Como cepa control se utilizé la NIH/87
proporcionada por June Kwon-Chung del NIAID/NIH,
Bethesda, MD, EE.UU.

Ureasa. La actividad ureasa se midié en caldo de
urea de acuerdo al protocolo descrito por Kwon-Chung
et al. [17].

Proteasas y fosfolipasas. Se evalué la produccién
de proteasas y fosfolipasas segtin Leone et al. [19] y Price
et al. [25], en medios con base de carbono de levadura
(Becton Dickinson) y agar glucosado de Sabouraud suple-
mentado con yema de huevo (Becton Dickinson), respecti-
vamente. Las pruebas se realizaron por triplicado. La lec-
tura se realiz6 determinando los indices Pz (didmetro de la
colonia dividido por el didmetro de la colonia mds la zona
de hidrdlisis) [2,19,25,26]. Se determinaron los siguientes
rangos de actividad enzimadtica de acuerdo con los valores
Pz: Pz = 1, actividad negativa; Pz = 0,7-0,99, baja activi-
dad enzimatica; Pz = 0,5-0,69, actividad enzimatica media,
y Pz < 0,5, actividad enzimatica alta [28].

Fenol oxidasa. Se estudié cualitativamente la activi-
dad de esta enzima en el medio L-DOPA segtin el proce-
dimiento descrito por Franzot et al. [10], clasificindose la
actividad enzimatica en los siguientes rangos, segun la
intensidad de pigmentacioén de las colonias: 0, negativa;
0,5-1, baja; 2, media, y 3-4, alta [28]. También se evalu6
cuantitativamente su actividad por espectrofotometria [14],
en el medio L-DOPA, ajustando las células a una concen-
tracion de 3 x 10° cel/ml. La concentracion de melanina en
las células fue determinada mediante una curva de calibra-
cién con diluciones seriadas de concentraciones conocidas
de melanina (Sigma-Aldrich, USA) teniendo en cuenta la
lectura por espectrofotometria a 475 nm. Cada una de estas
pruebas se realiz por triplicado.

Evaluacion de la actividad de 19 enzimas extrace-
lulares. Se empled la prueba comercial API ZYM (bioMé-
rieux, Francia), siguiendo las instrucciones de la casa
comercial para la lectura e interpretacion de los resultados.
Se utiliz6 la cepa Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
como control. Los intervalos de actividad enzimdtica que
se establecieron fueron los siguientes: 0, negativa; 1-2, baja;



3-4, media y 5, alta, para 19 enzimas, entre las que se en-
contraban la lipasa, la esterasa y la fosfatasa acida [28].

Morfotipificacion en medio con floxina B. Se estu-
di6 segin el método de Kucsera et al. [16] la existencia de
diferentes morfotipos entre los aislamientos en un medio
con floxina B (Sigma-Aldrich), y se midi6 la cantidad de
floxina B acumulada por las células mediante espectrofo-
tometria, segln la capacidad de cada aislamiento de acu-
mular colorante en su interior.

Deteccion del gen de la fosfolipasa B mediante
PCR. Se utilizaron iniciadores especificos (PBL1 y PLB2)
para amplificar el gen de la fosfolipasa B, segiin Latouche
et al. [20].

Determinacion del locus sexual por PCR. Se rea-
liz6 de acuerdo con las condiciones descritas por Halliday
et al. [13] con iniciadores especificos para el locus sexual
a 'y el a. Se utilizaron las cepas control de C. neoformans,
CBS 6998 (a) y CBS 5757 (o), proporcionadas por Dee
Carter, de la Universidad de Sydney, Australia.

Polimorfismo de longitud de fragmentos de restric-
cion (RFLP) del gen URAS. Se establecieron los patrones
moleculares de los aislamientos segin el protocolo des-
crito por Meyer et al. [22]. Como controles se utilizaron
las cepas WM 148 (VNI), WM 626 (VNII), WM 628
(VNIII), WM 629 (VNIV), WM179 (VGI), WM 178
(VGID), WM 161 (VGIII), WM 779 (VGIV), del laborato-
rio de Investigacion en Micologia Molecular de la Univer-
sidad de Sydney, Australia.

Andlisis estadistico. Para determinar si existian
diferencias significativas entre las variables estudiadas se
empled un andlisis de varianza, previa aplicacién de la
prueba de homogeneidad de varianzas (estadistica de
Levene). Para las variables fenoloxidasa, cuantificacién de
melanina, proteasas, API ZYM y cuantificacién de floxina
B, que cumplieron con los requisitos de homogeneidad, se
aplicé el andlisis de varianza. Para las variables que no
cumplieron con dichos requisitos se utilizé la prueba esta-
distica de Brown-Forsythe. Adicionalmente, para las varia-
bles cualitativas, se aplicé la prueba ji-cuadrado o el esta-
distico de Fisher de acuerdo con los resultados.

Resultados

Crecimiento a 37 °C. Todos los aislamientos crecie-
ron a 37 °C después de 72 horas de incubacion.

Morfologia macroscopica. El 26% de los aisla-
mientos de C. neoformans presentaron textura mucoide, en
contraste con el 63% de los aislamientos de C. gattii. El
83% y el 74% de los aislamientos presentaron colonias de
superficie y borde liso para C. neoformans 'y C. gattii, res-
pectivamente. El didmetro de las colonias fue mayor para
C. gattii (7,7 ym = 1,3 um) en comparacién con C. neofor-
mans (6,41 pm + 2,2 ym), con diferencias estadisticamente
significativas (p = 0,02 Kruskal-Wallis). Sin embargo, en
cuatro aislamientos, uno de C. neoformans serotipo A 'y
tres de C. gattii serotipo B, fueron observadas diferencias
morfoldgicas al observar textura mucoide y no mucoide en
un mismo aislamiento, al igual que colonias de borde y
superficie rugosa.

Morfologia microscopica. No se encontraron dife-
rencias significativas entre el tamafio celular de C. neofor-
mans (4,30 um + 0,51 um) y C. gattii (3,90 ym + 1,26 pm).
En contraste, el tamafio capsular mostré diferencias signi-
ficativas (p = 0,01 Brown Forsythe) para las dos especies,
siendo mayor en C. gattii (1,87 um +1,47 um) que en
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C. neoformans (0,83 ym = 0,15 um). Ademads, se encontra-
ron dos aislamientos, uno en cada grupo, que presentaron
mayor tamafio capsular (6,1 pm) con respecto al de los res-
tantes aislamientos.

Fenotipo switching. Se observo cambio en la mor-
fologia macroscoépica en el 36,8% de los aislamientos de
C. gattii y en el 2,9% de los de C. neoformans, con dife-
rencias significativas entre las dos especies (p = 0,002;
estadistico de Fisher).

Actividad enzimatica

La actividad de la enzima ureasa y los rangos de
actividad de las enzimas proteasa, fosfolipasa y fenoloxi-
dasa se observan en la Tabla.

La evaluacion por espectrofotometria de la activi-
dad fenoloxidasa revel6 diferencias estadisticamente signi-
ficativas entre las dos especies (p = 0,003; estadistico de
Fisher), encontrando mayores unidades de esta enzima en
los aislamientos de C. gattii (47,5 unidades de lacasa), que
en C. neoformans (35,7 unidades de lacasa) (p = 0,029).
Sin embargo, un aislamiento del serotipo A present6 2,6
veces mas unidades de lacasa (94,2 unidades de lacasa)
que el promedio calculado para el grupo.

Evaluacion de la actividad de 19 enzimas extrace-
lulares. Se encontré actividad para C. neoformans en las
19 enzimas y para C. gattii en siete enzimas, con un rango
variable desde O (sin actividad enzimatica) a 5 (actividad
alta). Todas las cepas mostraron actividad de la enzima
esterasa lipasa (C8), fosfatasa acida y fosfoamidasa.

Morfotipificacion en medio con floxina B. Un 13%
de los aislamientos presentaron colonias heterogéneas
(con diferente grado de pigmentacién), de los cuales cinco
(71,5%) correspondian a C. neoformans y dos (29%) a
C. gattii; no se encontraron diferencias significativas entre
las especies del complejo (p = 0,526; estadistico de Fisher).
No se observé relacion alguna entre las caracteristicas
estudiadas y el tipo de coloracién de las colonias (rojas o
rosadas) aisladas en ninguno de los siete aislamientos
(datos no presentados).

Deteccion del gen de la fosfolipasa B. En todos los
aislamientos se amplificé un fragmento de 674 pb corres-
pondiente al gen de la fosfolipasa B, con un papel impor-
tante en la virulencia del hongo.

Determinacion del locus sexual. Un 94,3% de los
aislamientos de C. neoformans tenian el locus sexual a

Tabla. Rangos de actividad de proteasas, fosfolipasas y fenoloxidasa en
los aislamientos del complejo C. neoformans.

. Especie
Enzimas
y rango C. neoformans (n=35) C. gattii (n=19) P
de actividad n (%)
Proteasas
Alta 13 (37,1) 4 (21) 0,579
Media 17 (48,6) 9 (47) 0,879
Baja 5 (14,3) 6 (32) 0,035
Fosfolipasas
Alta 11 (31,4) 3(16,8) 0,142
Media 24 (68,6) 16 (84,2) 0,386
Fenoloxidasa
Alta 0 (0) 2 (10,5) -
Media 8 (22,9 9 (47,4) 0,765
Baja 27 (717,1) 8 (42,1) 0,005
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mientras que este porcentaje fue del 47,4% en el grupo de
los aislamientos de C. gattii (p < 0,01).

RFLP del gen URAS5. El patrén molecular VNI fue
observado en el 82,9% de los aislamientos de C. neofor-
mans var. grubii (serotipo A). Para C. gattii, serotipo B, se
observo el patrén VGII en el 52,6% de los aislamientos.

Discusion

Los diferentes estudios realizados no han logrado
establecer con claridad si la afinidad de C. neoformans y
C. gattii por el hospedero estd en relacién con la expresion
diferencial de los factores de virulencia de las dos especies
del complejo [3].

Se determiné en ambas especies el crecimiento a
temperatura fisioldgica (37 °C). La morfologia no mucoide
y de superficie lisa de las colonias es una caracteristica que
se relaciona con cepas menos virulentas que aquellas
mucoides y rugosas [12], encontradas en este estudio prin-
cipalmente en C. gattii.

La presencia de la cdpsula es otro factor de virulen-
cia de gran importancia para la defensa del hongo ante la
respuesta inmune del hospedero [4]; sin embargo, se han
encontrado variaciones en su tamafio de acuerdo con el
hospedero, por lo que seria de gran importancia realizar
mediciones que permitan establecer su comportamiento in
vivo. La capsula se observé en todos los aislamientos estu-
diados, si bien su tamafo fue mayor en C. gattii, en con-
cordancia con trabajos previos [3]. El fenotipo swiftching,
que le permite evadir el sistema inmune del hospedero, se
presentd principalmente en C. gattii, demostrando asi su
habilidad para generar nuevas variantes para escapar a la
respuesta inmune del hospedero. Seria de gran importancia
estudiar estos aislamientos, ya que este fendmeno habia
sido descrito principalmente en C. neoformans [8,12].

Se ha descrito la importancia de diferentes enzimas
extracelulares, como la ureasa, proteasa, fosfolipasa y
fenoloxidasa, entre otras, que le permiten a la levadura
alterar el pH en el fagolisosoma, degradar proteinas de
importancia para la respuesta inmune del hospedero, favo-
recer la invasién mediante el dafio de membranas celula-
res, o evitar procesos oxidativos, protegiéndose asi de la
fagocitosis [3,6,7,19,30]. Ruma et al. [26] encontraron una
actividad proteolitica menor en aislamientos de C. gattii
que en C. neoformans, contrario a lo obtenido en el pre-
sente estudio, donde se observé una actividad media para
los aislamientos de las dos especies sin diferencias signifi-
cativas. Estas diferencias pueden deberse al tipo y cantidad
de proteinasas producidas por cada aislamiento, lo cual
puede a su vez influenciar el desarrollo de la enfermedad.
Estudios in vitro de enzimas como las fosfolipasas han
demostrado similar actividad en las dos especies [23,28] lo
que ratifica los resultados obtenidos en este estudio. Estu-
dios de disrupcién genética han revelado la importancia
del gen de la fosfolipasa B en la virulencia del hongo en
modelos animales, observiandose una disminucién en la
actividad de esta enzima cuando el gen estd alterado [5].
La presencia del gen de la fosfolipasa B se observé en
todos los aislamientos, al igual que todos presentaron acti-
vidad de esta enzima in vitro. Se ha descrito que el gen de la
fosfolipasa B tiene un papel importante en la virulencia de
C. neoformans al estar involucrado en la rotura de fosfoli-
pidos, ocasionando dafios en el tejido del hospedero [20].

La fenoloxidasa, al actuar sobre compuestos fendli-
cos en la produccién de la melanina, juega un importante
papel en la proteccién de esta levadura tanto en el ambien-
te como en el hospedero [30]. A diferencia de lo descrito
por Huérfano et al., donde los aislamientos de C. neofor-

mans tuvieron mayor actividad, nuestros datos revelaron
mayor actividad para C. gattii, lo que a su vez podria refle-
jar una mayor virulencia de estos dltimos, debido a una
mayor acumulacién de melanina en la célula [15].

En un estudio realizado por Vidotto et al. se destaca
la actividad de la enzima fosfatasa acida, calificindola
como un importante factor de virulencia por su alta activi-
dad en la mayoria de los aislamientos estudiados [29]. De
igual forma, nuestros datos muestran que todos los aisla-
mientos presentaron actividad alta de esta enzima, ratifi-
cando su importancia como un factor de virulencia a con-
siderar para futuros estudios.

La coloracién de las colonias en medio con floxina
B se relaciona con membranas normales o disfuncionales
que permiten la entrada del pigmento [16]. Este hecho
podria relacionarse con la susceptibilidad a agentes anti-
fingicos que traspasen la membrana, sugiriendo una nueva
alternativa para futuros estudios en cuanto a la relacién
entre susceptibilidad a antifingicos y el tipo de coloracién
de la colonia.

Estudios previos han demostrado la prevalencia del
tipo sexual a en aislamientos clinicos, asocidndose con
una mayor virulencia, lo que ha sido demostrado en mode-
los animales [13,32]. En nuestro estudio, el 78% de los
aislamientos presentaron dicho tipo sexual.

Los patrones moleculares VNI y VGII predomina-
ron en los aislamientos de C. neoformans 'y C. gattii, res-
pectivamente, lo que concuerda con lo descrito para aisla-
mientos procedentes de Colombia e Iberoamerica [9,22].

Las especies del complejo C. neoformans afectan
tanto a hospederos inmunosuprimidos como inmunocom-
petentes, por lo que podrian clasificarse como patégenos
de clase II, segin McClelland et al. [21]. Sin embargo, la
capacidad que tiene esta levadura para afectar a individuos
inmunocompetentes viene determinada por la expresion de
factores que promueven la habilidad de evadir la respuesta
inmune en un individuo normal [21]. Esto se ve reflejado
en los aislamientos de C. garti estudiados, que presentaron
mayor actividad en factores de virulencia importantes. Por
lo tanto, nuestros resultados sugieren que las especies del
complejo muestran una expresion diferencial en los facto-
res estudiados que le permite a C. gattii comportarse como
un patégeno primario y a C. neoformans, con menor acti-
vidad en las caracteristicas fenotipicas estudiadas, afectar
a pacientes inmunocomprometidos; sin embargo, es nece-
sario realizar estudios en modelos animales que permitan
corroborar la afinidad de cada especie por un hospedero
determinado. Los resultados muestran aislamientos que
presentan caracteristicas diferentes con respecto a las esta-
blecidas para otros de la misma especie, caracteristicas
relacionadas principalmente con mayor virulencia.

Actualmente, en nuestro laboratorio, se estan reali-
zando estudios para conocer el comportamiento bioldgico
de C. neoformans en un modelo experimental en ratones
inmunocompetentes e inmunosuprimidos para, posterior-
mente, determinar si los factores implicados en la virulen-
cia varfan de acuerdo con el ambiente en el cual se desa-
rrollen.
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