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SÍNTESIS 

 

Los datos sobre la susceptibilidad de los aislamientos cubanos de Cryptococcus neoformans 

eran escasos y no se contaba con herramientas de epidemiología molecular suficientemente 

discriminativas. Se estudiaron 134 aislamientos clínicos, 86 de excretas de palomas y 196 

de plantas de diferentes especies. Se analizaron las tallas de fragmentos polimórficos 

obtenidos con enzimas de restricción, la secuencia de las regiones ITS1/5.8S/ITS2 y 

D1/D2, se determinó el tipo de apareamiento mediante reacción en cadena de la polimerasa 

y el análisis del número de repeticiones de fragmentos cortos (STR) para lo que se 

diseñaron nueve cebadores. Se determinó la susceptibilidad frente a anfotericina B,  

5-fluorocitosina, fluconazol, itraconazol, voriconazol, posaconazol e isavuconazol por 

microdilución en medio líquido. Fluconazol se evaluó además mediante Etest y disco. 

Todos los aislamientos clínicos y el 29,7% de los ambientales fueron identificados como  

C. neoformans Aα. No se evidenció resistencia entre los aislamientos clínicos y se 

demostró que los métodos de difusión en agar pudieran ser útiles para la pesquisa de 

resistencia al fluconazol. La tipificación mediante STR indica la presencia de nichos 

ecológicos hasta ahora no estudiados y la infección con múltiples genotipos como 

mecanismo de recurrencia; aspectos que modifican la concepción epidemiológica y 

patogénica de esta micosis.  
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ABREVIATURAS Y ACRÓNIMOS 

 

5FC 5-fluorocitosina 

A  

AAC Agar ácido caféico 

ADN Ácido desoxirribonucleico  

ADNr Ácido desoxirribonucleico ribosomal 

ADS Agar dextrosa de Sabouraud 

AFLP, de sus siglas en inglés Análisis del polimorfismo de la longitud de 

fragmentos amplificados  

Anf B Anfotericina B 

ARNr Ácido ribonucleico ribosomal 

ATCC, de sus siglas en inglés Colección Estadounidense de Cultivos Tipos  

B  

BLAST, de sus siglas en inglés Herramienta para búsqueda local de alineación 

básica 

C  

CBS, de sus siglas en neerlandés Centro de Biodiversidad Fúngica 

CGB L-canavanina-glicina-azul de bromotimol 

CIM Concentración inhibitoria mínima  
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CIM50 Concentración mínima del antifúngico capaz de 

inhibir al 50 % del crecimiento de la cepa en 

comparación con el control de crecimiento 

CIM90 Concentración mínima del antifúngico capaz de 

inhibir al 90 % del crecimiento de la cepa en 

comparación con el control de crecimiento 

CLSI, de sus siglas en inglés Instituto de Estándares para Laboratorios Clínicos 

CM Complejo de microsatélites 

CWZ, de sus siglas en neerlandés  Hospital “Canisius-Wihelmina” 

D  

dNTP Desoxi(ribo)nucleótidotrifosfato 

DMSO Dimetilsulfóxido 

E  

EUCAST, de sus siglas en inglés Comité Europeo para Pruebas de Susceptibilidad 

Antimicrobiana 

F  

Flu Fluconazol 

I  

Isa Isavuconazol 

Itr Itraconazol 

ITS, de sus siglas en inglés Espaciadores internos de transcripción 

L  

LCR Líquido cefalorraquídeo 

LMIPK Laboratorio de Micología del Instituto de 

Medicina Tropical “Pedro Kourí” 

M  

MLST, de sus siglas en inglés Tipificación de secuencias multilocus 
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MOPS, de sus siglas en inglés Ácido 3-N- morfolino propanosulfónico 

  

N  

NCCLS, de sus siglas en inglés Comité Nacional para Estándares de Laboratorios 

Clínicos 

P  

PCR, de sus siglas en inglés Reacción en cadena de la polimerasa 

Pos Posaconazol 

R  

RAPD-PCR Amplificación al azar de ADN polimórfico 

mediante reacción en cadena de la polimerasa  

RFLP, de sus siglas en inglés Análisis del polimorfismo de la longitud de los 

fragmentos de restricción 

RPMI, de sus siglas en inglés Instituto “Roswell Park Memorial” 

S  

SNC Sistema nervioso central 

SSE Solución salina estéril 

STR, de sus siglas en inglés Fragmentos cortos repetitivos 

T  

TARVAE Terapia antirretroviral altamente efectiva 

U 
 

UPGMA, de sus siglas en inglés Promedio de las variables no ponderadas 

V  

VIH  Virus de inmunodeficiencia humana 

Vor Voriconazol 

 



Introducción  9 

 

 

 

 

 

ÍNDICE 

  Pág. 

I. INTRODUCCIÓN  ...………………………………………….………....…………. 1 

 I.1. Introducción  ...………………………………………………...……….…. 2 

 I.2. Hipótesis  ...……………………………….………….………...…………. 6 

 I.3. Objetivos  ...………………………………………….………...…….……. 6 

 I.4. Novedad científica  ...…………………………………..……...…….……. 7 

 I.5. Valor Teórico  ….……………………………………………...…….……. 7 

 I.6. Valor Práctico  ...…………………………..…………………...…………. 8 

II. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA  ...………………………………………………..……. 9 

 II.1. Desde el descubrimiento de los agentes causales de la criptococosis hasta 

su clasificación actual  ...…………………...…..……………...…………. 10 

 II.2. Criptococosis  ..………………………………………………...…………. 12 

  II.2.1 Concepto  ......………………………………………...…………. 12 

  II.2.2 Agente causal ...…..………….……..………………...…………. 13 

  II.2.3 Ecología del agente causal .…………………………..…………. 14 

  II.2.4 Patogenia de la enfermedad .…………………………………….. 15 

  II.2.5 Manifestaciones clínicas  …….……………….……...…………. 18 

 II.3. Diagnóstico y caracterización molecular  ..…………….……...…………. 19 

 II.4. Manejo de los pacientes con criptococosis. Nuevas opciones terapéuticas  24 

 II.5.  Pruebas de susceptibilidad in vitro  ..……….……………………...…………. 26 

III. MATERIALES Y MÉTODOS  ...……………………………………………………. 30 

 III.1. Tipo de estudio  ..……….……………………….…………...…………. 31 

 III.2. Marco de la investigación  ..……………………………….....…………. 32 



Introducción  10 

 III.3. Procedimientos de trabajo  ..……………………………..…...…………. 32 

  III.3.1. Material biológico ………………………………...…………. 32 

   III.3.1.1. Cepas controles  ………….…………...…………. 33 

   III.3.1.2. Aislamientos clínicos ………………...…………. 34 

   III.3.1.3 Aislamientos de material vegetal  …….………… 34 

   III.3.1.4 Aislamientos de excretas de palomas  …….…….. 36 

   III.3.1.5 Obtención del material genético  ………………… 36 

  III.3.2. Investigaciones realizadas para dar respuesta a los objetivos 

propuestos  ………………………………………...…………. 36 

   III.3.2.1. Caracterización taxonómica hasta nivel de 

serotipo y tipo de apareamiento de los 

aislamientos cubanos de Cryptococcus …………. 36 

    III.3.2.1.1. AFLP  ……………………………... 37 

    III.3.2.1.2. Secuenciación nucleotídica de las 

regiones ITS1/5.8S/ITS2 y D1-D2  .. 38 

    III.3.2.1.3. Determinación del serotipo y tipo de 

apareamiento  .…………………….. 40 

   III.3.2.2. Determinación de las posibles fuentes de 

infección por C. neoformans var. grubii  ..……….. 41 

   III.3.2.3. Caracterización de los aislamientos de  

C. neoformans var. grubii obtenidos de pacientes 

con meningitis recurrente  ………………………. 42 

    III.3.2.3.1. Determinación de la susceptibilidad  

in vitro  ……………………………. 43 

    III.3.2.3.2. Determinación de los perfiles 

genotípicos  ……………………….. 44 

   III.3.2.4. Determinación de los patrones de susceptibilidad 

in vitro de los aislamientos cubanos de  

C. neoformans var. grubii  ……….…...…………. 45 

    III.3.2.4a. Método de microdilución en medio 

líquido  ..………….……………….. 45 

    III.3.2.4b. Método de difusión mediante Etest 46 

    III.3.2.4c. Método de difusión con discos  .….. 46 

    III.3.2.4.1 Análisis estadístico  ……………….. 47 

 III.4. Consideraciones éticas  ..…………………………………………….….. 48 



Introducción  11 

IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN  ...………………………………………...…………. 49 

 IV.1. Caracterización taxonómica hasta nivel de serotipo y tipo de 

apareamiento de los aislamientos cubanos de Cryptococcus  .……….…. 51 

  IV.1.1. Aislamiento e identificación presuntiva de C. neoformans a partir 

de las fuentes vegetales seleccionadas  ...…………………….. 51 

  IV.1.2. Caracterización mediante métodos moleculares  ...…………... 57 

  IV.1.3. Re-identificación de los aislamientos clínicos y de los 

obtenidos a partir de excretas de palomas. Determinación del 

serotipo/tipo de apareamiento  ..………………………….….. 58 

 IV.2. Determinación de las posibles fuentes de infección por Cryptococcus a 

través de la comparación de los patrones genéticos de aislamientos 

clínicos y ambientales  ……………………………………………….…. 63 

 IV.3. Susceptibilidad antifúngica y genotipificación de aislamientos 

consecutivos recuperados de pacientes con meningitis criptococósica 

recurrente  ………………………………………………………………... 69 

 IV.4. Determinación de los patrones de susceptibilidad in vitro de los 

aislamientos cubanos de C. neoformans var. grubii frente a los 

antifúngicos de primera línea en el tratamiento de la criptococosis y 

otros azoles  …………………………………………………………… 75 

  IV.4.1. Determinación de los patrones de susceptibilidad in vitro 

mediante el método de microdilución en medio líquido  ……. 75 

  IV.4.2. Determinación de los patrones de susceptibilidad in vitro 

mediante los métodos de difusión en agar Etest y disco para 

fluconazol y su correlación con los resultados obtenidos por 

microdilución en medio líquido  …………………………….. 80 

 DISCUSIÓN GENERAL  ...………………………………………….…...…………. 84 

V. CONCLUSIONES  ...……………………..……………………………...…………. 92 

VI. RECOMENDACIONES  ...……………………………………..………...…………. 94 

VII. REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS  ...…………………………..……...…………. 96 

 REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS CONSULTADAS  .………………………………. 97 

 PRODUCCIÓN CIENTÍFICA DE LA AUTORA  .……………………………………... 123 

  
Relacionadas con el tema de la tesis  ...…………………………………… 124 

  No relacionadas con el tema de la tesis  ...………………………………… 128 

    



Introducción  12 

 

ANEXOS  

 Anexo 1. Principales características de las especies pertenecientes al complejo  

C. neoformans  

 Anexo 2. Clasificación taxonómica del complejo de especies C. neoformans  

 Anexo 3. Características de los antifúngicos incluidos en el presente estudio  

 Anexo 4. Descripción de los medios de cultivo  

 Anexo 5. Representación esquemática de la preparación de la placa de 

microdilución para la determinación de las CIM mediante el método 

de referencia  



Introducción  1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

I. INTRODUCCIÓN 



2 

I. Introducción  

 

 

 

 

 

 

I. INTRODUCCIÓN 

 

I. 1. Introducción 

De acuerdo a la clasificación taxonómica actual, el género Cryptococcus incluye alrededor 

de 100 especies (Fonseca et al., 2011); sin embargo, Cryptococcus neoformans es la que 

más se asocia a infecciones en humanos. Gracias a una mejor compresión de su estructura 

genética, C. neoformans var. gattii y C. neoformans var. neoformans se promovieron al nivel 

de especie y los serotipos de este último al nivel de variedades, quedando constituido el 

complejo C. neoformans por C. neoformans var. grubii (serotipo A), C. neoformans var. 

neoformans (serotipo D), C. neoformans ser. AD y C. gattii (ser. B y ser. C) (Bovers et al., 

2008a; Fonseca et al., 2011; Kwon-Chung et al., 2011). Además de estos, los estudios 

genéticos han identificado varios híbridos intra- e inter- variedades y especies, así como 

diferentes linajes filogenéticos que pudieran representar nuevas especies (Bovers et al., 2008a; 

Bovers et al., 2008b; Ngamskulrungroj et al., 2009).  

La incidencia de la criptococosis, una de las micosis más importantes a nivel mundial, 

considerada inicialmente rara, comenzó a aumentar con el inicio del síndrome de 

inmunodeficiencia adquirida (sida) en la década de 1980. Tras el advenimiento de la terapia 

antirretroviral altamente efectiva (TARVAE) desde mediados de 1990, su frecuencia 

comenzó a disminuir en los países desarrollados. No obstante, la meningitis criptococósica 

aún constituye una de las micosis oportunistas potencialmente mortal más común en estos 

individuos (Park et al., 2009). Adicionalmente, se reporta que hasta el 6 % de las personas 

con deterioro de la función de la inmunidad celular debido a otras causas, se encuentran en
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riesgo de desarrollar una infección clínica evidente por este basidiomiceto (Levitz y 

Boekhout, 2006).  

A pesar de que probablemente miles de personas se infectan cada año, el desarrollo 

inaparente de la infección imposibilita determinar su incidencia en la población general. 

Aún así, en individuos infectados por el virus de inmunodeficiencia humana (VIH), los 

estimados mundiales indican una incidencia de más de 1 000 000 de casos anuales que 

dejan a su paso al menos 625 000 fallecidos (Kronstad et al., 2011). En el Caribe se 

reportan aproximadamente 7 800 casos y 4 300 fallecidos cada año, por lo que la 

enfermedad parece ser menos frecuente (Park et al., 2009).  

En Cuba, el primer caso de criptococosis se describió a mediados del siglo XX y a partir de 

entonces se comenzaron a reportar casos esporádicos asociados al alcoholismo, trasplantes 

de órganos y trastornos inmunológicos (Curbelo, 1951). Desde 1986, con el inicio del 

diagnóstico del sida, el número de individuos infectados por este hongo ha aumentado a 

través de los años. En el laboratorio de micología del Instituto de Medicina Tropical “Pedro 

Kourí” (LMIPK) se diagnostican entre 8 y 20 casos al año (Illnait et al., 2001a), mientras 

que el análisis de una serie de 211 autopsias practicadas a pacientes con VIH/sida, reveló la 

presencia de criptococosis en 27 de los fallecidos (más del 29 %), lo que demostró que este 

es un trastorno más grave y común que lo reportado anteriormente (Arteaga et al., 1998). 

Hasta la fecha, todos los aislamientos clínicos en Cuba identificados, pertenecen a  

C. neoformans ser. A (Fernández et al., 1990; Fernández et al., 1998a; Martínez  

et al., 2004).  

Su forma clínica de presentación más frecuente, la neurocriptococosis, se considera como 

marcadora del sida y la micosis de mayor letalidad en este grupo de personas. Los reportes 

reflejan una mortalidad del 60 % con un tiempo de vida medio de 14 días a pesar del 

tratamiento antifúngico convencional, cifra que alcanza el 100 % en los pacientes no 

tratados o con tratamientos iniciados tardíamente (Perfect et al., 2010; Török et al., 2010).  

En general, los individuos que sobreviven al episodio inicial de infección, tienen alta 

tendencia a presentar recaídas a pesar de la implementación de las medidas recomendadas 

(Perfect et al., 2010; Török et al., 2010). El análisis comparativo de las caracterizaciones 
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moleculares dió lugar a la hipótesis sobre el origen de la criptococosis recurrente debido a 

la persistencia de la cepa inicial (Casadevall et al., 1993; Spitzer et al., 1993; Pfaller et al., 

1998; Desnos-Ollivier et al., 2010), condición hasta ahora no explorada en los pacientes 

cubanos. 

En la actualidad, los antifúngicos disponibles para su tratamiento se limitan a la 

anfotericina B, la 5-fluorocitosina y el fluconazol. Aunque los efectos secundarios 

asociados a la administración de los dos primeros pudieran restringir su uso, estos 

continúan siendo los agentes de elección para la terapia de inducción, mientras que el 

fluconazol demostró resultados superiores en la de mantenimiento a largo plazo (Schwarz, 

et al., 2007; Perfect et al., 2010; Török et al., 2010).  

Nuevas generaciones de azoles con potente actividad, amplio espectro de acción y perfiles 

farmacocinéticos satisfactorios, han surgido en los últimos años; no obstante, la industria 

farmacéutica continúa la búsqueda y desarrollo de nuevas alternativas con vistas a lograr 

productos cada vez más efectivos e inocuos. Con estos antecedentes se iniciaron los 

estudios de susceptibilidad frente al isavuconazol, antifúngico con actividad in vitro frente 

a los principales hongos patógenos y oportunistas (Odds, 2006; Schmitt-Hoffmann et al., 

2006a; Schmitt-Hoffmann et al., 2006b; Sabatelli et al., 2006; Schwarz et al., 2007). No 

obstante, hasta el momento de la realización del presente estudio, se desconocía su eficacia 

frente C. neoformans. 

Paralelamente, la comprensión de la ecología del complejo C. neoformans, así como la 

epidemiología y patogenia de la micosis causada por estas especies, continúa siendo un reto 

y un elemento esencial para el desarrollo de estrategias en el manejo y prevención de la 

infección en los individuos susceptibles. En este sentido, se han aplicado múltiples métodos 

de tipificación molecular con los cuales se han obtenido resultados divergentes. Hasta la 

fecha, los más frecuentemente utilizados incluyen a la reacción en cadena de la polimerasa 

(PCR, de sus siglas en inglés) específica para la determinación de serotipos y tipos de 

apareamiento, el análisis del polimorfismo de la longitud de fragmentos amplificados 

(AFLP, de sus siglas en inglés), el PCR-fingerprinting, la amplificación al azar mediante 

reacción en cadena de la polimerasa de ADN polimórfico (RAPD-PCR, de sus siglas en 

inglés) y el análisis del polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restricción 
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(RFLP, de sus siglas en inglés) entre otras (Boekhout et al., 2001; Escandón et al., 2006; 

Meyer et al., 2003; Trilles et al., 2003; Viviani et al., 2006; Raimondi et al., 2007; Feng et 

al., 2008; Hagen et al., 2010a). Más recientemente, la tipificación de secuencias multilocus 

(MLST, de sus siglas en inglés) fue aplicada a colecciones de C. neoformans y C. gattii de 

diversos orígenes con buenos resultados; sin embargo, esta es una técnica laboriosa, alta 

consumidora de tiempo y asociada a costos elevados (Bovers et al., 2008a; Bovers et al., 

2008b; Litvintseva et al., 2006; Meyer et al., 2009). Al igual que en esta última, en la 

tipificación con fragmentos cortos altamente repetitivos (STR, de sus siglas en inglés), los 

resultados se expresan numéricamente, por lo que son mucho más compactos (factibles de 

transportar en dispositivos electrónicos intercambiables) y fáciles de comparar con los 

obtenidos en otros laboratorios. La tipificación mediante STR cuenta con la ventaja 

adicional de ser más discriminatoria y de proporcionar una caracterización genética 

rentable en corto tiempo, por lo que su uso se hace cada vez más frecuente (de Valk et al., 

2009; Klaassen, 2009). 

Desde finales de la década de 1980, con el incremento del número de pacientes con 

criptococosis en Cuba, esta temática pasó a formar parte de las líneas prioritarias de trabajo 

del LMIPK. En torno a esta micosis y su agente causal, se realizaron estudios con 

diferentes aristas entre los que se encuentran: de identificación y caracterización de 

aislamientos empleando los métodos convencionales disponibles en cada momento 

(Fernández et al., 1990; Fernández et al., 1998a; Martínez et al., 2004), de epidemiología 

(Martínez et al., 1992; Brito, 2000; Fernández, 2001; Rabelo 2002), patogenia (Illnait et al., 

2004), sobre el desarrollo de métodos de diagnóstico rápido (Álvarez et al., 1992; Illnait et 

al., 2001b), la obtención de anticuerpos monoclonales anti-C. neoformans ser. A (Gato et 

al., 2006; Illnait et al., 2011a), de correlación entre los hallazgos clínicos y de laboratorio 

en pacientes sero- negativos y positivos al VIH (Torres, 2002), así como de susceptibilidad 

a antifúngicos (Fernández et al., 1998b; Fernández et al., 1999) entre los más importantes. 

No obstante, estos últimos estuvieron restringidos a no más de 43 aislamientos y solo se 

evaluaron la anfotericina B y el fluconazol debido a la no disponibilidad de otros 

antimicóticos. De otra parte, se carecía de los recursos necesarios para el desarrollo de 
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técnicas moleculares, por lo que se desconocían los patrones genéticos de los aislamientos 

cubanos. 

Sobre esta base, se planteó la siguiente investigación encaminada a determinar la relación 

genética entre los aislamientos cubanos de C. neoformans de origen clínico y ambiental, así 

como la susceptibilidad frente a la anfotericina B, 5-fluorocitosina, fluconazol, itraconazol 

y tres de los triazoles de reciente generación (voriconazol, posaconazol e isavuconazol), 

datos que pudieran contribuir a un mejor conocimiento sobre la epidemiología y patogenia 

de esta micosis en Cuba.  

 

I.2. Hipótesis 

Los aislamientos clínicos y ambientales cubanos del género Cryptococcus poseen 

diversidad genética y resistencia a los antifúngicos. 

 

I.3. Objetivos  

Objetivo general  

- Caracterizar taxonómicamente los aislamientos clínicos y ambientales cubanos de 

Cryptococcus así como determinar sus patrones genotípicos y de susceptibilidad a los 

antifúngicos. 

 

Objetivos específicos 

­ Determinar la especie, variedad, serotipo y tipo de apareamiento de los aislamientos de 

Cryptococcus.  

­ Comparar los patrones genéticos de aislamientos clínicos con los ambientales de 

C. neoformans var. grubii con vistas a determinar la relación entre los mismos y las 

posibles fuentes de infección humana. 

­ Caracterizar aislamientos consecutivos de C. neoformans var. grubii obtenidos de 

pacientes con meningitis recurrente. 
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­ Comparar los patrones de susceptibilidad in vitro de los aislamientos de C. neoformans 

var. grubii frente a los antifúngicos empleados en la primera línea de tratamiento de la 

infección criptococósica y otros azoles de reciente generación. 

 

I.4. Novedad científica 

­ Este es el estudio más amplio de susceptibilidad antifúngica de aislamientos cubanos de 

C. neoformans y es además el primero a nivel mundial donde se comparan los valores de 

concentración inhibitoria mínima de una amplia gama de antifúngicos frente a una 

representación importante de aislamientos colectados durante 25 años. 

­ Se reporta por primera vez la susceptibilidad in vitro de C. neoformans var. grubii frente 

al isavuconazol.  

­ Se diseñó un panel de nueve cebadores, siendo los pioneros en su aplicación como 

técnica de caracterización molecular en esta levadura.  

­ El estudio de la diversidad genética y de los patrones de susceptibilidad en aislamientos 

seriados de C. neoformans de pacientes con cuadros recurrentes no tiene precedentes en 

Cuba. 

­ Se determinó por primera vez en Cuba el serotipo/tipo de apareamiento de los 

aislamientos autóctonos del complejo C. neoformans. 

 

I.5. Valor teórico 

­ Se demuestra por primera vez la prevalencia de C. neoformans var. grubii MATα en los 

aislamientos estudiados. 

­ Se brindan nuevos conocimientos sobre la patogenia y epidemiología de la criptococosis 

y su agente causal para Cuba con implicaciones más allá de sus fronteras que se derivan 

de las siguientes observaciones: 
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» La segregación genética observada entre los aislamientos clínicos y ambientales, 

sugiere la presencia de nichos de C. neoformans var. grubii adicionales hasta ahora 

no estudiados. 

» La recurrencia o persistencia de la infección criptococósica es causada mayormente 

por la co-infección con diferentes genotipos. 

 

I.6. Valor práctico 

­ Uno de los objetivos priorizados por el Sistema de Salud Cubano es la vigilancia 

epidemiológica y la prevención, por lo que los conocimientos adquiridos con este trabajo 

se revertirán en impacto social al permitir re-evaluar estrategias en la prevención de la 

enfermedad y el manejo de los pacientes afectados. 

­ Los resultados obtenidos en las pruebas de susceptibilidad podrían contribuir a trazar 

pautas en el tratamiento de esta micosis en nuestro medio y a nivel mundial con la 

consiguiente disminución de mortalidad por esta infección, mejora en la calidad de vida 

de los pacientes así como ahorro de recursos por concepto de estadías hospitalarias y 

adquisición de medicamentos costosos y de menor efectividad. 

­ Las múltiples ventajas de la caracterización mediante STR (genotipado rentable en corto 

tiempo, menor laboriosidad, resultados transportables e intercambiables), sumado al 

elevado poder discriminatorio el cual quedó demostrado durante la realización de este 

trabajo, la hacen una técnica de gran utilidad para los estudios epidemiológicos de 

criptococosis y su agente causal. 
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II. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

 

El complejo C. neoformans fue dado a conocer como patógeno humano hace poco más de 

un siglo. Debido a su amplia distribución y al número creciente de individuos afectados por 

este agente, la infección que causa se ha convertido en un gran reto para la medicina 

moderna a nivel mundial. Aquí se pretende brindar un acercamiento a los aspectos más 

sobresalientes del complejo C. neoformans y la enfermedad que ocasiona en relación con 

las temáticas abordadas en el presente trabajo. 

 

II.1 Desde el descubrimiento del agente causal de la criptococosis hasta su clasificación 

actual 

Aunque posiblemente la descripción del primer caso de criptococosis date de 1861 por 

Zenker, la ausencia de evidencias microbiológicas, hizo atribuirle este crédito a los médicos 

alemanes Otto Busse y Abraham Buschke. En 1894 ellos reportaron el aislamiento de un 

microorganismo al que denominaron Saccharomyces hominis a partir de una lesión en la 

tibia de una mujer de 31 años. Casi simultáneamente, Sanfelice describió la presencia de 

una levadura capsulada obtenida a partir de jugo de durazno fermentado; posteriormente 

demostró su patogenicidad en animales de laboratorio y la denominó Saccharomyces 

neoformans. El propio Sanfelice poco tiempo después, recobra un agente similar a partir del 

nódulo linfático de un buey y lo denomina Saccharomyces lithogenes debido a que este 

presentaba algunas diferencias respecto al primero (Casadevall y Perfect, 1998, Bovers et 

al., 2008a). 
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Un año más tarde del primer reporte de un caso de criptococosis por Busse y Buschke, 

Ferdinan Curtis en Francia, describe un “parásito vegetal” levaduriforme como agente 

etiológico de un absceso ulcerado en un joven francés con antecedentes de salud. Basado en 

las diferencias morfológicas con los anteriores (levaduras ovales o elongadas) y la 

demostración en modelos animales de su afinidad por el tejido subcutáneo, Curtis 

denominó a este agente Saccharomyces subcutaneous tumefaciens. Debido a la ausencia de 

datos epidemiológicos, se desconoce si este caso, actualmente considerado como el primer 

reporte de infección por C. gattii, constituyó la primera infección autóctona en Francia 

(Kwon-Chung et al., 2011). 

Estos hallazgos evidenciaron tres aspectos cardinales: i) la capacidad de producir infección 

tanto en humanos como en animales, ii) esto sumado a la demostración de los postulados de 

Koch por Sanfelice y Curtis evidenciaron su potencial patogénico y iii) el hecho de ser 

recobrado a partir de fuentes naturales revelaba su naturaleza saprofita. No obstante, las 

diversas denominaciones recibidas causaron gran confusión respecto a este agente 

(Casadevall y Perfect, 1998; Bovers et al., 2008a).  

El género Cryptococcus se estableció por primera vez en 1833 por Kutzing para 

“acomodar” a un nuevo organismo descrito como “organismo microscópico globoso 

hialino que da lugar a colonias mucoides blanquecinas con posición taxonómica 

indeterminada”. Luego, en 1901, Vullemin consideró que aquellos microorganismos 

aislados por Busse y Sanfelice en 1894 deberían pertenecer a este género. A partir de 

entonces, su definición sufrió múltiples enmiendas hasta que se propuso conservar el 

nombre del género como Cryptococcus Vullemin y se designó a C. neoformans como 

especie tipo. Actualmente el género incluye cerca de 100 especies, tanto patógenas como 

no patógenas, para algunas de las cuales se conoce su estado teleomórfico (Tomado de 

Kwon-Chung et al., 2011). 

Un paso que contribuyó de manera significativa a la clasificación actual, fue el 

reconocimiento de la forma sexual de C. neoformans. En 1975 se describió el primer 

teleomorfo, Filobasidiella neoformans, el cual se obtuvo por el apareamiento de aislamientos 

compatibles de los serotipos A y D. La segunda especie, Filobasidiella bacillispora, se logró 
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por el entrecruzamiento de células compatibles de los serotipos B y C (Kwon-Chung, 1975). 

La correlación entre los serotipos y los diferentes estados teleomórficos indicaba que las 

diferencias entre los aislamientos no estaban limitadas a sus propiedades antigénicas. Los 

estudios subsecuentes demostraron que ambas especies se distinguen en cuanto a sus nichos 

ecológicos, epidemiología, bioquímica, asociación con diferentes estados inmunológicos 

del hospedador, filogenia y arreglos genómicos entre otros (anexo 1) (Kwon-Chung y 

Varma, 2006). 

Las investigaciones en torno a los más diversos aspectos relacionados con este agente y la 

enfermedad que produce, dieron lugar a su clasificación actual. Lo que otrora se consideró 

una “especie compleja”, hoy se reconoce como un “complejo de especies” (Fonseca et al., 

2011). El estado anamorfo de F. bacillispora, el cual comprende a los serotipos B y C se 

elevó al nivel superior y se nombró Cryptococcus bacillisporus; más tarde esta denominación 

se sustituyó por C. neoformans var. gattii y actualmente es reconocida como especie C. gattii. 

Por su parte, el anamorfo de F. neoformans (ser. A, D y AD), nombrado como  

C. neoformans, se reclasificó como C. neoformans var. neoformans; sin embargo, basado en 

sus características filogenéticas, esta nomenclatura también se modificó. Hoy esta última 

variedad, fue elevada a nivel de especie a la cual se le asignaron las variedades  

C. neoformans var. grubii correspondiente al serotipo A, C. neoformans var. neoformans 

correspondiente al serotipo D así como el estado intervarietal C. neoformans serotipo AD 

(anexo 2) (Kwon-Chung et al., 2006; Kwon-Chung et al., 2011).  

 

II.2. Criptococosis 

II.2.1. Concepto 

La criptococosis, conocida anteriormente como enfermedad de Busse y Buschke, blastomicosis 

europea o torulosis es la infección producida por las levaduras encapsuladas del complejo de 

especies C. neoformans; microorganismos ubicuos capaces de causar enfermedad tanto a 

humanos como a animales. Aunque la infección ocurre a partir de la inhalación de partículas 

infecciosas, las formas clínicas más frecuentemente diagnosticadas no son las pulmonares, sino 

la meningitis y la diseminada (Kwon-Chung et al., 2011). 
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II.2.2. Agente causal 

De las cerca de 100 especies descritas comprendidas en el género Cryptococcus, el 

complejo C. neoformans constituye el principal responsable de las infecciones tanto en 

humanos como en animales (Fonseca et al., 2011). No obstante, la literatura recoge un 

número cada vez mayor de reportes de casos por Cryptococcus albidus y Cryptococcus 

laurenti, como responsables aproximadamente el 80 % de las infecciones causadas por 

otras especies diferentes del complejo C. neoformans (Khawcharoenporn et al., 2007). 

Otros miembros de este género se reportan con menor frecuencia y se encuentran 

relacionadas fundamentalmente con la inmunodepresión severa como principal factor 

predisponente. Resulta razonable suponer que con el incremento en la aplicación de 

regímenes de tratamiento agresivos que conllevan a estados de inmunosupresión 

graves o prolongadas, así como el desarrollo de los sistemas microbiológicos de 

identificación cada vez más sensibles y específicos, se produzca un incremento 

simultáneo en el número de aislamiento de los mismos (Casadevall y Perfect, 1998; 

Khawcharoenporn et al., 2007; Kwon-Chung et al., 2011). La identificación correcta 

de estos agentes tiene gran relevancia clínica, ya que los mismos muestran diferente 

susceptibilidad a los antifúngicos, lo que conlleva cambios en la conducta terapéutica 

(Pfaller et al., 2009). No obstante, con fines prácticos, se considera que el complejo 

C. neoformans es el único que consistentemente produce esta enfermedad (Kwon-

Chung et al., 2011). 

Las levaduras pertenecientes al complejo C. neoformans se caracterizan por ser 

redondeadas-ovaladas de 4 a 6 µm de diámetro, rodeadas de una cápsula polisacarídica de 

tamaño variable. Los aislamientos recobrados de fuentes ambientales, suelen ser pequeños 

(  4 μm) con cápsula prácticamente inaparente mientras que en los de origen clínico sucede 

lo contrario (≥ 30 µm) (Casadevall y Perfect, 1998; Kronstad et al., 2011). Basado en las 

diferencias antigénicas de esta estructura, se identificaron cinco serotipos: A, B, C, D y AD 

en tanto que las características bioquímicas, ecológicas, epidemiológicas y genéticas 

permitieron distinguir las actuales especies y variedades que integran el complejo  

(anexo 1). 



III. Revisión bibliográfica  

 14I 

 

II.2.3. Ecología del agente causal 

El complejo C. neoformans está integrado por levaduras saprofitas de vida libre capaces de 

sobrevivir en diversos nichos ecológicos. Desde su descubrimiento hasta la actualidad, se 

han realizado numerosas investigaciones con vistas a lograr una mayor compresión de su 

ciclo biológico en la naturaleza (Casadevall y Perfect, 1998; Randhawa et al., 2010;  

Kwon-Chung et al., 2011).  

La especie C. neoformans se aisla en todas las latitudes a partir de las más disímiles fuentes 

naturales (del suelo, el aire, el agua, de la leche cruda y sus derivados, frutas cítricas, de las 

verduras tales como habichuelas, remolachas, coles, rábanos, lechugas, tomates y en 

algunos tubérculos como la papa). No obstante, el mayor número de aislamientos se reporta 

a partir de excretas de aves, especialmente de palomas domésticas (Columba livia), siendo 

este entre los conocidos, su nicho ecológico más importante (Casadevall y Perfect, 1998; 

Cabral, 1999; Kwon-Chung et al., 2011). A pesar de esto, las evidencias sugieren que las 

palomas no son su principal reservorio en la naturaleza, debido a las bajas concentraciones 

del microorganismo detectadas en el pico, el buche, las patas y el intestino de estas aves. 

Este fenómeno posiblemente se debe a la elevada temperatura corporal (41-43 °C) y las altas 

concentraciones de amonio presente en las excretas frescas que inhiben la multiplicación del 

agente. En contraste, en las heces acumuladas y protegidas de los rayos ultravioletas del sol, 

se pueden detectar concentraciones de hasta 2-3 x 10
6
 células/g de heces, donde es capaz de 

sobrevivir hasta un año si se renueva la fuente de nitrógeno (Hamasha et al., 2004). Estos 

hechos sumados a los reportes cada vez más frecuentes de C. neoformans a partir de más de 

22 especies de árboles de diferentes familias y géneros hacen suponer que su nicho ecológico 

primario pudieran ser las plantas (Lazera et al., 2000; Randhawa et al., 2008; Randhawa et 

al., 2010). Esta hipótesis está respaldada por la demostración de la especialización del 

complejo C. neoformans en la degradación de lignina que le sirve de sustrato para el 

crecimiento saprofito valiéndose de su enzima fenoloxidasa (Lazera et al., 2000). 

Por su parte, la especie C. gatti parece presentar una distribución más restringida a climas 

tropicales y subtropicales aunque más recientemente el brote ocurrido en la costa oeste de 
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América del Norte indica un cambio drástico en la adaptación de este microorganismo a 

otros ambientes (Kidd et al., 2007; Galanis y Macdougall, 2010; Macdougall et al., 2011). 

Su nicho ecológico fue un enigma hasta 1990 cuando los investigadores australianos Ellis y 

Pfeiffer describieron por primera vez su asociación con Eucalyptus camaldulensis. Ellos 

confirmaron la presencia de basidiosporas, suspendidas en el aire próximo a estos árboles y 

sugirieron que en ese reservorio podía ocurrir la reproducción sexual y la consecuente 

diseminación de los propágulos al ambiente (Ellis y Pfeiffer, 1990). Posteriormente se 

demostró que dicha asociación no está restringida a un tipo de árbol o a un área geográfica en 

particular (Lazera et al., 2000; Kidd et al., 2007). Reportes posteriores de su aislamiento a 

partir de guano de murciélago, en Brasil y de un nido de avispa, en Uruguay, contribuyeron al 

mejor conocimiento de la diversidad de sus fuentes naturales que, curiosamente, no incluyen 

excretas de aves o suelos contaminados (Ellis, 1987; Hamasha et al., 2004). 

 

II.2.4. Patogenia de la enfermedad 

Testimonios circunstanciales sugieren que la infección por las levaduras del complejo 

C. neoformans generalmente se desarrolla después de la inhalación de propágulos 

infecciosos. Esta también puede ocurrir en diversas especies de animales pero las 

evidencias de trasmisión tanto de persona a persona como de los animales al hombre o de 

enfermedad adquirida en el laboratorio, son escasas. Otras rutas son menos frecuentes e 

incluyen el trasplante de órganos a partir de donantes infectados y la inoculación cutánea a 

través de traumatismos (Török et al., 2010).  

Los estudios serológicos en la población general indican una alta prevalencia de infección 

por estas levaduras, la cual parece ser adquirida durante la infancia. A pesar de esto, no 

todos los individuos desarrollan la enfermedad ya que este proceso suele estar determinado 

por tres factores fundamentales: el estado de los mecanismos de defensa del hospedador, la 

virulencia de la cepa infectante y la cuantía del inóculo (Casadevall, 2010). 

Una vez inhalado el agente infeccioso, este llega a los pulmones, donde encuentra una primera 

línea de células efectoras fagocíticas inespecíficas: macrófagos alveolares, neutrófilos, células 

asesinas naturales y algunos linfocitos. La capacidad de estas células de eliminar las levaduras 
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es limitada, por lo que inóculos grandes pueden superarla y permitir la multiplicación del 

hongo. No obstante, los macrófagos que fagocitaron levaduras procesan los antígenos para 

expresarlos en su superficie unidos al complejo mayor de histocompatibilidad clase II y los 

presentan a los linfocitos T CD4
+
 encargados de desencadenar la respuesta inmune específica. 

En la mayoría de los sujetos inmunocompetentes, dicha respuesta es capaz de eliminar el 

microorganismo y la infección no pasa de un foco pulmonar localizado con pocos o ningún 

síntoma (Casadevall et al., 1993; Olszewski et al., 2010).  

El desarrollo de la criptococosis es más frecuente en individuos con trastornos de la inmunidad 

mediada por células y en la actualidad la infección con el VIH, resulta la condición 

predisponente más importante (Byrnes et al., 2009; Galanis y Macdougall, 2010). Otras 

circunstancias tales como: los tratamientos con esteroides, los pacientes que reciben trasplantes 

de órganos sólidos, las enfermedades pulmonares obstructivas crónicas, la diabetes, el linfoma, 

la leucemia, la sarcoidosis, la cirrosis, las enfermedades del tejido conectivo (Ej. lupus 

eritematoso y artritis reumatoide) las cuales a su vez son agravadas por el uso de esteroides, 

pudieran también favorecerla (Perfect, 2006). No obstante, la hipótesis de que un sistema 

inmune conservado es capaz de controlar la infección, ha sido desafiada. De un lado, los casos 

documentados desde antes de la epidemia del sida, demuestran que este agente es capaz de 

causar enfermedad en individuos sin causas predisponentes aparentes (Mitchell y Perfect, 1995) 

y de otro, se demostró ampliamente que la especie C. gattii, constituye la principal responsable 

de los cuadros de criptococosis en pacientes seronegativos al VIH (Casadevall, 2010).  

A diferencia de las potentes toxinas liberadas por las bacterias patógenas, el complejo  

C. neoformans no parece producir abundantes productos que contribuyan directamente a la 

manifestación de la enfermedad. La participación de los mismos es sutil y en muchos casos 

favorecen la supervivencia de la levadura en el hospedador. La patogenia de la infección 

criptococósica depende en gran medida del balance entre la acción simultánea de varios de 

estos mecanismos y el estado del sistema inmune (Casadevall et al., 2003; Idnurm et al., 

2005; Kozubowski y Heitman, 2011).  

Entre los atributos más estudiados del complejo C. neoformans que contribuyen a la 

producción de enfermedad se encuentran la cápsula polisacarídica y sus constituyentes, la 

síntesis de melanina y la síntesis de enzimas extracelulares (ureasa, superóxidodismutasa, 
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proteinasas, estearasas y lipasas) (Rodríguez et al., 2009; Zaragoza et al., 2009; Kronstad et 

al., 2011). Más recientemente se reconocieron otros atributos que contribuyen al poder 

patogénico de estas levaduras. Entre ellos, los cambios en la morfología (desde la 

formación de filamentos durante el apareamiento hasta la expansión de la cápsula y del 

tamaño celular en respuesta a determinados factores del hospedador durante la infección) y 

la formación de biopelícula (Martínez et al., 2008; Lin, 2009; Casadevall, 2010; 

Kozubowski y Heitman, 2011; Kronstad et al., 2011). 

Tanto C. neoformans como C. gattii comparten los principales mecanismos de adaptación y 

virulencia, lo que sustenta la clasificación de ambas especies como patógenas verdaderas. 

No obstante, la diferencia en la preferencia de hospedador resulta sorprendente y hasta el 

momento se desconocen sus bases, lo que indica la necesidad de estudios más profundos 

(Casadevall, 2010; Kozubowski y Heitman, 2011; Kronstad et al., 2011). 

La diseminación extrapulmonar se encuentra invariablemente asociada a enfermedad, 

siendo la meningoencefalitis la presentación clínica más frecuente. Las bases del 

neurotropismo del complejo C. neoformans no están muy claras, pero pudieran involucrar 

de un lado la abundante presencia de catecolaminas, las cuales constituyen excelentes 

sustratos para la enzima fenoloxidasa y de otro, la evasión selectiva de las defensas del 

hospedador. La barrera hematoencefálica excluye, de forma efectiva, las moléculas de 

proteínas como anticuerpos y factores del complemento, los cuales son esenciales para una 

opsonización eficiente del hongo. Se plantea que las células fagocíticas residentes del 

sistema nervioso central (SNC) son efectivas contra el hongo, pero su actividad depende de 

forma crítica de la presencia de opsoninas (Feldmesser et al., 2000; Casadevall, 2010; 

Charlier et al., 2010). 

Ambas, C. neoformans y C. gattii, son capaces de sobrevivir en el ambiente inhóspito de 

los fagosomas. El desarrollo de estas estructuras con grandes masas de levaduras en su 

interior sugiere que los primeros estadios de la replicación del microorganismo, ocurren 

dentro de estas vesículas para luego escapar a través de un proceso de expulsión no 

destructivo (Johnston y May, 2010). En realidad dicha expulsión es precedida de la fusión 

fagolisosoma, la cual parece estar coordinada o ser dependiente del patógeno, ya que la 

misma no se produce en presencia de levaduras muertas (Álvarez y Casadevall, 2006). 
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La observación de fagolisosomas gigantes dio lugar a especular que C. neoformans es 

capaz de alterar las propiedades de la membrana de estos organelos citoplasmáticos lo que 

permite al patógeno evitar la muerte de la célula hospedadora y con esto la activación del 

proceso inflamatorio. De otra parte, se demostró la transferencia de levaduras entre 

macrófagos, proceso que pudiera contribuir a la persistencia o latencia del patógeno en el 

hospedador (Ma et al., 2007; Johnston y May, 2010). 

Se han realizado numerosos estudios para tratar de comprender los mecanismos de 

persistencia de Cryptococcus. En este sentido, los trabajos de Olszewski et al., brindaron 

una amplia panorámica sobre este fenómeno tan complejo. Según estos investigadores, un 

pequeño número de levaduras pueden persistir por largos períodos e incluso de por vida en 

los tejidos del hospedador. En este caso, los efectos moduladores sobre la respuesta inmune 

tanto innata como adaptativa, la elevada capacidad de adaptación a condiciones extremas, 

así como el desarrollo de la capacidad de adaptación y resistencia a los tratamientos, 

aunque resultan insuficientes para promover la enfermedad en la mayoría de los 

hospedadores inmunocompetentes, favorecen la persistencia subclínica y la reactivación de 

la infección o recaídas (Olszewski et al., 2010). 

 

II.2.5. Manifestaciones clínicas  

Aunque el número de levaduras presentes en los sitios afectados es significativamente 

mayor en los pacientes inmunocomprometidos, las manifestaciones clínicas son similares 

tanto en estos como en los inmunocompetentes. Las infecciones por C. gattii a su vez 

pudieran distinguirse por su mayor tendencia a producir lesiones tumorales, mayor 

compromiso neurológico y una respuesta más retardada al tratamiento. A pesar de estas 

diferencias, la presentación de la enfermedad responde, independientemente del agente 

causal, al órgano más afectado (Richardson, 2003; Török et al., 2010). 

La literatura recoge un sinnúmero de revisiones acerca de la criptococosis tanto en la era pre-

sida como después de iniciada esta pandemia. En los más de 100 años de experiencia clínica, 

quedó establecido que el pulmón constituye el primer órgano de choque del complejo  

C. neoformans; sin embargo, la mayoría de los casos cursa de forma asintomática durante el 
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paso de esta levadura por el sistema respiratorio. Cuando aparecen manifestaciones, estas 

incluyen tos con expectoración mucoide, fiebre, dolor pleural, malestar general y pérdida de 

peso. A diferencia de la infección por Histoplasma capsulatum, Cryptococcus produce 

calcificación en los tejidos de forma excepcional, por lo que las lesiones no pueden ser 

detectadas radiológicamente; esta característica, combinada a la no disponibilidad de 

pruebas intradérmicas de utilidad, hacen más difícil la definición de infección por este 

agente (Richardson, 2003; Harrison 2009; Török et al., 2010). 

La mayoría de los casos no son diagnosticados hasta la aparición de los síntomas y signos 

neurológicos, siendo la infección del cerebro y las meninges la forma clínica más común y 

la principal causa de muerte durante la infección criptococósica. Generalmente se instaura 

de forma insidiosa, cursando con cefalea mantenida y fiebre (38-39 C). Además se puede 

presentar bajo la más variada sintomatología correspondiente a este sistema. Debido a que 

su presentación clínica es inespecífica, resulta importante considerar su diagnóstico en todo 

paciente seropositivo al VIH con fiebre y la re-evaluación de infección por el complejo 

C. neoformans a intervalos regulares, aún cuando las investigaciones iniciales sean 

negativas (Casadevall y Perfect, 1998; Richardson, 2003; Harrison, 2009). 

Otros sitios frecuentemente atacados son la piel y la próstata. Esta última es considerada 

como un reservorio importante en el hombre. No obstante, C. neoformans puede invadir de 

forma aislada o simultáneamente, cualquier parte del cuerpo durante el proceso de 

diseminación con manifestaciones propias de cada localización (Casadevall y Perfect, 

1998; Richardson, 2003; Török et al., 2010). 

 

II.3. Diagnóstico y caracterización molecular 

El diagnóstico microbiológico de la criptococosis se basa en el examen microscópico 

directo de la muestra, el aislamiento de la levadura así como la realización de pruebas 

bioquímicas y serológicas. No obstante, estos métodos presentan algunos inconvenientes que 

pudieran conducir a errores en la identificación (Huston y Mody, 2009). Los métodos 

fenotípicos por ejemplo, son laboriosos, consumidores de tiempo y en ocasiones imprecisos 

debido a la subjetividad en la interpretación de los resultados (Wengenack y Binniker, 2009). 
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Los métodos automatizados y semiautomatizados tales como el API 20C AUX y VITEK 

respectivamente permiten la obtención de resultados en aproximadamente 72 h; estos, sin 

embargo, presentan sus propias limitaciones ya que dependen de pruebas complementarias 

para la identificación del aislamiento (Gündeş et al., 2001; Massonete et al., 2004). Durante 

el diagnóstico inmunológico, por su parte, se observa la ocurrencia de falsos positivos 

debido a reacciones cruzadas con el factor reumatoideo, Trichosporon spp. y 

contaminaciones con gérmenes gramnegativos fundamentalmente (Huston y Mody, 2009). 

Aunque no se aplican al diagnóstico de rutina, existen métodos moleculares disponibles para la 

detección de secuencias genéticas específicas del complejo C. neoformans, tanto a partir de 

muestras clínicas como de cultivos (Bovers et al., 2007; Wengenack y Binnicker, 2009). Estas 

herramientas permiten la identificación de las especies del complejo C. neoformans y otras 

descritas menos frecuentemente como C. laurentii, proporcionando resultados más completos 

que el diagnóstico convencional con lo cual contribuyen a una mejor comprensión de la 

epidemiología y la historia natural de la criptococosis. Estas a su vez, se pueden emplear para 

conocer la presencia de determinados genotipos en una población dada, permitiendo el estudio 

de la diversidad de especies en el medio ambiente (Leaw et al., 2006).  

Dada la estrecha vinculación de este trabajo con algunas de estas herramientas durante el 

estudio de la criptococosis y su agente causal, a continuación se describen brevemente 

algunas de ellas. 

Hibridización ADN-ADN: Se basa en la propiedad intrínseca de la complementariedad de las 

bases nitrogenadas y fue una de las primeras aplicadas en los estudios moleculares de diversos 

patógenos incluyendo el complejo C. neoformans. Constituye una poderosa herramienta para el 

desarrollo de cebadores específicos y actualmente se emplea en investigaciones académicas para 

determinar las variaciones genéticas entre aislamientos de diferentes áreas geográficas (Hu et al., 

2008; Costa et al., 2010). 

Electrocariotipaje: Fue la primera técnica empleada para el análisis cromosomal de  

C. neoformans. La misma consiste en la separación de grandes fragmentos de ADN a través de 

su re-orientación en un gel de agarosa bajo la acción de campos alternos de electricidad. 

Polacheck y Lebens fueron los primeros en visualizar el cromosoma de C. neoformans y  
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C. gattii a través de un sistema de electroforesis con campos hexagonales alternantes, el cual 

reveló que ambas especies difieren en el número de bandas cromosomales. Debido a su 

complejidad elevada actualmente su aplicación en los estudios de C. neoformans es muy 

limitada (Polacheck y Lebens, 1989). 

PCR: Entre las múltiples herramientas para manipular y obtener datos a partir de ADN, esta 

técnica permite la obtención de múltiples copias de segmentos pequeños y específicos del 

genoma. La misma facilitó el avance en el diagnóstico de la criptococosis con suficiente 

especificidad y sensibilidad mediante la detección de cantidades mínimas de especímenes. Esta 

tiene las siguientes ventajas: i) ser rápida y de ejecución sencilla, ii) menos costosa que la 

hibridización, iii) puede ser totalmente automatizada, iv) aplicable a muestras contaminadas o 

cultivos mixtos, v) se puede usar en combinación con otras técnicas haciéndola útil como 

herramienta para estudios de epidemiología molecular. Las variantes más usadas en la 

identificación de C. neoformans y C. gattii son la PCR anidada, la PCR múltiple y la PCR en 

tiempo real. Entre las secuencias dianas empleadas más frecuentemente se destacan URA5, 

CAP59, M13 e ITS (18S, 5.8S y 28S). De todas ellas, la última es la más usada para la detección 

de secuencias fúngicas, especialmente debido a su alto grado de variación y la presencia de 

aproximadamente 100 copias por genoma haploide (Hsu et al., 2003; Pryce et al., 2006). 

PCR-fingerprinting: Se fundamenta en la detección de secuencias de ADN repetitivo 

hipervariables. Se considera como una de las técnicas moleculares más rápidas para la detección de 

patrones de bandas. Se utiliza para confirmar un tipo molecular determinado en los casos 

esporádicos de enfermedad o durante los estudios de epidemiología molecular. El hecho de utilizar 

cebadores cortos fundados en secuencias arbitrarias durante la amplificación elimina la necesidad 

de conocer previamente la secuencia lo que proporciona una mayor capacidad de discriminación 

para la caracterización en comparación con los análisis bioquímicos y serológicos. Debido su 

elevada sensibilidad y especificidad para detectar diferencias inter- e intra- variedad permite la 

diferenciación rápida de C. neoformans y C. gattii. Entre las secuencias dianas más utilizadas se 

encuentran el ARNr y ADNr (18S, 5.8S y 28S) y URA5, CNLAC1, CAP59, CAP64, PBL1, M13, y 

GACA4. Los estudios basados en la toma de “huellas dactilares” permiten la clasificación de los 

aislamientos clínicos y ambientales en 8 tipos moleculares mayores; sin embargo, todavía no hay 

una correlación exacta entre el serotipo y los tipos moleculares de C. gattii (Meyer et al., 2003; Chen 

et al., 2008; Mueller y Wolfenbarger, 1999; Kidd et al., 2007). 
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RAPD: Consiste en la amplificación de ADN genómico a través de cebadores simples con 

secuencias de nucleótidos arbitrarios. Detecta el polimorfismo sin información sobre la secuencia 

de nucleótidos específica. Este método permite la diferenciación de las variedades, serotipos, y los 

tipos moleculares de las principales especies patógenas del género. Se emplea para estudiar la 

variabilidad genética de Cryptococcus spp. provenientes de diferentes fuentes, para determinar el 

perfil genético de cepas obtenidas de pacientes con VIH de una determinada región geográfica o de 

diferentes sitios anatómicos. En la actualidad, su uso se ha sustituido por métodos más recientes que 

tienen mayor resolución (García-Hermoso et al., 1999; Litvintseva et al., 2005). 

RFLP y PCR-RFLP: Ambas se basan en el análisis del polimorfismo de regiones variables del 

ADN y son específicas para la detección rápida de los serotipos y los tipos moleculares del 

complejo C. neoformans. La diferencia básica entre ellas esta en que con el RFLP se analiza la 

variación de la longitud de los fragmentos del ADN genómico digeridos previamente con una 

enzima de restricción y el PCR-RFLP analiza solo el polimorfismo de un fragmento 

amplificado y digerido posteriormente con endonucleasas. Los estudios de epidemiología 

molecular demuestran que esta última se puede aplicar para determinar la posible relación entre 

los aislamientos del complejo C. neoformans clínicos y ambientales y para el diagnóstico de 

casos específicos. El empleo de la secuencia del gen URA5 es una de las  más utilizadas en la 

misma. (Boekhout et al., 2001; Meyer et al., 2003; Kidd et al., 2007).  

AFLP: Es una de las técnicas más avanzadas para la obtención de un gran número de marcadores 

moleculares distribuidos dentro de los genomas tanto de procariotas como de eucariotas. Es más 

eficiente que el PCR-RFLP, ya que combina una alta especificidad, alta resolución y alto poder de 

muestreo. Adicionalmente, es excelente en la detección de variabilidad genética ya que además 

explora la presencia o ausencia del polimorfismo en los sitios de restricción. Permite agrupar a las 

especies del complejo C. neoformans en seis tipos moleculares (anexo 1) y comparar los resultados 

obtenidos a través de otras técnicas de tipificación (Ej. la serotipificación). Entre sus principales 

limitaciones se encuentran: ser una técnica laboriosa (con varias etapas para su ejecución), 

mayor cantidad de reactivos y aparatos de laboratorio necesitados, y la calidad exquisita del 

ADN, factor crucial para el éxito de la técnica.  Hoy en día, el uso de AFLP para la tipificación 

del complejo C. neoformans también se asocia a estudios de virulencia (Mueller y Wolfenbarger, 

1999; Boekhout et al., 2001; Barreto de Oliveira et al., 2004; Enache-Angoulvant et al., 2007; Bovers et 

al., 2008b; Leal et al., 2008; Litvintseva y Mitchell, 2009; Byrnes et al., 2009).  
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MLST: Constituye una de las herramientas más importantes para los estudios de la epidemiología 

global y de la estructura de población. Se basa en la variación de la secuencia de nucleótidos  

de múltiples genes como los que codifican la cápsula, la ureasa, la fosfolipasa, y la producción  

de lacasa. Es de gran valor para la determinación de genotipos circulantes del complejo  

C. neoformans en diferentes partes del mundo. Entre sus ventajas cuentan la de ser altamente 

reproducible y concisa, sus resultados pueden ser analizados a través de programas bioinformáticos 

específicos y además pueden ser intercambiados entre los laboratorios. Por otra parte, los datos 

generados se pueden utilizar para diferenciar aislamientos e investigar las relaciones evolutivas. 

Recientemente, el grupo de trabajo dedicado a los estudios genotípicos de C. neoformans y C. gattii 

de la Sociedad Internacional de Micología Humana y Animal publicó el esquema de MLST 

acordado para los estudios de secuencias multilocus de ambas levaduras (Litvintseva et al., 2006; 

Chen et al., 2008; Hiremath et al., 2008; Meyer et al., 2009; Urwin y Maiden, 2003). 

Tipificación mediante STR: Sus primeras aplicaciones fueron en los estudios forenses y de 

paternidad pero sus múltiples ventajas favorecieron su expansión a otros campos. Los STR son 

secuencias de ADN en las que un fragmento (cuyo tamaño va desde uno hasta seis nucleótidos) 

se repite de manera consecutiva. La variación en el número de repeticiones crea diferentes 

alelos. Generalmente se encuentran en zonas no codificantes del ADN y poseen una alta tasa de 

mutación, lo que los hace muy polimórficos. Al igual que el MLST es altamente reproducible y 

sus resultados comparables fácilmente intra- e inter- laboratorios (Hanafy et al., 2008; de Valk et 

al., 2009; Klaassen, 2009) 

Actualmente, la tipificación molecular de los microorganismos juega un papel mucho más 

amplio que la simple determinación de los patrones genéticos que caracterizan un 

aislamiento. El desarrollo de estas técnicas trajo consigo nuevas posibilidades a los campos 

de la taxonomía, identificación y diagnóstico, así como al esclarecimiento sobre la filogenia 

y evolución de los mismos. La acumulación de los datos generados por estos métodos debe 

tener en el futuro, un impacto positivo sobre el control de especímenes resistentes y en un 

mejor manejo de la enfermedad (Costa et al., 2010; Kwon-Chung et al., 2011). 

  

http://es.wikipedia.org/wiki/ADN
http://es.wikipedia.org/wiki/Nucle%C3%B3tido
http://es.wikipedia.org/wiki/Alelo
http://es.wikipedia.org/wiki/Mutaci%C3%B3n
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II.4. Manejo de los pacientes con criptococosis. Nuevas opciones terapéuticas 

Entre las enfermedades infecciosas, el tratamiento de la criptococosis ha sido uno de los 

más estudiados; sin embargo, todavía quedan muchos aspectos terapéuticos por resolver. 

Aún resulta preocupante el hecho de que a pesar de los avances médicos, la tasa de 

mortalidad durante los tres primeros meses de tratamiento de la neurocriptococosis 

sobrepase el 20 % alcanzando el 100 % en los pacientes que no reciben tratamiento 

oportuno (Perfect et al., 2010). Los múltiples trabajos publicados sobre este tema coinciden 

en que entre los esquemas evaluados, el más efectivo consiste en la aplicación de una fase 

de inducción, seguida de consolidación y finalmente, con vistas a disminuir las frecuentes 

recidivas (  50 % de los que sobreviven el episodio inicial), una fase de mantenimiento 

en aquellos pacientes con conteos de linfocitos CD4
+
  200 células/mL (Casadevall y 

Perfect, 1998; Perfect et al., 2010; Török et al., 2010). 

Durante la primera fase, el tratamiento recomendado se basa en la combinación de dos o 

más medicamentos. Los de elección consisten en anfotericina B (0,7-10 mg/kg/d) y 

5-fluorocitosina (100 mg/kg/d) durante 2 semanas. Entre las alternativas disponibles se 

encuentran las formulaciones liposomales de anfotericina B y en los casos de no 

disponibilidad o intolerancia a alguno de los medicamentos mencionados, su sustitución 

por el fluconazol (800-400 mg/d) o el itraconazol (400 mg/d). Durante la fase de 

consolidación se recomienda el empleo del primero (400 mg/d) durante 8 semanas, dosis 

que se reduce a la mitad por no menos de un año en la siguiente fase. Como alternativas 

han sido evaluados el itraconazol (400 mg/d) y la anfotericina B (1 mg/kg/semana) (Perfect 

et al., 2010). La reducción o supresión de los tratamientos esteroideos cuando sea posible, 

la administración de interferón gamma y de la anfotericina B por vía intratecal o 

intraventricular, así como la escisión quirúrgica de las lesiones, son aplicadas en casos de 

fallo terapéutico (Richardson, 2003; Perfect et al., 2010; Török et al., 2010). La estrategia 

mejor para el manejo de la presión endocraneana no está bien establecida, pero las 

evidencias demuestran que el drenaje de líquido cefalorraquídeo (LCR) mediante diferentes 

métodos ofrece los mejores resultados (Casadevall y Perfect, 1998; Török et al., 2010). 

A pesar de los avances logrados, las cifras alarmantes de fallos terapéuticos y recaídas 

indican la carencia de un régimen fungicida óptimo para el control de esta infección, lo que 



III. Revisión bibliográfica  

 25I 

hace necesario la evaluación de nuevas estrategias. En este sentido se investiga sobre un 

espectro amplio de opciones, que incluyen desde la inmunización (tanto activa con antígeno 

polisacarídico de la levadura como pasiva con anticuerpos monoclonales específicos  

anti-C. neoformans) hasta la evaluación de nuevos antifúngicos (Mondon et al., 1999; 

Espinel-Ingroff, 2003; Thompson et al., 2008; Pfaller et al., 2009; Thompson et al., 2009; 

Saylo et al., 2010; Chow y Casadevall, 2011).  

A pesar de que ciertos antifúngicos desarrollados más recientemente ya se encuentran 

licenciados para uso en humanos, aún resulta difícil el tratamiento de algunos pacientes, lo 

que hace necesaria la búsqueda de otras alternativas terapéuticas. Nuevas generaciones de 

azoles tales como el ravuconazol, el albaconazol y el isavuconazol se encuentran 

actualmente en diferente estadios de desarrollo (Guinea y Bouza, 2008; Fera et al., 2009). 

El espectro antifúngico de este último parecer ser similar al del voriconazol y el 

posaconazol, demostró una potente actividad in vitro frente a las especies Candida, 

Aspergillus, Scedosporium spp., Blastomyces dermatitidis, Histoplasma capsulatum, 

Zygomycetes, así como frente a hongos pigmentados menos frecuentes (Exophiala spp. y 

Phialophora spp.) y hasta el momento no ha sido reportada resistencia cruzada con el 

fluconazol (Hagen et al., 2010a; Pasqualotto y Denning, 2008; Thompson et al., 2009; 

Thompson y Wiederhold, 2010; Yamazaki et al., 2010). Adicionalmente, el perfil 

farmacocinético de esta droga, resulta ventajoso con relación al de otros antifúngicos (baja 

toxicidad, vida media prolongada, escasa interacción con otros medicamentos y buena 

tolerancia), permitiendo su administración tanto oral como parenteral (Thompson y 

Wiederhold, 2010). Este medicamento se encuentra actualmente en fase III de ensayo 

clínico, pero los escasos datos sobre su costo y eficacia clínica tanto en el tratamiento como 

en la prevención de las micosis invasivas aún hacen incierta su utilidad (Guinea y Bouza, 

2008; Guinea et al., 2010). 

En el anexo 3 se resumen las principales características de los antifúngicos evaluados en 

este estudio. 
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II.5. Pruebas de susceptibilidad in vitro 

En la medida que se incrementa el número de antimicrobianos disponibles, se incrementa 

también la necesidad de métodos confiables para determinar la susceptibilidad de los 

aislamientos frente a los mismos, contribuyendo de esta forma a la selección de la mejor 

opción terapéutica. Esta realidad no pasó a ser importante en la micología médica hasta 

iniciada la epidemia del sida. El empleo del fluconazol generalmente a dosis 

subterapéuticas para el tratamiento de la candidiasis oroesofágica, desencadenó la 

emergencia de especímenes resistentes, al tiempo que inducía la selección natural de otras 

con resistencia innata. Así, fueron los pacientes infectados con el VIH los que 

proporcionaron las principales evidencias in vivo para el posterior desarrollo de las pruebas 

in vitro (Tapia, 2009). 

La aplicación de métodos estandarizados y reproducibles para determinar la susceptibilidad 

permite la comparación de los resultados obtenidos y realizar análisis epidemiológicos a nivel 

nacional e internacional. Los primeros reportes de resistencia fueron cuestionados sobre la 

base del empleo de diferentes metodologías con escasa reproducibilidad intra- e inter- 

laboratorios. Los trabajos posteriores demostraron la importancia de ajustar las condiciones 

de estas pruebas (cuantía del inóculo, la composición del medio de cultivo, el pH, la 

temperatura y duración de la incubación, entre otros) debido al impacto de los mismos sobre 

valores de concentración inhibitoria mínima (CIM) (Rambali et al., 2001). Entre los métodos 

más empleados y por su relación con este trabajo, se comentarán brevemente algunos de ellos. 

Métodos de dilución en medio líquido: El primer método optimizado y estandarizado para 

el estudio de la susceptibilidad de levaduras fue el de macrodilución en medio líquido. Este 

fue desarrollado por el Comité Nacional para Estándares de Laboratorios Clínicos 

(NCCLS, de sus siglas en inglés), hoy Instituto de Estándares para Laboratorios Clínicos 

(CLSI, de sus siglas en inglés). Posteriormente, este método se adaptó al formato de placas 

de microdilución, siendo este en la actualidad, el más aceptado como referencia (Johnson et 

al., 2008; CLSI, 2008a). Desafortunadamente, hasta la fecha solo se encuentran publicados 

los valores de corte para la 5-fluorocitosina y algunos azoles frente a Candida spp (CLSI, 

2008b). Aunque el CLSI recomienda la lectura después de 48 h de incubación, la diferencia 

de los valores de CIM y la interpretación de los mismos (susceptible, susceptible 
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dependiente de la dosis o resistente) a las 24 h son mínimas. La determinación del valor de 

CIM es un factor de gran importancia, sobre todo cuando se evidencia una cola de 

crecimiento, lo cual es especialmente evidente frente a los azoles. En tales casos, se debe 

definir el punto al cual se produce una reducción de al menos el 50 % del crecimiento con 

relación al crecimiento en ausencia de la droga en cuestión (CLSI, 2008a).  

El Comité Europeo para Pruebas de Susceptibilidad Antimicrobianas (EUCAST, de sus 

siglas en inglés) ha promovido modificaciones, que en términos prácticos, hacen la prueba 

de microdilución en medio líquido menos laboriosa, más fácil de interpretar (sobre todo en 

aislamientos que presentan cola de crecimiento) y más rápida, al arrojar resultados 

definitivos a las 24 h para Candida spp. y 48 h para Cryptococcus spp. Aunque según los 

trabajos publicados al respecto, ambos métodos presenta buena correlación, es conveniente 

considerar en cada estándar sus propios valores de corte (Espinel-Ingroff et al., 2005, 

Rodríguez-Tudela et al., 2007, Rodríguez-Tudela et al., 2010).  

Debido a la complejidad y al elevado consumo de tiempo, así como a la no siempre fácil 

interpretación de los resultados que conllevan estas pruebas, se desarrollaron otros métodos 

que superen estas desventajas. Actualmente existen en el mercado diferentes pruebas para 

la determinación de la susceptibilidad a los antifúngicos en diferentes formatos. Una de las 

que ha logrado mayor aproximación a la metodología de referencia es el Sensitire  

YeastOne (TREK Diagnostic Systems LTD, Reino Unido) en el cual se incorporaron 

antifúngicos disponibles de reciente generación (Johnson et al., 2008).  

Etest (AB Biodisk, Suecia): Se describió más recientemente y constituye una de las 

alternativas más atractivas actualmente disponibles en el mercado. Es uno de los métodos 

más simples basado en la aplicación de una tira plástica con un gradiente de concentración 

del antifúngico colocada sobre una superficie de agar previamente inoculada con el 

aislamiento bajo estudio; después de la incubación, se determina la zona de inhibición 

interpretándose la CIM como el punto donde la elipse de inhibición intersecta la tira. Una 

vez que el operador adquiere experiencia en la lectura e interpretación de la prueba, 

constituye un método confiable y reproducible cuyos resultados muestran buena 

correlación con el método de referencia (Johnson et al., 2008; Tapia et al., 2009). Entre los 

inconvenientes más importantes de este método es que la detección de resistencia en 
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especies usualmente sensibles debe comprobarse por un segundo método. Este hecho es 

particularmente importante en aislamientos de Candida tropicalis los cuales suelen mostrar 

una cola de crecimiento mayor que otras especies y en Cryptococcus debido a su 

crecimiento relativamente pobre sobre el medio de cultivo recomendado. El empleo del 

Etest además, brinda un rango mucho más amplio de CIM que el obtenido por otros 

métodos; así, los aislamientos susceptibles tienden a mostrar valores muy bajos de CIM 

mientras que los de menor susceptibilidad tienden a presentar valores más altos que los 

obtenidos en otros tipos de pruebas. El método está estandarizado tanto para levaduras 

como para hongos filamentosos y actualmente se encuentra disponible para la anfotericina 

B, 5-fluorocitosina, fluconazol, itraconazol, voriconazol, posaconazol y caspofungina 

(Johnson et al., 2008). 

Difusión en disco: Es un método sencillo y económico disponible para los antifúngicos 

solubles en agua tales como la 5-fluorocitosina, fluconazol y voriconazol. Actualmente 

existen normas descritas por el CLSI para su aplicación e interpretación especialmente para 

levaduras del género Candida (CLSI, 2008c; Johnson et al., 2008). Este provee una zona de 

inhibición cuyo diámetro fue correlacionado de forma extensiva con los valores de CIM 

obtenidos por el método de referencia a través de la evaluación de miles de aislamientos en 

diferentes estudios (Pfaller et al., 2004). A pesar de la disponibilidad de gran variedad de 

sistemas de discos no todos han sido evaluados por igual. La adición de azul de metileno al 

medio de cultivo (0,5 µg/mL), parece brindar una mejor definición de la zona de inhibición 

y facilitar la lectura de la prueba (CLSI, 2008c). 

Estas metodologías pudieran predecir la respuesta clínica al tratamiento, sin embargo, en el 

marco de las micosis invasivas, aún existen un gran número de factores que pudieran ser 

ambiguos cuando se trata de interpretar la actividad in vitro de los agentes antifúngicos. En 

este sentido los análisis de farmacodinámica y fármacocinética conjuntamente con la 

identificación de los mecanismos de resistencia han sido de gran utilidad en el 

establecimiento de los valores de corte al menos para algunos de los agentes sistémicos 

activos frente a ciertas levaduras (Tapia, 2009).  

Aunque hasta la fecha la anfotericina B es uno de los antifúngicos con mayor espectro de 

actividad, existen reportes que sugieren la presencia de algunas especies menos susceptibles 
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(Lozano et al., 1998; Arikan, 2007; Johnson et al., 2008). En cuanto a la 5-fluorocitosina, 

solo unos pocos hongos filamentosos resultan susceptibles a la misma, a lo que se ha 

sumando la emergencia de aislamientos resistentes, hecho que ha limitado aún más su uso 

(Schwarz et al., 2007). 

Se ha demostrado que los regímenes de tratamiento con azoles a dosis máximas por 

períodos cortos son menos propensos a inducir pérdida de la susceptibilidad a los mismos. 

Durante la criptococosis, el empleo del fluconazol en la terapia de mantenimiento por 

tiempo prolongado, posiblemente haya influido en la emergencia de aislamientos 

resistentes. Aunque se ha demostrado que algunas especies resistentes a esta droga son 

susceptibles al voriconazol, el posaconazol y el isavuconazol (Birley et al., 1995), en 

algunas ocasiones se ha logrado demostrar resistencia cruzada entre el fluconazol y otros 

azoles (Pasqualotto y Denning, 2008; Thompson y Wiederhold, 2010), lo que refuerza la 

necesidad de métodos rápidos y precisos para determinar la susceptibilidad antifúngica.  

El estudio sistemático de la susceptibilidad no solo es útil para definir el espectro de 

actividad de las drogas disponibles y en desarrollo, para determinar resistencia tanto 

intrínseca como adquirida, sino también sirven de soporte a los estudios de eficacia clínica. 

En este sentido, la identificación del agente fúngico puede ser suficiente para alertar al 

clínico acerca de los posibles resultados del tratamiento (Arikan, 2007; Johnson et al., 

2008). 

Debido a la frecuencia relativamente baja de aislamientos resistentes y los múltiples 

factores involucrados en las micosis invasivas, resulta difícil la validación de valores de 

corte. La interacción entre las drogas antifúngicas y el hospedador, entre el hongo y el 

hospedador y entre la droga y el hongo es un proceso complejo, por lo que las pruebas de 

susceptibilidad in vitro solo proveen una pequeña parte de la información necesaria para 

predecir el desenlace del tratamiento. Sin embargo, el desarrollo de los métodos 

estandarizados de susceptibilidad antifúngica, constituyen un notable avance. Dado el 

creciente incremento de agentes antimicóticos, estas pruebas contribuyen de forma 

significativa a la elección del más apropiado, especialmente en las infecciones que 

comprometen la vida del paciente. 
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III. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

III.1. Tipo de estudio 

El compendio de investigaciones que aquí se presentan se desarrolló en el período 

comprendido entre agosto de 2006 y diciembre de 2010. El mismo forma parte importante 

del proyecto ramal de investigación “Aislamiento y caracterización de Cryptococcus a 

partir de fuentes naturales”.  

Además del Laboratorio de Micología del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kourí” 

donde se llevó a cabo el trabajo, otras instituciones contribuyeron a su desarrollo: el 

hospital “Canisius-Wihelmina” y el Centro de Biodiversidad Fúngica (CWZ y CBS, 

respectivamente, de sus siglas en neerlandés), ambos de los Países Bajos.  

Este trabajo consistió en un estudio analítico de corte realizado en diferentes etapas. La 

primera de ellas estuvo dada por la caracterización taxonómica de todos los aislamientos 

incluidos; la segunda, la comparación de los patrones genéticos de los especímenes clínicos 

y ambientales identificados previamente como C. neoformans var. grubii; la tercera, la 

caracterización desde el punto de vista genético y de la susceptibilidad a los antifúngicos de 

los aislamientos obtenidos de pacientes con criptococosis recurrente y la cuarta, abarcó los 

estudios de susceptibilidad de especímenes identificados como C. neoformans var. grubii. 
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III.2. Marco de la investigación 

El trabajo tuvo como antecedente, los estudios de prevalencia de C. neoformans en 

palomares urbanos domésticos de Ciudad de La Habana (actualmente La Habana), Pinar 

del Río y Cienfuegos (Brito, 2000; Fernández, 2001; Rabelo, 2002), así como los 

relacionados con los aislamientos clínicos obtenidos durante el servicio de diagnóstico que 

se realiza en el LMIPK desde hace más de 20 años. Estos constituyeron importantes pilares 

que dieron paso a la búsqueda de posibles explicaciones a la problemática existente en 

relación a esta micosis y su agente causal, como se detalla en la introducción y la revisión 

sobre el tema. 

 

III.3. Procedimientos de trabajo 

Para su mejor comprensión, el contenido de este acápite se desglosó en diferentes 

secciones. En estas se detallan, en primera instancia, el material biológico empleado y a 

continuación cada investigación realizada para dar respuesta a los objetivos planteados.  

 

III.3.1. Material biológico 

El material biológico incluido en este presente trabajo estuvo distribuido como se expresa 

en el diagrama siguiente. 

 

 

 

 

 

 

En la figura 1 se muestra la procedencia geográfica de todos los aislamientos a estudiar y en 

los siguientes subacápites se ofrece una explicación más detallada sobre cada uno de los 

elementos.  

Material  

biológico 

Cepas controles 

(9) 

Aislamientos  

para estudio 

(416) 

Origen clínico 

(134) 

Origen ambiental 

(282) 

Excretas de palomas 

(86) 

Material vegetal 

(196) 

Material  

Genético 
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Figura 1. Distribución geográfica de las áreas muestreadas durante la recolección de 

material vegetal así como de los aislamientos clínicos y obtenidos a partir de excretas de 

palomas incluidos en el estudio. Las cifras dentro de los círculos representan la cantidad de 

especímense recuperados en cada caso (en siete de los aislamientos clínicos no se pudo 

precisar el origen geográfico de los mismos).  

 

III.3.1.1. Cepas controles 

Se emplearon las siguientes cepas controles según se especifica en cada caso:  

Cepa Código Empleada en los análisis de 

C. neoformans var. grubii (Aa) CBS 9172 Serotipo/tipo de apareamiento 

C. neoformans var. grubii (Aα) CBS 8710 Serotipo/tipo de apareamiento 

C. neoformans var. neoformans (Da) CBS 10511 Serotipo/tipo de apareamiento y STR 

C. neoformans var. neoformans (Dα) CBS 10513 Serotipo/tipo de apareamiento 

C. gattii (Bα) CBS 6956 Serotipo/tipo de apareamiento y STR 

C. gattii (Cα) CBS 10101 Serotipo/tipo de apareamiento y STR 

C. neoformans var. grubii (Aα) H99 STR 

Candida krusei  ATCC 6258 Pruebas de susceptibilidad in vitro 

Candida parapsilosis ATCC 22019 Pruebas de susceptibilidad in vitro 
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8 

6 

20 

21 

Aislamientos obtenidos a partir de excretas de palomas 

Aislamientos obtenidos a partir de muestras clínicas 

Áreas muestreadas durante la recolección de material vegetal 
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Los códigos CBS corresponden a los de la colección del Centro de Biodiversidad Fúngica de 

Los Países Bajos; ATCC a los de la Colección Estadounidense de Cultivos Tipos; la cepa H99 

perteneciente al genotipo AFLP VNI cuya secuencia está publicada en el GenBank con el 

número de acceso AF542529, se utiliza como secuencia tipo en los estudios genéticos (Meyer 

et al., 2009). 

 

III.3.1.2. Aislamientos clínicos  

Se incluyeron un total de 134 C. neoformans obtenidos entre 1987 y 2009 conservados 

en la colección del LMIPK. Del total, 99 provenían de Ciudad de La Habana y La 

Habana (según la división política-administrativa vigente en el momento del estudio) y 

los demás de otras provincias del país como se ilustra en la figura 1. En 12 de ellos no 

se pudo precisar el tipo de paciente del que fueron recuperados, 95 se aislaron de 

personas con sida y 25 de sero-negativas al VIH. Según el tipo de muestra, la mayoría 

(127), se recobraron a partir de LCR y los restantes de: sangre (2), orina, material de 

biopsia, semen, tejido y lavado bronquioalveolar (uno de cada uno).  

Todos los aislamientos fueron previamente identificados como C. neoformans ser. A 

(var. grubii) mediante métodos convencionales (Kwon-Chung et al., 1982; Hazen y 

Howell, 2003) y el juego de reactivos comercial para seroaglutinación Crypto Check 

Iatron RM 304-K (Laboratorios Iatron, Japón). Estos se encontraban conservados en 

agua destilada estéril a temperatura ambiente (28 °C) (Castellani, 1967; Yarrow 1998). 

Antes de su utilización, se comprobó la viabilidad y pureza mediante inoculación por 

estrías de máximo agotamiento sobre placas de agar dextrosa de Sabouraud (ADS), así 

como su identidad con el sistema comercial Auxacolor 2 (Bio-Rad, Francia).  

 

III.3.1.3. Aislamientos de material vegetal 

Para este estudio se recolectaron 662 muestras de 331 plantas a lo largo de la costa 

norte de las provincias Ciudad de La Habana y La Habana (según la división política-

administrativa vigente en el momento del estudio) entre los meses de abril y junio del 

2009 (figura 1).  
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Criterio de selección: Para el trabajo se escogieron diferentes zonas urbanas con gran 

cantidad y variedad de especies de árboles. Se incluyeron todos los ejemplares adultos 

con cavidades o ranuras profundas en el tronco que se encontraban en áreas públicas. 

Debido a reportes previos de la presencia de levaduras del complejo C. neoformans en 

estas especies (Randhawa et al., 2006; Hiremath et al., 2008; Randhawa et al., 2008; 

Loperana et al., 2010; Chowdahary et al., 2011), en primera instancia se seleccionaron 

almendros de la India (Terminalia cattapa), Ficus spp. y cactaceas (65, 63 y 60 

ejemplares respectivamente). Los Ficus estuvieron representados en su mayoría por laurel 

de la India y entre las cactáceas predominaron Cephalocerus royenii y Opuntia spp.  

Por la estrecha relación geográfica con las primeras, entre las especies muestreadas 

quedaron incluidas también 65 flamboyanes (Delonix regia), 60 casuarinas (Casuarina 

equisetifolia), 5 majaguas (Talipariti elatum), 3 ceibas (Ceiba pentandra), 2 uvas caleta 

(Coccoloba uvifera), 1 copey (Clusia resea), 1 covalonga (Thevetia peruviana),  

1 flamboyán amarillo (Peltophorum adratum), 1 ocuje (Callophyllum inophyllum),  

1 pino (Pinus caribea) y 1 roble blanco (Tabebuia pentaphylle)  

Las muestras se obtuvieron de dos sitios diferentes de cada planta, mediante hisopados 

de las ranuras u oquedades. Cada hisopo se depositó en tubo de vidrio estéril que 

contenía 2 mL de solución salina estéril (SSE). Estos se transportaron al LMIPK y se 

procesaron en un tiempo no mayor de 4 h, según lo descrito en la literatura consultada 

(Randhawa et al., 2005). Se inocularon en placas de Petri con medio mínimo de agar 

ácido caféico (AAC) (anexo 4) (Vidotto et al., 2004). Las placas inoculadas se 

mantuvieron a 35 °C durante 5-7 días y se les practicó un examen estereoscópico diario. 

Se seleccionaron aquellas colonias que tenían características morfológicas compatibles 

con las producidas por las levaduras del género Cryptococcus. Dichas colonias se 

transfirieron a placas de Petri con medio ADS suplementado con 0,05 g/L de 

cloranfenicol mediante siembra por estrías de máximo agotamiento, con el fin de 

obtener colonias aisladas. La identificación presuntiva se realizó de acuerdo a las 

características macro- y micro- morfológicas, la capacidad de crecer a 37 °C, la 

detección de actividad ureasa y fenoloxidasa, la asimilación de inositol como única 
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fuente de energía y el crecimiento en medio L-canavanina-glicina-azul de bromotimol 

(CGB) (Kwon-Chung et al., 1982; Hazen y Howell, 2003). 

 

III.3.1.4. Aislamientos de excretas de palomas 

Los aislamientos de excretas de palomas fueron identificados previamente siguiendo la 

metodología descrita a partir de material vegetal. 

Se incluyeron 86 aislamientos procedentes de: Pinar del Río (n = 31) (Fernández, 2001), La 

Habana (n = 6) (Brito, 2000), Cienfuegos (n = 8) (Rabelo, 2002), Holguín (n = 20) y Santiago 

de Cuba (n = 21) (estas últimas obtenidas por la propia autora en el 2006 siguiendo igual 

metodología a la descrita en los trabajos anteriores).Tres del total fueron identificadas 

presuntivamente como C. gattii de acuerdo a sus características en el medio CGB.  

 

III.3.1.5. Obtención del material genético 

El material genético se obtuvo a partir de cultivos frescos de los aislamientos para estudio 

y las cepas controles en ADS incubados a 30 °C durante 48 h. Se prepararon suspensiones 

en solución de lisis (Roche Diagnostics, Países Bajos) y se sometieron a ruptura mecánica 

en MagnaLyser (Roche Diagnostics) durante 30 seg a 6500 rpm. A continuación, se 

purificó el ADN mediante el LC MagnaPure empleando el estuche III según lo 

recomendado por el fabricante (Roche Diagnostics). La pureza y el rendimiento obtenido 

se estimaron por la absorbancia a 260/280 nm de luz UV en espectrofotómetro 130 

Nanodrop ND-1000 (Nanodrop, EE.UU.). 

 

III.3.2. Investigaciones realizadas para dar respuesta a los objetivos propuestos 

III.3.2.1. Caracterización taxonómica hasta nivel de serotipo y tipo de apareamiento 

de los aislamientos cubanos de Cryptococcus 

La identidad de los 146 aislamientos investigados se confirmó mediante métodos moleculares. 

En un primer paso se realizó un análisis de los patrones genéticos mediante AFLP. 
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Posteriormente se seleccionó el 10 % de los aislamientos de cada agrupación genética para 

su identificación hasta el nivel de especie por secuenciación de las regiones ITS1/5.8S/ITS2 

del ARNr y D1-D2 del ADNr. Finalmente, a todos los especímenes pertenecientes al 

complejo C. neoformans se les determinó su serotipo y tipo de apareamiento según se 

describe a continuación. 

 

III.3.2.1.1. AFLP (Boekhout et al., 2001; Meyer et al., 2009). 

Preparación de la reacción: Alrededor de 50 ng del ADN genómico se sometió a un 

procedimiento combinado de restricción-ligación con 5 pmol de los adaptadores EcoR I y 

Mse I, 2 U de EcoR I (New England Biolabs, EE.UU.), 2 U de Mse I (New England 

Biolabs) y 1 U de T4 ADN ligasa (Promega, Países Bajos), en un volumen total de 20 µL 

de tampón de reacción durante 1 h a 20 °C. A continuación, la mezcla se diluyó cinco veces 

con 10 mM Tris-HCl pH 8,3. Los adaptadores se confeccionaron mediante la mezcla de 

cantidades equimolares de oligonucleótidos complementarios  

(5´-CTCGTAGACTGCGTACC-3´ y 5´-AATTGGTACGCAGTC-3´ para EcoR I; 

5´-GACGATGAGTCCTGAC-3´ y 5´-TAGTCAGGACTCAT-3´ para Mse I) y 

calentamiento a 95 °C, seguido de enfriamiento lento a temperatura ambiente.  

Un microlitro de la mezcla de restricción-ligación se utilizó para la amplificación en un 

volumen de 25 µL en las siguientes condiciones: cebador EcoR I (1 µM) con dos residuos 

selectivos (5´-Flu-GTAGACTGCGTACCCGTAC-3´), cebador Mse I (1 µM)  

con el residuo selectivo (5´-GATGAGTCCT GACTAAG-3´), dNTP (0,2 mM) y  

Taq ADN-polimerasa (1 U) (Roche Diagnostics) en tampón de reacción con  

MgCl2 (1,5 mM).  

Condiciones de la amplificación: Después del paso inicial de desnaturalización durante 

4 min a 94 °C, se aplicaron 20 ciclos: 15 seg de desnaturalización a 94 °C seguido de 

15 seg de hibridación a 66 °C. La temperatura de cada ciclo se disminuyó en 0,5 °C y un 

minuto de extensión a 72 °C. Posteriormente, se aplicaron 30 ciclos con una temperatura de 

56 °C. Una vez completados los ciclos, se realizó una incubación adicional a 72 °C durante 

10 min. A continuación, se prosiguió con enfriamiento lento del producto de la reacción 



III. Materiales y Métodos 

38 

 

hasta alcanzar la temperatura ambiente, los amplicones se combinaron con ET400-R de 

tamaño regular (GE Healthcare, Bélgica) y se analizaron en la plataforma automática 

MegaBACE 500 (GE Healthcare) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.  

Electroforesis capilar (de Valk et al., 2007): Después de la amplificación, los productos de 

reacción se diluyeron 10 veces con agua destilada. Un mililitro de los productos diluidos se 

combinó con 0,25 mL del marcador de ET-ROX550 (GE Healthcare) y 8,75 mL de agua 

destilada. Después de un minuto de desnaturalización a 94 °C, las muestras se enfriaron 

rápidamente a temperatura ambiente y inyectaron en la plataforma de análisis automático 

de ADN MegaBACE 500 equipada con una matriz de 48 capilares según lo recomendado 

por el fabricante (GE Healthcare). Los electroferogramas se analizaron mediante el 

programa Fragment Profiler versión 1,2 (GE Healthcare).  

Análisis de datos: Los datos se importaron al programa BioNumerics versión 5,0 (Applied 

Maths, Bélgica) y se analizaron mediante el método de las variables no ponderadas 

(UPGMA, de sus siglas en inglés) usando el coeficiente de correlación de Pearson. 

 

III.3.2.1.2. Secuenciación nucleotídica de las regiones ITS1/5.8S/ITS2 y D1-D2  

(Katsu et al., 2004) 

Como paso previo se realizó la amplificación de los fragmentos de interés mediante PCR 

para lo cual se empleó un volumen total de 50 µL que contuvo: 1 µL de ADN 

(aproximadamente 20-100 ng), cebadores V9 y RLR3R (0,5 µM) según se describen en la 

tabla 1, dNTP (0,2 mM), MgCl2 (2 mM) y Fast StartTaq ADN polimerasa (1 U) (Roche 

Diagnostics) diluidos en el tampón de reacción. 

  



III. Materiales y Métodos 

39 

 

 

Condiciones de la amplificación: Después de la desnaturalización inicial durante 10 min a 

94 °C, se aplicaron 35 ciclos de 30 seg a 94 °C, 30 seg a 52 °C y 2 min a 72 °C. 

Inmediatamente, se realizó incubación adicional durante 10 min a 72 °C y se prosiguió 

con enfriamiento lento hasta alcanzar la temperatura ambiente.  

Los productos amplificados se purificaron mediante SPRI chemistry (AMPure 

Beckman Coulter, Países Bajos) y sujetos a análisis bidireccional de secuencias  con 

los cebadores ITS1 e ITS4 para la región ITS1/5.8S/ITS2 así como NL1 y RLR3R 

para la región D1-D2 (tabla 1). La secuenciación se realizó mediante el empleo del 

juego DYEnamic ET Dye Terminator (GE Healthcare) de acuerdo a las 

recomendaciones del fabricante. La amplificación de los productos se realizó 

mediante SPRI chemistry (CleanSeq Beckman Coulter, Países Bajos) en plataforma 

MegaBACE 500 según lo recomendado. Las secuencias de ADN obtenidas se 

analizaron con el programa Sequence Analyzer versión 3 (GE Healthcare) y se 

compararon con las depositadas en las base de datos públicas (GenBank) y en el  

CBS-KNAW del Centro de Biodiversidad Fúngica (Países Bajos) mediante el 

programa BLAST disponible en http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ (Altschul et 

al., 1997). 

Tabla 1.Combinación de cebadores empleados  tanto en la determinación del serotipo y 

tipo de apareamiento como en la secuenciación de los aislamientos estudiados. 

Cebador Secuencia del cebador (5´ - 3´) 

LR3 5’-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’ 

V9 5’-TGCGTTGATTACGTCCCTGC-3’ 

RLR3R 5’-GGTCCGTGTTTCAAGAC-3’ 

ITS1 5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’ 

ITS4 5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’ 

NL1 5’-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’ 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
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III.3.2.1.3. Determinación del serotipo y tipo de apareamiento (Barreto de Oliveira et 

al., 2004; Bovers et al. 2008a)  

La amplificación de los alelos MATa y MATα del locus STE20 tanto del serotipo A como D 

se materializó a través de cuatro PCR.  

Preparación de las reacciones: Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 

25 µL conteniendo solución de corrida amortiguadora (Tris-HCl 10 mM, KCl 50 mM, 

MgCl2 1,5 mM, gelatina 0,01 %, Tritón X100 0,1 %, pH 8,3), dNTPs (0,2 mM),  

Taq ADN-polimerasa (0,5 U) (Gentaur, Bélgica), ADN molde (1 µL) y cebadores según el 

caso (15 pmol) (tabla 2). 

 

El protocolo consistió en 5 min a 96 °C, seguido de 30 ciclos de 30 seg a igual temperatura, 

66 °C por 30 seg y un paso final de extensión a 72 °C por un minuto.  

Como controles positivos para cada una de las cuatro reacciones se incluyeron los 

aislamientos de referencia de Cryptococcus CBS9172 (Aa), CBS8710 (Aα), CBS10511 (Da) 

y CBS10513 (Dα) y como negativos CBS6956 (Bα); CBS10101 (Cα) y agua. Los 

productos amplificados se observaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al  

5 % en un ABI310 Sequencer (PE Biosystems, EE.UU.). 

Tabla 2.Combinación de cebadores empleados tanto en la determinación del serotipo y tipo 

de apareamiento como en la secuenciación de los aislamientos estudiados. 

Alelo o domino Cebador 
Secuencia del cebador  

(5´ - 3´) 

Talla 

(pb) 

MATα serotipo A 

(STE20αA) 
JOHE 7264 5´-AGCTGATGCTGTGGATTGAATAC-3´ 1.200 

 JOHE 7265 5´-GTTCAATTAATCTCACTACCTGTAG-3´  

MATα serotipo D 

(STE20αD) 
JOHE 7267 5´-ATAGGCTGGTGCTGTGAATTAAG-3´ 1.200 

 JOHE 7268 5´-GTTCAAGTAATCTCACTACATGCG-3´  

MATa serotipo A 

(STE20aA) 
JOHE 7270 5´-ATCAGAGACAGAGGAGGAGCAAGAC-3´ 870 

 JOHE 7272 5´-TCCACTGGCAACCCTGCGAG-3´  

MATa serotipo D 

(STE20aD) 
JOHE 7273 5´-GTTCATCAGATACAGAGGAGTGG-3´ 870 

 JOHE 7275 5´-CTCCACTGTCAAACCTACGGC-3´  
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III.3.2.2. Determinación de las posibles fuentes de infección por C. neoformans var. grubii 

De acuerdo al número de aislamientos disponibles en el momento de realizar este estudio, 

quedaron incluidos en el mismo 122 clínicos (de pacientes diferentes), 68 obtenidos a partir 

de excretas de palomas y uno procedente del material vegetal muestreado. Como método de 

análisis se utilizó la tipificación mediante STR. A modo de referencia se empleó el AFLP, 

según se describió en la sección III.3.2.1.1. 

Para la tipificación con STR se identificó y evaluó un panel de nueve marcadores a partir de 

la secuencia del genoma de la cepa tipo H99 mediante el programa Tandem Repeat Finder 

(Benson, 1999) según los criterios establecidos (de Valk et al., 2007). Dicho panel quedó 

constituido por: tres dinucleótidos (CNA2), tres trinucelótidos (CNA3) y tres 

tetranucleótidos (CNA4) (tabla 3). Cada uno se amplificó con un PCR múltiple fluorescente 

(de Valk et al., 2009; Klaassen, 2009). 

Para demostrar la especificidad de los cebadores seleccionados se aplicó ADN de las cepas 

CBS10511 (C. neoformans ser. D), CBS6956 (C. gattii ser. B) y CBS 10101 (C. gattii ser. C). 

Uno de los cebadores de cada panel se marcó con hexacarboxifluoresceína, 

hexaclorofluoresceína o tetraclorofluoresceína. Para la reacción de amplificación se utilizó 

un volumen de 50 µL que contenía: ADN (1 ng), Fast Start Taq ADN-polimerasa (1 U) 

(Roche Diagnostic), MgCl2 (2 mM), dNTP (0,2 mM) disueltos en el tampón de reacción 

(Roche Diagnostic) y los cebadores según se expresa en la tabla 3. 

Protocolo de amplificación: Este consistió en 10 min de desnaturalización/activación seguido 

de 35 ciclos a 94 °C durante 30 seg y 72 °C durante 1 min. Después de una incubación 

adicional de 10 min a 72 °C los productos de las reacciones se enfriaron a 28 °C. 

Electroforesis capilar: Se realizó según se describe en 3.2.1.1 (AFLP). Los electroferogramas se 

analizaron mediante el programa Fragment Profiler versión 1,2 (GE Healthcare). El número de 

repeticiones se comparó con el obtenido con la cepa H99 la cual se utilizó como control en 

todos los experimentos.  
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Tabla 3. Características básicas del panel de marcadores microsatélites seleccionados. 

Subpanel Marcador 
Cromosoma: 

posición 

Unidad 

de 

repetición 

Secuencia del cebador 

marcado 

(5´ - 3´) 

Secuencia del cebador  

no marcado 

(5´ - 3´) 

Conc. 

(µM) 

CNA2 

CNA2a 
11: 389201–

389350 
CT 

FAM- 

CGAGGTCATGTTGTGAGTCC 
GTGACCGTCTCGTTCTTCTCA 0,3 

CNA2b 
9: 191563–

191711 
TG 

HEX- 

TCGTCAACGATGCAAGTCTC 
GGGCCTGGGAAATAGGTAGA 0,3 

CNA2c 
10: 307773–

306912 
TA 

TET- 

AGAAGCACATGGGGAAAGG 
GCGCAGTTTGAAGATGAGAA 0,1 

CNA3 

CNA3a 
11: 1281429–

128147-16 
CTA 

FAM-       

ACCCCCTGCCCATCATA 
GCACAGGCATAAAGCTAAGTGTGA 0,3 

CNA3b 
4: 339525–

339664 
TCT 

HEX- 

TGGGGATATCGATTCCTTCTC 
GATTGGTATGGGAAGCGTTG 0,3 

CNA3c 
7: 285123–

285270 
CCA 

TET- 

TGGAAGAGGATGGAGCGTAT 
GCATAGTTTATCGTTTTCTCTTTTC 0,3 

CNA4 

CNA4a 
5: 233120–

233445 
TTAT 

FAM- 

CGTCGAAGACTGCACAAAAA 
GTTCTGTATGACAGGTCGCAAA 1,0 

CNA4b 
4: 1021855–

1022020 
ATCC 

HEX- 

CGGATGAGATGGAAAGAAGG 
GTGCGTCTGTCAAAAGATTGC 0,3 

CNA4c 
14: 131866–

132031 
TATT 

TET-   

AGATGTCCTGGCGATGTTG 
GAGGAGCAAGCAATCAAACC 0,3 

 Los residuos subrayados no se corresponden con la secuencia genómica. Estos se introdujeron para minimizar la formación  

de picos A negativos, los cuales constituyen artefactos de PCR bien conocidos que pudieran interferir la interpretación de los 

resultados (de Valk et al., 2007). 
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Análisis de datos: Los datos se importaron al programa BioNumerics versión 5,0  

(Applied Maths). Los microsatélites se analizaron mediante el coeficiente de similitud 

categórica según la fórmula: 

 

 

 

Se consideraron idénticos aquellos aislamientos con igual número de repeticiones de cada 

marcador, mientras que los genotipos que diferían hasta en dos repeticiones se consideraron 

genéticamente relacionadas y los que diferían en más de dos, como no relacionados. Para este 

trabajo se definió como complejo de microsatélites (CM) a un grupo de dos o más genotipos 

cuya variabilidad fue atribuible solamente a uno o dos marcadores. 

 

III.3.2.3. Caracterización de los aislamientos de C. neoformans var. grubii obtenidos de 

pacientes con meningitis recurrente 

Del total de aislamientos disponibles al momento del estudio, se seleccionaron todos los 

obtenidos de pacientes con infecciones recurrentes. Quedaron incluidos 19 aislamientos 

procedentes de siete pacientes (seis VIH positivos y uno VIH negativo). Todos los individuos 

habían ingresado en el Centro de Atención Médica a pacientes con sida del Instituto de 

Medicina Tropical “Pedro Kourí” (IPK) entre 1995 y 2001, justo antes de iniciarse en Cuba la 

TARVAE. Los aislamientos iniciales se obtuvieron al momento del diagnóstico y antes de 

implementar el tratamiento; mientras que, los subsecuentes se recibieron durante o después del 

empleo de fármacos antifúngicos (tabla 4).  

A este grupo de aislamientos se les determinó la susceptibilidad in vitro frente a los 

antifúngicos empleados en el tratamiento de los mismos y sus perfiles genotípicos. 

.

Donde ni constituye el número de individuos que 

se desea contar y N el total de todos los individuos 

contados (Simpson, 1949) 
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Tabla 4. Datos clínico-epidemiológicos de los pacientes incluidos en el estudio, origen y fecha de 

obtención de los aislamietos. 
 

Paciente 

N° 
Sexo 

VIH/ 

Diagnóstico 

(año) 

Tipo de 

muestra 

Fecha de 

aislamiento 

Intervalo 

entre cada 

aislamiento 

(días) 

Total 

de días 

Tratamiento 

antifúngico 

1 M + /1991 

Sangre 14/04/95 0 0 Anf B+Flu 

Flu 

(mantenimiento) LCR 14/04/95 0 0 

LCR 18/07/95 96 96 Anf B+Flu 

2 M + /1990 

LCR 05/09/95 0 0 Flu+Itr 

Orina 08/12/95 95 95 
Flu 

LCR 10/01/96 34 129 

3 F + /1994 

LCR 18/01/96 0 0 Anf B+Flu 

Flu 

(mantenimiento) LCR 29/02/96 34 34 

4 M + /1995 
LCR 09/04/97 0 0 

Anf B+5FC+Flu 
LCR 23/04/97 14 14 

5 M + /1998 
LCR 15/04/00 0 0 

Anf B 

Flu 

(mantenimiento) 

LCR 26/10/00 194 194 Anf B+5FC 

6 F + /1996 

LCR 12/06/00 0 0 
Anf B+Flu 

Flu 

(mantenimiento) 

LCR 12/10/00 123 123 

Anf B 

Flu 

(mantenimiento) 

LCR 30/10/00 19 142 Anf B+5FC 

7 M - 

LCR 09/01/01 0 0 
Anf B+Flu 

Flu 

(mantenimiento) 

LCR 17/04/01 99 99 
Anf B+Flu 

Flu 

(mantenimiento) 

LCR 07/06/01 52 151 Flu+Itr 

Semen 19/06/01 13 164 Anf B liposomal 

Anf B=anfotericina B; 5FC= 5-fluorocitosina; Flu=fluconazol; Itr=itraconazol 
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III.3.2.3.1. Determinación de la susceptibilidad in vitro 

Los patrones de susceptibilidad se determinaron mediante el método de microdilución en 

medio líquido según las directrices del documento M27-A3 (CLSI, 2008a) 

Medio de cultivo: Se empleó el medio sintético RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, Países Bajos) 

preparado según se detalla en el anexo 4.  

Antifúngicos: 

• Anfotericina B (Sigma-Aldrich). Las soluciones “madres” se prepararon a 

concentraciones de 0,016 a 8 µg/mL en dimetilsulfóxido (DMSO) y las de trabajo de 

0,008 a 4 µg/mL en RPMI 1640. 

• 5-fluorocitosina (Valeant, Países Bajos): Las soluciones “madres” se prepararon a 

concentraciones de 0,063 a 32 µg/mL en agua destilada estéril y las de trabajo de 0,032 a  

16 µg/mL en RPMI-1640. 

• Fluconazol (Pfizer, Reino Unido): Las soluciones “madres” se prepararon a 

concentraciones de 0,063 a 32 µg/mL en agua destilada estéril y las de trabajo de 0,032 a 

16 µg/mL en RPMI-1640. 

• Itraconazol (Janssen-Cilag, Países Bajos): Las soluciones “madres” se prepararon a 

concentraciones de 0,016 a 8 µg/mL en DMSO y las de trabajo de 0,008 a 4 µg/mL en 

RPMI 1640. 

Preparación de las placas: Las determinaciones se realizaron sobre placas plásticas estériles 

de 96 pocillos con tapa (Costar, EE.UU.). En cada una se dispensaron 100 µL/pozo de las 

diferentes concentraciones de la batería de antifúngicos preparados previamente. Estos se 

colocaron en las filas desde la A a la G, quedando dispuestos de la mayor a la menor 

concentración en las columnas de la 1 - 11. La última columna, se destinó para el medio de 

cultivo libre de antifúngico. Las placas se rotularon y conservaron a -70 °C hasta su 

utilización 

Preparación del inóculo: A partir de cultivos frescos en ADS a 35 °C durante 48 h se 

prepararon las suspensiones de trabajo como se describe a continuación. Primero, la 

concentración se ajustó por espectrofotometría (Genesys 20, Países Bajos) a 

1-5 x 10
6
 células/mL. A partir de la misma, se diluyó 1:100 en SSE y esta a su vez 1:20 en 
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medio RPMI-1640, lo que resultó en 0,5-2,5 x 10
4
 células/mL. Después de descongelar y 

atemperar las placas conservadas previamente con las diferentes concentraciones de los 

antifúngicos, estas se inocularon con 100 µL/pozo de la suspensión de trabajo de cada cepa 

(una cepa/placa), exceptuando la fila G. 

Controles: En cada determinación se incluyeron los controles de crecimiento (medio de 

cultivo sin droga en la columna 12) y el de esterilidad (medio de cultivo sin droga y sin 

inóculo en la fila G). La calidad de cada lote de medio de cultivo se evaluó mediante la 

ejecución de la técnica con las cepas controles Candida krusei ATCC 6258 y 

Candida parapsilosis ATCC 22019 (CLSI, 2008a).  

Incubación y lectura: Las placas inoculadas se incubaron a 35 °C durante 48 h. Previa 

agitación mecánica, se realizó la lectura visual y espectrofométrica a 420 nm (Anthos LT III, 

Austria) y se determinó la CIM, la cual se verificó 24 h después. Esta se definió como la 

menor concentración del antifúngico donde no se evidenció crecimiento en el caso de la 

anfotericina B o donde hubo una reducción prominente del mismo (≥ 50 %) con relación al 

control de crecimiento para el resto de las drogas. 

Interpretación de los resultados: Debido a la ausencia de valores interpretativos para las 

especies del complejo C. neoformans, se consideraron como aislamientos resistentes a la 

anfotericina B cuando la CIM de esta droga fue  2 µg/mL (Lozano et al., 1998; Nguyen y 

Yu, 1998). En cuanto a la 5-fluorocitosina, fluconazol e itraconazol se emplearon los 

criterios establecidos frente a Candida spp. (  32 µg/mL,  64 µg/mL y  1 µg/mL 

respectivamente) (CLSI, 2008b). 

 

III.3.2.3.2. Determinación de los perfiles genotípicos 

Los perfiles se determinaron mediante tipificación con STR según se describe en III.3.2.2, 

página 41. 
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III.3.2.4. Determinación de los patrones de susceptibilidad in vitro de los aislamientos 

cubanos de C. neoformans var. grubii 

Se incluyeron 163 aislamientos de C. neoformans var. grubii (117 de muestras clínicas, 45 

de excretas de paloma y una de materia vegetal). 

 

III.3.2.4a. Método de microdilución en medio líquido 

Las determinaciones se realizaron según las directrices del documento M27-A3 descrito en 

III.3.2.3.1, página 43. Además de los antifúngicos que se detallan en el mismo, se 

emplearon los siguientes: 

• Voriconazol (Pfizer): Las soluciones “madres” se prepararon a concentraciones de 0,016 

a 8 µg/mL en DMSO y las de trabajo de 0,008 a 4 µg/mL en RPMI-1640. 

• Posaconazol (Schering Plough, EE.UU.): Las soluciones “madres” se prepararon a 

concentraciones de 0,016 a 8 µg/mL en DMSO y las de trabajo de 0,008 a 4 µg/mL en 

RPMI-1640. 

• Isavuconazol (Basilea, Suiza): Las soluciones “madres” se prepararon a concentraciones 

de 0,004 a 4,00 µg/mL en agua destilada estéril y las de trabajo de 0,002 a 2 µg/mL en 

RPMI-1640. 

Interpretación de los resultados: Hasta el momento no se disponen de criterios 

interpretativos para posaconazol e isavuconazol. En cuanto a la anfotericina B,  

5-fluorocitosina, fluconazol e itraconazol se emplearon los previamente descritos  

en III.3.2.3.1, página 43. Por último, se consideraron aislamientos resistentes frente  

a voriconazol cuando la CIM de esta droga fue  4 µg/mL frente a los mismos  

(CLSI, 2008b). 

 

Paralelamente, se utilizó el método de difusión en agar mediante Etest y disco para el 

fluconazol. 
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III.3.2.4b. Método de difusión mediante Etest (Pfaller et al., 2003) 

Medio de cultivo: Para este ensayo se empleó el medio líquido RPMI-1640 solidificado con 

2 % de agar según las especificaciones que se describen en el anexo 4. 

Antifúngico: Tiras de fluconazol (0,016-256 µg/mL) (AB Biodisk, Suecia). 

Inóculo: Las suspensiones de trabajo se prepararon según se describe en III.3.2.3.1, página 43. 

Preparación e inoculación de las placas: Una vez que las placas se atemperaron, con un 

hisopo estéril embebido en el inóculo, se sembró la superficie del agar en tres direcciones 

para obtener un crecimiento homogéneo en toda la superficie. Después de  

10-15 min, adsorbida la humedad, se colocaron las tiras de Etest con un par de pinzas, 

apoyando primero sobre el agar la zona de menor concentración de antifúngico.  

Incubación y lectura: Las placas se colocaron en cámara húmeda a 35 °C durante 48-72 h. 

Se estimó como CIM el valor donde el borde de la elipse de inhibición intersectó la escala 

de concentración de la tira. No se tuvo en consideración la presencia de colonias de menor 

tamaño dentro del diámetro de la zona de inhibición.  

Interpretación de los resultados: Se emplearon los criterios establecidos por el CLSI para el 

fluconazol frente a Candida spp. Se consideraron aislamientos susceptibles cuando la CIM 

de esta droga fue ≤ 8 µg/mL, susceptibles dependientes de la dosis cuando la CIM se 

encontró entre 16 y 32 µg/mL y resistentes cuando la CIM fue  64 µg/mL (CLSI, 2008b).  

Controles: La calidad de los lotes de medio de cultivo preparados y de las tiras se evaluó 

mediante la ejecución de la técnica, utilizando las cepas C. krusei ATCC 6258 y 

C. parapsilosis ATCC 22019.  

 

III.3.2.4c. Método de difusión con discos (Meis et al. 2002) 

Medio de cultivo: Se emplearon placas Petri de 150 mm de diámetro con agar Mueller-Hinton 

(Difco Laboratories, EE.UU.) suplementado con glucosa al 2 %y azul de metileno (anexo 4).  

Antifúngico: Discos de fluconazol (25 µg) (Pfizer). 
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La preparación de las suspensiones de trabajo, las cepas controles empleadas, la 

inoculación de las placas y la incubación de las mismas, se realizó según el mismo 

protocolo descrito para la prueba de difusión en agar con tiras de Etest. 

Lectura e interpretación de los resultados: La determinación de los valores de CIM en cada 

caso se realizó mediante el analizador de imágenes Biomic versión 5,9 (Giles Scientific, 

EE.UU.) y la interpretación de los mismos se basó en los criterios expuestos en III.3.2.4b, 

página 46. 

Controles: La calidad de los lotes de medio de cultivo preparados y de los discos se evaluó 

mediante las cepas C. krusei ATCC 6258 y C. parapsilosis ATCC 22019.  

 

III.3.2.4.1. Análisis estadístico 

En cada caso (microdilución en medio líquido y difusión en agar mediante Etest y disco), 

se calcularon los rangos y las CIM50 y CIM90 frente a las drogas incluidas en el estudio. La 

comparación de las medias geométricas entre los diferentes grupos de aislamientos se 

realizó mediante la prueba U de Mann Whitney y la relación existente entre los métodos 

empleados para el fluconazol a través de la prueba de Kruskal-Wallis. 

Se definieron tres tipos de errores de concordancia entre los métodos siguiendo los 

siguientes criterios de Espinel-Ingroff (Espinel-Ingroff et al., 2007) y las pautas 

interpretativas reportadas por el CLSI para levaduras (CLSI 2008b). 

Errores importantes: No. de aislamientos con CIM ≤ 8 µg/mL por el método de referencia y 

CIM ≥ 64 µg/mL por el método evaluado / Total de aislamientos con CIM ≤ 8 µg/mL por 

el método de referencia. 

Errores menores: No. de aislamientos con CIM 16-32 µg/mL por el método de referencia y 

CIM ≥ 64 µg/mL por el método evaluado / Total de aislamientos con CIM 16-32 µg/mL 

por el método de referencia. 

Errores muy importantes: No. de aislamientos con CIM ≥ 64 µg/mL por el método de 

referencia y CIM ≤ 8 µg/mL por el método evaluado / Total de aislamientos con  

CIM ≥ 64 µg/mL por el método de referencia. 
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III.4. Consideraciones éticas 

En este estudio se emplearon los aislamientos clínicos obtenidos durante el desempeño del 

laboratorio en las actividades de diagnóstico y referencia. Tanto estos, como los 

procedentes de las excretas de aves, forman parte de la colección de cultivos de hongos del 

LMIPK.  

Los trabajos que conllevaron recolección de las muestras vegetales se realizaron por 

personal experimentado tanto en esta actividad como en el procesamiento de las muestras. 

Se garantizó  la conservación y protección de la flora y se evitaron daños o perjuicios al 

medio ambiente de acuerdo a lo establecido en el artículo 17 de la Declaración universal de 

las normas de bioética en su 4ta edición (2004). De esta misma forma, se cumplieron 

estrictamente las buenas prácticas de laboratorio y todas las medidas de bioseguridad para 

el trabajo y manipulación de microorganismos según los niveles de riesgo establecidos por 

la lista oficial de agentes biológicos que afectan al hombre, los animales y las plantas de la 

Resolución No. 38/06 del Ministerio de Ciencia Tecnología y Medio Ambiente. 

El proyecto del cual se deriva este trabajo fue aprobado por los Comités Científico y de 

Ética de la Investigación del IPK, así como por el Ministerio de Salud Pública de Cuba. 
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Desde que Emmons aisló por primera vez este hongo a partir de excretas de palomas 

mucho se ha aprendido acerca del complejo C. neoformans (Emmons, 1955). Entre los 

principales avances alcanzados se encuentran la descripción de su estado sexual 

(Kwon-Chung, 1975), la distinción de las variedades y serotipos, su asociación con 

determinados nichos ecológicos (Emmons, 1955; Ellis 1987; Abegg et al., 2006), la 

aplicación de las herramientas moleculares en la comprensión de los más diversos aspectos 

relacionados con las especies de este complejo (Boekhout et al., 2001; 

Litvintseva et al., 2006; Meyer et al., 2009; Zhu et al., 2010) y los estudios de 

susceptibilidad a los antifúngicos (Rodero et al., 2000). No obstante, algunos aspectos 

concernientes a su epidemiología y patogenia aún no se encuentran esclarecidos totalmente. 

En 1967, Pappagianis después de hacer una revisión sobre aspectos epidemiológicos de 

C. neoformans sentenció: “… el prefijo crypto-continúa siendo el más apropiado ya que 

aún se desconocen muchos aspectos sobre este microorganismo…” (Tomado de Casadevall 

y Perfect, 1998). Más de 40 años después, a pesar de los considerables avances en el 

conocimiento sobre este agente, la frase no ha perdido vigencia. 

Desde que se diagnosticaron los primeros casos de pacientes con sida en Cuba, la 

criptococosis ha constituido una de las micosis oportunistas que afecta más frecuentemente 

a los individuos seropositivos al VIH en este país. No obstante, los estudios precedentes 

son limitados. El presente trabajo da respuesta a algunas de las interrogantes existentes en 

torno a esta importante entidad y su agente causal. 
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IV.1. Caracterización taxonómica hasta nivel de serotipo y tipo de apareamiento de 

los aislamientos cubanos de Cryptococcus 

IV.1.1. Aislamiento e identificación presuntiva de C. neoformans a partir de las fuentes 

vegetales seleccionadas 

De acuerdo a los métodos de identificación convencional empleados, el 18,1 % (60/331) de 

las fuentes muestreadas arrojaron una o más colonias con características compatibles con 

las del complejo C. neoformans. No obstante, el 30 % de estas, escogidas a partir del 

criterio de selección durante el aislamiento primario (colonias levaduriformes de aspecto 

cremoso, de color beige al marrón intenso en AAC) correspondieron con otras especies de 

levaduras y bacterias. 

Estos resultados coinciden con los publicados con anterioridad donde se demuestra que 

Trichosporon cutaneum y otras especies de Cryptococcus diferentes del complejo  

C. neoformans pueden producir pigmentación (Fonseca et al., 2011). Esto hace necesario la 

confirmación por otros métodos para reducir los errores en la identificación (Kwon-Chung 

et al., 2011).  

Las especies del complejo C. neoformans son capaces de sintetizar polisacáridos 

complejos, melanina, manitol, esteroles y otros compuestos. Aunque estas características se 

relacionan con su capacidad de producir infección en el humano, su función básica es 

lograr la adaptación y sobrevivencia en el ambiente. Estos atributos se emplean 

ampliamente en la diferenciación de estas especies (Casadevall y Perfect, 1998; Lester et 

al., 2011). Así por ejemplo, la capacidad para sintetizar pigmento a partir de compuestos 

difenólicos se considera uno de sus marcadores fenotípicos, lo que resulta de gran utilidad 

en su identificación presuntiva. Esta característica se debe a la presencia de la enzima 

fenoloxidasa cuya actividad tiene como resultado final la producción de melanina. Esta 

contribuye a la integridad de la pared celular, enmascara a la levadura al depositarse sobre 

su superficie con lo cual inhibe la opsonización por anticuerpos específicos, provoca 

alteraciones en la carga de la superficie celular, interfiere la respuesta linfocitaria, confiere 

protección contra los procesos oxidativos en el interior de los macrófagos y frente a 

temperaturas extremas, reduce la susceptibilidad a los agentes atifúngicos y le permite 
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utilizar eficazmente las catecolaminas presentes a nivel del SNC como fuente de energía lo 

que favorece la diseminación extrapulmonar. No obstante su función primaria cuando se 

encuentra en el ambiente se relaciona con la degradación de lignina como fuente de 

nutrientes, mientras el pigmento sintetizado proporciona tolerancia a los cambios de 

temperatura y protección contra las radiaciones ultravioletas, los metales pesados y las 

amebas depredadoras (Quintero et al., 2005; Frases et al., 2007).  

A diferencia de otros hongos melanogénicos, el complejo C. neoformans requiere de 

sustratos exógenos para la síntesis de este pigmento, característica empleada en el diseño de 

gran variedad de medios de cultivo con el objetivo de facilitar la recuperación de este agente 

a partir de muestras con alto grado de contaminación (Valdés et al., 2003; Tendolkar et al., 

2005; Nandhakumar et al., 2006; Pedroso et al., 2007). Entre ellos, el AAC es uno de los más 

empleados por permitir la detección rápida y fácil de estas especies (Hamasha et al., 2004; 

Quintero et al., 2005; Randhawa et al., 2005; Randhawa et al., 2006; Kidd et al., 2007). Los 

estudios de Paliwal y sus colaboradores demostraron que la exclusión de glucosa y creatinina 

del sustrato, promueve una pigmentación más temprana (Paliwal et al., 1978). Estas 

observaciones se complementan con lo publicado posteriormente donde se concluye que la 

fenoloxidasa es reprimida en presencia de glucosa a una concentración ≥ 20 g/L (Frases et 

al., 2007). Todos estos resultados condujeron al desarrollo del medio AAC simplificado, el 

cual es más efectivo (Vidotto et al., 2004). 

La especie de árbol donde se detectó mayor colonización por levaduras del complejo 

C. neoformans fue en los almendros (38,26 %); en orden de frecuencia le siguieron las 

casuarinas (27,04 %) y los flamboyanes (22,95 %). Esta constituye la primera vez que se 

reporta la asociación del hongo estudiado con estos últimos.  

Uno de los primeros reportes de aislamiento del complejo C. neoformans, fue a partir de 

una fuente natural (jugo de fruta) (tomado de Casadevall y Perfect, 1998). Sin embargo, 

transcurrió más de medio siglo antes de que se describiera su asociación con las excretas de 

palomas y casi otro tanto entre este último hecho y el descubrimiento de su relación con 

material vegetal (Kwon-Chung et al., 2011).  
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Eucalyptus camaldulensis es la especie de árbol que más se asocia a aislamientos de estas 

levaduras (Chowdahary et al., 2011; Kwon-Chung et al., 2011). Esto posiblemente se debe 

a que desde que Ellis y Pfeiffer reportaron por primera vez la recuperación de C. gattii a 

partir de los mismos, estos han sido uno de los más estudiados. Posteriormente se logró 

demostrar la presencia del complejo C. neoformans en un espectro más amplio de especies 

de eucaliptos (E. tereticornis, E. microcorys, E. grandis, E. rudis,  

E. gomphocephala, E. blakelyi, E. citriodora) (Cabral., 1999). No obstante, las 

investigaciones ambientales precedentes realizadas en el propio LMIPK relacionadas con 

estas plantas, resultaron infructuosas en este sentido (Fernández, 2001).  

Los trabajos realizados en especial por Randhawa y sus colaboradores, demostraron un 

amplio rango de hospedadores y describieron también su asociación con Syzygium cumini, 

Butea monosperma, Polyalthia longifolia, Mimusops elengi, Azadirachta indica, Manilkara 

hexandra, Acacia nilotica, Cassia fistula, Cassia grandis, Ficus microcarpa, Ficus 

religiosa, Mangifera indica, Senna multijuga y Terminalia cattapa entre otras fuentes 

vegetales (Randhawa et al., 2006; Hiremath et al., 2008; Randhawa et al., 2008; Hagen y 

Boekhout, 2010; Chowdahary et al., 2011). En relación a los almendros, además de estos 

reportes existen estudios que demuestran la capacidad de C. gattii de sobrevivir en árboles 

de este tipo por al menos 12 meses, así como su potencialidad de migrar de las plantas 

infectadas al suelo y en sentido opuesto sin causar daños aparentes en las mismas 

(Huérfano et al., 2001; Escandón et al., 2002). Basados en estas referencias se 

seleccionaron los Ficus y almendros para el presente estudio; sin embargo, solo se 

recobraron levaduras con las características de Cryptococcus spp. a partir de los últimos.  

Los cactus, de donde se recuperó casi el 10 % del total de levaduras compatibles con las 

especies del complejo C. neoformans, son de los últimos incorporados a la lista cada vez 

más larga de donde se ha logrado recuperar este agente fúngico. Su inclusión en este trabajo 

se basó en el reporte de Loperana et al y su abundancia relativa en lugares públicos 

(Loperana et al., 2010). En contraste, de las restantes 10 especies de plantas estudiadas, 

solo se obtuvieron aislamientos con las características deseadas a partir de copey, ocuje, 

roble y pino (una de cada una). 
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Hoy se considera que las excretas de las aves son “contaminadas” a partir de las levaduras ya 

existentes en los árboles al encontrar condiciones que favorecen su sobrevivencia y 

multiplicación (Casadevall y Perfect, 1998). Esta hipótesis surgió al reconocer la 

especialización del complejo C. neoformans en la degradación de compuestos 

polifenólicos que le sirven de sustrato durante el crecimiento saprofito basada en la 

actividad de su enzima fenoloxidasa. Esto sugiere, que el hábitat primario de estas 

levaduras pudiera encontrarse en la vegetación y sus detritos y que no está asociado con 

algún tipo de planta en particular (Lazera et al., 2000).  

En general, la diferencia de los resultados en cuanto al aislamiento de Cryptococcus de las 

especies de plantas con las que se ha asociado anteriormente, pudiera deberse a dos factores 

fundamentales. En primer lugar, actualmente el complejo C. neoformans ha sido  

aislado de al menos 50 especies de 17 familias de plantas (Chowdahary et al., 2011;  

Kwon-Chung et al., 2011); sin embargo, algunas especies de plantas relacionadas en otros 

trabajos, no se incluyeron en este por no formar parte de la flora cubana y otras (aguacate, 

mango, tamarindo y cedro fundamentalmente) (Kumar et al., 2009, Chowdahary et al., 

2011) por no encontrarse en las áreas muestreadas. En segundo lugar, estos resultados 

pudieran obedecer a que la presencia de este hongo está gobernada por factores bióticos 

(competencia con otros microorganismos que pudieran estar presentes) y abióticos 

(exposición directa a la luz solar, calor excesivo y la desecación por la acción del viento, 

fundamentalmente), los cuales varían ampliamente en un nicho ambiental dado (Randhawa 

et al., 2006).  

Las investigaciones de ocurrencia y prevalencia de este microorganismo a partir de fuentes 

ambientales demuestran que ambas especies del complejo C. neoformans están presentes 

tanto en ambientes rurales como urbanos, pero se describe en mayor proporción en estos 

últimos (Delgado et al., 2005; Quintero et al., 2005; Pedroso et al., 2006; Refojo et al., 

2008; Hagen y Boekhout, 2010). Por este motivo la mayoría de los autores eligen para sus 

trabajos jardines zoológicos, parques y avenidas con gran número y diversidad de ejemplares 

de árboles (Randhawa et al., 2005; Souza et al., 2005). Guiados por estos antecedentes y 

debido a las implicaciones que pudiera tener el hallazgo de fuentes naturales de levaduras del 

complejo C. neoformans en estos ambientes (mayor número de personas expuestas), para este 
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trabajo se trataron de conjugar ambas variables (ambientes urbanos + cantidad y variedad 

de plantas). Aunque las especies de plantas estudiadas fueron dispares en cada localidad, la 

identificación presuntiva de los aislamientos primarios arrojó la presencia tanto de C. gattii 

como de C. neoformans en las especies de árboles más representados (a excepción de  

Ficus spp.), en especial en los almendros donde se obtuvo el porcentaje más alto del 

primero y las casuarinas donde predominaron los segundos (figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

El resultado en cuanto al empleo del CGB como método de diferenciación presuntiva entre 

las especies del complejo C. neoformans, mostró que alrededor de un tercio de los 

aislamientos (73/196) previamente identificados como tal, produjeron reacción positiva  

      Total 

C. neoformans 

(CGB negativo) 
 28 

14,28 % 

 42 

21,42 % 

 36 

18,36 % 

 14 

7,14 % 

 3* 

1,53 % 

123  

(62,75 %) 

C. gattii 

(CGB positivo) 
 47 

23,97 % 

 11 

5,61 % 

 9 

4,59 % 

 5 

2,55 % 

 1** 

0,51 % 

73  

(37,24 %) 

Total 
75 

(38,26 %) 

53 

(27,04 %) 

45 

(22,95 %) 

19 

(9,69 %) 

4 

(2,04 %) 

196 

(100%) 
 

Otros incluye: copey*, ocuje*, roble* y pino**. 

Los porcentajes (%) se calcularon en relación al total de plantas estudiadas. 

Figura 2. Aislamientos obtenidos a partir de la inoculación de las muestras en ACC y su 

distribución de acuerdo a las características observadas en medio CGB según el tipo de planta.  
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La prueba de crecimiento en este medio de cultivo fue propuesta por Kwon-Chung y sus 

colaboradores para distinguir las entonces variedades C. neoformans var. neoformans y  

C. neoformans var. gattii. Está basado en la resistencia de esta última especie tanto a la  

L-canavanina como a las bajas concentraciones de cicloheximida y en su capacidad para 

utilizar la glicina como única fuente de carbono y nitrógeno, lo que provoca acidez del 

medio y cambio de color del indicador de pH (Kwon-Chung et al., 1982).  

Este criterio de diferenciación cuenta con el aval del análisis de múltiples aislamientos 

obtenidos de muestras clínicas (Lazera et al., 2000; Kidd et al., 2007; Pérez et al., 2008). 

Sin embargo, los estudios a partir de fuentes ambientales muestran una menor 

especificidad. Otros autores reportan que entre el 30 y el 76 % de otras especies de 

Cryptococcus diferentes del complejo C. neoformans son capaces de desarrollar una 

reacción positiva sobre este agar (Tay et al., 2008; Klein et al., 2009). Debido al riesgo 

elevado de errores durante la identificación convencional de este patógeno cuando se aísla a 

partir de muestras ambientales y en particular de material vegetal, se hace necesario su 

combinación con otros métodos para lograr una mayor certeza del resultado 

(Leal et al., 2008). En este sentido, los análisis moleculares constituyen una herramienta de 

utilidad invaluable.  

El muestreo de este estudio se realizó mediante hisopados para lo que se escogieron 

preferentemente ranuras y oquedades con mayor acumulación de materia orgánica en 

descomposición, capaz de proveer los requerimientos nutricionales básicos para la 

subsistencia y desarrollo de Cryptococcus.  

Varios trabajos demuestran la superioridad de este método versus los convencionales. Esto 

quedó demostrado en los trabajos de Randhawa y sus colaboradores quienes lograron la 

recuperación mediante hisopado del 95 % de C. neoformans en contraposición con un 76 % 

obtenido por el método convencional (Randhawa et al., 2005; Randhawa et al., 2008; 

Randhawa et al., 2010). Esto pudiera estar asociado a que i) este último parte de la 

colección del material vegetal, el cual se somete a un proceso de descontaminación laborioso, 

con menores rendimientos en la recuperación de levaduras; ii) la longitud del hisopo facilita 

la toma de muestra en el interior de los sitios profundos y angostos donde cabría esperarse 

mayor densidad de población de C. neoformans debido a menor competencia con otros 



IV. Resultados y Discusión 

57 

 

 

 

microorganismos; iii) al mismo tiempo, por ser estos lugares sombríos y húmedos, protegen a 

las levaduras de factores ambientales que pudieran disminuir sus potencialidades de 

sobrevivencia o incluso, ser letales (Quintero et al., 2005; Randhawa et al., 2005; Hiremath 

et al., 2008). 

 

IV.1.2. Caracterización mediante métodos moleculares 

El análisis mediante AFLP de los patrones genéticos de los aislamientos de fuentes 

vegetales obtenidos, mostró 29 agrupaciones. Con la identificación posterior a través de la 

secuenciación de las regiones ITS1-5.8S-ITS2 / D1-D2 se comprobó que Cryptococcus 

heveanensis resultó la especie más representada (36 %) seguido de Cryptococcus. 

flavescens (9 %), Cryptococcus albidosimilis/liquefaciens (5 %) y otras especies de 

levaduras en menor cuantía. Solo uno de ellos (procedente de almendro), correspondió con 

C. neoformans var. grubii (figura 3). El análisis para determinar su serotipo y tipo de 

apareamiento evidenció que se corresponde con Aα, mientras que el perfil genético 

obtenido por tipificación con STR concuerda con el del CM1 (ver más adelante en el 

acápite IV.2). Por otra parte, se demostró que 65 genotipos congregados en siete de las 

agrupaciones genéticas posiblemente constituyan nuevas especies.  

Hasta el momento no se han recuperado aislamientos de C. gattii autóctonos a pesar de que 

Cuba presenta un clima favorable con abundante y variada vegetación. El aislamiento de 

otras especies diferentes del complejo C. neoformans a partir de las fuentes ambientales 

vegetales, reafirma la necesidad del empleo de métodos moleculares para confirmar su 

identificación. Los datos aportados por los reportes revisados sugieren que la presencia de 

levaduras de dicho complejo no se encuentra restringida a determinadas plantas o zona 

geográfica; sin embargo, en las áreas muestreadas en este trabajo, no se detectaron 

ejemplares del resto de las especies vegetales estudiadas por otros autores (Randhawa et al., 

2008; Klein et al., 2009; Chowdhary et al., 2011). Este aspecto pudo influir en los 

resultados encontrados. Finalmente, el hecho de no obtener aislamientos del complejo  

C. neoformans, no excluye su presencia, haciendo necesarios nuevos intentos para su 

recuperación.  
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Figura 3. Dendograma de las huellas genéticas por AFLP de los aislamientos obtenidos a 

partir de fuentes vegetales identificados previamente como especies del complejo  

C. neoformans. El mismo se construyó según el método de UPGMAN con el empleo del 

coeficiente de correlación de Pearson. Las principales agrupaciones genéticas y sus 

correspondientes identificaciones mediante secuenciación de ITS1-5.8S-ITS2 / D1-D2 se 

encuentran simbolizadas por las barras de diferentes colores. 
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IV.1.3. Re-identificación de los aislamientos clínicos y de los obtenidos a partir de 

excretas de palomas. Determinación del serotipo/tipo de apareamiento 

Basados en las características de los aislamientos en el medio CGB, el 3,48 % de los 

obtenidos de excretas de palomas se identificó presuntivamente como C. gattii, mientras 

que los restantes (tanto clínicos como ambientales) correspondieron a C. neoformans 

(figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los estudios precedentes de caracterización de aislamientos cubanos de origen humano y 

ambiental, dieron como resultado un predominio total de C. neoformans (Fernández et al., 

1990; Fernández et al., 1998a; Martínez et al., 2004) a diferencia de lo encontrado en este 

estudio. 

      Total 

C. neoformans 

(CGB negativo) 
 31 

36,04 % 

 18 

20,93 % 

 20 

23,25 % 

 8 

9,3 % 

 6 

6,97% 

83  

(96,5 %) 

C. gattii 

(CGB positivo) 
0 3 

3,48 % 
0 0 0 3  

(3,48 %) 

Total 31 

(36,04 %) 

21 

(24,41 %) 

20 

(23,25 %) 

8 

(9,3 %) 

6 

(6,97 %) 

86 

(100%) 

Figura 4. Número de aislamientos de las excretas de palomas y su distribución de acuerdo al 

crecimiento o no en el medio CGB según la provincia de procedencia. Los porcentajes se 

calcularon con relación al total de muestras estudiadas. 
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Actualmente, existen numerosas alternativas, incluyendo los métodos moleculares, para la 

identificación y caracterización del complejo C. neoformans a todos los niveles 

taxonómicos (Casadevall y Perfect, 1998; Katsu et al., 2004; Costa et al., 2010). Los avances 

alcanzados en este sentido permiten concluir que si bien los serotipos B y C presentan una 

mayor tendencia a la localización en zonas tropicales y subtropicales, A, D y A/D 

(especialmente el primero) se encuentran distribuidos en todas las latitudes y 

constituyen los principales responsables de los aislamientos clínicos y ambientales 

(Escandón et al., 2006; Lin, 2009). 

El dramático incremento de la infección por C. gattii tanto en humanos como en animales 

ocurrido en la costa occidental de Canadá y Estados Unidos de Norteamérica a partir de 

1999, demostró la capacidad de adaptación de esta especie y su emergencia en áreas de 

clima templado (Litvintseva et al., 2005; Refojo et al., 2008; Tay et al., 2008.  

Macdougall et al., 2011). Hasta el momento, solo existe un reporte de aislamiento de  

C. gattii en Cuba obtenido de secreciones respiratorias de un guepardo (Acinonyx jubatus) 

del Zoológico Nacional. No obstante, los estudios realizados, apuntan hacia la posibilidad 

de que el animal haya arribado a la instalación con una infección latente eventualmente 

adquirida en Sudáfrica, lugar de procedencia (Polo et al., 2010; Illnait et al., 2011b). 

El análisis genotípico del conjunto de aislamientos estudiados mediante AFLP demostró la 

presencia de 16 patrones únicos y siete conglomerados (figura 5A). La posterior 

secuenciación de las regiones ITS1-5.8S-ITS2 / D1-D2 permitió corroborar la 

identificación de los especímenes CGB negativos como C. neoformans var. grubii lo que 

confirma la prevalencia de esta especie en Cuba. Así mismo, se pudo determinar que los 

presumiblemente reconocidos como C. gattii, pertenecían a la especie C. laurentii. 

El AFLP es uno de los métodos moleculares más empleados en la caracterización de 

Cryptococcus debido a sus múltiples ventajas. Entre estas, especificidad y poder resolutivo 

elevados, así como gran capacidad para detectar variabilidad genética al explorar la presencia o 

ausencia de polimorfismo en los fragmentos restringidos.  
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Basado en los patrones obtenidos con esta técnica, las especies del complejo C. neoformans se 

clasificaron en ocho tipos moleculares (AFLP1, AFLP1A, AFLP1B, AFLP2 al AFLP6) 

(Boekhout et al. 2001). Estos demostraron buena correlación con los derivados del análisis 

mediante PCR-fingerprinting (VNI al VNIV y VGI al VGIV), con los serotipos descritos 

previamente (Barreto de Oliveira et al., 2004; Enache-Angoulvant et al., 2007; Leal et al., 

2008) y más recientemente también fueron asociados a diversos patrones de virulencia. 

Esto último se evidenció a través de estudios en modelos murinos los cuales demostraron 

que determinados genotipos (Ej. AFLP5 correspondiente a VGIIa, b y c) ocasionan mayor 

letalidad en los animales de experimentación (Fraser et al., 2005; Byrnes et al., 2009, 

Litvintseva y Mitchell, 2009). Estos a su vez, muestran valores de CIM más elevados frente 

a diversos antifúngico (Hagen et al., 2010a; Iqbal et al., 2010). Estos hallazgos de 

laboratorio se encuentan en correspondencia con el cuadro clínico-epidemiológico actual en 

la costa occidental Canadá y EE.UU. donde las autoridades de salud han alertado sobre la 

emergencia de un brote causado por dichos genotipos. El mismo se inició desde finales de 

la década de 1990 y desde entonces ha afectado a cerca de 300 personas y también a 

animales, los cuales suelen presentar cuadros clínicos más tórpidos con pobre respuesta al 

tratamiento (Byrnes et al., DeBess et al., 2010; 2010; Galanis et al., 2009; Galanis et al., 2010). 

No obstante, esta técnica presenta entre sus principales limitaciones, además de la compleja 

interpretación de los resultados, el gran número de fases que conlleva el proceso, la 

cantidad de reactivos y equipamiento requeridos, así como la demanda de ADN de alta 

calidad, factor crucial para el éxito de la misma (Mueller y Wolfenbarger, 1999; Klaassen, 

2009; Costa et al, 2010). 

Una de las últimas alternativas aplicadas al análisis de la epidemiología molecular del 

complejo C. neoformans es el MLST. Recientemente, el grupo de trabajo de la Sociedad 

Internacional de Micología Humana y Animal dedicado a la caracterización genética de 

esta levadura, propuso como norma el estudio por este método de los loci CAP59, GPD1, 

LAC1, PLB1, SOD1, URA5, y IGS1 (Meyer et al., 2009). Los resultados obtenidos 

demostraron ser altamente reproducibles y concisos, pero el costo de la técnica y su 

complejidad son muy elevados (de Valk et al., 2009; Klaassen, 2009). 
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Por su parte la secuenciación genómica, a pesar de que fue descrita desde los años ´70 del 

siglo pasado, no se aplicó a los estudios del complejo C. neoformans hasta mediados de 1990, 

dando una nueva perspectiva a los laboratorios en torno a la identificación, los análisis de 

microevolución, virulencia y epidemiología (Pryce et al., 2006; Costa et al., 2010).  

Las secuencias conservadas de las regiones repetitivas del genoma constituyen dianas 

atractivas para los métodos de identificación basados en los PCR dado que la presencia de 

sus múltiples copias incrementa la proporción de los mismos. Dichas regiones deben 

contener secuencias especie-específica y de forma yuxtapuesta, secuencias conservadas 

únicas, de manera que la compilación de fragmentos permita la identificación tanto de 

género como de especie en un PCR simple (Golubev y Sampaio, 2009). 

La región ITS (incluyendo el gen 5.8S del ARNr) es la región más empleada en la 

identificación molecular para agentes fúngicos debido a su alto grado de variabilidad 

(Hsu et al., 2003; Katsu et al., 2004). La secuenciación de los dominios D1/D2 del locus LSU 

del ADNr 26S fue recomendada posteriormente con este propósito por la confiabilidad 

probada de sus resultados. La región ITS es en general, más variable que D1/D2 y los 

especímenes de una misma especie pudieran diferir por múltiples discordancias a nivel de la 

primera (Golubev y Sampaio, 2009). En este trabajo se combinó la secuenciación de ambos 

fragmentos para garantizar una mayor veracidad de los resultados y facilitar la comparación 

con las secuencias publicadas. Esta tecnología resulta altamente atractiva pero costosa y solo 

se lleva a cabo en laboratorios de referencia o grandes laboratorios de asistencia médica  

(Klein et al., 2009). 

Los estudios moleculares que se realizaron en este trabajo para determinar el tipo de 

apareamiento demostraron que todos los aislamientos identificados previamente como 

C. neoformans var. grubii son portadores del alelo MATα (C. neoformans Aα).  

En condiciones de poca disponibilidad de nutrientes, baja humedad y temperaturas entre 

15-33 °C, pudiera ocurrir apareamiento o reproducción sexual de este basidiomiceto. Este 

proceso da como resultado la liberación de basidiosporas, más pequeñas que las células 

vegetativas las que son fácilmente dispersadas por el viento a diferentes nichos ecológicos, 

incluyendo al hombre (Lin et al., 2008; Velagapudi et al., 2009). Este sistema de 
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apareamiento es controlado por un locus con dos alternativas alélicas: MATa y MATα  

(Feng et al., 2008; Metin et al., 2010). La posibilidad de poder determinarlos resulta de 

gran utilidad en los estudios sobre la ecología, la epidemiología, la patogenia, así como la 

clínica de la criptococosis y su agente causal. 

Existen evidencias de que durante el entrecruzamiento genético, ambos alelos son 

segregados en igual proporción (Metin et al., 2010). Sin embargo, reportes previos 

muestran que MATα está presente en los aislamientos clínicos y ambientales en una 

proporción muy superior al MATa (30:1). Este hecho sugiere que MATα presenta ciertas 

ventajas selectivas para la supervivencia (Matsumoto et al., 2007; Hiremath et al., 2008). 

Recientemente, se comprobó que la reproducción es posible tanto entre células del tipo de 

apareamiento opuesto como del mismo sexo. Es posible que el locus MATα sea el principal 

responsable de la reproducción entre organismos del propio tipo y la fructificación haploide 

en C. neoformans. En la actualidad existen evidencias sobre esto en aislamientos de los 

serotipos A y D obtenidos de fuentes naturales (Boekhout et al., 2001; Saul et al., 2008; 

Kozubowski y Heitman, 2011). Esta forma de reproducción constituye un potenciador de la 

variación genética en las poblaciones naturales de los organismos. La diversidad resultante 

puede aumentar la eficacia de selección natural y realzar la oportunidad de colonizar 

satisfactoriamente nuevos ambientes (Matsumoto et al., 2007; Hiremath et al., 2008;  

Metin et al., 2010). Paralelamente, estudios de infección experimental empleando ambas 

formas sexuales indican que las células MATα son más virulentas al ocasionar infección 

diseminada al sistema nervioso central con mayor frecuencia en relación a las del MATa 

(Litvintseva et al., 2005; Feng et al., 2008). 

En síntesis, el hallazgo de que todos los especímenes clínicos y más del 95 % de los 

obtenidos a partir de excretas de palomas correspondan a C. neoformans var grubii (ser. A), 

confirma los resultados anteriores sobre el predominio de este en Cuba (Fernández et al., 

1998a) y en el mundo (Lin et al., 2008; Kozubowski y Heitman, 2011). Esta constituye la 

primera vez que se determina el tipo de apareamiento de los aislamientos cubanos de  

C. neoformans y se demuestra que el 100 % de los mismos pertenecen al MATα, lo que 

constituye una evidencia más de su alta prevalencia tanto en la naturaleza como en las 

muestras clínicas. Así mismo, los intentos de aislamientos de las especies de este complejo a 
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partir de material vegetal apuntan hacia la pertinencia de confirmar la identificación 

convencional a través de métodos moleculares y a la necesidad de nuevos ensayos ampliados 

a otras especies de plantas y regiones del país dada la baja prevalencia encontrada de estas 

levaduras en las fuentes estudiadas. 

 

IV.2. Determinación de las posibles fuentes de infección por Cryptococcus a través de 

la comparación de los patrones genéticos de aislamientos clínicos y ambientales 

Los nueve marcadores seleccionados a partir de la secuencia de la cepa tipo H99, resultaron 

polimórficos al mostrar entre 5 y 51 alelos diferentes por cada uno (tabla 5). Los mismos 

mostraron alta especificidad para C. neoformans var. grubii al no obtener productos de 

amplificación después de aplicar ADN de las cepas controles C. neoformans serotipo D 

(CBS10511), C. gattii serotipo B (CBS6956) y C. gattii serotipo C (CBS 10101).  

 

Tabla 5. Número de alelos detectados por los marcadores de cada subpanel. 

Subpanel Marcador No. de alelos (rango) 

CNA2 
CNA2a 15 (10-60) 

CNA2b 6 (8-21) 

CNA2c 16 (8-44) 

CNA3 
CNA3a 9 (19-69) 

CNA3b 5 (5-17) 

CNA3c 10 (8-38) 

CNA4 
CNA4a 51 (15-119) 

CNA4b 10 (5-25) 

CNA4c 11 (1-18) 

 

En la tabla 6 se expresa el cálculo del poder discriminatorio de cada uno de los marcadores 

analizados de forma individual y del conjunto (superior a 0,99). Los de mayor variabilidad 

correspondieron con CNA2c y CNA4a. Si bien la eliminación de este último resultó en una 

reducción de aproximadamente el 50 % del número de genotipos, esto no afectó la 

distribución de los mismos en los grupos encontrados. Contrariamente, el 85 % del total de 

los especímenes no produjo amplificación con el marcador CN3a. Esto pudiera ser el 
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resultado de: i) la delección de este locus en el genoma de los aislamientos estudiados, ii) la 

presencia de una o más secuencias polimórficas de los dos cebadores de amplificación, iii) 

o alternativamente, a que el tamaño de los fragmentos amplificados pudiera encontrarse 

fuera de los límites de la talla de los marcadores de la corrida de electroforesis capilar, lo 

cual no fue posteriormente investigado. En todo caso, la exclusión de este marcador no 

influenció la agrupación de los aislamientos en los diferentes grupos. 

 
 

Tabla 6. Poder discriminatorio basado en el índice de diversidad de Simpson (D) de 

cada uno de los marcadores, de cada panel de marcadores y del juego completo de 

marcadores (Simpson, 1949). 
 

Marcador D Panel D Juego D 

CNA2a 0,842 CNA2 0,906 CNA 0,993 

CNA2b 0,789     

CNA2c 0,828     

CNA3a 0,282 CNA3 0,868   

CNA3b 0,618     

CNA3c 0,819     

CNA4a 0,972 CNA4 0,992   

CNA4b 0,712     

CNA4c 0,688     

 

En el 2008 Hanafy y sus colaboradores reportaron el uso de microsatélites para los estudios 

de tipificación de C. neoformans var. grubii. Sin embargo, de los 15 marcadores empleados 

solo tres mostraron ser polimórficos. Adicionalmente, los productos de PCR se analizaron 

mediante electroforesis en gel de agarosa, técnica que presenta menor resolución y no 

permite aprovechar las potencialidades de los microsatélites como dianas de la tipificación 

(Hanafy et al., 2008). 
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En su conjunto, el panel seleccionado para este trabajo permitió discernir en la colección 

analizada (190 aislamientos) 104 genotipos diferentes distribuidos en 20 genogrupos. La 

relación entre los mismos se ilustra en la figura 6. Varias de dichas agrupaciones quedaron 

separadas por diferir en el número de marcadores y fueron designadas como CM.  

Figura 6. Origen de los aislamientos y su relación con los genotipos.  

A) Expansión mínima del árbol basado en el análisis multiestatal de categorías. Cada 

círculo representa un genotipo único; el tamaño de los círculos corresponde con el número 

de aislamientos con ese genotipo. Cada genotipo se encuentra interconectado por una línea 

con el (los) genotipo(s) más cercano(s). Los grupos constituidos por dos o más genotipos 

cuya variabilidad fue atribuible solamente a uno o dos marcadores fueron designados como 

complejo de microsatelite (CM) y se representaron con colores diferentes; los círculos 

amarillos constituyen genotipos únicos y no forman parte de ningún CM. 

B) El mismo árbol de expansión mínima mostrando el origen (clínico o ambiebntal) de los 

genotipos. 
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Aunque CM1 y CM2 se encuentran conectados entre sí por genotipos que solo difieren en 

dos marcadores, existe una evidente separación entre ambos, por lo que se consideraron 

como complejos no relacionados (figura 6, tabla 7). De esta forma, se identificaron 11 CM 

y nueve grupos genéticos constituidos por 18 aislamientos que no quedaron incluidos en 

ninguno de los complejos. Los análisis evidenciaron que más del 70 % de todos los 

especímenes quedaron congregados en cuatro de los 11 CM. 

 

La distribución temporal de CM3, el cual abarcó el mayor número de aislamientos clínicos 

(n = 37), demostró la presencia de este genotipo a lo largo de casi dos décadas. Por su parte, 

CM4, CM6, CM10 y CM11 estuvieron constituidos exclusivamente por especímenes 

clínicos procedentes de pacientes VIH positivos el primero, VIH negativos el segundo y 

ambos tipos de pacientes en los dos últimos. De esta observación se pudiera deducir la 

presencia de nichos ecológicos adicionales de C. neoformans var. grubii como posibles 

 

Tabla 7. Distribución de los aislamientos según su origen en los complejos de 

microsatélites. 
 

Complejo 
No. total de 

aislamientos 

Aislamientos 

de origen 

ambiental 

Aislamientos de origen clínico 

VIH 

positivos 

VIH 

negativos 

Condición 

desconocida 

CM1 51 49 2 0 0 

CM2 32 2 16 6 8 

CM3 39 2 27 9 1 

CM4 14 0 14 0 0 

CM5 8 2 5 0 1 

CM6 3 0 0 3 0 

CM7 9 5 4 0 0 

CM8 4 1 3 0 0 

CM9 3 3 0 0 0 

CM10 2 0 1 1 0 

CM11 7 0 4 1 2 

Otros 18 4 9 5 0 

Total 190 68 85 25 12 
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fuentes de infección en humanos y la posible existencia de genotipos más virulentos 

capaces de afectar de forma eventual a pacientes sin factores predisponentes conocidos 

(CM6). Por su parte, los análisis considerando la provincia de origen de los pacientes y la 

fecha de obtención del aislamiento no arrojaron datos de interés, al encontrarse distribuidos 

de forma arbitraria en los diferentes grupos. 

De forma llamativa, CM1 quedó constituido mayormente por aislamientos de origen 

ambiental (96 %) y tuvo una amplia representación de todos los puntos muestreados a lo 

largo de Cuba; diferencia que fue altamente significativa (p < 0.001). Por su parte, aunque de 

menor tamaño, CM9 quedó compuesto exclusivamente por especímenes de este mismo origen.  

C. neoformans var. grubii tradicionalmente se asocia con las excretas de palomas y el suelo 

contaminado con estas. Según el Centro para el Control y Prevención de Enfermedades de 

Estados Unidos de Norteamérica, las personas con sistema inmune debilitado deben evitar el 

contacto con las aves, especialmente las palomas y sus desechos (Disease Listing, 2009). No 

obstante, la diversidad de los aislamientos ambientales solo se conoce parcialmente. En este 

sentido solo se conocen unos pocos estudios comparativos entre las huellas genéticas obtenidas 

de especímenes recuperados de muestras clínicas y ambientales de una misma área geográfica, 

los cuales sugieren una estrecha relación entre los mismos (Boekhout et al., 2001; Trilles et al., 

2003; Litvintseva et al., 2005). A pesar de esto, muchos aspectos relacionados con la estructura 

de esta población, tales como: ¿cuáles genotipos son más propensos a causar infección? ¿qué 

relación temporal o espacial existe entre otros? permanecen bajo interrogantes. 

Aunque se realizó una cuidadosa selección de colonias a partir de las muestras ambientales, 

no se puede descartar la posibilidad de sesgo relacionado con la presencia de determinados 

genotipos más frecuentes en las excretas de palomas. Sin embargo, el hallazgo de 

complejos constituidos únicamente o en su mayoría por aislamientos ambientales, hace 

suponer el origen clonal de los mismos y que estos se encuentran mejor adaptados al 

microambiente de donde fueron recuperados. Estas inferencias necesitan ser confirmadas 

mediante estudios de patogenicidad. 

Los patrones obtenidos mediante AFLP se emplearon para evaluar el resultado derivado del 

uso del panel de marcadores seleccionados. Aunque un número relativamente pequeño de 
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aislamientos clínicos (11 %) quedó indiscutiblemente separado en una agrupación, 

subdivisión totalmente compatible con CM4, el resto se dsitribuyó en los demás CM de 

forma indistinta. De manera general, al compararlo con la tipificación con STR, el AFLP 

puso de manifiesto una menor variabilidad genética en esta colección y no fue capaz de 

evidenciar segregación entre los aislamientos clínicos y ambientales (figura 5 A y B). Estos 

resultados confirman la utilidad del panel de marcadores propuesto como dianas en la 

tipificación molecular de C. neoformans var. grubii. 

El AFLP es una técnica molecular que se basa en la amplificación de fragmentos de 

múltiples lugares del genoma (Vuylsteke et al., 2007). Este principio permite inferir que las 

diferencias genéticas encontradas entre los especímenes que integran CM1 y los restantes, 

son relativamente pequeñas, contrarias a las diferencias sustanciales observadas entre la 

mayoría de los aislamientos y aquellas pertenecientes a CM4. Probablemente, su poder 

discriminatorio pudiera incrementarse mediante el empleo de otras combinaciones de 

enzimas de restricción y residuos selectivos. 

Los estudios relativamente recientes de Litvintseva et al. con la aplicación del AFLP como 

técnica de caracterización, demostraron mayor diversidad genética entre los aislamientos 

clínicos que entre los ambientales (Litvintseva et al., 2005), por lo que los hallazgos 

obtenidos mediante la tipificación con STR en el presente trabajo son consistentes con los 

reportados por esta autora. 

Otros métodos moleculares de tipificación tales como el cariotipaje, la amplificación 

al azar de ADN polimórfico mediante reacción en cadena de la polimerasa (RAPD-

PCR, de sus siglas en inglés) y el MLST se han empleado en los estudios del complejo 

C. neoformans (Blasi et al., 2001; Litvintseva et al., 2006; Zhu et al., 2010). Zhu et al., en 

una investigación publicada con posterioridad a este trabajo, comparan 83 aislamientos 

clínicos y 53 ambientales procedentes de Brasil mediante el empleo de MLST y concluyen que 

los principales genogrupos clínicos difieren de los ambientales, por lo que la relación entre 

ambos no es tan estrecha como se suponía hasta la fecha (Zhu et al., 2010). Tanto estos autores 

como Litvintseva et al. al realizar ensayos de virulencia in vivo, demostraron que los 

especímenes de fuentes ambientales son menos patogénicos (Litvintseva et al., 2006;  

Zhu et al., 2010). Estos resultados y los obtenidos de la comparación de aislamientos 
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clínicos y ambientales cubanos brindan solidez a las inferencias derivadas de este estudio y 

al empleo de la tipificación con STR como método de caracterización genética. 

En síntesis, los resultados de este trabajo confirman la utilidad del panel de marcadores 

propuesto para la tipificación molecular de C. neoformans var. grubii, los cuales permiten 

distinguir los especímenes clínicos de los ambientales. La ausencia de variabilidad 

temporo-espacial entre la mayoría  de los aislamientos ambientales ( 70 %) sugiere una 

relación clonal de los mismos lo que pudiera deberse a las características geográficas de 

Cuba en su condición de isla. En contraste, a pesar de que la mayoría de los aislamientos 

clínicos provenían de Ciudad de La Habana y La Habana, estos se encontraron distribuidos 

en varios de los CM. Estas evidencias sugieren que la infección humana por C. neoformans 

ocurre a partir de nichos ecológicos adicionales diferentes a los incluidos en este estudio. 

La interpretación de estos resultados ofrece una nueva perspectiva a la epidemiología de la 

criptococosis y su agente causal en Cuba con implicaciones que pudieran ir más allá de sus 

fronteras. 

 

IV.3. Susceptibilidad antifúngica y genotipificación de aislamientos consecutivos 

recuperados de pacientes con meningitis criptococósica recurrente 

Los resultados del análisis de los 19 especímenes obtenidos de siete pacientes con 

meningitis criptococósica recurrente durante el período pre-TARVAE mostraron una media 

de aislamiento/paciente de 2,71 (rango 2-4) y un tiempo promedio entre la recuperación de 

cada uno de ellos de 52,5 días (rango 13-123). A excepción del paciente No. 7 todos eran 

seropositivos al VIH y tuvieron un desenlace fatal a causa de la micosis a pesar de recibir 

tratamiento antifúngico según se recoge en la tabla 4. 

La criptococosis es una enfermedad rara en individuos inmunocompetentes, lo que indica 

que un sistema inmune totalmente efectivo puede controlar la infección. No obstante, la 

modulación de la respuesta innata adaptativa pudiera promover la supervivencia de algunas 

levaduras en estos individuos (Chen et al., 2008). Sumado a esto, la emergencia de 

resistencia a los antimicrobianos se ha convertido en un problema creciente añadiendo un 
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nuevo mecanismo a la persistencia de este patógeno (Spitzer et al., 1993; Kobayashi et 

al., 2004; Bii et al., 2007; Olszewski et al., 2010). 

Los cuadros de meningitis criptococósica persistente o recurrente son descritos con relativa 

frecuencia a pesar de administrar el tratamiento de elección (Jarvis et al., 2007; 

Olszewski et al., 2010). Los resultados de los estudios publicados al respecto son variables. 

La mayoría de los autores sugieren que este fenómeno pudiera deberse a recaídas de la 

infección por la cepa infectante original (Mondon et al., 1999; Friese et al., 2001; 

Jain et al., 2005), otros lo atribuyen a una disminución de la susceptibilidad a los 

antifúngicos (Rodero et al., 2000) o a un deterioro progresivo del sistema inmune 

(Casadevall et al., 1993; Casadevall y Perfect, 1998). Por su parte, las infecciones mixtas y 

la microevolución de la cepa original son consideradas con menos frecuencia 

(Sullivan et al., 1996; Blasi et al., 2001; Litvintseva et al., 2005). Hasta el momento no se 

habían realizado en Cuba estudios de aislamientos secuenciales de C. neoformans 

obtenidos de pacientes con cuadros recurrentes o persistentes. 

El régimen de antifúngicos recomendado para el tratamiento de la neurocriptococosis 

incluye tres fases: inducción, consolidación y mantenimiento. La combinación de 

anfotericina B y 5-fluorocitosina en la primera, seguido del uso del fluconazol en las dos 

últimas, es la más asociada al éxito terapéutico (Perfect et al., 2010). A pesar de que el 

itraconazol resulta menos efectivo en la terapia anticriptococósica, la presencia de 

intolerancia a las drogas de elección o la carencia de las mismas, justifican su empleo. Este 

medicamento también se recomienda como alternativo en la profilaxis de la infección en 

los pacientes con alto riesgo (Sarl et al., 2004; Fusco-Almeida et al., 2007; Perfect et al., 

2010). De acuerdo con estas pautas y con los esquemas administrados a los pacientes 

incluidos en este estudio, se seleccionaron las drogas para la determinación de la 

susceptibilidad antifúngica in vitro. 

Los datos al respecto, resultantes del análisis de los aislamientos incluidos en el presente 

estudio se reflejan en la tabla 8. El valor más alto de CIM obtenido para anfotericina B fue 

de 0,25 µg/mL y solo se detectó diferencia de una dilución entre algunos de los 

aislamientos secuenciales.  
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Tabla 8. Susceptibilidad in vitro a los antifúngicos empleados durante el tratamiento de 

los pacientes según el método de microdilución en medio líquido. 
 

Paciente No. Aislamiento No. 

Concentración inhibitoria mínima (µg/mL) 

lectura a las 72 h 

Anf B 5FC Flu Itr 

1 08360992 0,125 8 4 0,125 

08360975 0,25 2 4 0,063 

08361001 0,25 4 4 0,25 

2 08360997 0,125 2 1 0,031 

08360970 0,25 2 2 0,063 

08360991 0,125 1 1 0,031 

3 08360971 0,25 2 2 0,063 

08360972 0,125 8 2 0,125 

4 08360982 0,25 2 2 0,031 

08360989 0,25 1 4 0,031 

5 08360924 0,25 2 1 <0,016 

08360925 0,25 1 0,25 0,031 

6 08361056 0,125 0,5 0,25 <0,016 

08361052 0,125 0,5 4 0,125 

08361053 0,25 1 8 0,125 

7 08360926 0,25 0,5 0,5 <0,016 

08360930 0,25 0,5 0,5 0,031 

08360978 0,125 1 1 0,031 

08360942 0,25 4 8 0,5 

Rango 

MG 

CIM50 

CIM90 

 

0,125-0,25 

0,2 

0,25 

0,25 

0,5-8 

2,09 

2 

4 

0,25-8 

2,51 

2 

4 

0,016-0,5 

0,051 

0,031 

0,125 

Anf B = anfotericina B; 5FC = 5-fluorocitosina; Flu = fluconazol; Itr = itraconazol 

MG = Media geométrica 

CIM 50= Mínima concentración del antifúngico capaz de inhibir al 50 % de la cepa en 

comparación con el control de crecimiento 

CIM90 = Mínima concentración del antifúngico capaz de inhibir al 90 % de la cepa en 

comparación con el control de crecimiento 
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Debido a la ausencia de puntos de corte para este polieno frente a levaduras del complejo 

C. neoformans, se asumieron los reportados previamente en 1998 por Nguyen y Yu y 

Lozano et al. Estos autores definen un aislamiento como resistente cuando la CIM de  

la droga supera los 2 µg/mL debido a su asociación con el fracaso terapéutico 

(Lozano et al., 1998; Nguyen y Yu, 1998). Los resultados obtenidos fueron similares a 

los publicados anteriormente donde se reportan valores uniformes de CIM y ausencia de 

resistencia frente a la anfotericina B (Fernández et al., 1998b; Pfaller et al., 2004; Messer 

et al., 2009). 

La 5-fluorocitosina, a pesar de mostrar un máximo de variación entre el total de los 

aislamientos de hasta cuatro diluciones, los valores de CIM no excedieron los 8 μg/mL. 

No se encontraron especímenes resistentes al aplicar los criterios interpretativos del CLSI, 

donde se consideran como aislamientos resistentes frente a esta droga, cuando la CIM de 

la misma es  32 µg/mL (CLSI, 2008b). 

Tanto el itraconazol como el fluconazol mostraron los rangos más amplios (hasta cinco 

diluciones); este último además presentó CIM elevadas (hasta 8 μg/mL). A pesar de la 

eficacia in vivo del fluconazol, trabajos anteriores han demostrado la baja actividad in vitro 

de este medicamento frente a C. neoformans (Aller et al., 2000). De acuerdo con estos 

autores, los buenos resultados terapéuticos obtenidos son en gran parte atribuibles a las 

altas concentraciones que logra alcanzar en el LCR. Aunque todos los aislamientos se 

consideraron sensibles (CMI < 64 µg/mL), se observó un incremento escalonado de cinco y 

cuatro diluciones en los pacientes No. 6 y 7 respectivamente (tabla 8), lo que apunta hacia 

una disminución progresiva de los niveles de sensibilidad a esta droga (Mondon et al., 

1999; Perfect et al., 2010). 

Si bien algunos autores plantean que el amplio uso del fluconazol en los pacientes 

inmunodeprimidos ha contribuido al desarrollo de resistencia (tasas entre 4-16 % en Asia y 

hasta del 40 % en Norteamérica y Europa) (Fusco-Almeida et al., 2007), las cifras 

obtenidas en este trabajo son comparables a las publicadas anteriormente, las cuales 

muestran que el 100 % de los aislamientos fueron susceptibles a esta droga (Fernández et al., 

1999; Pfaller et al., 2004; Messer et al., 2009). 
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De forma general, la actividad del itraconazol frente a los aislamientos secuenciales 

incluidos en este estudio mostraron un rango de 0,016-0,5 μg/mL por lo que todos se 

consideraron susceptibles según los criterios establecidos por el CLSI (CLSI 200b). 

Los valores de media geométrica (0,051 μg/mL) así como las CIM50 (0,31 μg/mL) y 

CIM90 (0,125 μg/mL) son similares a los reportados por Dannaoui et al. y otros 

autores (Sabatelli et al., 2006; Messer et al., 2009; Dannaoui et al., 2010). Solo los 

pacientes No. 2 y 7 recibieron tratamiento con este antifúngico, sin embargo, en más 

del 70 % de los mismos, se detectó incremento de los valores de CIM de itraconazol de 

hasta cinco diluciones; esto pudiera obedecer a un mecanismo de resistencia cruzada 

entre los azoles (Fusco-Almeida et al., 2007). Estos resultados reafirman la importancia de 

mantener una estrecha vigilancia de la susceptibilidad a los antimicrobianos. 

El empleo del panel de marcadores previamente descritos, para la caracterización molecular 

mediante STR, permitió la detección de la variabilidad genética entre los especímenes. Este 

análisis evidenció la presencia de 14 patrones genéticos; solo dos de los pacientes, con dos 

y tres aislamientos respectivamente, presentaron patrones idénticos, en tanto que para el 

resto (14 aislamientos) la técnica demostró la presencia de diferentes genotipos (figura 7). 

 

Figura 7. Relación entre los diferentes genotipos de los 19 aislamientos de C. neoformans 

obtenidos de siete pacientes por tipificación con STR. Los números de cada columna de 

genotipo corresponden al número de repeticiones observadas con cada marcador. El guión 

indica que no se obtuvo resultado. El dendograma está basado en el análisis de agrupamiento de 

UPGMAN con el empleo del coeficiente de correlación de Pearson. La escala indica el porcentaje 

de similitud.  
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El conocimiento de la patobiología de los microorganismos, especialmente su interrelación 

con el hospedador, resulta de gran importancia en el desarrollo de estrategias que mejoren los 

efectos clínicos de los tratamientos y limite la persistencia de los agentes en los tejidos. 

Motivados por esto, algunos investigadores han estudiado los posibles mecanismos que 

intervienen en la relación entre el agente y el humano durante la infección criptococósica  

(Lin et al., 2008; Casadevall, 2010; Guerrero et al., 2010; Olszewski et al., 2010). 

La tipificación mediante STR se ha utilizado poco en la caracterización de aislamientos de 

Cryptococcus; sin embargo, su aplicación en este trabajo confirmó su eficacia para este 

propósito. Otros métodos de tipificación, especialmente el cariotipaje electroforético, el 

RAPD-PCR, el RFLP y el MLST se emplearon en análisis epidemiológicos similares con 

los cuales se obtuvieron resultados divergentes (Sullivan et al., 1996; Fusco-Almeida et al., 

2007). No obstante, la mayoría de los resultados obtenidos indican que la infección 

recurrente en los pacientes estudiados fue causada por la persistencia de la cepa original.  

Los primeros estudios de cariotipaje y RFLP realizados en series de aislamientos 

recuperados de pacientes con sida en Nueva York demuestraron la similitud entre los mismos 

para cada uno de los individuos incluidos en el ensayo (Spitzer et al., 1993). Un trabajo 

posterior empleando la misma técnica de caracterización pero aplicada a C. neoformans 

obtenidos de pacientes con sida de Uganda, evidenció que los aislamientos secuenciales 

fueron idénticos o muy similares en 12 de los 17 pacientes estudiados (Pfaller et al., 1998). 

Del paciente N° 1 se obtuvieron dos aislamientos iniciales, uno a partir de sangre y otro de 

LCR. Ambos mostraron perfiles de susceptibilidad similares, sin embargo resultaron ser 

genotípicamente diferentes. Dado que estos se aislaron al mismo tiempo, se pudiera deducir 

que el paciente estaba infectado con ambos genotipos en el momento de la primera toma de 

muestra. Después de más de tres meses de terapia de mantenimiento con fluconazol, el 

paciente fue readmitido debido a la recaída de los signos y síntomas. El aislamiento 

obtenido a partir del LCR en ese momento mostró un genotipo diferente en comparación 

con los anteriores. Estos resultados sugieren dos posibilidades: i) el paciente había sido re-

infectado con un nuevo genotipo durante la terapia de mantenimiento o ii) el aislamiento 

inicial persistente había sufrido una microevolución genética.  
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Los pacientes N° 2 y N° 5 presentaron tres y dos aislamientos respectivamente, los cuales 

mantuvieron patrones de susceptibilidad similares a lo largo del tiempo. En el primer caso, 

solo los obtenidos a partir del LCR mostraron igual patrón genético de lo que se infiere que el 

paciente pudo tener una infección simultánea con más de un genotipo. Debido a la similitud 

morfológica de las colonias, solo una del crecimiento obtenido de cada muestra se 

seleccionó para su conservación, lo cual constituye una limitación de este estudio ya que 

colonias con morfología similar pudieran ser genéticamente diferentes como fue 

demostrado en este trabajo y en otros llevados a cabo con anterioridad (Desnos-Ollivier et 

al., 2010). Este hecho contribuye a que las infecciones mixtas sean inadvertidas.  

En el paciente No. 5, los aislamientos solo diferían en un marcador y por tanto se consideró 

que pudieran estar genéticamente relacionados. Estas observaciones sugieren la posibilidad 

de micro-evoluciones de C. neoformans durante la infección humana, proceso que permitiría 

a la población de hongos modificarse y escapar de su eliminación por la acción del sistema 

inmunológico y cursar de forma crónica (Jain et al., 2005).  

Por otra parte, el paciente N° 4 se encontraba infectado con dos genotipos totalmente 

diferentes. Debido al corto tiempo que medió entre cada aislamiento, se infiere que esta no 

se tratara de una infección recurrente, sino que el paciente se encontraba infectado de forma 

simultánea con ambos especímenes, coincidentemente con perfiles de susceptibilidad muy 

similares. Situación totalmente inversa se observó en los aislamientos obtenidos del paciente  

Nº 6 (genotípicamente idénticos) para los cuales se demostró incremento progresivo de los 

valores de CIM frente a los antifúngicos estudiados, especialmente para el fluconazol.  

A pesar de la terapia antifúngica administrada, el LCR del paciente N° 7 permaneció 

positivo durante más de cinco meses al examen microscópico (nigrosina) y cultivo. Solo el 

segundo y tercer aislamientos, obtenidos con un intervalo de 52 días entre sí, mostraron el 

mismo patrón genético. Por su parte, la homología entre el tercero y el cuarto aislamiento 

con un intervalo de solo 13 días fue del 90 % y entre el primero y el último (intervalo de 

164 días) del 34 %. Esto podría explicarse por (i) la infección simultánea con más de un 

aislamiento, (ii) la re-infección con un aislamiento nuevo durante el tratamiento, (iii) al 

desarrollo de cambios genéticos a través del tiempo como mecanismo de adaptación al 

hospedador o (iv) la combinación de todos estos factores. Estas hipótesis son apoyadas por 
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el hallazgo del incremento evidente en los valores de CIM frente al fluconazol e itraconazol 

del último aislamiento.  

En síntesis, los resultados mostrados sugieren que la recurrencia de la infección en la 

mayoría de estos pacientes no estuvo asociada a la resistencia a los medicamentos, sino 

probablemente a la co-infección con diferentes aislamientos o variedades genéticamente 

modificadas. Esta constituye una evidencia más sobre la capacidad de C. neoformans de 

experimentar trasformaciones que le permitan evadir las defensas del hospedador lo que 

contribuye a su supervivencia. 

 

IV.4. Determinación de los patrones de susceptibilidad in vitro de los aislamientos 

cubanos de C. neoformans var. grubii frente a los antifúngicos de primera línea en el 

tratamiento de la criptococosis y otros azoles 

IV.4.1. Determinación los patrones de susceptibilidad in vitro mediante el método de 

microdilución en medio líquido 

Los resultados obtenidos de la actividad in vitro mediante microdilución en medio líquido 

de los siete antifúngicos probados, se muestran en la tabla 9. Considerados en conjunto, 

estos exhibieron patrones uniformes de susceptibilidad, con los valores más altos y los rangos 

más amplios frente a la 5-fluorocitosina (0,063-64 µg/mL) y el fluconazol (0,25-64 µg/mL); 

mientras que los más bajos correspondieron al isavuconazol, posaconazol y voriconazol (en 

orden creciente). 

Aunque la mayoría de los trabajos precedentes se basaron en el estudio de un número más 

reducido de especímenes, las cifras obtenidas aquí frente a los principales antifúngicos son 

similares a los ya publicados tanto en Cuba como internacionalmente (Fernández et al., 1998b; 

Fernández et al., 1999; Pfaller et al., 2004). 
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Tabla 9. Susceptibilidad in vitro mediante microdilución en medio líquido de aislamientos 

de Cryptococcus frente a siete antifúngicos de acuerdo al origen de la cepa y la presencia o 

no de infección por VIH en los pacientes. 
 

Origen 

(No.) 
Antifúngico 

CIM (µg/mL) 

Rango CIM50 CIM90 

Ambientales  

(46) 

Anf B 0,016-0,5 0,25 0,5 

5FC 0,5-64 4 8 

Flu 0,25-64 4 8 

Itr 0,0016-0,5 0,063 0,25 

Vor 0,0016-0,25 0,063 0,25 

Pos 0,0016-0,125 0,31 0,63 

Isa 0,002-0,0031 0,004 0,016 

VIH positivos  

(85) 

Anf B 0,031-1 0,25 0,25 

5FC 0,125-8 4 8 

Flu 0,25-8 2 4 

Itr 0,0016-0,5 0,031 0,25 

Vor 0,0016-0,25 0,031 0,125 

Pos 0.0016-0,125 0,031 0,016 

Isa 0,002-0,063 0,008 0,016 

VIH negativos  

(32) 

Anf B 0,125-1 0,25 1 

5FC 0,063-8 2 4 

Flu 0,25-8 2 8 

Itr 0,016-0,5 0,031 0,063 

Vor 0,016-0,25 0,063 0,063 

Pos 0,016-0,5 0,063 0,125 

Isa 0,004-0,063 0,008 0,031 

Subtotal 

(117) 

Anf B 0,031-1 0,25 0,25 

5FC 0,063-8 4 8 

Flu 0,25-8 2 4 

Itr 0,016-0.5 0,031 0,25 

Vor 0,016-0,25 0,031 0,125 

Pos 0,016-0,5 0,004 0,016 

Isa 0,002-0,063 0,004 0,016 

  Total* 

(163) 

Anf B 0,016-1 0,25 0,25 

5FC 0,063-64 4 8 

Flu 0,25-64 2 4 

Itr 0,016-0,5 0,031 0,25 

Vor 0,016-0,25 0,031 0,125 

Pos 0,002-0,125 0,004 0,016 

Isa 0,002-0,063 0,004 0,016 

Anf B:  anfotericina B; 5FC:  5-fluorocitosina; Flu:  fluconazol; Itr: itraconazol; Vor:  voriconazol;  

Pos:  posaconazol; Isa:  isavuconazol; (No.): número de aislamientos incluidas en cada categoría 

CIM 50 y CIM90: Concentración mínima del antifúngico capaz de inhibir al 50 y 90 % de la cepa en 

comparación con el control de crecimiento 

* El número total de aislamientos estuvo restringido a los que se encontraban disponibles en el 

momento del estudio. 
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La elevada incidencia de infecciones micóticas en los individuos seropositivos al VIH y el 

empleo del fluconazol en las terapias tanto profilácticas como de mantenimiento a largo 

plazo, ha incrementado el temor justificado sobre la emergencia de resistencia a los azoles de 

manera general (Souza et al., 2005). Ante esta situación, la Organización Mundial de la Salud 

hizo un llamado a mantener la vigilancia sobre este fenómeno (Bii et al., 2007). Sin embargo, 

los estudios precedentes realizados en este sentido en Cuba estuvieron restringidos a un menor 

número de especímenes (no más de 43) y de antifúngicos (anfotericina B y fluconazol) 

(Fernández et al., 1998b; Fernández et al., 1999).  

La finalidad de estas pruebas es, de manera general, facilitar la toma de decisiones en 

cuanto a la política de antibióticos a seguir frente a un determinado agente y en lo 

particular, predecir el efecto clínico del tratamiento y poder seleccionar las drogas o las 

combinaciones de estas con mayor actividad. En los últimos años se han realizado 

considerables esfuerzos para lograr métodos eficaces y reproducibles; sin embargo, los 

datos disponibles sobre la susceptibilidad in vitro de C. neoformans son limitados y 

contradictorios, lo que dificulta el establecimiento de los puntos de cortes para este 

microorganismo (Larsen et al., 2005). 

A pesar de que el uso clínico de la anfotericina B se ve obstaculizado por su nefrotoxicidad, 

esta se emplea con gran éxito para tratar infecciones por diferentes levaduras y hongos 

filamentosos (Chen et al., 2007). Los valores de CIM encontrados para esta droga, fueron 

superiores en los aislamientos de pacientes VIH negativos en comparación con los 

portadores del virus. No obstante, todos resultaron ser susceptibles teniendo en cuenta los 

parámetros previamente descritos en este trabajo. Estos resultados coinciden con los 

reportados en la literatura donde el número de C. neoformans resistentes a este polieno es 

sorprendentemente bajo, hecho atribuido en parte, a la carencia de una metodología eficaz y 

reproducible para su determinación (Nguyen y Yu, 1998; Lozano et al., 1998). 

El documento M27-S3 recomienda que se consideren aislamientos resistentes a la  

5-fluorocitosina cuando la CIM de esta droga es ≥ 32 µg/mL frente a los mismos  

(CLSI, 2008b). Bajo este criterio, todos los especímenes clínicos estudiados fueron 

susceptibles y solo tres de procedencia ambiental revelaron cifras superiores. Esta es una 
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droga con espectro de acción limitado que incluye Candida spp. y el complejo  

C. neoformans (Chen et al., 2007). Su asociación con la anfotericina B es preconizada 

como terapia de elección en el tratamiento de ataque de la meningitis criptococósica 

(Perfect et al., 2010). La mayor eficacia de dicha combinación comparada con el uso del 

polieno como única droga, quedó demostrada ampliamente tanto en los individuos VIH 

positivos como negativos (Dorsthorst et al., 2002; Schwarz et al., 2007). En este trabajo, la 

resistencia encontrada fue menor a la reportada previamente por otros autores (> 20 %)  

(Bii et al., 2007; Schwarz et al., 2007); no obstante, los estudios de posibles mecanismos de 

resistencia y sinergismo serían de gran utilidad en la interpretación de los resultados del 

presente estudio. 

Entre los azoles, el fluconazol mostró la menor actividad. Como se comentó en la sección 

IV.3, a pesar de su eficacia in vivo, trabajos anteriores demostraron su baja actividad  

in vitro frente a C. neoformans (Aller et al., 2004; Sarl et al., 2004). Los aislamientos 

ambientales incluidos en este estudio resultaron menos susceptibles que los clínicos, 

mientras que los obtenidos de individuos VIH negativos mostraron CIM90 menor en 

comparación con los de pacientes con sida. Aunque otros factores diferentes a la resistencia 

antifúngica, como son el deterioro del sistema inmune del hospedador, la presencia de otras 

enfermedades subyacentes, la prontitud con que se instaure la terapia y el manejo de la 

hipertensión endocraneana entre otros, son aspectos a considerar en los casos de fallos 

terapéuticos, algunos autores reportan casos de evidente asociación entre valores elevados 

de CIM para el fluconazol y el fracaso con el empleo de esta droga (Yildiran et al., 2002). 

Entre los especímenes estudiados, solo uno (de procedencia ambiental) presentó 

CIM = 64 µg/mL. Este hallazgo concuerdan con otros publicados anteriormente donde se 

reportan rangos de 0,5-64 µg/mL para aislamientos ambientales de C. neoformans frente a 

esta droga en Brasil, Puerto Rico, India y Kenya (Moraes et al., 2002; Pedroso et al., 2006; 

Bii et al., 2007). Al respecto, Mondon et al. sugieren la hipótesis de que la resistencia al 

fluconazol (CIM  64 µg/mL) en esta levadura pudiera aparecer con una frecuencia 

variable, así como que la misma es innata y no se relaciona con exposición previa a los 

azoles ni a ningún otro antifúngico (Mondon et al., 1999). No obstante, otros hechos 

comprobados tales como, el fenómeno de heterorresistencia (Mondon et al., 1999; Varma y 
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Kwon-Chung, 2010) y la resistencia cruzada con azoles de uso agrícola (Serflin et al., 

2007; Müller et al., 2007) pudieron influir en los resultados obtenidos. Ante esta situación, 

se impone seguir prestando atención a la emergencia de resistencia a este fármaco debido a 

su uso generalizado tanto en los pacientes con sida como en seronegativos al VIH  

(Cuenca-Estrella, 2010).  

Los valores de CIM de itraconazol (0,016 - 0,5 µg/mL) exhibieron gran variabilidad 

independientemente de la procedencia de los aislamientos estudiados. De acuerdo a los 

criterios interpretativos adoptados en este trabajo, ninguno de los especímenes se consideró 

resistente al mismo. Aunque algunos autores reportan cifras de resistencia entre el 8 y el  

16 % (Tay et al., 2006; Perkins et al., 2005), nuestros resultados concuerdan con otros 

trabajos donde se declaran altos porcentajes de susceptibilidad a este antifúngico (Moraes  

et al., 2002; Bii et al., 2007; Chong et al., 2010). A pesar de tener un espectro de acción 

más amplio y mayor actividad in vitro que el fluconazol, el itraconazol ha demostrado ser 

menos efectivo en el tratamiento de la neurocriptococosis debido a que no logra alcanzar 

niveles suficientemente altos en el LCR (Cuenca-Estrella, 2010). No obstante, se 

recomienda como tratamiento alternativo cuando se presenta intolerancia a las drogas de 

primera línea o no se dispone de estas últimas (Perfect et al., 2010).  

Afortunadamente, el arsenal antifúngico se ha incrementado durante las últimas dos 

décadas con la adición de varios agentes y se espera que en breve se autoricen nuevos 

triazoles con actividad in vitro frente a esta levaduras (Chen et al., 2007; Messer 2009; 

Cuenca-Estrella, 2010). 

En este estudio, el voriconazol demostró una actividad in vitro más potente que el 

itraconazol frente a la selección de aislamientos estudiados. Aunque la efectividad de esta 

droga frente a C. neoformans no se ha estudiado suficientemente, parece ser eficiente 

incluso frente aquellos especímenes resistentes al fluconazol (Lozano et al., 1998; Perfect 

et al., 2003; Pfaller et al., 2004; Sabatelli et al., 2006) lo cual queda corroborado por los 

resultados de la presente investigación. De otra parte, los trabajos en animales de 

experimentación demuestran que el voriconazol es bien absorbido y alcanza 

concentraciones altas y prolongadas en suero. Esta farmacocinética favorable pudiera 

explicar los mejores resultados observados en ratas infectadas tratadas con voriconazol 
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versus itraconazol (Perfect et al., 2003). Estos resultados prometedores se deberán 

complementar mediante ensayos clínicos teniendo en cuenta la tendencia al desarrollo de 

resistencia cruzada entre los azoles (Mondon et al., 1999; Yildiran et al., 2002; Cuenca-

Estrella, 2010). 

Posaconazol e isavuconazol pertenecen a la última generación de los azoles investigados 

actualmente por su papel en el tratamiento de infecciones graves por hongos filamentosos y 

levaduras. Los resultados de susceptibilidad en este trabajo frente al primero, reafirman los 

reportes anteriores y brindan un soporte teórico a su empleo como nueva alternativa 

terapéutica en el manejo de la criptococosis. Además de su potente actividad, se tolera bien, 

ofrece un perfil de toxicidad menor en comparación con otros antimicóticos sistémicos 

comercializados actualmente y su farmacocinética se caracteriza por la lenta eliminación, 

bajo aclaramiento plasmático y una extensa distribución tisular (Odds et al., 2006; Ullmann 

et al., 2006; Schmitt-Hoffmann et al., 2006a; Schmitt-Hoffmann et al., 2006b). 

Posaconazol además, es el azol de más amplio espectro licenciado hasta la fecha y aunque 

no se dispone de formulación intravenosa, los estudios tanto en animales como en humanos 

demuestran seguridad y eficacia comparables a las del fluconazol. Otros autores 

confirmaron su utilidad en el tratamiento de agentes causales de infecciones sistémicas 

graves como Candida spp., C. neoformans, Aspergillus spp., Fusarium solani, Blastomyces 

dermatitidis y Coccidioides immitis lo cual acentúa su valor (Herbrecht et al., 2005; 

Ullmann et al., 2006). 

Aunque tanto el voriconazol como el posaconazol mostraron una potente actividad 

antifúngica in vitro frente a los aislamientos cubanos, isavuconazol exhibió los niveles más 

bajos de CIM. Este profármaco, precursor de triazol soluble en agua, se encuentra 

disponible para la administración oral e intravenosa (Odds et al., 2006; Schmitt-Hoffmann 

et al., 2006a; Schmitt-Hoffmann et al., 2006b). Trabajos similares, reflejan su amplio 

espectro frente a los principales hongos patógenos (Odds et al., 2006; Seifert et al., 2007) 

pero el presente estudio constituye la primera evaluación de su acción frente a 

Cryptococcus. Los resultados indican que este antifúngico es el más efectivo en términos 

de actividad in vitro en comparación con los restantes empleados, lo que lo convierte en 
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una opción atractiva que pudiera adicionarse al arsenal terapéutico para el manejo de la 

meningitis criptococósica.  

Con el objetivo de facilitar la consistencia de los resultados inter-laboratorios, el CLSI 

desarrolló y publicó las guías para las pruebas de susceptibilidad a los antifúngicos 

mediante el método de microdilución en medio líquido, el cual constituye la técnica de 

referencia recomendada hasta la fecha (CLSI, 2008a). Debido a que la misma resulta 

altamente laboriosa y prolongada, se han desarrollado otros métodos alternativos en los 

últimos años. En este sentido, estudios previos sugirieren que la prueba de Etest y de 

difusión en disco pudieran ser una opción útil por su fácil realización y no requerir soporte 

tecnológico adicional (Thompson et al., 2008; Thompson et al., 2009). 

 

IV.4.2. Determinación de los patrones de susceptibilidad in vitro mediante los métodos 

de difusión en agar Etest y disco para fluconazol y su correlación con los resultados 

obtenidos por microdilución en medio líquido 

En la figura 8 se muestran los valores acumulativos de CIM de fluconazol obtenidos 

mediante los métodos de difusión en agar (Etest y disco) en comparación con el de 

referencia (microdilución en medio líquido). El análisis de los datos demostró que la 

diferencia existente entre ambos fue estadísticamente significativa para p ≤ 0,05. 

De forma general, se encontró que los valores de CIM50 y la media geométrica expresados 

tanto por los aislamientos de origen clínico como ambiental, fueron muy similares por los 

tres métodos. Sin embargo, la CIM90 alcanzada mediante Etest, exibió un valor hasta ocho 

veces superior al encontrado por el método de referencia para los de procedencia ambiental 

y hasta seis para los de origen clínico. Este mismo hecho puede constatarse al comparar los 

valores de CIM90 entre los aislamientos obtenidos de pacientes con y sin sida, siendo más 

elevados (hasta ocho veces) en estos últimos (tabla 10).  
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Figura 8. Distribución de los valores acumulativos de CIM de fluconazol obtenidos por 

microdilución en medio líquido, Etest y disco. Las columnas con trama corresponden a la 

CIM50 alcanzada con cada método.  
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Tabla 10. Resultados de CIM (µg/mL) frente al fluconazol mediante microdilución en medio líquido, 

Etest y difusión en disco de los aislamientos cubanos de C. neoformans var. grubii. 
 

 Microdilución Etest Disco (25 g) 

 
Ambientales 

Clínicas 
Ambientales 

Clínicas 
Ambientales 

Clínicas 

 VIH+ VIH- VIH+ VIH- VIH+ VIH- 

CIM50 2 2 2 2 4 4 3 2,4 2,4 

CIM90 4 4 4 24 24 32 11 11 17 

Rango 0,25-64 0,25-8 0,25-8 0,016-64 0,5-128 2-32 0,25-165 0,25-47 0,24-47 

MG 2 2 2 4 2 4 2 3 2,4 

Moda 2 2 2 4 2 4 8 3 2 

CIM 50 y CIM90: Concentración mínima del antifúngico capaz de inhibir al 50 y 90 % de la cepa en comparación 

con el control de crecimiento respectivamente 

MG: Media geométrica 
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El amplio uso del fluconazol, especialmente en los individuos VIH positivos, pudiera 

generar una presión selectiva en el surgimiento de hongos menos sensibles a este antifúngico. 

Esto ha motivado gran preocupación por conocer la susceptibilidad in vitro de C. neoformans 

frente a este azol (Aller et al., 2004; Sarl et al., 2004; Larsen et al., 2005, Cuenca-Estrella, 

2010). Sin embargo, la comparación de los valores de CIM por diferentes métodos resulta 

complicado debido a las diferencias entre los mismos en cuanto a las condiciones 

recomendadas por cada fabricante (inóculo, medio de cultivo, temperatura, tiempo y 

condiciones de aireación durante la incubación, carga de antifúngico empleada y puntos de 

corte) (Moraes et al., 2002; Dannaoui et al., 2010). 

El Etest parece ser preciso en la determinación de la CIM en numerosos microorganismos, 

incluyendo bacterias exigentes y algunos agentes fúngicos como Candida, al reportarse 

niveles de concordancia entre 70-90 % con relación a la microdilución en medio líquido 

(Favel et al., 2000). No obstante, estos resultados son muy variables en dependencia del 

agente infeccioso y el antimicrobiano evaluado. Dannaoui et al., al estudiar la susceptibilidad 

in vitro de C. neoformans, reportaron una correspondencia inferior al 40 % frente a la  

5-fluorocitosina y al 60 % para el itraconazol con relación al método de referencia. 

(Dannaoui et al., 2010). Un trabajo similar realizado por Moraes et al., al comparar la CIM 

cuatro antifúngicos incluyendo el fluconazol, frente a aislamientos de ambas especies del 

complejo C. neoformans tanto de origen clínico como ambiental, mostró diferencias 

significativas entre los dos métodos empleados independientemente del origen del hongo 

(Moraes et al., 2002).  

La experiencia en la interpretación de las zonas de inhibición resulta un aspecto crítico en 

la determinación de la CIM frente al fluconazol y otros azoles independientemente del 

método de difusión en agar utilizado (Vandenbossche et al., 2002). No obstante, a pesar de 

su elevado costo, el Etest se recomienda para la determinación de la CIM durante la rutina 

de los laboratorios con alta carga de trabajo, en tanto que el empleo de discos es más 

sencillo y económico y la lectura automatizada con el auxilio del Biomic resulta de gran 

ayuda en la interpretación de los resultados. Para los laboratorios de más bajos recursos, la 

factibilidad de este se ve favorecida por el desarrollo de curvas de correlación pre-
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establecidas entre los diámetros de inhibición y los valores de CIM (Espinel-Ingroff, 2006; 

Espinel-Ingroff et al., 2007). 

Aunque los valores de suscpetibilidad obtenidos tanto por el Etest como por disco 

mostraron diferencia estadísticamente significativa (p  0,05) con relación al método de 

referencia, pensamos que los métodos de difusión son una alternativa de gran utilidad al no 

detectarse errores correspondientes a la máxima categoría (tabla 11).  

Los trabajos precedentes publicados, si bien muestran datos muy similares a los obtenidos 

en el presente estudio, el número de aislamientos de C. neoformans evaluados no sobrepasa 

los 20 (Vandenbossche et al., 2002; Espinel-Ingroff, 2006; Espinel-Ingroff et al., 2007) por 

lo que estos resultados pudieran constituir un importante soporte para análisis posteriores. 

El elevado consumo de tiempo y la mayor laboriosidad generados durante el desarrollo de 

la microdilución en medio líquido, hacen de esta una técnica poco factible para los 

laboratorios de diagnóstico con elevada carga de trabajo. Sumado a esto, las discrepancias 

encontradas entre los métodos evaluados y el de referencia, no afectan la detección de 

aislamientos resistentes por los primeros. Estos hechos justifican el empleo de los métodos 

de difusión en agar durante la rutina de los laboratorios en la vigilancia de la aparición de  

C. neoformans resistentes al fluconazol. No obstante, la confirmación de estos casos se 

debe realizar mediante el método de microdilución en medio líquido en laboratorios de 

 

Tabla 11. Evaluación de la concordancia entre los métodos de difusión en agar con 

relación al de referencia (microdilución en medio líquido) teniendo en cuenta los 

criterios interpretativos adoptados. 
 

Método 

No. de aislamientos según 

los criterios interpretativos 

asumidos 

Errores de concordancia con relación al 

método de referencia (%) 

S SDD R 
Muy 

importantes 
Importantes Menores 

Microdilución 161 0 1    

Etest 132 27 3 0 0,8 0,8 

Disco 147 12 3 0 0,9 0,8 
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referencia. Así mismo, una vez normalizados los puntos de corte para esta levadura según 

el método empleado, dichas discrepancias pudieran reducirse al mínimo. 

Los datos brindados en este trabajo proveen una nueva base para la comparación de los 

perfiles de susceptibilidad de C. neoformans según las condiciones de ensayo conforme a 

las normas del CLSI, así como con los métodos alternativos de difusión en agar estudiados 

y pudieran servir como punto de referencia para otros estudios similares.  
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DISCUSIÓN GENERAL 

 

Actualmente el género Cryptococcus incluye alrededor de un centenar de especies; no 

obstante, el complejo C. neoformans es el más asociado a enfermedades en humanos 

(Fonseca et al., 2011). El conocimiento cada vez más profundo de estas levaduras ha 

permitido distinguir la presencia de dos especies que comprenden cinco serotipos y 

diversos grupos genéticos (Bovers et al., 2008a; Bovers et al., 2008b). Estos aspectos, 

aunque básicos, son de vital importancia para la comprensión de la enfermedad desde todos 

los puntos de vista y permiten a su vez, un mejor manejo de la misma.  

La historia natural de la infección por las especies del complejo C. neoformans se encuentra 

bien documentada. A pesar de existir reportes ocasionales de casos de hasta 22 años de 

evolución, la misma conduce inexorablemente a la muerte cuando no se administra el 

tratamiento adecuado de forma oportuna. Aun así, una vez iniciados los síntomas, el 86 % 

de los pacientes con meningitis criptococósica muere durante el primer año y el 70 % en los 

primeros tres meses (Casadevall y Perfect, 1998; Friedman et al., 2005). Estas cifras 

alarmantes sobre el pronóstico pobre de la enfermedad, se agravan aún más al conocer que el 

estimado anual de su incidencia supera el millón de casos (Park et al., 2009). Estos 

antecedentes y la relativa carencia de estudios básicos sobre esta levadura en Cuba, 

motivaron la realización de este trabajo. 

Hasta el momento, los intentos de caracterización de los aislamientos cubanos de 

Cryptococcus tanto procedentes de muestras clínicas como ambientales, se encontraban 

restringidos a los estudios convencionales y la tipificación serológica mediante el juego 

comercial Crypto Check Iatron para un número limitado de especímenes. El intercambio 
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con el CBS y el CWZ permitió dar un paso de avance en este sentido. De esta forma se 

logró i) la re-identificación de todos los especímenes autóctonos de este género aislados en 

el LMIPK, los cuales pertenecen la colección de hongos del laboratorio, ii) la 

determinación del tipo de apareamiento mediante métodos moleculares de todos los 

aislamientos pertenecientes al complejo C. neoformans, iii) la determinación de los 

patrones genotípicos mediante técnicas de alta resolución y iv) conocer la susceptibilidad a 

los antifúngicos empleados en la primera línea de tratamiento así como a otros azoles de 

más reciente generación. Estos criterios se emplearon para el análisis comparativo entre los 

aislamientos según su origen (de procedencia clínica versus los obtenidos a partir de 

muestras ambientales) y entre aquellos de pacientes con cuadros de neurocriptococosis 

recurrente. De forma adicional, se evaluaron dos métodos de difusión en agar (Etest y 

discos) para la determinación de la susceptibilidad al fluconazol; con este objetivo se 

tomaron como referencia los valores de CIM obtenidos mediante microdilución en medio 

líquido. 

La re-identificación mediante AFLP y secuenciación de los fragmentos ITS1/5.8S/ITS2 y 

D1-D2 de aquellos aislamientos pertenecientes a la colección de hongos del LMIPK 

(obtenidos a partir de muestras clínicas humanas y excretas de palomas) permitió 

confirmar el predominio de C. neoformans var. grubii en Cuba. Hasta el momento el 

único reporte de C. gattii en este país es el proveniente de un guepardo, el cual 

probablemente era portador de una infección latente adquirida en Sudáfrica, lugar desde 

donde fue importado el animal (Polo et al., 2010; Illnait et al., 2011b). Esta especie de 

levadura suele afectar con mayor frecuencia a individuos inmunocompetentes, por lo 

general requiere tratamientos más prolongados, se asocia a una pobre respuesta terapéutica 

así como al desarrollo de complicaciones neurológicas y a elevada mortalidad (Kozubowski 

y Heitman, 2011; Kwon-Chung et al., 2011; Marr et al., 2011). En torno a esta especie, cada 

vez existe un mayor número de evidencias que apuntan hacia la relación existente entre el 

desarrollo de la infección y la visita a áreas donde se reporta mayor incidencia de esta 

micosis (García-Hermoso et al., 1999; Hagen et al., 2010b). Teniendo en cuenta estos 

hechos, el conocimiento aportado por el presente estudio es de importancia ya que permite 
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predecir el cuadro clínico-epidemiológico así como la posible respuesta al tratamiento de la 

criptococosis en Cuba.  

Por primera vez que se determinó el tipo de apareamiento de los aislamientos cubanos de 

C. neoformans var. grubii. Los datos aportados demuestran que el 100 % de los mismos 

pertenecen al MATα, lo que constituye una evidencia más de su alta prevalencia a nivel 

mundial independientemente del tipo de muestra. Es bien conocido que los especímenes 

pertenecientes al complejo C. neoformans pueden existir tanto en fase levaduriforme como 

filamentosa y que la micosis que producen suele estar precedida por la inhalación de 

partículas infecciosas. A pesar de esto, no suelen considerarse entre los hongos patógenos 

humanos dimórficos debido a que el hallazgo de hifas en los tejidos es muy infrecuente y 

las mismas no se consideran esenciales para la virulencia; adicionalmente, aún no queda 

claro porqué están constituidas dichas partículas infecciosas: levaduras desecadas o 

basidiosporas producto de la reproducción sexual, ya sean entre hifas de MAT opuesto o del 

mismo tipo. No obstante, el análisis del tipo de apareamiento en estos microorganismos, 

resulta relevante ya que se ha demostrado que las células MAT , además de encontrarse en 

mayor proporción tanto en muestras clínicas como ambientales, se asocian a mayor 

virulencia y tendencia a la diseminación al SNC. Los análisis moleculares indican que los 

genes involucrados en la reproducción sexual del complejo C. neoformans se encuentran 

estrechamente relacionados con aquellos que codifican para los marcadores de virulencia 

(polisacárido capsular, síntesis de melanina, termotolerancia, etc) y que esta relación es más 

estrecha en las levaduras con este tipo de apareamiento (Litvintseva y Mitchell, 2009; 

Metin et al., 2010; del Poeta y Casadevall, 2011). De estos análisis se desprende la 

importancia práctica de estos conocimentos. 

Los resultados encontrados hasta aquí presentan correspondencia con la literatura 

internacional más actualizada y sentaron las bases para los estudios posteriores de 

caracterización mediante técnicas moleculares de mayor resolución. 

Entre las tecnologías estandarizadas más empleadas en este sentido se encuentra el AFLP, 

el cual se implementó según la metodología previamente descrita (Boekhout et al., 2001;  

Meyer et al., 2009) para la caracterización inicial de los aislamientos y como referencia en 

la evaluación de un juego de marcadores microsatélites seleccionados a partir de la 
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secuencia nucleotídica de la cepa tipo H99. De los análisis realizados se puede inferir la 

existencia de fuentes alternativas de infección diferentes de las excretas de palomas y que el 

empleo de los marcadores seleccionados para la tipificación por STR presenta un alto poder 

discriminatorio. Esta última, como técnica de caracterización genética, mostró a su vez 

varias ventajas adicionales al brindar una genotipificación relativamente económica, en 

corto tiempo, cuyos resultados, al ser expresados numéricamente son más fáciles de 

interpretar y comparar, al tiempo que por ser más compactos, facilitan su almacenamiento 

en dispositivos electrónicos intercambiables (de Valk et al., 2009; Klaassen, 2009). 

Actualmente se disponen de tecnologías altamente resolutivas como el MLST, propuesta 

como uno de los métodos de referencia en la caracterización genotípica de las levaduras del 

complejo C. neoformans. No obstante, la complejidad de su ejecución, la cual requiere la 

secuenciación de al menos siete loci, la hacen poco factible (Meyer et al., 2009). 

La interrogante sobre la presencia o no de diversidad genética entre los aislamientos 

cubanos del complejo C. neoformans, la cual dio lugar al planteamiento de la hipótesis de 

este trabajo, quedó demostrada para el grupo de aislamientos clínicos (distribuidos en 

mayor o menor proporción entre 19 de los 20 genogrupos obtenidos mediante la 

tipificación con STR). Sin embargo, este aspecto de la hipótesis queda refutado en relación 

a los especímenes obtenidos a partir de excretas de palomas debido a su escasa variabilidad 

genética (el 80 % de los mismos se congregó en dos de los 20 genogrupos). Hasta el 

momento no existen muchos estudios publicados relacionados con este tema y en general 

los consultados demuestran una relación estrecha entre los genotipos clínicos y ambientales 

(Boekhout et al., 2001; Trilles et al., 2003). No obstante, trabajos publicados recientemente, 

incluso con posterioridad a la obtención de estos resultados, constituyen una evidencia más 

sobre la veracidad de los mismos (Zhu et al., 2010). 

Para dar continuidad a los estudios sobre posibles fuentes de infección de criptococosis 

humana en Cuba y sabiendo del reporte de su agente causal asociado a las plantas y sus 

detritos, se inició su búsqueda a partir de estos nichos ecológicos. Con este objetivo se 

estudiaron 662 hisopados de cavidades o ranuras profundas obtenidas de 331 ejemplares 

adultos de plantas que se encontraban en áreas públicas de zonas urbanas. A pesar de 

que los reportes revisados sugieren que la presencia del complejo C. neoformans no se 
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encuentra restringido a determinadas plantas, la inclusión de algunas especies 

(almendros, Ficus spp. y especies de cactáceas) obedeció fundamentalmente a reportes 

previos de la presencia estas levaduras en las mismas (Randhawa et al., 2006; Hiremath 

et al., 2008; Randhawa et al., 2008). Los métodos convencionales empleados 

permitieron la selección de 196 aislamientos con características compatibles con las de 

dicho complejo, especialmente con la especie C. neoformans (62,75 %). No obstante, 

los patrones genotípicos obtenidos mediante AFLP y la posterior secuenciación de las 

regiones ITS1/5.8S/ITS2 y D1-D2 permitió demostrar que solo uno correspondió con  

C. neoformans var. grubii. En este estudio los resultados de los esfuerzos por lograr el 

aislamiento de estas levaduras demostró su baja prevalencia a partir de las fuentes 

muestreadas, lo que permite sugerir en este caso que i) los métodos convencionales no son 

suficientemente confiables y que estos necesitan el respaldo de herramientas moleculares, 

especialmente cuando se trata de la identificación del complejo C. neoformans a partir de 

fuentes naturales, ii) la especie de levadura más representada en las muestras estudiadas es 

C. heveanensis, iii) la especie de árbol más asociada a este género en Cuba es el almendro y 

iv) que se deben continuar los estudios en otras zonas geográficas del país e incluir mayor 

diversidad y número de especies de árboles ya que en la medida que se logren determinar 

los posibles nichos ecológicos de estas levaduras, se podrán desarrollar medidas de 

protección que permitan evitar la infección humana por las mismas (Restrepo et al., 2000). 

Mediante el empleo de la tipificación con STR, se caracterizaron aquellos aislamientos 

seriados obtenidos de pacientes con criptococosis recurrente. Con el objetivo de obtener 

una visión integral de este proceso, se determinó la susceptibilidad in vitro frente a los 

antifúngicos empleados en la primera línea de tratamiento de esta micosis. Al igual que en 

el estudio anterior, los resultados fueron significativos y novedosos al revelar que más del 

70 % de los pacientes se encontraban infectados por genotipos diferentes y que si bien 

existe una tendencia hacia el incremento de las CIM de los agentes empleados en el 

tratamiento, ninguno de los especímenes mostró resistencia. Estos hallazgos permiten de 

una parte, confirmar la amplia variabilidad genética existente entre los aislamientos clínicos 

cubanos y de otra, plantear una nueva hipótesis sobre el posible mecanismo de recurrencia 

de esta micosis basado en la infección con múltiples genotipos. Según sugieren los 
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resultados de este estudio, esta posibilidad pudiera estar dada por la adquisición de varios 

genotipos al mismo tiempo, ya sea desde el inicio de la infección o en el transcurso de la 

misma. Estudios previos demuestran la obicuidad de las especies del complejo  

C. neoformans las cuales pueden coexistir en un mismo nicho ecológico lo que favorece la 

infección simultánea por diferentes tipos (Lazera et al., 2000; Mandal et al., 2005; Kidd et 

al., 2007). Otra vía que pudiera explicar este mecanismo es el proceso de microevolución 

microbiana; en este sentido, actualmente se conoce que los microorganismos capaces de 

sobrevivir en diferentes ambientes deben modular constantemente sus mecanismos de 

adaptación y que en las poblaciones clonales, dicha adaptación puede generar diversidad. 

Los hospedadores constituyen importantes microambientes para los hongos patógenos 

como las levaduras del complejo C. neoformans y en este contexto se pudieran generar 

cambios que le permitirían evadir la respuesta inflamatoria. A su vez, estos agentes son 

capaces de generar una respuesta inmune alterada, lo cual se ha asociado a afectación de la 

respuesta a la terapia antifúngica. Todos estos aspectos en su conjunto pueden promover la 

selección de determinadas variantes lo que favorece la infección crónica o recurrente  

(Jain y Fries, 2008). 

Por la importancia actual que encierra el fenómeno de la resistencia a los antimicrobianos, 

se incluyó en los estudios de caracterización los perfiles de susceptibilidad a siete agentes 

antifúngicos. A pesar de la carencia de puntos de corte establecidos para el complejo  

C. neoformans, los resultados mediante el método de microdilución en medio líquido, 

método de referencia actual, permiten concluir que los aislamientos de procedencia clínica, 

especialmente de pacientes con sida, presentan valores de CIM menores en comparación 

con los restantes incluidos en el estudio y que dado todas las ventajas farmacocinéticas, 

sumado a la elevada susceptibilidad mostrada frente al isavuconazol, este pudiera 

convertirse en una opción terapéutica excelente para el tratamiento de la criptococosis.  

Estos resultados permiten refutar la hipótesis planteada en este trabajo en cuanto a la 

resistencia a los antifúngicos para el grupo de aislamientos obtenidos a partir de muestras 

clínicas. No obstante, el hallazgo de dos especímenes de procedencia ambiental resistentes 

al fluconazol y la evidencia de valores de CIM más elevados de manera general en 

comparación con los de origen clínico, hacen aceptar el planteamiento para el grupo de 
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aislamientos ambientales. Se debe reconocer sin embargo, que estas afirmaciones pudieran 

estar sesgadas por la carencia de puntos de cortes específicos para el complejo  

C. neoformans. 

Durante las últimas décadas se ha demostrado una mayor incidencia de las infecciones 

fúngicas, lo que ha favorecido el uso cada vez más frecuente de antimicóticos sistémicos, 

especialmente el fluconazol (Cuenca-Estrella, 2010). Paralelamente, se ha incrementado el 

empleo de azoles de uso agrícola para el control de plagas (Serfling et al., 2007). Esto ha 

estimulado el desarollo de aislamientos con susceptibilidad disminuida o resistentes a este 

azol (Vandenbossche et al., 2002) y que se haga cada vez más evidente el fenómeno de 

resistencia cruzada entre los miembros de esta familia de antifúngicos (Kanafi y Perfect, 

2008). Actualmente se han puesto al descubierto al menos cuatro mecanismos moleculares 

que traen como consecuencia la resistencia adquirida frente a los azoles: i) la disminución 

de la concentración intracelular del antifúngico mediante bombas de explusión activa que 

actúan de forma selectiva frente al fluconazol (codifcadas por MDR) o de forma indistinta 

para cualquiera de los azoles (codificada por CDR); ii) la alteración estructural de la diana 

sobre la que actúan estas drogas así como iii) la sobre expresión de la misma (ambas 

codificadas por ERG11) y iv) el desarrollo de vías alternas de producción de esteroles 

(codificada por ERG3) (Cuenca-Estrella, 2010). Adicionalmente, también se conoce que 

algunos aislamientos pueden portar heterorresitencia, especialemte frente al fluconazol; 

mecanismo mediante el cual determinadas subpoblaciones de células dentro de una misma 

colonia se diferencian por una mayor tolerancia a concentraciones más altas del 

antifúngico. Este fenómeno no depende de la exposición previa a los antifúngicos y ha sido 

descrito en ambas especies del complejo C. neoformans (Sionov et al., 2009; Varma y 

Kwon-Chung, 2010).  

Estos antecedentes, sumados a la complejidad intrínseca del método recomendado por el 

CLSI para la determinación de la susceptibilidad in vitro, han motivado el desarrollo de 

otros alternativos como los de difusión en agar. Los resultados de la evaluación de las tiras 

de Etest y los disco con vistas a determinar la CIM del fluconazol, mostraron diferencias 

significativas (p ≤ 0,05) con los obtenidos por microdilución en medio líquido. Sin 

embargo, dada las ventajas de los primeros en cuanto a su fácil y rápida ejecución y que las 

discordancias entre los mismos no clasificaron como muy importantes, hacen a estos 
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métodos cada vez más atractivos con vistas a la vigilancia de la resistencia en los 

laboratorios de asistencia médica. La determinación de valores de corte para C. neoformans 

específicos según el método empleado, pudiera incrementar aún más el valor de estas 

pruebas. No obstante, ante la carencia de los mismos, la re-evaluación de los aislamientos 

con CIM ≥ 16 µg/mL en laboratorios de referencia mediante microdilución en medio 

líquido parece ser una opción conveniente. 

Desde que se diagnosticaron los primeros casos de criptococosis asociados al sida en Cuba, 

en el LMIPK se iniciaron los estudios en torno a esta micosis. De forma general, los 

resultados expuestos y discutidos en este trabajo han permitido enriquecer y consolidar los 

conocimientos ya existentes sobre esta micosis y su agente causal, mejorar el servicio tanto 

de diagnóstico como de referencia dando respuesta a la problemática de salud en el país y 

brindar soporte para el enfrentamiento de otras situaciones relacionadas con esta u otras 

enfermedades micóticas, aspectos que repercuten directamente en el sistema de salud 

cubano. Así mismo, estos resultados pudieran tener implicaciones más allá de las fronteras 

de Cuba, por lo que sientan pautas para futuros estudios comparativos de perfiles genéticos 

y de susceptibilidad antimicrobiana.  

El avance cada vez más rápido de la tecnología y su aplicación a la ciencia hace vislumbrar 

hallazgos impensados en torno a este gigante que ha despertado. 
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V. CONCLUSIONES 

 

- Se demostró por primera vez en Cuba el predominio de C. neoformans var. grubii 

serotipo A con tipo de apareamiento α tanto en muestras clínicas como ambientales.  

- Los aislamientos clínicos y ambientales estudiados mostraron diferencias evidentes en 

cuanto su variabilidad genética, lo que sugiere la presencia de nichos ecológicos de 

infección humana adicionales a los analizados en este trabajo.  

- El panel de marcadores seleccionados mostró un alto poder discriminatorio y la 

tipificación con el STR, como técnica de caracterización genética reveló su superioridad 

con relación al AFLP para los estudios de epidemiología molecular de C. neoformans 

var. grubii. 

- El estudio de aislamientos clínicos consecutivos de C. neoformans var. grubii apunta 

hacia la co-infección con diferentes genotipos como uno de los mecanismos patogénicos 

de la criptococosis recurrente. 

- La determinación de la CIM de los antifúngicos de primera línea demostró que la 

resistencia no constituye un problema entre los aislamientos clínicos cubanos de  

C. neoformans var. grubii estudiados y que los azoles de más reciente generación, 

especialmente isavuconazol, pudieran ser una alternativa terapéutica eficaz en el 

tratamiento de la criptococosis. 
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- Mantener la vigilancia sobre el surgimiento de cepas resistentes frente a los antifúngicos 

de primera línea en el tratamiento anti-criptococósico. En este sentido la evaluación de 

los métodos de difusión en agar avalan su empleo en los laboratorios de asistencia 

médica para la pesquisa de la resistencia al fluconazol en C. neoformans var. grubii. 

- Llevar a cabo estudios de patogenicidad que permitan corroborar los resultados 

obtenidos de la tipificación molecular mediante el STR. 

- Ampliar los estudios ambientales con vistas a determinar la presencia de otros nichos 

ecológicos como posibles fuentes de infección por C. neoformans en Cuba. 

- Realizar los estudios fisiológicos necesarios para la completa identificación de las 

nuevas especies aisladas a partir de material vegetal y estudiar su potencial patogénico. 
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(Tesis para optar por el título de Master en Bacteriología-Micología; 2003) -Tutora 

Autor: Dr. René Gato Armas 
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Anexo 1. Principales características de las especies pertenecientes al complejo  

C. neoformans (Casadevall y Perfect, 1998, Perfect, 2006; de Hoog et al., 2009). 
 

Características C. neoformans
(1)

 C. gattii 

Teleomorfo Filobasidiella neoformans Filobasidiella bacillispora 

Variedades (serotipos) 

var  

grubii  

(A) 

var. 

neoformans 

(D) 

ser. B ser. C y D 

Reacción con los antisueros 
(2)

 1, 2, 3 y 7 1, 2, 3 y 8 1, 2, 4 y 5 1, 4 y 6 

Producción de filamentación 

durante el apareamiento
(3)

 
si si si 

Producción de filamentos de 

forma espontánea
(4)

 
no si no 

Producción de pseudohifas
(5)

 si si no 

No. promedio de cromosomas 12,1 12,8 13 

Distribución geográfica Mundial 
Norte de 

Europa 

Climas tropical y subtropical 

(Australia, África meridional, 

Centroamérica, California,). 

Costa occidental de 

Norteamérica 
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Anexo 1. Principales características de las especies pertenecientes al complejo  

C. neoformans (Continuación). 
 

Características C. neoformans
(1)

 C. gattii 

Grupos genéticos obtenidos 

mediante RFLP 

VNI/VNII/ VNIV 

VGI/VGII/VGIII/VGIV 

VNIII (híbrido AD) 

Grupos genéticos obtenidos 

mediante AFLP 

1/1A/1B 2 

4/5/6/7 

3 (híbrido AD) 

Principales reservorio Excretas de aves y suelos 
(6)

 Detritos vegetales 

Presencia de cápsula si si 

Asimilación de inositol si si 

Producción de fenoloxidasa si si 

Producción de ureasa si si 

Inhibición de ureasa por EDTA si no 

Asimilación de D-prolina no si 

Asimilación de malato no si 

Asimilación de nitratos no si 

Asimilación de creatinina si si 

Inhibición de la creatinina 

desaminasa por NH3 
si no 

Susceptibilidad a la 

cicloheximida 0,1 % 
si no 

Susceptibilidad a la  

L-canavanina 
si no 

Asimilación de glicina 10 – 20 % 100 % 
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Anexo 1. Principales características de las especies pertenecientes al complejo  

C. neoformans (Continuación). 
 

Características C. neoformans
(1)

 C. gattii 

Crecimiento a 37 °C Sí Débil 

Factores de riesgo asociados Inmunosupresión  

Exposición a fuentes 

ambientales, hábito de fumar, 

antecedentes de cáncer, etc 

Principales manifestaciones 

clínicas asociadas: 

Compromiso pulmonar 

Criptococcemia 

Compromiso neurológico 

Secuelas neurológicas 

Compromiso de otros órganos 

Mortalidad 

 

 

25 – 50 % 

25 – 50 % 

0 – 25 % 

0 – 25 % 

Piel, ojo, tracto genitourinario 

25 – 50 % 

 

 

50 – 75 % 

0 – 25 % 

25 – 50 % 

25 – 50 % 

Piel, ojo, tracto genitourinario 

50 – 75 % 

(1) Además incluye es serotipo AD el cual comparte las características de los serotipos A y D. 

(2) Basado en la clasificación de Ikeda el at., 1996. 

(3) Después del apareamiento entre células MATa y MATα bajo determinadas condiciones de temperatura 

y humedad, se inicia la transición hacia la formación de filamentos con estructuras que comunican las 

células vecinas y la dilatación del extremo distal de la hifa aérea de donde posteriormente brotan cuatro 

cadenas de basidiosporas (Lin, 2009). 

(4) En ausencia de células parentales compatibles, también se pueden producir apareamiento, filamentación 

entre células compatibles del mismo tipo sexual (especialmente del tipo MATα) dando lugar a una 

fructificación monocariótica (Lin, 2009).  

(5) Forma intermedia entre la de una  levadura y la de una hifa verdadera. Su morfología puede variar 

desde estructuras alargadas de la célula levaduriforme hasta la formación de estructuras parecidas a las 

hifas con septos. Estas estructuras atípicas fue primeramente observada en un co-cultivo de  

C. neoformans y Acanthamoeba polyphaga y posteriormente de forma ocasional en hospedadores 

humanos (Lin, 2009)  

(6) Fundamentalmente asociado a excretas de palomas domésticas (Columba livia)  pero también de aves 

psitaciformes (papagayos, loros, cacatúas, cotorras, pericos), paseriformes (canarios, pinzones, 

cuclillos, cardenales, estorninos), galliformes (gallinas y pavos) y anseriformes (patos). También ha 

sido recuperado de otras fuentes naturales tales como el aire, frutas, leche, agua y detritos vegetales 

(Casaevall y Perfect, 1998: Kwon-Chung et al., 2011) 
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Anexo 2. Clasificación taxonómica del complejo de especies C. neoformans 

(de Hoog et al., 2008). 
 

División Basidiomycota  

Clase Hymenomycetes  

Orden Tremellales  

Familia Tremellaceae  

Género Filobasidiella  

 Teleomorfo Anamorfo 

Especies F. bacillispora 

F. neoformans 

Cryptococcus gattii (serotipos B y C) 

Cryptococcus neoformans 

Variedades  C. neoformans var. neoformans (serotipo D) 

C. neoformans var. grubii (serotipo A) 
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Anexo 3. Características de los antifúngicos incluidos en el presente estudio. 

(Cuenca-Estrella, 2010; Morschhäuser, 2010; Thompson y Wiederhold, 2010; Türel, 2011) 
 

Clase Antifúngico Características 

Polienos 

 

Anfotericina B 

 

Los polienos son moléculas macrólidas con cadenas 

insaturadas. Estos, se unen a todos los esteroles, aunque 

muestran mayor afinidad por el ergosterol que forma parte de 

la membrana fúngica lo que genera la formación de canales 

por los que la célula pierde iones y moléculas. También se une 

con esteroles intracelulares causando daños, principalmente en 

las vías de la respiración celular. Además, tiene efectos 

inmunomoduladores, ya que puede activar algunas funciones 

de los linfocitos, como la secreción de linfoquinas.  

Presenta escasa biodisponibilidad digestiva, baja solubilidad 

en agua y elevada toxicidad. A pesar de estas desventajas, se 

licenció como fármaco de uso clínico, siendo el primer y casi 

único tratamiento eficaz de las infecciones fúngicas sistémicas 

hasta mediados del siglo XX. 

A pesar de que la mayoría de los nuevos antifúngicos 

comercializados tienen un amplio rango de acción, esta droga 

sigue siendo la de mayor espectro, al mostrar actividad 

fungicida frente a patógenos primarios u oportunistas tanto 

levaduriformes como filamentosos. 

A pesar de su amplio uso, pocas especies muestran resistencia 

intrínseca (Aspergillus terreus, Trichosporon asahii, 

Scedosporiums pp., Paecilomyces lilacinus y Fusarium spp.) y 

sólo excepcionalmente se ha detectado resistencia secundaria.  

Los mecanismos de resistencia a esta droga, son poco 

conocidos, aunque la mayor parte de ellos están relacionados 

con un descenso en la cantidad de ergosterol de la membrana o 

un aumento de los fosfolípidos que reduce la interacción del 

fármaco con los esteroles. Estas alteraciones se han asociado 

con mutaciones en los genes ERG2 o ERG3, que codifican 

enzimas que participan en la vía de síntesis del ergosterol. En 

los últimos años, se han propuesto otros mecanismos de 

resistencia relacionados con el efecto oxidativo que presenta el 

polieno en el interior celular. A. terreus y otros mohos 

muestran un aumento en la actividad de su catalasa, lo que 

podría colaborar a reducir el daño oxidativo originado por este 

antifúngico. 
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Anexo 3. Características de los antifúngicos incluidos en el presente estudio (Continuación). 
 

Pirimidinas 

 

 

5-fluorocitosina Es un fármaco fungistático que penetra en el interior de la 

célula fúngica tras contactar con la enzima de la membrana 

citosina permeasa. En el interior de la célula, la  

5-fluorocitosina es desaminada a 5-fluoruracilo, tras lo que se 

producen varias modificaciones que acaban por generar ácido 

5-fluoruradílico, el cual se incorpora a la cadena de ARN, y 

ocasiona la producción de ARN aberrante e inhibición celular. 

Su espectro de acción se reduce a las levaduras. No obstante, 

existen algunas cepas de Candida spp. y de Cryptococcus spp. 

que muestran resistencia primaria. Asimismo, cuando se 

utiliza en monoterapia, genera resistencia secundaria con 

facilidad, por lo que sólo se recomienda su utilización en 

forma combinada.  

La resistencia intrínseca a esta droga suele deberse a 

mutaciones en el gen que codifica la citosina desaminasa. La 

resistencia secundaria se produce por mutaciones en los genes 

que regulan la fosforilación de los productos derivados de la 

fluorocitosina. 

Azoles 

(triazoles) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fluconazol 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Son moléculas sintéticas con un anillo de cinco carbonos 

unido a una cadena alifática con un grupo fenilo.  

La familia de los traizoles se distingue de los imidazoles por 

presentar tres moléculas de nitrógeno en el anillo azólico (en 

lugar de dos) y por poseer una afinidad superior por las 

enzimas fúngicas versus las humanas, de ahí que muestren 

mucha menos toxicidad que los imidazoles, y puedan 

administrase a dosis más elevadas.  

La actividad antifúngica de estos fármacos reside en la 

capacidad de unirse con el grupo hemo, que forma parte de 

muchas de las enzimas implicadas en la síntesis de ergosterol, 

particularmente la 14-alfa demetilasa. Esta unión bloquea la 

síntesis de ergosterol, acumulándose esteroles 14-alfa metilo, 

lo que inhibe el crecimiento de la célula fúngica.  

El perfil de actividad de los azoles es amplio, aunque depende 

de cada fármaco. Fluconazol tiene actividad frente a levaduras, 

pero no frente a los filamentosos. No obstante, algunas 

levaduras como Candida krusei muestran resistencia 

intrínseca y es frecuente que aparezcan resistencias 

secundarias en tratamientos prolongados con el fármaco.  

Su excelente perfil farmacocinético y su escasa toxicidad han 

hecho que se utilice masivamente en algunos grupos de 

enfermos y parece que su difusión ha producido el 

desplazamiento de cepas sensibles, que han sido sustituidas 

por otras más resistentes.  
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Anexo 3. Características de los antifúngicos incluidos en el presente estudio (Continuación). 
 

Azoles 

(triazoles, cont.) 

 

Itraconazol 

 

 

 

Voriconazol 

 

 

 

 

 

 

 

Posaconazol 

 

 

 

 

Isavuconazol 

 

Itraconazol tiene un espectro de acción más amplio que 

fluconazol, ya que es activo frente a levaduras y algunos hongos 

miceliales. Ha sido demostrado que la mayoría de las levaduras 

resistentes a fluconazol acaban por desarrollar resistencia 

cruzada a itraconazol.  

Voriconazol fue desarrollado a partir de fluconazol con la 

intención de ampliar su espectro de acción. Su actividad in vitro 

es parecida a la de itraconazol, con un efecto fungicida 

adicional frente a la mayor parte de las cepas de Aspergillus. Se 

ha observado que los organismos resistentes a fluconazol, 

pueden desarrollar resistencia cruzada a voriconazol. Su 

utilización masiva en el tratamiento de la aspergilosis puede 

haber producido un desplazamiento de especies sensibles como 

Aspergillus, por otras con resistencia intrínseca como los 

Mucorales.  

Posaconazol es el último triazol comercializado hasta la fecha y 

es el de espectro más amplio, con actividad frente a levaduras y 

muchos hongos filamentosos, incluyendo los Mucorales. No 

existen muchos datos sobre las resistencias a este azol, pero se 

han comunicado resistencia cruzada en algunas cepas de 

Candida y Aspergillus con resistencia a otros azoles. 

Isavuconazol es un nuevo triazol que se encuentra fase de 

desarrollo clínico. Tiene un perfil de actividad parecido al 

voriconazol, con actividad adicional frente algunas especies de 

Mucorales. Adicionalmente, ha mostrado tener ventajas 

potenciales en cuanto a su farmacodinámica e interacciones con 

otros medicamentos. Existe una formulación oral y otra 

parenteral y se está evaluando en el tratamiento de la 

candidiasis, de la aspergilosis y de otras micosis. De 

confirmarse los resultados preliminares de los estudios que 

están en marcha, se prevé que pudiera comercializarse en 2014. 

La 14-alfa lanosteroldemetilasa es producto del gen ERG11 en 

levaduras, el cual es conocido como CYP51 en hongos 

miceliales. La sobreexpresión del mismo, la amplificación 

genética debida a la duplicación cromosómica, conversión 

genética y recombinación mitótica dan lugar a enzimas 

alteradas, con un descenso en la afinidad por los azoles. 

No obstante, el mecanismo de resistencia que se detecta con 

mayor frecuencia en cepas clínicas de levaduras y con menor 

frecuencia en hongos filamentosos, es la reducción de la 

concentración intracelular de los azoles. Esta reducción puede 

deberse a una disminución en la captación del fármaco o mucho 

más frecuentemente, a un aumento en la expulsión del azol por 

incremento en el número y en la actividad de las bombas de 

flujo o transportadores. 

(Estructura química 

no disponible) 
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Anexo 4. 

Descripción de los medios de cultivo 

 

Medio mínimo de ácido caféico 

Ácido caféico 0,18 g  

Solución de citrato férrico 2 mM 4 mL  

Agar noble 20 g  

Agua destilada  1 000 mL  

Se calentó y agitó hasta disolver completamente el agar, se esterilizó en autoclave  

(15 min a 121 °C) y se distribuyó en placas de Petri de 90 mm a razón de 20 mL/placa. Una 

vez solidificado el medio de cultivo, las placas fueron debidamente rotuladas y conservadas 

a 4 °C hasta el momento de su utilización. 

 

 

Agar Mueller Hinton modificado (con la siguiente formulación en g/L) 

Infusión de carne 300 g 

Peptona ácida de caseína 17,5 g 

Almidón 1,5 g 

Agar 15 g 

Agua destilada neutralizada (pH 7) 1 000 mL 

glucosa 20 g 

Azul de metileno (5 mg/mL de agua destilada) 100 µL 

Todos los componentes se mezclaron mediante agitación y se aplicó calor hasta disolver 

completamente el agar. Se esterilizó en autoclave (15 min a 121 °C) y se atemperó hasta 

alcanzar 65 °C. 

Posteriormente el medio se distribuyó en placas de Petri de 90 mm a razón de  

20 mL/placa (altura de 4 mm) y se dejó solidificar a temperatura ambiente. Las placas 

fueron debidamente rotuladas y conservadas a 4 °C hasta el momento de su utilización. 
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RPMI-1640 (con glutamina y rojo fenol y sin bicarbonato) (Sigma-Aldrich) 

 Preparación para la prueba de microdilución en medio líquido 

RPMI-1640 10,4 g 

MOPS (0,165 mol/L)  1 000 mL 

Se disolvió en frío mediante agitación mecánica, se ajustó el pH a 7,0 ±1 con NaOH 10 M y 

se esterilizó por filtración.  

 Preparación para la prueba de difusión en agar (Etest) 

Solución A 

RPMI-1640 10,4 g 

MOPS 35,4 g 

Glucosa 19 g 

Agua destilada  500 mL 

Se disolvieron los componentes en el agua y se ajustó el pH a 7. Se esterilizó por filtración y 

mantuvo en baño termostatado a 65 °C.  

Solución B 

BactoAgar 30 g 

Agua destilada  500 mL 

Todos los componentes se mezclaron y disolvieron mediante calentamiento. Una vez 

fundido el agar, se esterilizó en autoclave (15 min a 121 °C) y se atemperó hasta alcanzar  

65 °C.  

Una vez que las soluciones A y B alcanzaron los 65 °C, se mezclaron evitando la formación 

de burbujas y se distribuyeron en placas de Petri de 90 mm a razón de 20 mL/placa (altura de 

4 mm). Solidificado el medio de cultivo, las placas fueron debidamente rotuladas y 

conservadas a 4 °C hasta el momento de su utilización. 
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Anexo 5. 

Representación esquemática de la preparación y disposición del inóculo, de las diferentes 

concentraciones de la batería de antifúngicos y los controles tanto de esterilidad como de 

crecimiento en la placa de microdilución para la determinación de las CIM mediante el método 

de referencia. 
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